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RESUMEN

En la cavidad oral se encuentran comunidades de una gran variedad de especies de
microorganismos a lo que se ha denominado biofilm, constituido por mas de 700
especies bacterianas y que se ha relacionado con la iniciacion de caries en esmalte.
Streptococcus mutans es el microorganismo mas frecuentemente asociado con este
padecimiento (Li et al., 2007; Corby et al., 2005; Saxena y Caufield, 2005; Byun et al.,
2004; Ellen et al., 1980; Klein et al., 2004; Granath et al., 1993; Koneman et al., 1999),
ya que se ha encontrado aproximadamente en el 90% de los sujetos con caries activas
(Corby et al., 2005). En México, existen reportes en algunos estados, como en
Zacatecas (Aguilera et al., 2002) y San Luis Potosi (Loyola-Rodriguez et al., 2008), en
los que han usado métodos moleculares para realizar la caracterizacion de la microbiota
oral. Sin embargo, en el Estado de Michoacan, esta informacion es inexistente, sobre
todo utilizando métodos de genética molecular. En este trabajo se identificd S. mutans
en la cavidad oral de nifios entre 1-12 afios de edad provenientes de Morelia, Mich. Se
incluyeron 270 muestras donde 129 nifios pertenecieron al grupo con caries y 141 nifios
al grupo sin caries. Se tomaron dos muestras por cada nifio a partir de la cavidad oral
mediante un barrido con hisopo estéril. A una de las muestras (muestras directas, sin
cultivar) se le extrajo el DNA con el que se realizé la amplificacion del gen dexA,
empleando iniciadores especificos para S. mutans. A partir de éstas, el 9.72 % de la
poblacion total dio amplificacién positiva, asi como el 12.97% de los nifios con caries y
el 6.47% de los nifios sin caries. Las segundas muestras de cada nifio fueron
transportadas al laboratorio, de las que se obtuvieron 516 aislados bacterianos, los
cuales fueron amplificados y secuenciados con los mismos iniciadores. De éstos, 12
correspondieron a S. mutans, los cuales se sometieron a ensayos RAPD con 4
iniciadores especificos para S. mutans. A partir de ambas muestras (aislados y
muestras directas), se construyeron dendogramas, en los que se observa una gran

diversidad genética de la poblacién de estudio.



1. INTRODUCCION

1.1 La caries

1.1.1. Definicion

La caries es una enfermedad infecciosa multifactorial que se caracteriza por la
destruccion de los tejidos duros del diente como consecuencia de una
desmineralizacion provocada por los acidos que generan la placa bacteriana a partir de

los hidratos de carbono de la dieta (Barrancos, 2002).

1.1.2. Fisiopatologia

En el medio bucal, los dientes estan sometidos a procesos constantes y variables de
desmineralizacion y remineralizacion, que se repiten con la ingesta de alimentos
(carbohidratos). Se ha demostrado que existe un intercambio ionico activo y
permanente entre el esmalte y el medio bucal, de tal forma que el diente estd sano
cuando la saliva posee un pH superior a 5.5 y la concentracion de calcio y fosfato es
mayor que el producto de solubilidad de la hidroxiapatita. Cuando el medio bucal es
mas acido o cuando sobre la superficie dentaria se ha depositado una placa microbiana
que ha hecho descender el pH por debajo de 5.5, el diente pierde minerales (Fig. 1). Si
esta situacion persiste, aparece una lesidn cariosa incipiente (mancha blanca). Si la
misma situacion se revierte después de 30-45 minutos, el pH aumenta y el medio bucal
se neutraliza, se produce un depdsito de minerales que provienen de los fosfatos y

otras sales presentes en la saliva sobre la superficie del diente (Monterde et al., 2002).
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1.1.3. Prevalencia

A pesar de que la caries ha ido en descenso desde los afos 70" en los paises
desarrollados (Touger-Decker y van Loveren, 2003), continua siendo un problema
significativo de salud publica en muchas partes del mundo (Byun et al., 2004). En
México, la encuesta nacional de caries dental (1988-2001) aplicada en nifios de 6-12
anos, reportan una prevalencia del 27.5 a 82.9% (Rodriguez et al., 2006).

1.1.4. Etiologia

Existe una relacion dinamica entre los azucares y la salud dental. La dieta afecta la
pintegridad dental, asi como el pH, la composicion y la cantidad de la saliva (Touger-
Decker y van Loveren, 2003). Los azucares y los carbohidratos fermentados después
de su hidrdlisis por la amilasa salival proveen un sustrato para las acciones de la
bacteria oral, la cual disminuye el pH de la placa y la saliva (Touger-Decker y van
Loveren, 2003; Koneman et al., 1999).

Una dieta rica en calcio puede favorecer la remineralizacion, que es un proceso natural
que tiende a neutralizar las lesiones cariosas incipientes. Se trata de una deposicion de
minerales, después de una pérdida de los mismos o de un ataque acido (Monterde et
al., 2002). Este proceso debe reforzarse actuando sobre los factores locales del medio
bucal, modificAndolos para que la precipitacién de fosfatos y otras sales se produzca en
forma mas intensa y el pH se modifique llegando a la neutralidad. En contraste, una
dieta rica en azucar y carbohidratos fermentables favorece el crecimiento de las
bacterias aciddégenas y aciduricas como el lactobacilo (Lactobacillus acidophilus y L.
casei) (Touger-Decker y van Loveren, 2003; Barrancos et al., 2002).

Los mecanismos de la caries dental son muy complejos y son desencadenados a partir
de varios niveles: genéticos, de comportamiento, ambientales y microbianos; por lo que
es importante entender el papel de las bacterias como modelo completo de etiologia de
la caries (Saito et al., 2006).

La disolucion de la superficie del esmalte por los acidos generados por las bacterias,
expone la linea avascular de la matriz del tejido conectivo mineralizado de dentina (Fig.

2 y 3) el cual es propenso a la invasion. Esto ocurre por la migracion de las bacterias



en la red tubular ocupada por los procesos de los odontoblastos pulpares (Byun et al.,
2004; Nadkarni et al., 2004).
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a) Las bacterias como agente etiologico

La cavidad oral constituye un medio ideal para la proliferacién de una variedad
de mas de 700 especies microbianas o filotipos (Aas et al., 2005; Kim-Ly et al., 2005).
La mayor parte de ellas se encuentran en el crévice gingival y el dorso de la lengua.
También son evidentes en la placa dental, donde interactian y se comunican intra e
inter-especificamente (Kolenbrander et al., 2002; Foster et al., 2003), mantienen una
homeostasis entre bacterias patdégenas y mutualistas, y constituyen una forma
organizada de comunidades de multiespecies que se conoce como biofilm
(Kolenbrander et al., 2002; Saito et al., 2006), a la que también se la ha asociado con la
iniciacién de caries en esmalte (Kim-Ly et al., 2005). Si existen puntos o fisuras en las
superficies de los dientes y son inicialmente colonizadas por flora bacteriana no
cariogénica, estos microorganismos pueden conferir proteccién al huésped por ocupar
fisicamente el espacio del nicho y, por lo tanto, bloquear la colonizacion de organismos

cariogénicos como S. mutans (Saito et al., 2006).
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Existen cambios secuenciales en las poblaciones bacterianas asociadas con la limpieza
dental profesional, con el proceso de erupcidon de los dientes (Gonzalez y Cameros,
1999), el desarrollo de caries, los estados de enfermedad periodontal, e incluso,
durante los intervalos entre los tratamientos de higiene oral diaria normal (Kolenbrander
et al., 2002).

El género Streptococcus constituye el 60%-90% de los tipos bacterianos que colonizan
al diente en las primeras 4 horas después de una limpieza profesional. Se ha
encontrado que S. mutans abunda en cerca del 90% de los sujetos con caries activas,
aunque también se han encontrado con alta frecuencia distintas especies del género
Lactobacillus (Corby et al., 2005). Otros colonizadores tempranos incluyen a
Actinomyces spp., Capnocytophaga spp., Eikenella spp., Haemophillus spp., Prevotella
spp., Propionibacterium spp. y Veillonella spp. (Kolenbrander et al., 2002).

Por otro lado, Becker et al., relacionaron la presencia de S. sanguinis con la salud oral.
En su estudio obtuvo muestras de 4 sitios diferentes de la cavidad bucal de nifios entre
2 y 8 afnos de edad con lesiones cariosas severas en por lo menos 6 dientes. Esta
bacteria se adquiere durante la infancia y modula el pH por la produccién de amonio; en
niveles altos puede retrasar la adquisicion del S. mutans (Becker et al., 2002).

En las bocas sanas de los adultos sin caries y sin enfermedad periodontal (encias), la
microbiota oral es variada, abundante y mixta: con formas esféricas, cilindricas,
espirales, aerobios y anaerobios; mdviles e inméviles; Gram positivos y Gram negativos
(Gonzalez y Cameros, 1999). A pesar de que existe poca informacion sobre la
microbiota en cavidad oral sana, Aas et al. (2005) realizaron en la Universidad de Oslo
un analisis molecular detallado para determinar la flora bacteriana normal en diferentes
sitios de la cavidad oral de individuos sanos. Las especies mas comunes encontradas
pertenecen al género Gemella, Granulicatella, Streptococcus y Veillonella. No se
encontraron especies relacionadas con caries o periodontitis. Es importante destacar
que el 60% de las especies encontradas no fueron cultivables y que el numero total de
muestras fue de 5 (Aas et al.,, 2005). Corby et al. (2005) encontraron ademas S.
parasanguinis, Abiotrophia defectiva, S. mitis/oralis y S. cristatus como bacterias
asociadas con la salud oral y menos comun en sujetos con caries.

Existe un estudio interesante sobre la microbiota oral del hombre desde su nacimiento

hasta la senilidad, en el que se reporta que Streptococcus salivarius se haya con cierta



regularidad, hasta en un 80 % de los infantes de un dia de nacidos (Gonzalez y
Cameros, 1999). Este microorganismo parece residir primariamente en la lengua, por lo
gue no necesita dientes para establecerse (Gonzalez y Cameros, 1999).

Después de la erupcion dentaria, poco a poco se van instalando otras especies
microbianas como S. mutans, espiroquetas y bacteroides (Gonzalez y Cameros, 1999).
Estudios realizados previamente demuestran que la microflora asociada con caries esta
dominada inicialmente por bacterias Gram positivas (Corby et al., 2005). Esta etapa es
seguida por la invasién de un grupo mas diverso que incluye anaerobios Gram
negativos (Byun et al., 2004) como Prevotella (Nadkarni et al., 2004). El género
Prevotella fue separado del Bacteroidiaceae en 1990 y actualmente comprende
diversos organismos que constituyen el grupo mas grande e importante médicamente
de anaerobios Gram negativos, ya que algunos miembros del género expresan

marcada actividad proteolitica y de hemolisinas (Nadkarni et al., 2004).

Streptococcus mutans. En la flora cultivable predominante en dentina cariada se
encuentra S. mutans (Li et al., 2007; Corby et al., 2005; Saxena et al., 2005; Byun et al.,
2004; Ellen et al., 1980; Klein et al., 2004; Granath et al., 1993; Koneman et al., 1999).
La sacarosa facilita la colonizacién del diente por parte de S. mutans y su
sobrecrecimiento. En experimentos de ratas con caries, se presenté un re-crecimiento
de S. mutans después de una supresion por una terapia intensiva con clorhexidina y
una dieta rica en sacarosa (Touger-Decker y van Loveren, 2003).

Métodos fenotipicos y genotipicos sugieren que las madres portadoras de cepas de S.
mutans y/o S. sobrinus son la principal fuente primaria de infecciones para nifos, y se
ha demostrado la conservacion de cepas en la pareja madre-hijo por un intervalo de 3
afos. Sin embargo, también pueden ser adquiridos por otras fuentes. Los nifios alojan
uno de los cinco distintos genotipos de S. mutans en diferentes edades (3-8 afios),
indicando persistencia de algunas cepas (Klein et al., 2004).

No todos los individuos colonizados por S. mutans manifiestan la enfermedad, debido a
que las cepas pueden diferir en la propensién a causar la enfermedad o la virulencia
como una funcién de la adquisicion y expresién de islas de patogenicidad u otros
elementos genéticos. Algunas cepas de S. mutans expresan alteraciones en las

propiedades de la via metabdlica por la presencia de una secuencia de insercion “rio



arriba” del operon de la hidrolasa de sacarosa. La investigacion del locus asociado con
cepas identificadas como virulentas puede facilitar el entendimiento de por qué algunos
nifios tienen la enfermedad y otros no (Saxena et al., 2005).

Otros microorganismos. Ademas del S. mutans, se han cultivado facilmente
Lactobacillus casei (Saito et al., 2006; Corby et al., 2005; Byun et al., 2004) y algunas
especies de Actynomices (Byun et al., 2004), que también fueron encontradas en
sujetos libres de caries. En particular, Actynomices sp. se ha encontrado
frecuentemente en sujetos con caries y libres de ella (Corby et al., 2005), y especies de
Veillonella en orden descendente en cuanto a la cantidad (Munson et al., 2004; Byun et
al., 2004). Becker et al. (2002) encontraron ademas, en orden decreciente especies de
Bifidobacterium, S. salivarius, S. constellatus, S. parasanguinis. Byun et al. (2004)
reportaron también Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
rhamnosus y L. fermentum; éstos sobretodo en caries profundas. También se ha
documentado la presencia de S. sobrinus (Saxena et al., 2005; Klein et al., 2004;
Koneman et al., 1999) la cual se puede encontrar agrupada con S. mutans. Incluso, en
sujetos con caries activa, se han encontrado abundantes especies de bacterias
asociadas a la salud oral (Corby et al., 2005). Becker y col. (2002) aseguran que no
existen evidencias de la relacion entre A. gerencseriae y caries temprana de la infancia,
pero se cree que algun hallazgo al respecto puede ayudar a la prevencion de iniciacion
de caries; sin embargo, encontraron que en las manchas dentales se presentan altos
niveles de Actinomyces gerencseriae, por lo que puede estar involucrada en la
iniciacién de la formacién de la caries. Se ha descrito que este microorganismo deja de
habitar la cavidad oral de los nifios una vez que los dientes han erupcionado, ademas
de tener una estrecha relaciéon con las especies de Actynomices que producen acido
lactico (Becker et al., 2002).

Las especies de Actinomyces han sido relacionadas con la formacién temprana de la
caries en la superficie radicular, aunque S. mutans es la especie mas frecuentemente
encontrada en lesiones mas severas (Corby et al., 2005; Becker et al., 2002).
Actinomyces naeslundii serotipo Il (A. viscosus) también ha sido asociada con
formacion de lesion temprana (Becker et al., 2002).

Se cree que especies del género Bifidobacterium desempefan un papel importante

(aunque no el principal) en la evolucién de la caries, ya que estan presentes en la
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dentina de las cavidades de las lesiones cariosas en un 50% de los casos (Becker et
al., 2002).

Las especies de Lactobacillus han sido implicadas como patégenos secundarios en
caries profunda, ya que se encuentran solo en la dentina y pulpa expuestas. (Becker,
2002; Corby et al., 2005; Byun et al., 2004).

Se han encontrado especies de Veillonella especialmente en caries profunda (Becker et
al., 2002). A pesar de que metaboliza el acido lactico que producen otras especies para
formar acido propionico y acético (menos agresivos que el lactico) que disuelven en
menor proporcion el esmalte de los dientes, de tal manera que puede ser un factor
importante en la disminucion del proceso de caries. También ha sido detectada en
lesiones incipientes progresivas. Es importante mencionar que estudios in vitro han
demostrado que Veillonella en conjunto con S. mutans producen mayor cantidad de
acido y mayor desmineralizacion que soélo S. mutans (Becker et al., 2002).

Se ha ligado a S. salivarius, S. constellatus y S. parasanguinis con la caries profunda,
aunque su papel no es importante (Becker et al., 2002).

Fusobacteruim animalis fue la segunda especie mas numerosa detectada en lesiones
de manchas blancas. Algunas de sus especies producen lactato, por lo que desempeia
un papel importante en la iniciacién de caries (Becker et al., 2002).

Los microorganismos anaerobios facultativos y estrictos se les asocia basicamente con
infecciones endododnticas (dentro del conducto radicular) (Saito et al., 2006).

Se ha observado que las distintas especies bacterianas encontradas en la cavidad oral
ocupan preferencialmente distintos sitios de ésta. En muestras tomadas de la boca
procedentes del surco gingival, dorso de la lengua, placa dental y saliva, se encontré a
Streptococcus salivarius principalmente en la lengua, a S. mutans y Streptococcus
sanguis en las superficies dentales y a Bacteroides melaninogenicus y espiroquetas en

el surco gingival (Gonzalez y Cameros, 1999).

1.1.5 Métodos de identificacion bacteriana

a) Métodos Fenotipicos:

Se puede destacar el uso de sistemas automatizados, que contienen una bateria de
reactivos deshidratados los cuales, con la adicién de inéculos estandarizados del

microorganismo a identificar inicia la reaccion (crecimiento, produccién de actividad
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enzimatica, etc.). Las pruebas fenotipicas deben realizarse bajo condiciones
perfectamente estandarizadas para obtener resultados reproducibles (Vandamme et al.,
1996).

Los sistemas comerciales de identificacion de microorganismos que se han utilizado
comunmente para detectar bacteria incluye al Sistema BIOLOG, que esta basado en
pruebas que logran identificar hasta un 90% de las bacterias presentes en diferentes
tipos de muestras ambientales y clinicas (Klingler et al., 1992).

El sistema BIOLOG es considerado equipo de punta en sistemas de diagndstico e
identificacibn de microorganismos patégenos en animales, plantas, humanos,
alimentos, ecologia, etc. Su utilidad abarca muy diversas areas relacionadas con
servicios de laboratorio en distintas ramas de la salud publica, la agricultura y la
industria. La Microestacion BIOLOG es un sistema semiautomatizado, conformado por
un lector de microplaca compatible, el cual puede leer automaticamente, en unos
cuantos segundos los patrones de oxidacion y de asimilacién desarrollados en la
microplaca, ya sea para microorganismos Gram Positivos (GP), Gram Negativos (GN),
Anaerobios (AN), Levaduras (YT) u hongos filamentosos (FF), en la que se encuentran
95 diferentes fuentes de: carbohidratos, nitrogeno y azufre, y de esta manera, detectar
el microorganismo asi como crear una base de datos propia. Las reacciones positivas
de las bacterias se ponen de manifiesto por el cambio de color de un indicador (Cloruro
de tetrazolio); las reacciones positivas de hongos se ponen de manifiesto por una
reaccion de turbidez.

El sistema BIOLOG posee una base de datos sobre caracteristicas fisioldégicas de
aproximadamente 2000 microorganismos tanto procariotes como eucariotes. En dicha
base de datos se encuentran los registros de 500 especies de bacterias Gram
negativas, 300 especies de bacterias Gram positivas, 350 especies de bacterias
anaerobicas, 500 especies de hongos filamentosos y 250 especies de levaduras. Dicha
base de datos se expande afo con afo debido al interés de la casa comercial que
fabrica y distribuye el BIOLOG por cubrir un intervalo de microorganismos cada vez mas
amplio.

Un aspecto clave del estudio microbiolégico involucra la determinacion de
caracteristicas fenotipicas de las células microbianas. El sistema BIOLOG es una

tecnologia apropiada para tales estudios, denominada Microarreglo de Fenotipos (MFs).
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Con esta tecnologia de punta se pueden analizar miles de fenotipos de manera
simultdnea en un formato bastante sencillo, eficiente y adecuadamente estandarizado.
La tecnologia de MFs ha sido desarrollada para ser utilizada en diversas células
microbianas, incluyendo hongos y bacterias. Los MFs del sistema BIOLOG son
capaces de analizar el metabolismo del carbono, del nitrégeno, del fosforo y del azufre
en una cepa microbiana (Klingler et al., 1992).

Aunque por definicion el fenotipo refleja genotipo, los métodos de biotipificacion tienen
problemas fundamentales que los hacen en ciertas instancias inadecuados para
discriminar entre cepas de una misma especie. Los métodos de Odds y Abbot y el de
asimilacion de carbohidratos pueden ser muy sensibles a las condiciones de
crecimiento, de aqui la diferencia entre los reportes de un laboratorio a otro (Odds y
Abbot, 1983). Ademas, algunas especies sufren cambios espontaneos de alta
frecuencia entre un limitado tipo de fenotipos generales que afectan una variedad de
caracteristicas fenotipicas incluyendo antigenicidad (Anderson et al., 1990).

Las tecnologias basadas en el DNA han producido avances reales para el cuidado del
paciente generando métodos avanzados y de rutina para la identificacion y tipificacion
de cepas. La deteccion de DNA bacteriano es un método de diagnostico independiente
del cultivo que requiere cierto refinamiento antes de que pueda ser utilizado de manera
rutinaria (Odds, 2003). No obstante el uso cada vez mas frecuente de técnicas
genético- moleculares en diversas areas de la Microbiologia, el BIOLOG representa un
complemento imprescindible a dichas técnicas en el area del diagndstico y taxonomia
de microorganismos, debido a que puede describir la diversidad fisiolégica (uso de

substratos), complementaria de la diversidad genética.

b) Métodos Genético Moleculares (Informacion Genotipica):

Se han desarrollado métodos moleculares para sobrellevar el problema de cultivo en
medio artificial convencional en el laboratorio, ya que el 50% de la microbiota oral no
crece en éste (Munson et al., 2004; Kim-Ly et al., 2005; Li et al., 2007). Estos métodos
generalmente se refieren a técnicas que permiten subdividir a las especies en distinto
numero de tipos (Vandamme et al., 1996).

La busqueda de huellas o0 marcadores genético moleculares consiste en la deteccion

simultanea de loci altamente variables en el DNA. Las huellas de DNA se pueden
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obtener por dos estrategias: las huellas basadas en la hibridacion tipo Southern y las

huellas basadas en la amplificacion de regiones genéticas mediante PCR.

1. Amplificacién selectiva de secuencias especificas

Para la aplicacion de esta técnica es necesaria la presencia y el conocimiento de una
secuencia de DNA especifica del microorganismo en estudio y de la obtencién de al
menos una banda de amplificacién que indique la presencia del microorganismo en la
muestra analizada.

Este tipo de analisis todavia se utiliza para monitorear la presencia eventual de una
bacteria en un campo y permite la tipificacion mediante el uso de iniciadores que
generan la amplificacién selectiva de una secuencia como es el caso del ensayo REP
(repetitive extragenic palindromic), o ERIC (enterobacterial repetitive intergenic
concensus) (Singh et al., 2001), que se encuentran repetidas y dispersas en el genoma
bacteriano o en el gen codificante RNAt (DNAt-PCR) e ITS (internal transcribed spacer)
que consiste en la amplificacion del DNAr 16S o de la region intergénica comprendida
entre el gen 16S y el 23S de DNAr utilizando iniciadores universales.

En general el evento de PCR comprende la obtencion de un producto unico de
amplificacion de una cierta dimension que por si solo no es suficiente para discriminar
cepas de una misma especie. Una identificacion mas especifica de un aislado
bacteriano se puede obtener mediante la secuenciacion del gen 16S de DNAr
amplificado.

Mediante dicha estrategia se ha caracterizado la microflora asociada con abscesos
dentoalveolares, periodontitis e infecciones endoddnticas (Saito et al., 2006; Corby et
al., 2005). Ademas, se han identificado nuevos filotipos en la microflora relacionada con
la caries dental (Munson et al., 2004). Las bandas especificas de interés pueden ser
extraidas a partir de los geles de agarosa y los fragmentos del gen 16S de RNAr (Byun
et al., 2004; Nadkarni et al., 2004; Saito et al.,, 2006) pueden ser secuenciados vy
comparados con secuencias conocidas en una base de datos (Li et al., 2007). El
campo de aplicacion de esta metodologia es amplio y va desde el diagndstico de
enfermedades infectivas a la epidemiologia molecular y del control de alimentos, asi

como el analisis de poblaciones naturales.
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2. Amplificacion de secuencias andnimas

Diversos estudios han demostrado la existencia de diferentes genotipos de S. mutans
en la cavidad oral (Gilmour et al.,, 1987). Ademas, varios marcadores basados en el
método de PCR se han utilizado para identificarlos (Gronroos y Alaluusua, 2000;
Igarashi et al., 2001; Li et al., 2001). Entre ellos, se incluyen metodologias que permiten
la amplificacion de uno o varios fragmentos de DNA andnimos, sin que sea necesario
un previo conocimiento de las secuencias involucradas. Estas metodologias difieren
entre si solo por alguna caracteristica operativa, pero todas tienen la base comun de la
posibilidad de amplificar una secuencia andénima de DNA, utilizando un solo
oligonucleétido como iniciador para la Taq polimerasa. Algunos ejemplos de
amplificacion de secuencias anénimas son: RAPD (random amplified polymorphic
DNA), AP-PCR (arbitrarily primed-PCR), DAF (DNA amplification fingeprinting), AFLP
(amplified fragment length polymorphism). De estos métodos, los marcadores RAPD
han sido ampliamente usados en el estudio de los polimorfismos genéticos y en la
distribucion de poblaciones de S. mutans (Gongalves et al., 2002; Kamiya, 2003; Klein
et al., 2004; Napimoga et al., 2004).

3. Preguntas que requieren del DNA fingerprinting (huellas moleculares)

Para comprender la dinamica de un organismo complejo en una poblacion humana,
para descifrar la relacion compleja entre comensalismo e infeccidn, para identificar el
origen de una infeccién, o para monitorear la emergencia de cepas resistentes a
antibidticos se debe tener un método para determinar la relaciébn genética. La
tipificacion de especies es un paso necesario en todos los estudios epidemiolégicos,
pero se debe tener una forma para determinar la relacion entre aislados de una especie
si se quiere entender muchas de las preguntas epidemioldgicas que se plantean.

Un aislado es una clona colectada independientemente de otros aislados. Dos aislados
colectados independientemente pueden no estar relacionados o bien ser genéticamente
indistinguibles. En contraste, una cepa se refiere a una coleccion de aislados de la
misma especie que estan altamente relacionados o que son genéticamente
indistinguibles. Para clasificar a dos aislados como pertenecientes a una misma cepa o

como miembros de cepas diferentes, uno debe tener un método adecuado que pueda
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realizar estas funciones. Para el caso de las bacterias, las diferencias en fenotipo
reflejan diferencias genéticas entre especies.

La gran sensibilidad y la alta especificidad de las diversas herramientas de que dispone
la biologia molecular permiten la identificacion o “tipificacion” de especies mediante la
generacion de una “huella molecular”, asi como la evaluacién de la diversidad genética

intra-especifica de poblaciones de bacterias.

2. JUSTIFICACION

Es indudable que durante la infancia se adquieren habitos, tanto higiénicos como
dietéticos, que perduran a lo largo de la vida del individuo. No obstante, la poca
importancia que se proporciona a la denticion primaria por su corta estancia dentro de
la cavidad oral, la falta de divulgacion, la escasa educacion sanitaria de la poblacion
(especialmente la rural) y la propia resistencia publica a la adquisicion de herramientas
para evitar el asentamiento de la caries, hacen que la misma ocupe el primer lugar de
morbilidad en paises en desarrollo (Fernandez et al., 2006).

Existe escasa bibliografia con respecto a los microorganismos existentes tanto en la
denticién primaria como en la denticion mixta de nifios con presencia y ausencia de
caries, y si ésta tiene alguna relacién con la edad, procedencia y habitos de las
personas. En México, existen reportes en algunos estados, como en Zacatecas
(Aguilera et al., 2002), San Luis Potosi (Loyola-Rodriguez et al., 2008) y Distrito Federal
(Del Rio, 1991). Sin embargo, en el Estado de Michoacan, esta informacién es

inexistente, sobre todo utilizando métodos de genética molecular.
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3. HIPOTESIS

La flora bacteriana oral de nifios con caries esta formada principalmente por S. mutans.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Detectar S. mutans en la cavidad oral de una muestra de la poblacién infantil en la

ciudad de Morelia, Michoacan.

4.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Conocer los habitos dietético-higiénicos de la poblacién de estudio.
e Detectar S. mutans en la cavidad oral de nifios (as) con denticion primaria.
e Detectar S. mutans en la cavidad oral de nifios (as) con denticion mixta.

e Determinar la Diversidad Genética de S. mutans en la poblacion de estudio.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Seleccion de la muestra

El muestreo incluye a niflos provenientes de: alumnos de la Escuela Primaria del sector
privado “Instituto Gestalt” (mayo-diciembre 2008), pacientes que acudieron a consulta
dental en el Diplomado de Odontopediatria de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo durante febrero-marzo del 2008, y
nifos que asistieron al parque de diversiones “Bosque Cuauhtémoc” en agosto del
2008, en la ciudad de Morelia, Michoacan. A los padres de la poblacion en estudio se
les pidi6 contestar una encuesta para conocer sus habitos dietético-higiénicos, y los
padres o tutores que aceptaron, otorgaron su consentimiento por escrito a través de la
carta de consentimiento informado que les fue entregada antes de la toma de las

muestras (Anexo 1).

Grupo sin caries:

Criterios de inclusién:
¢ Nifos (as) entre 1y 12 afos.
e Nifos (as) sin caries.
¢ Nifos (as) sin restauraciones.
Criterios de exclusion:
¢ Nifos (as) menores de 1 aino o mayores de 12 afios.
¢ Nifos (as) con caries.

¢ Nifos (as) con restauraciones.

Grupo con caries:

Criterios de inclusién:

¢ Nifos (as) entre 1y 12 afos.

¢ Nifios (as) con caries severas en por lo menos seis dientes.
Criterios de exclusion:

¢ Nifos (as) menores de 1 aino o mayores de 12 afos.

¢ Nifos (as) sin caries.
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5.2. Medios de cultivo

5.2.1. Agar francés o stab agar

Se prepara agregando a un litro de agua desionizada, 10 g de caldo nutritivo (BD
Bioxon“R), 10 mg de cisteina (SIGMA®), 5g de NaCl (J.T. Baker ®), 10 mg de timina
(SIGMA®) y 6g de agar bacteriolégico (BD Bioxon MR). Posteriormente se esteriliza a

121°C/15Ib /pulg? durante 15 min y se vacia en viales de 2 mL.

5.2.2 Medio Luria-Bertani (LB)

Se prepara agregando a 1 L de agua desionizada, 10g de Triptona (SIGMA®), 5g de
Extracto de levadura (BD Bioxon "R) y 10g de NaCl (J.T. Baker ®). Se ajusta el pHa 7.0
con NaOH 5M (~0.2mL). Si el medio se prefiere solido se le agrega 2% de agar

bacteriolégico (BD Bioxon YR y se esteriliza a 121°C/15Ib/pulg?, durante 15 min.

5.2.3 Agar Nutritivo
Se prepara agregando a 1 L de agua desionizada, 23 g de Agar nutritivo (BD Bioxon"¥).
Posteriormente, se esteriliza a 121° ¢/15 Ib/pulg? durante 15 min y se vacia en cajas de

Petri estériles.

5.2.4 Agar Sangre

Se prepara agregando a 1 L de agua desionizada, 40 g de Agar Soya Tripticaseina (BD
Bioxon"). Posteriormente, se esteriliza a 121° ¢/15 Ib/pulg? durante 15 min y se deja
enfriar a temperatura ambiente. Una vez atemperado, se adiciona 5% de sangre de

carnero (50 mL) e inmediatamente se vacia en cajas de Petri estériles.

5.3 Toma de muestras

La toma de muestra se realiza a cada nino (a), tanto del grupo con caries como del
grupo sin caries, al menos una hora después de la ultima comida. Las muestras se
toman con un hisopo estéril, en: a) saliva del area sublingual, b) dorso de la lengua, c)
surco gingival maxilar y mandibular y d) placa dental, tanto de dientes anteriores como
posteriores. Se lleva a cabo realizando un barrido durante 10 segundos en cada zona.

A cada nifio se le toman dos muestras a partir de los diferentes sitios de la boca. Un
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juego de muestras se coloca en un medio de transporte Stuart y BBL™ Culture Swab,
para ser llevadas al laboratorio donde se procesan. El otro juego de muestras (directas)

se introduce directamente en regulador de lisis para proceder a la extracciéon de DNA.

5.4 Obtencién de aislados bacterianos

Las muestras colectadas en medio Stuart se siembran por estria masiva en agar
nutritivo y se incuban a 37° C durante 12 h o hasta la apariciéon de colonias. Cada una
de estas cepas se conserva inoculando cada una de las colonias por picadura en agar
francés e incubando a 37° C durante 24 horas. Una vez que se desarrolla el crecimiento

en la linea de picadura, los viales se guardan a temperatura ambiente.

5.5. Técnicas de analisis genético molecular

5.5.1 Extraccion de DNA bacteriano

a) Aislados bacterianos: Las colonias bacterianas crecidas y cosechadas, con ayuda de
una espatula esterilizada se colocan en 400 uL de regulador de lisis (Tris-HCI 100mM
pH 8.0, SDS 2 %, NaCl 100 mM, EDTA 50 mM) en un tubo de microcentrifuga de 1.5
mL, agitando vigorosamente durante 10 min. Después, se agregan 400 ulL de
cloroformo y se agita en el vortex durante 5 min. Se centrifugan durante 10 min a
10,000 rpm y el sobrenadante (fase acuosa) se transfiere a otro tubo. EI DNA es
precipitado con 1 volumen de isopropanol frio, incubando 10 min a -20 °C y
centrifugando durante 10 min a 10,000 rpm. El sobrenadante es desechado y la
pastilla se lava con 250 pL de etanol al 70 % y se deja secar a temperatura ambiente
para finalmente resuspender en un volumen minimo de agua, aproximadamente 20 pL.
La integridad del DNA obtenido se visualiza desarrollando una electroforesis en gel de
agarosa al 1% de acuerdo a métodos convencionales (Sambrook et al., 2001). EI DNA
aislado se guarda a una temperatura de -20° C hasta su utilizacion.

b) Suspensioén directa de la muestra con hisopo estéril: Las muestras se resuspenden
en un buffer TE (Tris-HCI 100mM pH 8.0, NaCl 100 mM, EDTA 50 mM) y se hierven
durante 10 min, se centrifugan durante 5 min a 3000 rpm y se hacen diluciones del

sobrenadante para su posterior identificacion por PCR (Klein et al., 2004).
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5.5.2 Visualizacién de DNA en geles de agarosa

La calidad del ADN obtenido se visualizdé por electroforesis en geles de agarosa al 1%
tefidos con bromuro de etidio de acuerdo a métodos convencionales (Sambrook et al.,
2001)

5.5.3 Amplificacion de regiones especificas

Se utilizan los iniciadores que se muestran en la Tabla 1. La composicion de la mezcla
de incubacion para la PCR es: 10 mM Tris-HCI pH 9.0, 1.0 mM MgCl,, 0.2 mM de cada
deoxinucleosido trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0.5 de cada iniciador, 0.5 U de
Taq polimerasa y 25 ng de DNA en un volumen total de 25 uL. La amplificacion por
PCR se realiza en un termociclador GeneAmp® PCR System 2700 de Applied
Biosystems bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacién a 94° C por 5 min,
seguido por 35 ciclos: para los iniciadores (tabla1) ECA 75F/ECA 619R (universales) 45
seg a 94° C, 45 seg a 56° C y 45 seg a 72° C. Para los iniciadores (tabla 1) SD1/SD2
(S. mutans) 45 seg a 94° C, 45 seg a 55° C y 45 seg a 72° C. Después de completados
los 35 ciclos para ambos iniciadores, se lleva a cabo una extension final a 72° C por 7
min. Los productos obtenidos se visualizan en geles de agarosa al 1% empleando

técnicas convencionales (Sambrook et al., 2001).

Tabla 1. Iniciadores utilizados en la amplificacion de regiones especificas

Especificidad Gen Clave Secuencia Tamafo Referencia
5,3 del
- fragmento
Eubacteria 16S ECA 75F GGAAGAAGCTTGCTTCTTTGCTGAC 544 Sabat et al.,
ECR619R AGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTA 2000
S. mutans dexA SD1 TAT GCT GCT ATT GGA GGT TC 1272 Igarashi et
SD2 AAG GTT GAG CAATTG AAT CG al., 2001

5.5.4 Secuenciacién

a) Genclean

El producto de PCR amplificado con iniciadores especificos para S. mutans es extraido
y limpiado a partir del gel de agarosa al 1 % de la siguiente manera: se lleva a cabo
con el kit QIAEX® Il de acuerdo a las instrucciones del proveedor, las cuales se

describiran brevemente. Del gel de agarosa se extrae la banda deseada con una navaja
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esterilizada para ser colocado en un microtubo de 1.5 mL donde se agregan 400 uL de
regulador QX1 y 15 uL QIAEX Il, se incuba a 50° C por 10 min agitando en vortex cada
2 min. Una vez transcurrido el tiempo se centrifuga por 30s a 12,000 rpm,
posteriormente se elimina cuidadosamente el sobrenadante para dar paso al lavado con
el buffer QX1 agregando 500 uL para resuspenderlo hasta obtener una mezcla
homogénea. Se repite la centrifugacion por 30s y, una vez que se desecha el
sobrenadante se lava un par de veces con 500 uL de buffer PE repitiendo el paso
anterior. Ya sin sobrenadante, se deja secar la pastilla a temperatura ambiente
alrededor de 20 min, para finalizar con la resuspension de la misma con 20 uL H,O
destilada estéril. El producto purificado obtenido se utiliza en la reacciéon de PCR de

secuenciacion.

b) Secuenciacion de los productos de amplificacién obtenidos
- PCR de secuenciacion:

Para la PCR de secuenciacién se utiliza el Kit BigDye® Terminator V3.1 (Applied
Biosystems Inc, USA) de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Brevemente, en un
tubo de PCR de 50 uL se mezclaron gentilmente los siguientes componentes: 6.0 uL de
la mezcla de reaccion Terminator Reaction PreMix (2.5X), 5.0 uL (20 ng) de DNA
templado, 1.0 uL (4.0 pmol) de primer y 3.0 uL de agua desionizada para llevar la
reaccion a un volumen final de 15 uL. Después de mezclar, se centrifuga 30 s y se
realiza la reaccion de PCR de secuenciacién bajo los siguientes parametros: un ciclo
inicial de desnaturalizacion a 96° C por 40 s, 35 ciclos de amplificacion a 96° C por 15 s,
50° C durante 20 s y 60° C por 2.20 min. La reaccién de secuenciacién se lleva a cabo

en un RapidCycler (Idaho Technologies, Inc.)

- Purificacion del producto de PCR de secuenciacion:
Esta técnica se implementa transfiriendo el producto de GENCLEAN a un microtubo y
agregando 2 uL de EDTA (125 mM), 2 uL de acetato de sodio (3 M, pH 4.8), 50 uL de
etanol (100 %). Se mezcla suavemente (vértex) y se incuba 30 min a -20° C, una vez
transcurrido el tiempo se centrifuga por 30 min a 13,000 rpm, se descarta el

sobrenadante y se adiciona 250 puL de etanol al 70 % mezclando suavemente; se
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centrifuga por 15 min a 13,000 rpm, se descarta el sobrenadante y se lleva al
condensador (LABCONCO, Kansas City, USA) por 7 min a 35° C. Una vez terminado el
tiempo se resuspende en 15 uL de HD (formamida). La secuencia del producto obtenido
se genera en un secuenciador ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
USA).

- Analisis de secuencias:
Las secuencias obtenidas son comparadas mediante el algoritmo BLAST con las

secuencias depositadas en el GenBank.

5.5.5 Elaboracion de dendogramas a partir de las secuencias obtenidas

Para generar un dendograma con las secuencias obtenidas primero se realizd un
analisis de homologia por comparacién con las secuencias similares depositadas en el
GenBank. Se utilizé el software de comparaciéon entre secuencias BLAST (Altschul et
al., 1997) disponible en el sitio de Internet del National Center for Biotechnology
Information (NCBI, USA). Se seleccionaron las secuencias que presentaron la mayor
identidad con cada una de las secuencias obtenidas en el presente trabajo y se realizdé
un alineamiento multiple empleando el algoritmo ClustalX (Thompson et al., 1997)
editando las secuencias para la optimizacion del alineamiento mediante el programa
BioEdit (Hall, 1999). A partir del alineamiento multiple generado se construyeron los
dendogramas empleando el paquete MEGA 4.0 (Kumar et al., 2004) calculando las
distancias genéticas con el algoritmo de Jukes-Cantor y generando los patrones de

agrupamiento mediante el criterio Neighbor-Joining.

5.5.6 Ensayos RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

En un tubo de microcentrifuga de 0.2mL (MicroAmp Reaction Tubes, USA) se prepara
una mezcla para ensayo RAPD de 25 pl totales con la siguiente composicion: 5 pl de
DNA (aproximadamente 25 ng), 10 mM Tris-HCI pH 8.5, 1.5 mM MgCl,, 0.5 mM de
cada nucledtido (A, G, T, C), 0.7 uM de iniciador (tabla 2) y 0.5U de Tagq DNA
polimerasa recombinante (Gibco-BRL®, Life Technologies, USA). Después de mezclar
perfectamente, los tubos se centrifugan a 12,000 rpm durante 20 segundos,
desarrollando el siguiente programa de amplificacién en un termociclador GeneAmp®

PCR System 2700 de Applied Biosystems: 5 minutos a 94 °C, seguido por 40 ciclos 1
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minuto a 94 °C, 1 minuto a 36 °C y 2 minutos a 72 °C. Completados los 40 ciclos se
realiza una extension final a 72 °C por 7 minutos. Los productos de amplificacion

obtenidos se visualizan en un gel de agarosa al 1.5% como se describié con

anterioridad.
Tabla 2. Iniciadores utilizados en los ensayos RAPD
Especificidad Iniciador Secuencia Referencia
5—3

S.mutans OPA 02 TGC CGAGCT G Li et al., 1998

S. mutans OPA 13 CAG CACCCAC Saarela et al., 1996
S. mutans OPA 18 AGGTGACCGT Truong et al., 2000
S. mutans OPA 3 AGT CAG CCAC Ménard et al., 1992

5.5.7 Elaboracion de dendogramas a partir de los ensayos RAPD

A partir del patron de amplificacion obtenido en los ensayos RAPD para cada uno de los
aislados de estudio se generd una matriz dicotdmica asignando un valor de 1 cuando
una banda estaba presente y de 0 cuando no habia banda de amplificacion de un
tamano determinado. Con la matriz dicotomica generada se gener6 un dendograma
utilizando el software FreeTree (Hampl et al., 2001), calculando las distancias genéticas
mediante el algoritmo de Nei y Li y construyendo el patréon de agrupamiento mediante el
criterio de Neighbor-Joining. El analisis boostrap se realiz6 mediante el mismo software
utilizando 1000 réplicas. ElI dendograma generado se visualizé y edit6 empleando el
software TreeView (Page, 1996).

5.6 Identificacion de especies bacterianas mediante el sistema BIOLOG

5.6.1 Fluido de Inoculacién

El sistema BIOLOG utiliza el fluido GN Inoculating Fluid, el cual es proporcionado por
BIOLOG (Hayward, CA 94545) y que contiene Cloruro de sodio (NaCl): 0.40%; Pluronic
F-68 (Sigma #P7061): 0.03% y Gellan Gum (Phytagel™, Sigma #P8169), 0.02%. Este
fluido se prepara agregando Gellan Gum (Phytagel), (0.2 g) a un litro de agua, se hierve
agitando constantemente, hasta que el Gellan Gum esté completamente disuelto y se
retira del calor continuando con la agitacion; se agregan 4 g de NaCl, y se continua

agitando; se agrega 0.3 g de acido plurénico. Se deja atemperar a 45 °C y se distribuye
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el volumen apropiado (16mL) en tubos de 20 x 150 con tapa de rosca. Se esteriliza con

calor humedo a 121"C/15Ib/pu|g2 de presién durante 15 min.

5.6.2 Obtencidn del preinéculo

Se siembra la cepa de interés en medio LBA, estriando por cuadrantes para obtener
colonias aisladas; se incuba 24 h a 37 °C. Posteriormente se resiembra en el medio de
crecimiento universal de Biolog, BUG™ Agar (Biolog, Inc.), se estria nuevamente por

cuadrantes y se incuba durante 24 h a 37 °C.

5.6.3 Preparacion de la suspension

Se prepara un indculo liquido, usando el fluido de inoculacién (FI) designado por el
fabricante como GN/GP-IF. A dicho fluido se le agregaron 3 gotas de tioglicolato de
sodio concentrado (7.6%) quedando a una concentracion final de 5mM: ésto sirve como
agente anticapsulante lo que permite el desarrollo de patrones mas consistentes. El
indculo liquido se ajusta a una densidad de 61% de transmitancia (T) como se indica a
continuacion: el turbidimetro que viene con el sistema BIOLOG se calibra a 0% T con
un estandar de turbidez designado como GN-ENT & AN, posteriormente se humedecid
un hisopo estéril en el Fl y se levantaron las colonias bacterianas del agar mediante un
desplazamiento por rotacion, cuidando de no arrastrar agar; el hisopo se sumergié en el
Fl para resuspender las colonias. Se tapd el tubo y se invirtié cuidadosamente para
homogenizar el indculo y no producir burbujas. Este procedimiento se repite hasta tener
una densidad de 61% T (x 2%).

5.6.4 Inoculacién e incubacion de las microplacas BIOLOG

El in6culo preparado se vierte en un reservorio de pipeta multicanal estéril y se toma,
por medio de una pipeta de ocho canales, colocando 150 puL en cada uno de los 96
pozos de una microplaca Biolog, tanto para bacterias aerébicas Gram negativas como
Gram positivas, designadas como GN2 (Anexo 3) o GP2 (Anexo 4)) respectivamente.
Se incuba a 37 °C, realizando un analisis con el lector y el software del aparato entre las
4 y 6 h posteriores a la incubacion y una ultima lectura entre las 16 y 24 h posteriores a

la incubacidn, de acuerdo a las especificaciones del proveedor.
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6. RESULTADOS

6.1 Aplicacion de encuestas

Con la finalidad de conocer tanto los habitos dietéticos como higiénicos de la poblacién
en estudio, se aplicaron 346 encuestas (Anexo 2) a los padres o tutores de los nifios y
nifias que participaron en el estudio, en el que se incluyeron las variables de la tabla 3.
El 38.7% de los nifios presentod caries en el momento de la aplicacion de la encuesta, el
60.4% de las madres trabajan fuera del hogar; el 39.3% de ellas manifesté haber tenido
de 1 a 2 caries en los ultimos 5 anos. A pesar de que el 69.3% de los nifios se cepillan
los dientes de 2 a 3 veces al dia, el 53.1% consumen golosinas varias veces a la
semana. Por otro lado, se cuestiond a los padres sobre la percepcion que tenian
respecto a la satisfaccién de vida de sus hijos, de los cuales el 54% los catalogaron

como nifios muy felices (Tabla 3).

Tabla 3. Habitos Dietético-Higiénicos de la poblacion de estudio

Variables % del total (346)
Caries Dental 38.7 %
Ocupacion de la madre fuera del hogar 60.4 %
1-2 Caries de la madre (5 afios antes) 39.3 %
Higiene oral del hij@ (2-3 veces/dia) 69.3 %
Consumo dulces (nii@) varias veces/semana 53.1 %
Satisfaccion de vida (Muy Feliz) 54 %
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6.2 Muestras procesadas en el laboratorio

La metodologia que se llevo a cabo en el laboratorio con las muestras obtenidas fue
efectuada como se describe a continuacion en la figura 4.

270 Muestras

270 MUESTRAS

[

516 Aislados 108 Aislados (medio .
Directas (medio selectivo y no |:> no selectivo) Sistema BIOLOG
selectivo)

U

Extraccion DNA

U

Amplificacion y
Secuenciacion
Gen dex A (270)

U

Amplificacion y
Secuenciacion
Gen dex A (516)

U

Amplificacién y
Secuenciacion
Gen 16S (108)

U

U

U

36 Aislados
(medio no selectivo)

U

Construccién Dendograma
(Aislados y Muestras Directas)

Construccion
Dendograma

Identificacion Fuente
Aislamiento

(12 Aislados S. mutans)

g

Dendograma
RAPD
(Aislados S. mutans)

d

Comparacién
Dendogramas
(Secuencias/RAPD)

Figura 4. Esquema del procedimiento de las muestras en el laboratorio.
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Las 270 muestras obtenidas de la poblacion de estudio, fueron sometidas a cuatro
diferentes procedimientos. A las muestras directas (sin cultivar), se les extrajo DNA y
se llevé a cabo la amplificacion y secuenciaciéon del gen dexA con iniciadores
especificos para S. mutans.

Por otro lado, de las 270 muestras, se obtuvieron 516 aislados, a partir, tanto de medio
selectivo como no selectivo, a los cuales se les extrajo DNA y se realizé amplificacion y
secuenciacion del mismo gen (dexA). Una vez que se obtuvieron las secuencias de las
muestras amplificadas, se construyd un dendograma en el que se incluyeron ambas,
tanto muestras directas como aislados de S. mutans.

Adicional a ello, los aislados positivos de S. mutans (12) fueron sometidos a ensayos
RAPD con 4 diferentes iniciadores, cuyos patrones de bandeo fueron utilizados para la
construccion de un dendograma (solo de aislados de S. mutans).

A la par, se construy6 otro dendograma, en el que incluyeron las secuencias de los
aislados de S. mutans para llevar a cabo la comparacion de los mismos (dendograma
de secuencias y dendograma de ensayos RAPD de los aislados de S. mutans).

De los 516 aislados, 108 fueron obtenidos en medio no selectivo, a los cuales, después
de la extraccion de DNA, se realizé amplificacion y secuenciacion del gen 16S rRNA
con iniciadores universales para eubacterias y se llevdo a cabo la construccion del
respectivo dendograma.

Finalmente, 36 de los aislados (del grupo con caries) cultivados en medio no selectivo,
fueron identificados a partir del Sistema BIOLOG y se ubicé la fuente comun de
aislamiento de los mismos.

Del total de muestras obtenidas a partir de las poblaciones de estudio (270), fueron
divididas en un grupo con caries (129) y uno sin caries (141). Con el fin de identificar el
numero de muestras a partir de las diferentes edades que se incluyeron en el estudio,
se realizo la figura 5, en la que se puede observar que el mayor numero de muestras se

obtuvo entre los 4 y los 8 afios de edad.
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Numero
de
muestras

23 4 5

6 7 8 9 10 n 12

Edad (afios)

Figura 5. Niumero de muestras obtenidas de las diferentes edades de la poblacién de estudio.

Se observo un numero mayor de aislados en el grupo de 7-12 anos (175 sin caries y

198 con caries) con respecto del grupo de 1-6 afios (67 sin caries y 76 con caries)

(tabla 4).

Tabla 4. Nomero de aislados en los diferentes grupos de edad de la poblacidon de

Grupo de Edad

1-6 sin caries
1-6 con caries
7-12 sin caries
7-12 con caries

estudio.
Numero de Aislados
67
76
175
198

6.3 Tincién de Gram

Con el proposito de realizar una primera aproximacion a la identificacion bacteriana de

los 516 aislados obtenidos del total de la poblacion de estudio (270 muestras) a partir

de diferentes zonas de la ciudad de Morelia, Mich., se les practicé tincion de Gram

(Koneman et al., 2003), obteniéndose 27 Gram negativos y 489 Gram positivos.
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6.4 Deteccion de S. mutans
La calidad y cantidad del DNA obtenido de aislados y muestras directas fue suficiente y

de alto peso molecular para llevar a cabo el analisis de PCR (Fig 6)

Figura 6. Calidad y cantidad del DNA obtenido de aislados y muestras directas, visualizados en
gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio y fotografiado con luz UV.

6.4.1 Deteccion de S. mutans en muestras directas
Para determinar la presencia de S. mutans en las muestras directas, una vez extraido el
DNA de las mismas, se amplificé el gen dexA utilizando los iniciadores SD1-SD2,
especificos para S. mutans (Tabla 5). Se obtuvieron tanto amplificaciones positivas
(fragmento de 1272 pb) como negativas en muestras de todos los intervalos de edad,
(Fig. 7)

M mut C/N 1 2 3 4 5 6 7 8

1272pb

Figura 7. Amplificacion con iniciadores especificos para S. mutans con DNA de muestras directas.
Las bandas fueron visualizadas en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio y fotografiado con
luz UV. Carriles: 1. marcador de peso molecular 1kb Leader Plus; 2. S. mut ATCC; 3. Control Negativo
(agua); 4.y 5.: grupo 1-6 caries; 6. y 7.: grupo 1-6 s/caries; 8. y 9.: grupo 7-12 caries; 10. y 11: grupo 7-12
s/caries.
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En la tabla 5 se observa que 26 muestras directas dieron amplificacién positiva para S.
mutans y se distribuyd como sigue: del grupo de 1-6 afos sin caries, 5 casos; del grupo
de 1-6 anos con caries, 14 casos; del grupo de 7-12 afios sin caries, 2 casos; del grupo
de 7-12 anos con caries, 5 casos. El grupo en el que se obtuvo un mayor numero de
amplificaciones fue en el de 1-6 afios con caries (14 casos). En el grupo sin caries de

ambos intervalos de edad hubo 7 casos que dieron amplificacion positiva a S. mutans.

Tabla 5. Muestras directas positivas a S. mutans.

Intervalos de Instituto Diplomado Bosque Totales %
edad Gestalt L Cuauhtémoc
Odontopediatria
1-6 sin caries 2 5 1.85
1-6 con caries 10 2 2 14 5.18
7-12 sin caries 1 1 2 0.74
7-12 con caries 1 5 1.85
Totales 18 2 6 26 9.72

6.4.2 Deteccion de S. mutans en aislados bacterianos

Para detectar si alguno de los aislados obtenidos de los muestreos, tanto de medio
selectivo como no selectivo, se trataba de S. mutans, se llevé a cabo la amplificacién
con los iniciadores especificos y se encontré que de los 516 aislados obtenidos a partir
del medio selectivo, 12 pertenecieron a S. mutans,

De los aislados de S. mutans, 6 formaron parte del grupo de 1-6 anos sin caries y 6 del

grupo de 1-6 afios con caries (tabla 6).

Tabla 6. Aislados positivos a S. mutans con respecto al grupo de edad.

Grupo de edad Amplificaciones positivas
1-6 sin caries 6
1-6 con caries 6
Totales 12
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6.5 Diversidad genética de S. mutans

6.5.1 Secuenciacion del gen dexA

Con el propésito de analizar la diversidad genética de S. mutans, detectada tanto en las
muestras directas como en los aislados que dieron amplificacion positiva a dicha
bacteria con los iniciadores SD, se llevd a cabo la secuenciacion de los fragmentos
obtenidos y se construyd el patron de agrupamiento (figura 8) como se indicd en

Materiales y Métodos (Elaboracién de dendogramas a partir de las secuencias).

T e
TSI

118G
107SD1
— L 123G
GMOo5

0.06 0.04 0.02 0.00

Figura 8. Dendograma de muestras positivas a S. mutans. mut: S.mutans ATCC; dexA: gen de
dextrinasa de S. mutans; UA159: genoma completo de S.mutans; SD1, G, B, D: muestras directas; GM:
aislados.

En el patron de agrupamiento, se observa una gran homologia a partir de la mayoria de
las secuencias analizadas. Sin embargo, algunas de ellas se separan, como es el caso
de la 107SD1, 123G y de manera particular, el aislado GMO0S5, que es totalmente

distante del resto.

6.5.2 Analisis de los polimorfismos de DNA amplificado al azar (RAPD)

Para corroborar la presencia de polimorfismos genéticos entre los aislados de S.
mutans, se realizaron ensayos RAPD utilizando los iniciadores OPA 13 (Saarela et al.,
1996), OPA 3 (Ménard et al., 1992), OPA 18 (Truong et al., 2000) y OPA 02 (Li, et al.
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1998), reportados anteriormente para S. mutans, obteniéndose los patrones de bandas

que se muestran en las figuras correspondientes (9A a 9D).
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Figura 9. Patrones de amplificacion en los ensayos RAPD. Las bandas fueron visualizadas en gel de
agarosa al 2 % tefiido con bromuro de etidio y fotografiado con luz UV, que muestra los patrones de
amplificacion obtenidos con el ADN de los aislados de S. mutans, utilizando los iniciadores: A: OPA 13,
B: OPA18, C: OPA 3, D: OPA 02.

El patron de bandeo con el iniciador OPA 13 (A), permite formar un grupo de aislados
que comparten bandas. Para el iniciador OPA 18 (B), se obtuvo un patrén de bandas
relativamente complejo en donde algunos aislados (10 y 11) comparten bandas del
mismo peso. Para el caso del iniciador OPA 3 (C), hubo aislados que presentaron de 1
hasta 5 bandas; algunas de ellas comunes entre varios aislados, como el 9, 10 y 11.
Finalmente, con el iniciador OPA 02 (D) se obtuvieron un minimo de 1 y un maximo de
9 bandas por aislado, con pesos que van desde 3121 hasta 289 pb. Se calcularon los
tamafnos de las bandas obtenidas con los cuatro iniciadores y se elaboraron las

matrices que se muestran en los anexos 5 a 8.
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Elaboracion y construccion de dendogramas RAPD

El dendograma de la figura 10 se construyé segun se menciondé en Materiales y
Métodos con los datos de las matrices de los anexos (4, 5, 6 y 7), en donde se puede
observar que genotipicamente se pueden formar 3 grandes grupos; el primero con el
aislado GMO05, que esta totalmente separado del resto de los aislados; un segundo
grupo con los aislados GM03, GM04, GM06, GM07, GM02, GM01 y la cepa Smut
ATCC; y un tercer grupo con los aislados GM12, GM08, GM09, GM10 Y GM11. Por otro
lado, en el caso de una de las muestras a partir del grupo de 1-6 afios sin caries se
obtuvieron tres aislados los cuales dieron amplificacion positiva para S. mutans. Estos
corresponden a los aislados GM04, GM05 y GMO06. Los valores de bootstrap indican

que hay una gran similitud entre los aislados GM04 Y GMO6.

GMO05
GMO03

GMO04

—— GMO06

L &Mo?

GMO02

N GMO1

Smut ATCC

GM12

z GMO08

GMO09

GM10

——— GMl11

Figura 10. Dendograma de aislados de S. mutans.
Con el fin de verificar la congruencia de los dendogramas, se construyeron

nuevamente, incluyendo solo los aislados con las secuencias mas largas del gen dexA,

para ambos patrones de agrupamiento (figura 11).
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Figura 11. Patron de agrupamiento de los aislados de S. mutans. Se incluyeron en la construccion del
dendograma solo las secuencias de aproximadamente 950 nucleétidos.

GMO5

GMO3

GMOG

GM04

| GMO7

GMO2

Gh01

Smut ATCC

Figura 12. Patréon de agrupamiento a partir de los ensayos RAPD. Se incluyeron solo los aislados de
secuencias mas largas.

Haciendo la comparacion de ambos dendogramas (figs. 11 y 12), se puede observar
que hay congruencia entre los dos arboles filogenéticos, ya que el aislado GM05 se
separa del resto, los aislados GM04 y GM06 permanecen agrupados en la misma rama
terminal (dexA) o subterminal (RAPD). S. mutans ATCC se mantiene agrupado con
GMO01 y GMO02.
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6.6 Busqueda de comunidad bacteriana alterna

6.6.1 Secuenciacion del gen 16S RNAr

Con el fin de identificar qué otras especies bacterianas estaban presentes en las
muestras y que pudieran estar involucrados en el proceso carioso, se identificaron los
108 aislados obtenidos a partir del medio de cultivo no selectivo (agar nutritivo),
mediante la amplificacion del gen 16S rRNA. Para tal efecto, se utilizd el par de
iniciadores universales ECA 75F/ECR 619R, bajo las condiciones ya mencionadas en la
metodologia (Amplificacion de regiones especificas). Una vez obtenidos los productos
de amplificacion de PCR, se llevdo a cabo el GENCLEAN para su posterior
secuenciacion. De las secuencias obtenidas a partir de la amplificacién, solamente tres
fueron comparables en el Gen Bank (6b, 8b y 10c), debido a que el resto las secuencias
fueron demasiado cortas. Los datos obtenidos, se compararon mediante el algoritmo
BLAST con las secuencias depositadas en el GenBank. A partir de la comparacion, se

construyé el siguiente dendograma (figura 13):

Haemophilus parainfluenzae 225322
Haemophilus parainfluenzae 26363
Haemophilus parainfluenzae HK760
Terrahaemophilus aromaticivorans
Haemophilus parainfluenzae strain 225322
6b

8

10c
’7 Shigella flexneri
Escherichia cali strain MK02
Enterobacter sp. UST050418-107
Swine fecal bacterium SD-)§/12

T T T 1
0.08 0.06 0.04 0.02 0.00

Figura 13. Dendograma de aislados amplificados con iniciadores universales.

El dendograma muestra que hay homologia entre las secuencias comparadas en donde
se forman dos grupos. Los aislados 6b y 8b se agrupan con microorganismos que se
encuentran en vias respiratorias. En contraste, el aislado 10c se encuentra con un

grupo de enterobacterias.
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6.6.2 Ensayos de diversidad metabdlica

Con la finalidad de identificar otras bacterias presentes en las muestras colectadas se
llevé a cabo el analisis con el sistema BIOLOG de 10 aislados Gram negativos y 16
Gram positivos seleccionados al azar de nifios (as) con caries.

En las tablas del anexo 4, se encuentra el numero de aislado que logré utilizar cada
sustrato especifico. El Sistema BIOLOG arrojé los siguientes resultados:
Flavobacterium ferrugineum se identificé en 6 de los aislados, Clavibacter agropyri en 5,
Corynebacterium urealiticum en 4, Burkholderia gladioli en 2 y Cellulomonas flavigena
en 2; Corynebacteruim jeikeium, Cellulomonas cellasea, Cellulomonas turbata,
Lactococcus lactis, Sanguibacter keddie, Brevibacterium mcbellner, Mycobacterium
flavensces, Sphingomonas capsulata, Gordonia sputi, Pseudomona syringae,
Leuconostoc citreum, Bacillus megaterium A, Streptococcus hiovaginalis,
Sthaphylococcus arlettae, Streptococcus sobrinus, Corynebacterium xerosis vy

Enterococcus faecalis fueron identificados en un solo caso. (Fig. 14).

| 4
Numerode 3
0
0 Favobacterium B ciavibacter agropyri o Corynebacterium L Burkholderia Gladioli
ferrugineum urealyticum
B cellulomonas flavigena 0 corynebacteruim jeikeium @ cellulomonas cellasea [ cellulomonas turbata
B Lactococcus lactis B sanguibacter keddie @ Brevibacterium mcbellner B Mycobacterium flavensces
[ | Sphingomonas capsulata B Gordonia sputi @ Pseudomona syringae B Leuconostoc citreum
0 Bacilus megaterium A 1] Streptococcus hiovaginalis 0 Sthaphylococcus arlettae L Streptococcus sobrinus
O corynebacterium xerosis 0 Enterococcus faecalis I
—

Figura 14. Microorganismos identificados a partir de las muestras mediante el sistema BIOLOG.
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El origen de los microorganismos identificados con el sistema BIOLOG fue el siguiente:

8 se encuentran en suelo, 4 en tracto digestivo de humanos, 5 en sustancias que

pueden llegar al tracto digestivo con relativa facilidad, 3 en vias respiratorias y 2 que se

encuentran en piel, mucosas y en la placa dental bacteriana (tabla 7).

Tabla 7. Fuentes Comunes de Aislamiento de las bacterias tipificadas en BIOLOG.

Bacteria Sitio de Aislamiento
Flavobacterium ferrugineum Suelo
Corynebacterium urealyticum Suelo
Cellulomonas cellasea Suelo
Brevibacterium mcbrellner Suelo
Cellulomonas turbata Suelo
Bacillus megaterium A Suelo
Corynebacterium xerosis Suelo
Corynebacterium jeikeium Suelo

Cellulomonas flavigena

Tracto digestivo

Lactococcus lactis

Tracto digestivo

Enterococcus faecalis

Tracto digestivo

Leuconostoc citreum

Tracto digestivo

Sphingomonas capsulata Agua
Clavibacter agropyri Plantas
Pseudomonas syringae Vegetales

Sanguibacter keddie

Leche y sangre de vaca

Streptococcus hiovaginalis

Genitales

Burkholderia gladioli

Vias respiratorias

Gordonia sputi

Vias respiratorias

Mycobacterium flavescens

Vias respiratorias

Streptococcus sobrinus

Placa dental

Staphylococcus arlettae
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7. DISCUSION

Los resultados de investigaciones realizadas en otros paises como Brasil, en los que se
incluye también a México, el porcentaje de infeccién por S. mutans, oscila entre 56-
100% aproximadamente de las poblaciones estudiadas (Herrera et al., 2007; Aguilera et
al., 2002; Loyola-Rodriguez et al., 2008; Del Rio, 1991). En contraste, en este estudio la
bacteria fue encontrada en el 9.72 % (26 casos) de la poblacion total, que incluye a los
270 ninos. 12.97% de los nifos con caries, dio amplificacién positiva del gen dexA con
iniciadores especificos para S. mutans, asi como el 6.47% de los nifios sin caries. Esto
significa por un lado, que en la poblacion de estudio, el S. mutans posiblemente pudiera
no ser un determinante para que el proceso carioso inicie, ya que solo 17 nifios con
caries, lo presentan.

Por otro lado, en los 139 nifos sin caries analizados, también fue posible identificar la
presencia del S. mutans (9 casos). Lo anterior confirma los hallazgos reportados sobre
la mayor o menor capacidad de virulencia y propension a la caries, que seguramente
esta relacionado también con las posibles mutaciones que puede presentar la bacteria
en la via metabdlica de la sacarosa (Saxena et al., 2005). Por otro lado, no se debe
dejar del lado otros factores como la influencia de los habitos tanto dietéticos como
higiénicos, ya que, si algunos individuos pueden estar infectados con S. mutans,
llevando a cabo una limpieza bucal adecuada, puede evitarse la proliferacion del
microorganismo y como consecuencia la iniciacion del proceso carioso. Otro factor
importante, es la resistencia que puede presentar el huésped ante la colonizaciéon de la
bacteria, por lo que puede ser importante el tamafio del indculo presente para la
presencia de caries

Con lo que respecta a la presencia del S. mutans en los diferentes intervalos de edad,
llama la atencion el hecho de que el grupo de 1-6 afios con caries fue el mas numeroso
en cuanto a la presencia de S. mutans, ya que se identifico en 14 nifios. En este
sentido, es importante mencionar que a estas edades los nifios frecuentemente reciben
muestras de afecto por parte de sus madres ya sea, besandolos en la boca o bien
compartiéndoles alimentos. A este respecto, han surgido publicaciones en donde se ha
demostrado que la fuente principal de contagio de S. mutans hacia los nifios son

precisamente sus madres (Lindquist y Emilson, 2004; Mattos-Graner et al., 2001).
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Por otro lado, algunos nifios de esta misma edad tienen aun el habito de dormir con el
biberén dentro de la boca, que a su vez frecuentemente esta preparado con bebidas
azucaradas. Este panorama se empeora debido a que estos nifios comunmente no
llevan a cabo la limpieza oral nocturna, quedando los carbohidratos en la misma y
agregando ademas a ello, que hay una disminucion de la salivacion, de los movimientos
de los labios, lengua y carrillos que en conjunto, durante el dia, llevan a cabo la
autoclisis.

Lo anterior se refuerza con los datos encontrados a partir de las encuestas, en los que
se resalta el hecho de que la mayoria de los nifios que participaron en el estudio
consumen golosinas varias veces en una semana; sin embargo, a pesar de que
reportan llevar a cabo el cepillado dental mas de una vez al dia, probablemente esta
actividad no se realiza de manera correcta, debido a que normalmente y en el mejor de
los casos, los padres son los que ensefian a sus hijos como cepillarse, pero los padres
mismos desconocen una técnica adecuada de cepillado. Esto se refleja en que mas de
una tercera parte de los encuestados (38.7%) manifestaron que sus hijos presentaban
caries dental en el momento de la aplicacion de la encuesta. En otros casos, los padres
no hacen hincapié con sus hijos en cuanto a darles a conocer la importancia sobre un
estilo de vida enfocado a la salud, que va encaminado a realizar practicas de higiene
personal, pero sobretodo oral, y del que se ha reportado que los padres que lo enfatizan
en sus hijos, se refleja en la disminucion de la apariciéon de caries en sus primeros 7
afos de vida (Mattila et al., 2005). En el caso en el que ambos padres laboran fuera del
hogar, en donde la convivencia con sus hijos es escasa o nula, las personas a las que
se delega esta responsabilidad pudieran no tener el interés suficiente para llevar a cabo
este tipo de actividades, en donde ademas, las consecuencias se pueden manifestar
en la autoestima de los nifios: la falta de confianza en si mismos y el escaso
rendimiento escolar, provocando que los nifios presten poca atencion a su salud oral, o
viceversa, que los niflos con problemas orales tengan repercusiones en su autoestima,
convirtiéndose en un circulo vicioso (Honkala et al., 2007), por lo que es importante que
también los educadores pongan atencion en ese sentido. Segun Honkala et al. (2007),
cuando los padres desempefian un rol dominante en la educacién de sus hijos (hasta la
adolescencia), los habitos de higiene oral tienden a ser estables, por lo que debe

fomentarse esta practica.

40



Retomando las técnicas genético-moleculares y con el propdsito de conocer la posible
diversidad genética de S. mutans en la poblacion de estudio, se emplearon iniciadores
que han sido utilizados exitosamente con anterioridad en los ensayos RAPD obteniendo
huellas de S. mutans (Li et al., 1998; Saarela et al., 1996; Truong et al., 2000; Ménard
et al., 1992). En este trabajo, los resultados de analisis RAPD utilizando cuatro
diferentes iniciadores, permitieron distribuir a los aislados en tres grandes grupos, uno
de los cuales esta claramente separado del resto. Es importante resaltar, que a partir de
una de las muestras del grupo de 1-6 afos sin caries, se lograron obtener tres
subpoblaciones de S. mutans, ya que estos se encuentran en diferentes ramas
terminales. Este resultado es similar al reportado por Jiarong et al. (2004), en el cual, a
partir de 17 pacientes con tratamiento ortodéncico, en 10 se encontré un genotipo de S.
mutans, en 6 pacientes obtuvo dos y en 1 caso detecté 3 diferentes cepas de S.
mutans. En el mismo estudio, reporta haber encontrado variacién al comparar antes,
durante y después del tratamiento ortodéncico en cuanto a la presencia del S. mutans
en un mismo paciente. Asi pues, los hallazgos a partir del presente estudio, nos habla
de la gran diversidad genética de S. mutans que existe en la poblacion de estudio. Una
forma de obtener mas confiabilidad en este tipo de estudio es aumentando el numero
de iniciadores para llevar a cabo los ensayos RAPD.

Resulta interesante subrayar el hecho de que fue posible detectar S. mutans mediante
la amplificacion del gen dexA a partir de muestras directas, sin necesidad de cultivarlo,
no obstante la complejidad de la misma.

Se sabe que existe una homeostasis entre bacterias patdégenas y mutualistas en la
cavidad oral y que constituyen una forma organizada de comunidades de multiespecies,
conocida como biofilm (Kolenbrander et al., 2002; Saito et al., 2006). A ese respecto, en
este trabajo se encontr6 mediante las secuencias obtenidas de las amplificaciones con
los iniciadores universales y que fueron comparadas en el Gen Bank, que algunas de
las bacterias presentes en la poblacién estudiada muestran cierta identidad tanto con
bacterias que habitan vias respiratorias, como con algunas enterobacterias; estas
ultimas, posiblemente debido a que, para este estudio, no se tomd como un criterio de
exclusién a los nifios que presentaran algun tipo de padecimiento gastrointestinal. Sin
embargo las bacterias identificadas con esta estrategia incluyen bacterias tanto viables

como no viables, es por esto que resultan importantes los resultados obtenidos con
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BIOLOG en donde se identificaron a las bacterias viables que pudieran ser las mas
importantes en el proceso carioso.

Referente a los aislados procesados en el sistema BIOLOG, la mayoria de ellos fueron
identificados como microorganismos que habitan normalmente en tracto digestivo o
respiratorio. Algunos de los microorganismos se aislan a partir del suelo, como es el
caso de Flavobacterim ferrugineum, identificado en 6 de los aislados, Corynebacterium
urealyticum y Brevibacteruim mcbrellner. Esto se puede explicar debido a que los nifios
frecuentemente juegan en jardines y no tienen la precaucién de asearse las manos
antes de llevarse algun alimento a la boca. Entre los microorganismos identificados en
mas de un caso estan: Clavibacter agropiry, se identific6 en 5 casos (plantas);
Corynebacterium urealyticum, identificado en 4 casos, aislado normalmente a partir de
suelo; Burkholderia gladioli, identificado en 2 casos y que se puede aislar de vias
respiratorias, y Cellulomonas flavigena, encontrado en 2 casos y que habita el tracto
digestivo. En uno de los casos fue identificado Streptococcus sobrinus, aislado a partir
de placa dental y que es uno los microorganismos comunmente asociado con la
iniciaciéon de la caries (Okada, 2002). En otro caso en particular, fue identificado
Enterococcus faecalis, el cual esta involucrado en muchos de los fracasos del
tratamiento endoddntico, por su dificil erradicacion a partir del canal radicular, ya que
esta bacteria resiste un pH muy alcalino, como el del hidréxido de calcio (pH 12.4),
comunmente usado en este tipo de tratamientos para llevar a cabo la desinfeccion del
conducto. El resto de los microorganismos identificados a partir del sistema BIOLOG, se
encuentran normalmente en agua (Sphingomonas capsulata), vegetales (Pseudomonas
syringae) y piel y mucosas (Staphylococcus arlettae).

Con los datos analizados anteriormente, los hallazgos a partir de este estudio con
respecto a la presencia de S. mutans arrojan datos interesantes, desde el punto de
vista epidemiologico que difieren a los publicados en la literatura. Ha sido
frecuentemente reportada una estrecha relacién S. mutans-Caries, sin embargo, a partir
de estos resultados, existe la posibilidad de que otros factores u otros microorganismos
estén mayormente implicados en el proceso carioso y que puedan ser el comun

denominador de la caries en esta poblacion.
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8. RESUMEN DE RESULTADOS

1. Esta especie fue encontrada en el 9.72 % de la poblacion estudiada (270 nifos).

2. El grupo en el que se encontré con mayor frecuencia S. mutans fue en el grupo
de 1-6 afos con caries.

3. 6.47% de los nifios sin caries presentaron S. mutans.

4. El andlisis del gen dexA muestra claramente polimorfismos en la secuencia de
nucleotidos entre los aislados de S. mutans de estudio.

5. El analisis RAPD sugiere una poblacion compleja de S. mutans, formada por tres
0 mas genotipos (subpoblaciones).

6. En la poblacién de estudio, los habitos tanto dietéticos como higiénicos, pueden
tener un rol importante en la cariogénesis.

7. La mayoria de los aislados procesados en el sistema BIOLOG fueron
identificados como microorganismos que habitan normalmente en tracto digestivo
o respiratorio.

8. En un caso fue identificado Streptococcus sobrinus.

9. En un caso fue identificado Enterococcus faecalis.

9. CONCLUSION

S. mutans no estuvo presente en mas del 50% de la poblacion de estudio

10. PERSPECTIVAS

e Ampliar la poblacion de estudio.

¢ Tipificar la Comunidad Microbiana Oral con métodos de Genética-Molecular.

¢ Determinar el numero de bacterias viables de cada especie mediante RT-PCR vy
PCR tiempo real

e Relacionar los habitos dietéticos e higiénicos de manera individual en la

poblacién de estudio con los Microorganismos encontrados en la misma.
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ANEXO 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION

Titulo del protocolo: COMUNIDAD MICROBIANA DE LA CAVIDAD ORAL DE
NINOS CON CARIES.

Investigador principal: D.enC. MA. SOLEDAD VAZQUEZ GARCIDUENAS

Sede donde se realizara el estudio: Divisién de Estudios de Posgrado de la Facultad
de Ciencia Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez”. Fecha:
Nombre del paciente:

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacién médica. Antes
de decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes
apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con
absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus
dudas al respecto.

OBJETIVO DEL ESTUDIO:

La investigacion tiene como finalidad conocer el tipo de microorganismos que se
encuentran en la boca, principalmente los involucrados en la formacion de caries, de los
nifos entre 1-12 afos de edad de una poblacion en la ciudad de Morelia, Mich. De ahi
que se pueda trabajar en conjunto para crear algun método preventivo para la caries.
PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

En caso de aceptar participar en el estudio se le realizara toma de muestra mediante un
barrido con un hisopo estéril a partir de diferentes sitios de la boca. Las muestras seran
llevadas al laboratorio para aplicar los procedimientos de analisis. La toma de muestra
no implica ningun tipo de molestia ni efecto adverso.

ACLARACIONES

» Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

* No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la
invitacion.

* No tendra que hacer gasto alguno para el estudio.

» Se entiende que conserva el derecho de retirarse del estudio en cualquier momento
que lo considere conveniente.

* No recibira pago por su participacion.

* La informacion obtenida en este estudio sera confidencial.

« Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacién, puede, si asi
lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado anexa a este documento.
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UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN
NICOLAS DE HIDALGO

CONSENTIMIENTO INFORMADO

En la ciudad de Morelia Michoacan a del mes de del ano
200
Yo Sr(a). siendo el padre,

madre o tutor del nifio (a)

Autorizo a la Dra. Gabriela Lopez Torres para que realice una toma de muestra a
partir de la cavidad oral de mi hijo (a), para llevar a cabo el anélisis de la misma.
De la misma forma, autorizo se apliquen las diferentes técnicas de manejo de conducta

que se requieran. Todo lo anterior se me explico con un leguaje sencillo y claro.

Ademas, afirmo que todos los datos que proporcioné en la historia clinica son veridicos

y me hago responsable de alguna contradiccién o dato no proporcionado.

Nombre y Firma de autorizacion
PADRE, MADRE O TUTOR

TESTIGO
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ANEXO 2

UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE
HIDALGO

FACULTAD DE ODONTOLOGIA-FACULTAD DE MEDICINA

ENCUESTA

Este documento tiene un objetivo de investigacion. La informacién recabada en el
mismo es confidencial y s6lo para dicho fin.
DEBE LLENARSE CON DATOS DEL NIN@:

Edad: Sexo:
Lugar donde vive:

A) PROBLEMAS ORALES QUE PRESENTA

a) Dolor dental e) Sensibilidad dental
b) Caries dental f) Dientes primarios perdidos
c) Encias sangrantes g) Respiracion bucal
d) Otros problemas h) Ninguno

B) VALORACION DE LA SALUD ORAL DEL NIN@ Y NECESIDADES QUE TIENE

1. Satisfaccién con la salud oral:
a) No satisfecho
b) Satisfecho

2. Problemas en la boca:
a) Sin problemas
b) Algunos problemas
c) Muchos problemas

4. Percepcion de las necesidades de tratamiento oral:
a) No necesidades
b) Existen necesidades
c) Nolosé

5. Actitud hacia su salud oral:

a) Positiva
b) Negativa

6. Evaluacion global de la salud oral:
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C) VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS

1.

a) Muy mala
b) Mala
c) Mas o menos mala

Ubicacién de la escuela:
a) Zona rural

b) Zona semiurbana

c) Zona urbana

Lugar de nacimiento de la madre:
a) México
b) Otro pais

Numero de nifios en la familia:
a) Uno

b) Dos

c) Tres

d) Cuatro o mas

Lugar que ocupa en la familia:
a) Primero

b) Segundo

c) Tercero

d) Cuarto o mas

Escolaridad del padre:
a) Primaria

b) Secundaria

c) Bachillerato

d) Licenciatura

e) Posgrado
Ocupacion del padre:
a) Dentro del hogar
b) Fuera del hogar

Caries previas del padre:

a) Sin caries en los ultimos 5 afos
b) 1-2 caries en los ultimos 5 afios
c) 1-2 caries en el ultimo afo

Higiene oral del padre:
a) Mas de una vez al dia
b) Una vez al dia

Edad de la medre:
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d) Mas o menos buena
e) Buena
d) Muy buena

c) Cada dos dias
d) Una vez por semana o0 menos



10.Escolaridad de la madre:
a) Primaria
b) Secundaria
c) Bachillerato

11.Ocupacion de la madre:
a) Ama de casa
b) Fuera del hogar

12.Caries previas de la madre:
a) 1. Sin caries en los ultimos 5 afios
b) 1-2 caries en los ultimos 5 anos
c) 1-2 caries en el ultimo afo

13.Higiene oral de la madre:
a) Mas de una vez al dia
b) Una vez al dia
c) Cada dos dias
d) Una vez por semana 0 menos

14.Nivel socio-econémico:
a) Alto
b) Medio
c) Bajo

15. Higiene personal del nin@:
a) Adecuada
b) Regular
c) Inadecuada

16. Inicio de higiene oral del nin@:
a) Menor de 2 afos
b) Mayor de 2 afos

17.Higiene oral del nin@:
a) Mas de una vez al dia
b) Una vez al dia
c) Cada dos dias
d) Una vez por semana 0 menos

18.Consumo de dulces del nin@:
a) Casinunca
b) Una vez por semana
C) varias veces en una semana

19. Visitas previas a consulta dental del nin@:

a) 6 meses
b) 1 afio

d) Licenciatura
e) Posgrado



C) 2 afnos o mas
d) Nunca

20.La mejor manera de proporcionar educacion en salud a los nin@s es:
a) Dar un ejemplo en la vida diaria con una detallada explicacion
b) Hablando y explicando

21.Actividades del padre con su hij@ fuera de casa:
a) Menos de tres veces por semana
b) Tres veces o mas frecuente

22.Hora de ir a dormir del nin@:
a) Antes de las 21:00 hrs.
b) Después de las 21:00 hrs.

23.Tipo de escuela:
a) Publica
b) Privada

D) INDICADORES AUTOESTIMA:

1. Desempefo escolar:
a) Malo
b) Regular
c) Bueno
d) Muy bueno

2. Satisfaccion de vida:
a) Felicidad
b) No feliz
c) Feliz
d) Muy feliz
3. Soledad
a) Frecuentemente

b) Algunas veces
c) Nunca

4. Satisfaccion escolar:
Disfruto estar con mis companieros de clase:
a) Algunas veces/Nunca
b) Frecuentemente
c) Siempre
5. Otros comparieros me aceptan:
a) Algunas veces/Nunca
b) Frecuentemente
c) Siempre
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6. Iralaescuela es aburrido:
a) Frecuentemente
b) Algunas veces
c) Rara vez/Nunca

7. Falta a clases:
a) Algunas veces
b) Nunca

8. Autoestima:
Nervios:
a) Diariamente
b) Semanalmente
c) Raro/Nunca

9. Confianza en si mismo:
a) Algunas veces/Nunca
b) Frecuentemente
c) Siempre

10.Imagen personal:
a) Demasiado delgado/obeso
b) No piensa en eso
c) Talla adecuada

11. Apariencia:
a) No luce bien
b) No piensa en eso
c) Luce aceptable
d) Luce muy bien

12.Hace amigos:
a) Dificilmente
b) Facilmente
c) Muy facil
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ANEXO 3
a) Fuentes de carbono de una microplaca GN2
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ANEXO 4.
b) Fuentes de carbono de una de microplaca GP2
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ANEXO 5.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
14a, 16a, 19a, 16a, 19b 6b, 14a, 14a, 16a, 21a 6b, 14a, 16a, 14a, 16a, 18c, 14a, 16a, 18c, 3a, 6b, 6c, 14a, 16a, 21a 14a, 16a, 19a,
19b, 21a, 23a, 19a, 19b, 21a, 19a, 19b, 21a, 21a 14a, 16a, 19a, 21a, 23a,
23a, 23a 19b, 21a, 23a,
36b
18c, 14a, 16a, 19a, 14a, 16a, 19a, 14a, 16a, 19a, 14a, 16a, 19a, 14a, 16a, 18c, 19b 14a, 16a, 19b, 19a, 21a, 23a, 14a, 16a, 19a, 14a, 16a, 18c, 3a, 14a, 16a,
19b, 21a, 23a, 21a, 23a, 19b, 21a, 23a, 21a, 23a, 19a, 19b, 21a, 21a, 23a, 19b, 21a, 23a, 19a, 19b, 21a, 19a, 19b, 21a,
23a, 23a, 23a,
6c, 14a, 16a, 14a, 16a, 19a, 14a, 19b, 21a 14a, 16a, 19a, 14a, 16a, 19a, 6c, 14a, 16a, 14a, 16a, 19a, 14a, 16a, 19a, 14a, 16a, 19a, 14a, 16a, 18c, 36b, 19b, 21a
19a, 19b, 21a, 19b, 21a, 23a, 19b, 21a, 23a, 19b, 21a, 23a, 18c, 19a, 19b, 19b, 21a, 23a, 19b, 21a, 23a, 21a, 23a, 19a, 19b, 21a,
23a, 21a, 23a, 23a,
14a,18c, 19a, 14a, 16a, 21a 14a, 19a, 21a, 14a, 16a, 19a, 14a, 16a, 18c, 14a, 16a, 18c, 19b 14a, 16a, 19a, 19a,
23a, 23a, 16a, 21a, 23a, 19a, 19b, 21a, 19a, 19b, 21a, 19b, 21a, 23a,
23a, 23a,
14a, 16a, 19a, 16a, 19b 16a, 18c, 14a, 16a, 19a, 14a, 19a, 21a, 19b 14a, 16a, 19a, 14a, 16a, 19a,
21a, 23a, 19b, 21a, 23a, 23a, 19b, 21a, 23a, 19b, 21a, 23a,
36b
14a, 16a, 19a, 14a, 16a, 19a, 3a, 14a, 19a, 14a, 16a, 19a, 14a, 16a, 19a, 3a, 14a, 16a, 14a, 16a, 19a, 14a, 16a, 19a, 14a, 16a, 19a, 3a, 19b 16a, 19b,
19b, 21a, 23a, 19b, 21a, 23a, 21a, 23a, 36b, 19b, 21a, 23a, 19b, 21a, 23a, 19b, 21a, 23a, 19b, 21a, 23a, 19b, 21a, 23a, 21a, 23a,
19a,
16a, 19a, 3a, 23a, 14a, 16a, 19b 14a, 16a, 19a, 21a 21a 16a,
19b, 23a,
14a, 14a, 16a, 19a, 14a, 19a, 19b, 14a, 16a, 9a, 16a, 14a, 16a, 19a, 14a, 16a, 19a, 14a, 16a, 19a, 14a, 16a, 19a,
19b, 21a, 23a, 21a, 23a, 19b, 21a, 23a, 19b, 21a, 23a, 19b, 21a, 23a, 19b, 21a, 23a, 19b, 21a, 23a,
36b
a) Patron de utilizacion de fuentes de carbono de los aislados Gram negativos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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18a, 27c, 280, 32b

27¢, 28¢, 320

27¢

b) Patrén de

utilizacién de fuentes de carbono de los aislados Gram positivos
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ANEXO 6.
Matriz dicotémica con los datos del ensayo RAPD obtenidos con el oligo OPA 02

12

11

10

9

8

c/n

Mut

ATCC

Tamafio de

banda (pb)

3121

3040

2531

2465

2220

2163

2107

1968

1845

1759

1584

1542

1521

1365

1310

1293

1275

1225

1208

1176

1160

1114

1099

1070

1041

1013

975

927

882

807

738

684

650

623

543

415

289

1. Presente

0. Ausente
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ANEXO 7.
Matriz dicotémica con los datos del ensayo RAPD obtenidos con el oligo OPA 03

12

11

10

c/n

Mut
ATCC

Tamafio de
banda (pb)

9250

5627

1806

1396

1325

1297

1219

1121

1053

931

867

826

739

699

1. Presente

0. Ausente
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ANEXO 8.
Matriz dicotémica con los datos del ensayo RAPD obtenidos con el iniciador OPA 13

12

11

10

9

8

c/n

Mut

ATCC

Tamafio de

banda (pb)

10370

9501

4291

3694

3684

3465

2125

2062

1977

1911

1765

1706

1687

1615

1533

1502

1471

1396

1367

1297

1271

1258

1169

1157

1133

1098

1053

1000

944

908

891

874

858

762

710

636

567

1. Presente

0. Ausente
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ANEXO 9.
Matriz dicotémica con los datos del ensayo RAPD obtenidos con el oligo OPA 18

10 | 11 | 12

9

8

c/n

Mut

ATCC

Tamafio de

banda (pb)

4458

4357

4068

3712

3387

3090

2952

2632

2347

2191

2093

2000

1750

1674

1630

1593

1574

1434

1369

1277

1204

1136

1072

1023

897

850

812

786

743

710

679

583

556

521

493

1. Presente

0. Ausente

62
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