UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO
POSGRADO DE ODONTOPEDIATRIA

. 5
S/ IIIII.II-.. .-IIII“II S
'{,»:(‘":‘ it T D,

IOl

gl

“PREVALENCIA DE MICROORGANISMOS LACTOBACILLUS SP.
EN LESIONES CARIOSAS GRADO 3 DE PACIENTES DE 2 A 5 ANOS QUE
ACUDEN AL POSGRADO DE ODONTOLOGIA INFANTIL DE LA U.A.N.L.”

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRIA EN
CIENCIAS ODONTOLOGICAS CON ESPECIALIDAD EN ODONTOPEDIATRIA

Por:

C.D.CLARISSA G. HERRERA CASTILLO
CIRUJANO DENTISTA
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
2001

Enero 2011



“PREVALENCIA DE MICROORGANISMOS LACTOBACILLUS SP.
EN LESIONES CARIOSAS GRADO 3 DE PACIENTES DE 2 A5 ANOS QUE
ACUDEN AL POSGRADO DE ODONTOLOGIA INFANTIL DE LAU.A.N.L.”

ASESORES

CD, Maestra en Ciencias, PhD, Miriam Angélica Garza Ramos
DIRECTOR DE TESIS:

CD. Esp. en Ortodoncia, M.C, PhD, Hilda HH Torre Martinez
ASESOR METODOLOGICO

Dr. Esp. en Pediatria, Francisco Gonzéalez Salazar.
ASESOR ESTADISTICO:



“PREVALENCIA DE MICROORGANISMOS LACTOBACILLUS SP.
EN LESIONES CARIOSAS GRADO 3 DE PACIENTES DE 2 A 5 ANOS QUE
ACUDEN AL POSGRADO DE ODONTOLOGIA INFANTIL DE LA U.A.N.L.”

CORDINADOR DE POSGRADO
CD Esp. en Odontopediatria, PhD, Martha Elena Garcia Martinez.

SUBDIRECTOR DE ESTUDIOS SUPERIORES
CD, MEO Dr. Sergio Eduardo Nakagoshi Cepeda



APROBACION DE TESIS

Los miembros del jurado aceptamos la investigacion y aprobamos el
documento que avala la misma, como requisito parcial para obtener el
grado de Maestria en ciencias odontolégicas con especialidad en
Odontopediatria.

HONORABLES MIEMBROS DEL JURADO

Presidente:

Secretario:

Vocal:



DEDICATORIA

Porque para mi el vivir es Cristo y el morir es ganancia, la dedico
con todo mi amor y mi corazén ala memoria de mis queridos y
admirados padre y hermano:

Jorge A. Herrera Gonzalez y Jorge A. Herrera Castillo.



AGRADECIMIENTOS

A Dios primero que nada porgue sin El nada de esto hubiera sido
posible.

A mis amados padres: Jorge Herrera Gonzalez y Ma. Teresa
Castillo de Herrera, mi querido hermano: Guillermo Herrera
Castillo ya que sin su amor, comprension y apoyo incondicional
no seria lo que soy.

A mi esposo Juan Pablo Cantu Alanis por estar siempre para mi
en todo momento.

A mi segunda familia: Santiago Cantu Fdez. y Esperanza Alanis
de Cantu gracias por todo el cariiio y apoyo que me han dado.

A mis asesores por todo su tiempo, dedicacion, ensefianzas y
apoyo para poder realizar este estudio.

A mis maestros siempre dispuestos a dar algun buen consejo.

A mis compaferos y amigos que siempre estuvieron dispuestos a
brindar su apoyo total.



INDICE

Introduccion

Antecedentes

Materiales y Métodos

Resultados

Discusion

Conclusiones

Recomendaciones

Bibliografia

Anexos

Figuras

Tablas

10

15

16

22

23

24

31

32

34



RESUMEN
C.D. Clarissa Herrera Fecha de graduacién: Enero de 2011

Facultad de Odontologia UANL Posgrado de Odontopediatria.
Fecha de graduacion: XXXXX

Numero de paginas XX

Candidato al grado de maestro en ciencias odontologicas con especialidad
en odontopediatria
Titulo del estudio:
PREVALENCIA DE MICROORGANISMOS LACTOBACILLUS SP.

EN LESIONES CARIOSAS GRADO 3 DE PACIENTES DE 2 A 5 ANOS QUE ACUDEN
AL POSGRADO DE ODONTOLOGIA INFANTIL DE LA U.AN.L.

Propdsito, materiales y métodos de estudio:

El propoésito principal de este estudio fue el de determinar la prevalencia de

lactobacillus sp. en pacientes con lesiones cariosas y edades entre los 2 y 5 afios

gue acuden al posgrado de odontopediatria.

Para ello, se revisaron clinicamente 130 nifios con edad de entre 2 y 5 afios todos

ellos con denticibn temporal y caries de tercer grado, todos los menores se

trataron con pulpotomia y se busco la presencia de lactobacillus sp. por medio de

cultivo.

Los resultados se analizaron de acuerdo a las proporciones de aislamiento de

lactobacillus sp. comparados por edad y género.

Conclusiones:

El aislamiento de lactobacillus sp. En los nifios con lesiones cariosas y edades

entre los 2 y 5 afios que acuden al posgrado de odontopediatria fue de 75.4%.
Lactobacillus sp. es un microorganismo altamente prevalente en los

pacientes con lesiones cariosas y con edades entre los 2 y 5 aflos que acuden al

posgrado de odontopediatria de la UANL.

Director de tesis: Dra. Miriam Angélica Garza Ramos.



INTRODUCCION
De las enfermedades infecciosas que més afectan a los humanos, la caries dental
puede ser la méas prevalente, de acuerdo al Centro de Control y Prevenciéon de
Enfermedades.
Las bacterias como causa de caries se reconocieron a partir de 1950 cuando
ratones libres de gérmenes se alimentaron con dietas altas en carbohidratos para
promover la caries dental. Estos roedores, se mantuvieron libres de caries en
ausencia de bacterias. Posteriormente en 1960 Keyes en el Instituto Nacional de
Salud y cumpliendo los postulados de Koch inocul6 cachorros con bacterias
encontradas en las heces de roedores con caries y libres de caries, demostrando
que la caries fue el resultado de una infeccion especifica por un estreptococo no
reconocido. Keyes demostré que esta transmision puede ser interrumpida por la
administracion de antibidticos activos contra gram positvos
De estos experimentos pioneros de Keyes y de otros, el organismo asociado con
caries fue identificado como un miembro del género estreptococos, similar o
idéntico al estreptococo sp. Descrito en la literatura en 1924 por un fisico
britanico, Clarke, que le dio el nombre de mutans. Lo que hace al S.M. un buen
candidato para causar caries es su habilidad para metabolizar la sacarosa y
elaborar acido lo que produce el proceso de demineralizacion del diente
Lactobacillus acidophilus es una bacteria anaerdbica o microaerofilica gram
positiva. Tiene la capacidad de fermentar lactosa y fructosa y es una bacteria no
formadora de esporas, se encuentra en el ambiente en forma de pares o sola.
Forma parte de la flora normal de la piel y las mucosas de humanos y animales,

esta diseminada en todo el mundo y no se conoce su patogenicidad fuera de su



asociacion con la caries dental. En el tracto gastrointestinal inclusive se considera
una bacteria benéfica pues produce lactasa enzima que digiere la leche y ademas
reduce el numero de bacteria y hongos patdgenos. También se reconoce un papel
en la produccion y absorcion de las vitaminas del complejo B como los son el
acido folico y la niacina; ademas ayuda a mantener bajos los niveles de colesterol
en la sangre inclusive se ha utlizado en suplementos alimenticios como
probiéticos para restaurar la flora intestinal.

Sin embargo esta bacteria cuando se relaciona con otras bacterias en la boca
como s. mutans puede inducir una descalcificacion de los tejidos dentales por la
alta concentracion de acido que se produce cuando ella digiere los carbohidratos
de la dieta. Por ello es una bacteria estrechamente relacionada con los procesos
cariosos.

Las enfermedades bucodentales de mayor prevalencia de acuerdo a la OMS
(Organizacién Mundial de la Salud) son: la Caries Dental y la Enfermedad
Periodontal. En México mas del 90% de la poblacién estd afectada por Caries
Dental y aproximadamente la mitad corresponde a nifios.

La placa dentobacteriana, formada principalmente por microorganismos,
relacionada con el diente es critica en la formacion de caries dental (2), como
secuela de la caries se encuentra el absceso periapical, el cual es consecuencia a
su vez de la inflamacion de la pulpa. El absceso periapical tiene gran importancia,
ya que la ausencia prematura de la pieza primaria como consecuencia del
absceso periapical, ocasiona pérdida de espacio, defectos en la formacion de la

pieza permanente subsecuente y retraso en su erupcion.



En nuestro medio se desconoce la prevalencia de lactovacillus sp en nifios, por
ese motivo se decidi6 realizar esta investigacion con el objetivo de determinar la
prevalencia de Lactobacillus sp. en lesiones cariosas profundas en los pacientes
que acuden al posgrado de odontopediatria.

La hipétesis de investigacion fue: Es posible determinar la prevalencia de
Lactobacillus sp. en las lesiones cariosas de los pacientes que acuden al
posgrado de odontopediatria.”

La presente investigacion se clasifica como un estudio prospectivo, experimental,

transversal y analitico.



ANTECEDENTES
La caries dental es la enfermedad crénica mas comun en la nifiez, con una
frecuencia cinco veces mayor que el asma que es la segunda més frecuente (1).
La caries temprana en la niflez (CEE) es una causa importante de dolor,
sufrimiento y un pobre estado de salud general (2,3). La caries es mas frecuente
en nifios con bajo nivel socioecondmico aunque no esta limitada Unicamente a
este grupo (3). La prevalencia de caries en los Estados Unidos de América varia
entre un 1 y 5%, aunque en poblaciones de riesgo su frecuencia puede ser tan
alta como un 60%. Por ello el cuidado dental se ha mostrado recientemente como
la primera necesidad de asistencia médica en los niflos Americanos (5). El
tratamiento para nifios con la caries puede ser caro, a menudo se requieren
amplios tratamientos inclusive bajo anestesia general o sedacién. A pesar de
estos esfuerzos estos nifios contindan con un riesgo mas alto para presentar

nuevas lesiones tanto en la denticién primaria como la permanente (6).

Son realmente necesarias intervenciones que interrumpan la fisiopatologia de la
caries para prevenir y tratar esta enfermedad tan insidiosa. Para poder desarrollar
estas estrategias es muy importante reconocer e identificar las bacterias
asociadas a caries dental y salud dental. Pruebas epidemiolédgicas relacionan de
manera importante Streptococcus mutans a caries dental (7), y numerosas de
laboratorio han demostrado la capacidad de algunas cepas de esta especie para
producir el acido lactico un factor de suma importancia como agente causal de
caries (7). Una especie estrechamente relacionada llamada S. sobrinus también

ha sido vinculada a la caries, aunque el predominio sea de S. mutans. Esta



especie esta generalmente asociada a la presencia de S. mutans. También varios
lactobacillus y actinomices han sido asociados a la caries (7). Casi todas las
investigaciones en la patogénesis de caries dental han sido realizadas cultivando
las bacterias. Los métodos moleculares para la deteccion de patdgenos
bacterianos recientemente incorporados a la investigacion de la microbiota oral,
han sido de suma importancia a la hora de relacionar por ejemplo estos
patbgenos con la caries (7). Recientemente existen estudios que relacionan
comunidades complejas como agentes causales de caries (7-9). Estos métodos
de identificacion y enumeracion de bacterias han hecho posible estudiar con
mayor precision la microbiota relacionada con la caries y otros procesos
relacionados (10,11). Ensayos basados en el aislamiento del DNA con la
intencion de identificar secuencias de bacterias ha permitido diferenciar de
especies estrechamente relacionadas ofreciendo un diagnéstico mas preciso y
veraz que los cultivos tradicionales (11). Ademas el DNA ribosomal 16S (rDNA)
permite realizar un andlisis sobre la base de la secuencia de DNA que permite la
diferenciacion de cualquier especie relacionada de una manera mucho mas
precisa que cualquier estudio tradicional realizado. Aproximadamente 260
especies de bacterias han sido cultivadas en la microbiota oral, mientras mas
de 500 se han identificado por métodos moleculares (12,13). Un estudio reciente
utilizando DNA ribosomal 16S ha permitido identificar 2522 clonas orales (14),
mientras otros investigadores han reportado un menor nimero de ellas (15-19).
Estas especies vy filotipos fueron identificados en pacientes sanos, pacientes con

periodontitis, abscesos dento-alveolares, gingivitis, mas no pacientes con caries



(14-19). Por ello es importante determinar por mecanismos moleculares la

microbiota relacionada con la caries dental.

Hacia el final del siglo 19, la nueva ciencia de bacteriologia surgi6 como
consecuencia de avances principales en la formulacion de medios de cultivo y el
desarrollo de técnicas para aislar y estudiar las bacterias. Los microorganismos
demostraron ser las causas principales de varias enfermedades que pueden

resultar fatales para las personas.

La enfermedad ocurre cuando un microorganismo especifico alcanzé un sitio
especifico donde los tejidos y condiciones permiten al organismo crecer y alcanzar
un numero elevado suficiente para causar el dafio significativo al hospedero e
inclusive causarle la muerte (20). Se ha aprendido bastante en cuanto a estas
técnicas de aislamiento y aplicado al examen de los microorganismos residentes
dentro de la cavidad bucal. Al mismo tiempo, él encontré que, estos
microorganismos se retinen para producir acido lactico producto del carbohidrato
fermentable afiadido al medio cuando se incuba a la temperatura de cuerpo,
ademas, este acido era suficiente para descalcificar dientes. Cuando el
carbohidrato fermentable no fue afiadido a la saliva, la putrefaccion; que
corresponde a la fermentacion, alcaliniza la acidez, y propicia que no se presente
ninguna descalcificacion. Estos estudios permitieron a Miller (1890) formular su
teoria sobre la descalcificacion acida como agente productor de la caries dental,
que, en términos simples, implicd dos pasos: Primero, las bacterias residentes de

la boca que producen acido a partir del carbohidrato fermentable de la dieta; y el

segundo, el &cido entonces disuelve el mineral de diente para iniciar y sostener el



proceso que produce cavidad. El estimulo de produccién acida extensivamente ha
sido estudiado debido a su papel central en el proceso de caries, y se ha
confirmado muchas veces con bacterias aisladas de la microbiota oral. (21-27),
con placa dental y sedimento salival en vitro (22,28), y con placa en vivo (29-33).
Desde el tiempo de Miller, hubo controversia continua en cuanto al papel de
bacteria en la causalidad de caries dental. La controversia ha sido (1) si una cepa
especifica bacterial o una mezcla no especifica de bacterias son el agente
responsable, y (1) si esto es una enfermedad infecciosa bacterial en el sentido
clasico o un crecimiento excesivo ecolégico. En afos recientes, Loesche (34) ha
retomado esta controversia proponiendo una hipotesis de especificidad de placa
para la caries dental y ha concluido que la especificidad y la infeccion clasica
estaban sobre el lado correcto del debate. En consecuencia él argumenté el modo
de tratar con el aspecto microbiano del problema de caries dental con la
eliminacién especifica de la microbiota oral del Streptococcus mutans por ejemplo;
con antibiéticos o vacunas (34,35). En su argumento Loesche considera que la
bacteria oral produce el acido a partir del carbohidrato fermentable que es central
a la formacion de caries dental. Entonces el papel de bacteria en la causalidad de
caries no es especifico de ella. En este caso, el retiro de tanto como sea posible
de la placa que se acumula sobre los dientes es un medio logico de tratar con el
problema de caries. Entonces; Streptococcus mutans no puede ser, excepto en
unos casos especificos, la causa bacterial de caries dental. Esto es simplemente
porque muchos microorganismos no-mutans son suficientemente acidégenos y
numerosos para producir las cantidades de acido necesario (26). Sin embargo,

deja entrever que €l también considera la bacteria implicada en la causalidad de



caries dental como un aumento de una mezcla o el espectro de microorganismos
acidégenos residentes de la cavidad oral y/o una disminucién en una mezcla o
espectro de bacteria o bacterias residente capaces de producir alcalinidad. Como
otros, él considera tales cambios de microflora reactivos, ya que ellos ocurren en
respuesta a cambios de la ecologia oral (36). Lactobacilli y Streptococci como

agentes infecciosos especificos de caries dental

El lactobacilli y streptococci son los géneros principales de la categoria de
bacterias generalmente relacionadas con la produccion de acido lactico (37),
entonces no es ninguna sorpresa que las especies microbianas dentro de estos
géneros se han propuesto como los agentes especificos de la produccion acida
gue es primaria al proceso de caries dental (25,34,38,39). En una busqueda de un
microorganismo causal de caries entre la microbiota mixta oral, Bunting et al. (40)
y Jay (41) han identificado lactobacilli en general y Lactobacillus acidophilus (B.
acidophilus) en particular como candidatos posibles. Muchos estudios realizados
por ellos y a partir de entonces por otros han mostrado la asociacion frecuente
entre la presencia de lactobacilli y el predominio de caries dental, sugiriendo tal
posibilidad. Por ejemplo, la elevacion del nivel de carbohidrato fermentable en la
dieta condujo a altas cuentas de lactobacillus, mientras que la disminucion de tales
carbohidratos causa reduccion de lactobacillus (42,43). Los sitios de denticion que
favorecen retencion de los carbohidratos fermentables de la dieta también
favorecen cuentas elevadas de lactobacilli y el desarrollo de lesiones de caries
(44,45). Estos sitios incluidos las fosetas, fisuras y las areas proximales de los

dientes donde son encontradas las lesiones de caries con mas frecuencia (46, 47).



También se ha observado que la colocacion de aplicaciones dentales ortodéncicas
sobre la denticibn produce cambios en las condiciones morfolégicas, que
conducen a retencién de carbohidratos incrementada en ese sitio, mas lactobacilli
y otros acidégenos, mas placa dental acidogénica y como consecuencia elevacion
de la frecuencia de caries (48-52). A pesar de estas relaciones, otros estudios
indicaron que lactobacilli no es esencial para el desarrollo de caries. Esto es
porque las lesiones de caries pueden desarrollarse en ausencia de lactobacilli, y
otros acidégenos residentes de la microbiota oral pueden proporcionar el &cido
necesario. La relacion entre lactobacilli y caries dental, al menos en humanos, no
ha sido probada en su relacion causa-efecto. Un mejor argumento podria ser
hecho siendo asociativo (53). La intensidad de esta diferencia en la creencia
disminuy6 hasta principios de los afios 1960. Entonces surgio otra vez S. mutans
(primero aislado Clarke en 1924 de lesiones de caries) siendo identificado como
candidato posible que causa caries (53-57).

A la gran mayoria de investigadores en este campo, ésta se hizo la causa célebre
de caries seguida de una cantidad masiva de investigacion. Luego los estudios
condujeron al descubrimiento de al menos 8 serotipos de S. mutans, que entonces
se agrup6 en 4 especies relevantes para humanos y animales de laboratorio (34,
58). Serotipos ¢, e, de S. mutans; la d, la g, y la h se hicieron la S sobrinus; un
serotipo para S.cricetus, y el serotipo b se hizo a S. rattus. En conjunto, ellos son

ahora llamados mutans streptococci.



MATERIAL Y METODOS
Este fue un estudio transversal, prospectivo, experimental y analitico, realizado en
el posgrado de odontopediatria de la universidad autonoma de Nuevo Ledn.
El universo de estudio fueron los nifios que acudieron al posgrado en el periodo de
junio de 2005 a enero de 2006.
Se evaluaron 130 pacientes de ambos géneros y con edades entre los 2 y 5 afios.
El tamafio de la muestra se calculé a partir de una poblacion de 2080 pacientes
con error maximo de un 5%. El nivel de confianza fue de un 95%. Considerando
que la muestra debe ser representativa del universo de donde es elegida, debe
reunir todas las condiciones o caracteristicas de dicha poblaciéon, de manera que
sea lo mas pequefia posible sin sacrificar exactitud ni precision.
Se tomaron muestras aleatorias de los pacientes que acudieron a la clinica de
posgrado de odontologia infantil hasta completar el tamafio de muestra deseado.
La unidad dltima de muestreo fue un nifio de entre 2 y 5 afilos de edad y de
cualquier género que acudid al posgrado de odontopediatria en el periodo
comprendido desde junio de 2005 a enero de 2006.
Se incluyeron los pacientes de ambos géneros con edades que fluctien entre los
2 y 5 afios de edad, que acudan a consulta del Posgrado de Odontologia Infantil
de UANL, y que presenten lesion cariosa en piezas temporales, que se interesen
en participar en este estudio y que cumplan con los siguientes requisitos de
inclusion: denticion temporal que presenten caries dental de 3er grado.
Los criterios de exclusion fueron: Pacientes que estén o hayan estado bajo
tratamiento de antibidticos una semana anterior a la consulta odontologica,

pacientes que padezcan alguna enfermedad sistémica, pacientes que no hayan



tenido el consentimiento de los padres para participar en el estudio, pacientes con
denticion mixta.

Los criterios de eliminacion fueron: Los casos en que haya contaminacién de la
fresa de carburo con la que se tome la muestra, contaminacion del cultivo, casos
en los que exista alguna alteracion en el proceso del estudio.

Las variables de este estudio fueron:

La variable dependiente: Presencia y tipo de lactobacillus sp.

Las variables independientes: género, edad.

Para deperminar la presencia y el tipo de lactobacilus se realizd el siguiente
procedimiento experimental:

Una vez cumplido el poceso de seleccion de pacientes la pieza(s) seleccionada (s)
se aislé con goma dique, se limpid la pieza con clorhexidina al 2%, se abrié la
pieza con fresa #4 6 5 dependiendo del tamafio de la cavidad, de acuerdo a la
clase de la cavidad, se coloco esa fresa en tubos estériles con caldo de cultivo
tripticaseina de soya para su crecimiento exponencial, rotulados con los datos del
paciente, después se procedi6 a incubarlos a 37° C por 7 dias, posteriormente al
crecimiento exponencial, las muestras se colocaron en el medio especifico MRS
Agar ( medio especifico para lactobacilli) donde se incubaron por un tiempo de 24
horas para su posterior identificacion.

Toma de muestra.

La muestra se tomo directamente de la cavidad realizada, con una fresa de bola
#4 Las muestras (por separado), se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5ml que

contienen 1 ml de caldo tripticaseina de soya.



Una vez obtenidas las muestras se procedioé a separar las células para encontrar

organismos aerobios.

1.Condiciones de Cultivos Aerdbicos

Los tubos fueron colocados en la incubadora a 37° durante 7 dias.

Una vez transcurrido ese tiempo a cada muestra se le realizaron diluciones 10-1,
10-2, 10-3 en donde cada tubo Eppendorf de 1.5ml contenia 900 Microlitros de
caldo tripticaseina de soya.

CONSERVACION DE CEPAS.

Se colocaron las cepas dentro de tubos estériles tipo eppendorff de 1.5ul

Con dimetilsulfoxido con leche descremada y congelados a -70° C.
CARACTERIZACION E IDENTIFICACION.

La evaluacién de las caracteristicas macroscopicas de las colonias se realizo
mediante examen visual del desarrollo de la colonia en la superficie de la placa
agar y microscopia de luz.

Posteriormente se realizd la reaccion de gram para observar su tincion y la
morfologia macroscopica.

Para su identificacion se utilizé la prueba de andlisis bioquimico de APl 50 CH la
cual consiste en la descripcion de los metabolitos del organismo vivo que se esta

estudiando.



El sistema API 50 CH res un sistema estandarizado compuesto por 50 ensayos
bioguimicos destinados al estudio del metabolismo de los hidratos de carbono en
los micoorganismos.

Para el conteo de UFC se utilizo el método estadistico de CRT Intro Pack Ivoclar
Viviadent.

En cuanto a las variables independientes edad y género se tabularon como sigue:
Edad: Variable cuantitativa que se registrd6 como el nimero de afios cumplidos por
el nifio evaluado al momento de realizar el estudio segun su expediente clinico.
Género: Variable cualitativa que se registré como masculino o femenino de

acuerdo a los datos otorgados por su expediente clinico.

ANALISIS ESTADISTICO Y TABULACION
Se tabularon los datos de los pacientes en cuadros comparativos separados por
género y edad como se observard mas adelante, en los cuales se completara de
acuerdo a al frecuencia de microorganismos para compararse a través de la
prueba de x2 para reportar la prevalencia de cada uno de los tipos de lactobacillus
sp. y poder presentar cual es el tipo mas abundante en las diferentes edades y

género.



DISENO ESTADISTICO

Todas las muestras tomadas en el periodo de estudio Junio 05 - Enero 06, se

contabilizaron en tablas como las que vemos:

Nombre del px Edad Género Tipo de

Lactobacillus.

Con estos datos se aplicaron las pruebas de X2 para su comparacion.



RESULTADOS

Se revisaron 130 nifios con edad de entre 2 y 5 afios todos ellos con denticion
temporal y caries de tercer grado, todos los menores se trataron con pulpotomia y
se busco la presencia de lactobacillus sp. por medio de cultivo.

La distribucion de los pacientes de acuerdo al género se muestra en la figura
namero 1, donde se muestra que la mayor proporcion corresponde al género
femenino con 57% mientras que el 43% fueron varones.

La distribucion de pacientes de acuerdo a la edad se muestra en la tabla 1, donde
se puede observar como la mayor proporcion (53%) de los pacientes estaba en la
edad de 5 afos.

La proporcion de aislamiento de lactobacillus sp. fue de 75.4% con 98 de 130
nifios. Que cuando se analizaron de acuerdo al género de los pacientes; la mayor
proporcion correspondié a las niflas con 79.7% mientras que los varones solo
mostraron una proporcién de aislamiento de 69.6% ver tabla 2.

La proporcion de aislamiento de lactobacillus sp. se muestra en la tabla 3 donde
se puede observar que la mayor proporcion de aislamientos se encontré en nifios
de 4 afos.

En el andlisis cruzado de las variables las proporciones de los aislamientos de
acuerdo al género no se encontraron diferencias significativas p=0.28 en las
frecuencias de aislamientos entre varones y mujeres. Por otro lado si se
encontraron diferencias significativas en las frecuencias de aislamiento de

acuerdo a la edad correspondiente a los 4 afios p =0.03.



DISCUSION:

La presencia de lactobacillus como bacteria que predispone al desarrollo de caries
dental, ha sido reportada por varios autores (6-9), entre los que destaca un estudio
de Van Houte quien menciona que: la etiologia microbiana de caries dental es una
relacion dinamica entre la placa dental, la microbiota, los hidratos de carbono de la
dieta, la saliva y la disminucion del pH incrementando el potencial cariogénico de
placa dental. Sus resultados apoyaron el concepto de caries como una
enfermedad dietética-infecciosa que se asocia al consumo de carbohidratos en la
dieta con el aislamiento de lactobacilos como factores que predisponen a la
caries. El cambio en las dimensiones de placa de estos organismos aparece ser
relacionado con su relativamente alta tolerancia acida. Un gran grupo de ensayos
también apoyan la teoria del efecto de la saliva sobre el desarrollo de caries. En
esta investigacion se pretendido establecer la relacion del aislamiento de
lactobacilos sp. con la presencia de caries en nifios de entre 2 y 5 aflos de vida,
es decir en denticién decidua con el objeto de establecer el grado de asociacion
del microorganismo con la presencia de lesiones cariosas.

Existen también; otro grupo de investigaciones que han asociado el
aislamiento de este microorganismo en niflos con caries (59). Parissoto y
colaboradores revisaron clinicamente 169 nifios segun los criterios de
Organizacion Mundial de la Salud y los dividieron en tres grupos: sin caries (n=53),
lesiones tempranas de caries (n=56), y lesiones cavitadas (n=60). Registraron la
presencia de placa dental clinicamente visible sobre incisivos maxilares. Después

de esto, también registraron la placa dental de toda la boca y superficies linguales.



Finalmente determinaron el nimero de las unidades formadoras de colonias de
streptococus mutans asi como la presencia de lactobacilos. Ellos encontraron que
los altos niveles de streptococcus mutans (OR=2.28), la exposicion total alta de
azucar (OR=5.45) y la presencia de placa dental (OR=2.60) mostraron una
asociacion significativa con caries temprana (p <0.05). Las altas cuentas
(OR=5.18) de microorganismo total, la alta exposicion al azucar sélida (OR=2.50)
y la presencia de lactobacillos (OR=24.99) mostraron la asociacion significativa
con caries cavitada (p <0.05). En ese estudio concluyeron que: La experiencia
dietética de azucar influydo en la composicion microbiolégica de placa dental.
Ademas, las etapas tempranas de caries afectada por el aislamiento de
estreptococos mutans y la placa visible dental sobre incisivos maxilares mientras
que la caries cavitada esta relacionada fuertemente con el aislamiento de
lactobacilos. En nuestro estudio no se investigd sobre la relacion con la proporcion
de aislamientos con la dieta solamente la proporcién de aislamientos de acuerdo
a la edad y género de los pacientes.

En nuestro estudio se demostré una prevalencia mayor al 75% esto
coincide con los resultados reportados por Steinle en un estudio donde
encontraron que usando un método de agar-réplica, localizaron colonias de
lactobacillus en la los dientes, sobre todo sobre las superficies del diente, aunque
se encontraron también unas colonias de crecimiento sobre los tejidos suaves.
Comparado con los sitios de crecimiento de lactobacillus sobre los tipicos modelos
de agar. La mayoria mayor parte de las colonias aparecieron en aquellas areas del
diente donde estan por surgir o han surgido lesiones cariosas. Las colonias de

bacilo sobre el tejido suave fueron proporcionalmente insignificantes mostrando



una proporcion de solamente un 18 por ciento de aislamiento de lactobacillus.
Estos sitios de aislamiento de bacterias no correspondieron con ninguna lesion
clinicamente diagnosticada.

La proporcion promedio del aislamiento de lactobacillus en las superficies dentales
clinicamente sospechosas de caries o evidentemente cariadas variaron entre 75y
100% y en el 82% de los casos coincidié en mas de una superficie con lesion.

Los sitios mas comunes de aislamiento fueron en el maxilar y en la primera y
segunda molar permanentes. La incidencia de aislamiento en esos sitios fue del
79% y en todos los casos coincidio con el sitio de la lesién. Los premolares y
anterior los dientes de estos sujetan revel6 un numero insignificante de ambas
varias lesiones y sitios de crecimiento lactobacilos. La incidencia de caries dental
en el maxilar no fue considerablemente diferente de la observada en las
superficies mandibulares.

Por otro lado existen reportes de aislamiento de lactobacilos en donde
encontraron una prevalencia de solamente 40%, como el reportado por Perez-
Quifiones el 2007 en Cuba donde realizaron un estudio analitico del tipo de casos
y controles en el municipio de Matanzas, provincia de Matanzas, en el periodo
comprendido por el curso académico 2004-2005. El universo estuvo constituido
por 11 311 niflos entre 6 y 12 afios de edad, determindndose una muestra
aleatoria de 900 nifios (300 casos y 600 controles). Se obtuvo que el mayor
porcentaje (62 %) de nifios de piel blanca estaba afectados por caries, el 91,3 % y
el 40 % de los nifios pertenecientes al grupo de casos, tenian un alto grado de

infeccidon por Estreptococo mutans y lactobacilos, respectivamente.



Nuestros resultados muestran una gran proporcion de aislamientos en
cultivo pero existe la perspectiva de realizar estudios mas completos como el de
Buyn y colaboradores (62) quienes utilizaron PCR para identificar los diferentes
tipos de lactobacilos implicados en la presencia de caries dental. En esa
investigacion. Ellos analizaron inicialmente 65 lesiones de caries dentales por
técnicas de cultivo tradicionales donde demostraron la presencia de lactobacilos
sobre todo en las lesiones cariosas progresivas. Esto es importante dentro de la
fisiopatologia de la lesiébn cariosa porque lactobacilos producen grandes
cantidades de &cidos organicos que favorecen la descalcificacion de la matriz
dental. Continuando con el andlisis ellos quisieron definir con mayor precision la
diversidad de lactobacilos encontrados en ese ambiente, asi como también
cuantificar la especie principal y filotipo en relacion con la carga total de
lactobacilos utilizando PCR en tiempo real. El ADN reunido fue amplificado por
PCR con iniciadores de Lactobacillus especificas de género para la reproduccion
subsecuente, secuenciacion, y el andlisis filogenético. Basado en 16
comparaciones ribosémicas de secuencias de ADN, se descubrieron 18 filotipos
diferentes de lactobacilos, incluyendo la representacion fuerte tanto de filotipos
nuevos asi como filotipos gastrointestinales. Iniciadores especificos de PCR
fueron disefiados para nueve especies prominentes, incluyendo Lactobacillus
gasseri, L. ultunensis, L. salivarius, L. rhamnosus, L. casei, L. crispatus, L.
delbrueckii, L. fermentum, y L. gallinarum. Mas de tres especies diferentes fueron
identificadas en la mayor parte de las muestras provenientes de la dentina,
confirmando su amplia distribucidon y la importancia numérica de varios

Lactobacillus spp. en la dentina con lesiones cariosas. La cuantificacion por PCR



en tiempo real reveld que la mayor proporcion de los aislamientos correspondié a
L. gasseri y L. ultunensis.

Las conclusiones de ese trabajo proporcionan una base para la
caracterizacion de Lactobacillus spp. en el contexto de extension de la lesién

cariada.

Nuestro estudio no demostrd diferencias significativas por género al igual que un
estudio realizado en cuba (61) donde encontraron que en las edades
comprendidas entre 6-8 afos, el 57,9 % corresponde al sexo masculino y el 58,5
al femenino y en las edades de 9-12 afios, el 42,5 % fueron varones y el 41,5 %
féminas. Ademas al realizar el andlisis estadistico cruzado segun los grupos de
casos con caries y controles sin caries comportamiento del sexo segun grupos. No
se observaron diferencias significativas entre los grupos casos y control (p=0,218).
En la presente investigacion si se encontraron diferencias en el aislamiento de
microorganismos de acuerdo a la edad de los pacientes esto suena bastante
interesante pues de acuerdo a la teoria de la ventana infecciosa (63) que
menciona que existe en una edad temprana esa ventana de infectividad para
streptococus mutans, después de lo cual la colonizacién probablemente no ocurre.
Ademas, los nifios con los niveles bajos o0 no perceptibles de estreptococos en una
temprana edad tienen un riesgo menor de desarrollar caries. En su estudio con el
objetivo de estudiar la experiencia de desarrollar caries con el grado de
colonizacion con estreptococo mutans ademas de lactobacilos en un grupo de
nifios de 11 afios a quienes se les habia documentado como libres de

estreptococo hasta los 5 afios de edad. Para este grupo, los riesgos de desarrollar



caries fueron bastante menores que aquellos nifios en los cuales se demostré la
presencia de estreptococos o lactobacilos antes de los 5 afios. De la misma forma
los nifios que se mantuvieron libres de estreptococo en edades tempranas
permanecieron libres de la bacteria hasta los 11 afios; a diferencia de aquellos
quienes lo habian tenido alguna vez y lo volvieron a presentar. Demostraron
también que no existen diferencias en las cuentas de lactobacilos y en el consumo
de carbohidratos de la dieta. Concluyen que los niflos colonizados en edades
tempranas (antes de los 5 afios) con Streptococus mutans tienen un mayor riesgo
de desarrollar caries por esa supuesta ventana de infectividad, por el otro lado los
menores que se mantienen libres de estreptococo durante ese periodo se

mantienen libres de caries por mas tiempo.



CONCLUSIONES:
El aislamiento de lactobacillus sp. En los nifios con lesiones cariosas y edades
entre los 2 y 5 afios que acuden al posgrado de odontopediatria fue de 75.4% que
es muy similar a los estudios reportados previamente.
La mayor proporcién de aislamiento se encontré en el género femenino, sin
embargo no se encontraron diferencias estadisticamente significativas.
En relacion a la edad la mayor proporcion de aislamientos se encontraron a la
edad de 4 afos. Quedando pendiente por establecer alguna relacion con el
aislamiento de Streptococus mutans y la ventana de infectividad. Estas diferencias
si fueron estadisticamente significativas.
Lactobacillus sp. es un microorganismo altamente prevalente en los pacientes con
lesiones cariosas y con edades entre los 2 y 5 aflos que acuden al posgrado de

odontopediatria de la UANL.



RECOMENDACIONES:

Se deberan de realizar una serie de estudios de aislamiento buscando
Streptococus mutans al mismo tiempo, asi como también identificando la
especificidad de filotipo con la ayuda de PCR tiempo Real.

En esos estudios se puede buscar la relacion de los aislamientos con otros
factores como consumo de carbohidratos de la dieta edad y género considerando
edades tan tempranas como los 2 afios e inclusive hasta los 11 afios.

Se pueden evaluar la presencia de estos microorganismos en edades tempranas

para evaluar el riesgo de desarrollar caries en estudios de seguimiento.
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ANEXOS



FIGURAS



Figura 1.- Distribucion de pacientes de acuerdo a su género.
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TABLAS



Tabla 1.- Distribucion de pacientes de acuerdo a su edad.

Edad Frecuencia Proporcién
3 afios 21 16.15
4 afios 40 30.76
5 afios 0 mas 69 53.09
Total 130 100%

Tabla 2.- Aislamiento Lactobacilos sp. de acuerdo al género.

Genero Aislamiento | Proporcion
Masculino 39/56 69.6% p=0.28
Femenino 59/74 79.7% p=0.28
Total 98/130 75.4%

Tabla 3.- Aislamiento Lactobacilos sp. de acuerdo a la edad.

Edad Aislamiento | Proporcion

3 afios 15/21 71.4% p=0.46
4 afos 35/40 87.5% p=0.03
5 aflos 0 mas 48/69 69.5% p=0.31
Total 98/130 75.4%




