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Resumen

El objetivo de esta investigacion fue identificar las bacterias presentes en la
microbiota de lesiones cariosas dentinales en molares primarias de pacientes
pediatricos costarricenses. El estudio se llevdé a cabo en 15 nifios que acudieron a
la Clinica de Odontopediatria de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Costa Rica. Los criterios de inclusion fueron: infantes entre los 4 y 8 afios que
presentaran lesiones cariosas cavitadas en piezas primarias, que fueran atendidos
por los estudiantes de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Costa Rica
de manera activa y que contaran con la firma del consentimiento informado para la
participacion en la investigacion. Los criterios de exclusién fueron: pacientes no
colaboradores para la recoleccion de la muestra y con tratamientos farmacoldgicos
cronicos o durante los ultimos 3 meses. Las muestras se tomaron utilizando una
cuchareta estéril, colocandolas en viales de almacenamiento y fueron sometidas a
diversas técnicas de identificacion microbiana convencionales y moleculares tales
como: identificacion por Tincion de Gram, pruebas catalasa, oxidasa, TSI, API 20E,
API STAPH y VITEK. De las 60 cepas bacterianas sometidas a tincion de Gram se
obtuvo: 28 bacterias Gram Positivas y 32 bacterias Gram Negativas. Los principales
organismos aislados fueron: especies de Staphylococcus epidermidis, Pasteurella

pneumotropica/ Mannheimia haemolytica, Pantoea spp y Streptococcus mutans.



Summary

The objective of this research was to identify the bacteria present in the microbiota
of dental carious lesions in primary molars of Costa Rican pediatric patients. The
study was carried out in 15 children from 4 to 8 years old who attended the Pediatric
Dentistry Clinic of the Faculty of Dentistry of the University of Costa Rica. The
inclusion criteria were: infants between the ages of 4 and 8 who present cavitated
carious lesions in primary teeth, who are actively attended by students of the Faculty
of Dentistry of the University of Costa Rica and who have the signature of the
informed consent for participation in the research. The exclusion criteria were: non-
cooperative patients for the collection of the sample and with chronic
pharmacological treatments or during the last 3 months. Samples were taken using
a sterile spoon, placing them in storage vials and subjected to various conventional
and molecular microbial identification techniques such as: Gram stain identification,
catalase, oxidase, TSI, API 20E, APl STAPH and VITEK tests. Of the 60 bacterial
strains subjected to Gram staining, the following was obtained: 28 Gram Positive
bacteria and 32 Gram Negative bacteria. The main organisms isolated were:
Staphylococcus epidermidis species, Pasteurella pneumotropica/ Mannheimia

haemolytica, Pantoea spp and Streptococcus mutans.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION



La caries dental es una enfermedad de los tejidos duros dentales y se ha
relacionado con una etiologia multifactorial (1). Actualmente, se define como
“enfermedad mediada por biofilm, modulada por la dieta, multifactorial, no
transmisible y dinamica que produce una pérdida neta de minerales de los tejidos
dentales duros. Estd determinada por factores biolégicos, conductuales,
psicosociales y ambientales”(2). Para llegar a esta definicion de la enfermedad, en

el transcurso del tiempo se han modificado diferentes teorias.

Una de las teorias iniciales fue la quimico parasitaria o acidogénica expuesta
por Miller (3), en la cual se define la caries como un proceso causado por los acidos
gue producen los microorganismos, esta producciéon de acidos hace que disminuya
el pH del biofilm dental y asi aumenta la proliferacion de microorganismos y
su actividad acidégena, lo que desmineraliza el esmalte y posteriormente, la

dentina, ademas, disuelve los tejidos y crea cavidades (3).

Otra teoria aceptada fue la triada ecologica de Keyes (4) que identifico los
factores de riesgo locales para la caries, con lo que cambid el pensamiento del
origen unicausal a multicausal. La triada estaba compuesta por tres agentes:
huésped, microorganismos y dieta, que debian interactuar entre si. Asimismo, esta
teoria identifica que la sacarosa favorece el proceso carioso, establece el caracter
infectocontagioso de la enfermedad y responsabiliza al Streptococcus mutans como

causante.

La teoria ecolbgica de Mars (5), por su parte se baso en la hipétesis tanto de
biofilm inespecifico como especifico, sostiene que los organismos asociados con la
enfermedad pueden estar presentes también en los sitios sanos y que la
enfermedad se expresara por los cambios ocurridos en el balance de la microbiota

gue reside en el biofilm que produce la caries dental.

Se propuso también la teoria patogénica de Keystone (6), donde sostiene
gue ciertos microorganismos patégenos de baja abundancia pueden producir
enfermedades inflamatorias al modificar una microbiota normalmente simbiotica en

una alterada, principio que se cumpliria en la caries dental.



Gracias al avance en la investigacion, actualmente, se ha determinado que
la caries es una enfermedad multifactorial, azicar dependiente y donde el biofilm
en desequilibro es clave para provocar una alteracion en la microbiota oral y esa

alteracion de la simbiosis interviene en la aparicién y evolucion de las lesiones

cariosas (3).

Las teorias antes mencionadas tienen una condicion en comun, la cual se
centra en la participacion de azucares en la formacion de las caries dentales. El
exceso de azucares agregados, particularmente en forma de bebidas endulzadas
con azucar, es una de las principales causas de caries en los nifios (7). El consumo
de azucar y su relacién con la caries dental ha sido investigado durante mucho
tiempo y como muestra de ello los estudios de Vipeholm que datan desde 1954,
analizaron como la frecuencia y consistencia en la ingesta de azucares tenia un
vinculo con las caries dentales (8). Actualmente la Organizacién Mundial de la Salud
(9) ha realizado revisiones de literatura que respaldan esta asociacion, reportaron
gue de 47 estudios analizados todos mostraron al menos una asociacion entre el
consumo de azucar y la caries dental, de esos 47 estudios 42 fueron reportados

exclusivamente en nifos.

En Costa Rica el consumo de azucares afiadidos representa el 14,7 % de la
energia consumida por la poblacién urbana costarricense, es este porcentaje mayor
en las mujeres y en las personas mas jovenes, donde las bebidas azucaradas,
incluyendo las bebidas gaseosas, son la fuente principal de azlUcares afiadidos en

la dieta costarricense (10).

El progreso de las lesiones cariosas esta estrechamente relacionado con el
consumo de azucar, pero también a las bacterias que se encuentran presentes en
la cavidad oral, los microorganismos y condiciones sistémicas de la persona. A las
bacterias presentes en boca de cada individuo, se les conoce como microbiota oral
(12).



Segun Tanner et al. (12) esa microbiota es una “comunidad ecoldgica de
microorganismos comensales, simbidticos o en equilibrio y patégenos que
comparten un mismo sitio en el cuerpo, este coloniza sobre las superficies dentales
de manera natural formando el biofilm”, sin embargo, al presentarse una disbiosis 0
desequilibrio por el consumo de azucar se producen &cidos que superan la
capacidad de amortiguacion de una microbiota sana, por lo que el riesgo de

desmineralizacion de las superficies dentales aumenta (13).

La forma en que se adquiere la microbiota es durante el embarazo, e
inmediatamente después del nacimiento la cavidad oral del recién nacido es
rapidamente colonizada por Streptococcus (Streptococcus mutans, Streptococcus
epidermidis y Streptococcus salivarius) y Fusobacterium, esa colonizacién de
Streptococcus spp. (particularmente Streptococcus salivarius) se asocia con los
primeros estimulos de oligosacaridos en la cavidad bucal del lactante por el
consumo de leche materna o la formula para que prosperen otros comensales
orales. Bacterias como E.coli, Staphylococcus y Pseudomonas , asi como bacterias
productoras de &cido lactico como Lactobacillus crispatus , Lactobacillus gasseri y
Streptococcus son frecuentes en los primeros meses de vida, incluso antes de la
erupcion dentaria. Por el contrario, Fusobacteria, Tenericutes, Synergistetes
comienzan a dominar la microbiota oral hacia los primeros afios de vida, mientras
que Veillonella, Fusobacterium, Neisseria, Prevotella, Rothia, Treponema vy
Streptococcus mutans estan vinculados a microbiotas orales mas maduras y con
microbiotas potencialmente cariogénicos parecen emerger a medida que los bebés
pasan a etapas maduras y probablemente, a una mayor exposicion al entorno
externo (14). La asociacion entre el progreso de las lesiones cariosas de esmalte a
dentina y las bacterias durante mucho tiempo se le atribuy6 al Streptococcus mutans
y Streptococcus sobrinus, sin embargo, al investigar por medio de cultivos
estrictamente en lesiones cariosas en dentina también se encuentran bacterias tales
como Lactobacillus, Streptococcus, Propionibacterium, Bifidobacterium,
Actinomyces, Eubacterium, Rothia, Arachnia, Micromonas, Pseudoramibacterium

Prevotella, Porphyromona y Selenomonas (15,16).



Las bacterias anteriormente citadas como lo son los Streptococcus son
conocidas por ser anaerobios facultativos, es decir, tienen la capacidad de
desarrollarse tanto en ambientes con presencia de oxigeno y sin €él. Los grupos
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus y otros se ven implicados como
iniciadores de la caries, pero también pueden actuar como patégenos oportunistas
en la infeccibn odontogénica y en menos ocasiones como causantes de la
endocarditis bacteriana subaguda (17). Por su parte, los bacilos Gram positivos
anaerobios facultativos son un grupo formado por los géneros Lactobacillus,
Propionibacterium, Corynebacterium y Actinomyces; los Lactobacilos no se
consideran patdgenos, mientras que de los restantes merece destacarse sobre todo
el género Actinomyces porque se trata de microorganismos de caracteristicas
intermedias entre bacterias y hongos que ven estimulado su crecimiento en

atmosferas aerobias con un 5-10 % de CO2 (17).

Las bacterias no sélo tienen diferencias en su forma de subsistir, sino que
ademas difieren en su forma y tamafio. Existen métodos de identificacion bacteriana
gue por lo general no se utilizan de manera aislada, sino que en ocasiones se

utilizan simultaneamente (18).

Uno de los principales métodos de identificacion son los criterios
morfolégicos, estos se centran en el tamafio, forma, color, opacidad y textura de las
colonias. Las bacterias tienen rasgos anatémicos diferentes, pero bajo el

microscopio se pueden observar la forma, tamafio celular y movilidad (19).

Existen también métodos que permiten la diferenciacion celular por medio de
tincion, el principio de la tinciébn de Gram se basa en las diferencias en la estructura
y composicion de la pared celular de algunas bacterias, no todas las bacterias se
pueden tefiir con esta técnica ya sea porque carecen de pared celular o que esta
tenga una composicion diferente, las bacterias positivas se tifien de violeta mientras
gue las negativas de rosa. Este método es altamente sensible debido a la variacion
técnica y a errores en la interpretacion. La calidad depende de las habilidades del

personal técnico la cual puede variar en el tiempo y entre personas (20).



Una vez realizados los métodos de tinciébn y morfologia, por lo general se
utilizan pruebas bioquimicas, estas se centran en demostrar si el microorganismo
es capaz de fermentar azlcares, degradar o producir compuestos. Estos métodos
también se conocen como sistemas miniaturizados que permiten realizar varias
pruebas bioquimicas simultaneamente y asi realizar la identificacion del

microorganismo en un tiempo mas corto (21).

Existen estudios mas avanzados a los bioquimicos como los basados en
biologia molecular donde, a través de procedimientos y reactivos se pueden
detectar secuencias de ADN gue son propias de una determinada bacteria. Cuando
un microorganismo no puede ser cultivado por métodos comunes, se opta por la
prueba Polymerase Chain Reaction (PCR). La principal dificultad para la
implementacion de una PCR es el manejo adecuado de posibles contaminaciones

que, de producirse, no permitirian llegar a un resultado certero (22).

La identificacién bacteriana, actualmente, se ha centrado en el genoma, es
decir, en el estudio y caracterizacion del conjunto de genes del microorganismo.
Para lograr esto se utiliza la espectrometria de masas, donde la identificacion se
realiza a través de la comparacion del resultado de una bacteria con todos los
espectros de masas que contiene el archivo comercial proporcionado por el

fabricante, el software empleado brinda datos con menos margen de error (23).



CAPITULO 2
PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION



2.1 Justificacién

Los profesionales en odontologia se han interesado en profundizar su
conocimiento sobre la microbiota oral, dado la amplia gama de microorganismos o
cepas bacterianas que se han podido encontrar en él por medio de diferentes
sistemas de identificacién bacteriana, sin embargo, actualmente sélo se cuenta con
los resultados reportados en la literatura proveniente de poblaciones de otros
paises. En Costa Rica existe una falta significativa de evidencia cientifica que brinde
un panorama mas especifico sobre cuales son las cepas bacterianas que
predominan en las lesiones cariogénicas de los pacientes pediatricos de una
poblacion en especifico.

La realizacién de esta investigacion generara conocimiento a nivel nacional
acerca de las cepas bacterianas que se encuentran especificamente en lesiones
cariogénicas en una poblacion pediatrica costarricense, lo cual permite obtener un
material de referencia para futuras investigaciones basadas en la realidad nacional

porque actualmente no existe informacion al respecto en el pais.

2.2 Pregunta de Investigacion

¢,Cudles microorganismos se encuentran en las lesiones cariosas de piezas
primarias de pacientes que asisten a la clinica de la Facultad de Odontologia de la

Universidad de Costa Rica?

2.3 Objetivo General

Identificar los microorganismos presentes en lesiones cariosas de piezas primarias
de pacientes que asisten a la clinica de la Facultad de Odontologia de la Universidad

de Costa Rica



2.4 Objetivos especificos

¢ Aislar los microorganismos de lesiones cariosas en dientes primarios de la
poblacion en estudio.

e Caracterizar los microorganismos presentes en lesiones cariosas en dientes

primarios de la poblacion en estudio por medio de Tincion Gram.

¢ |dentificar mediante pruebas bioquimicas los microorganismos presentes en

lesiones cariosas de dientes primarios de la poblacién en estudio.

2.5 Hipotesis

Hipotesis nula: Los microorganismos encontrados en lesiones cariosas de piezas
primarias en pacientes que asisten a la Clinica de la Facultad de Odontologia de la

Universidad de Costa Rica son iguales a lo reportado en estudios previos.

Hipotesis alternativa: Los microorganismos encontrados en lesiones cariosas de
piezas primarias en pacientes que asisten a la Clinica de la Facultad de Odontologia

de la Universidad Costa Rica son diferentes a lo reportado en estudios previos.

2.6 Disefo del estudio

Estudio biomédico observacional.

2.7 Lugar de realizacion

Universidad de Costa Rica. Los procedimientos clinicos se realizaran en la Clinica
de Odontopediatria de la Facultad de Odontologia, mientras que los procedimientos
de laboratorio en el Laboratorio de Bacteriologia Médica de la Facultad de
Microbiologia.
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2.8 Determinacion de la muestra

En el estudio participaran 15 pacientes con edad entre los 4 y 8 afios con
denticion primaria y mixta con lesiones cariosas en dentina que acudan a la consulta

en la Clinica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Costa Rica.

2.9 Criterios de selecciodn
Criterios de inclusion:

. Infantes entre los 4 y 8 afios que presenten lesiones cariosas cavitadas en
piezas primarias y que sean atendidos por estudiantes de la Facultad de

Odontologia de la Universidad de Costa Rica.

. Pacientes que cuenten con la firma del consentimiento informado para la

participacion en la investigacion.
Criterios de exclusion:
. Pacientes no colaboradores para la recoleccion de la muestra.

. Pacientes con tratamientos farmacolégicos crénicos o durante los ultimos 3

meses.



CAPITULO 3
METODOLOGIA
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3.1 Recoleccién de las muestras.

La recoleccion de las muestras se dio entre el 10 y el 20 de enero de 2023
en la Clinica de Odontopediatria y Ortodoncia de la siguiente forma: en cada
paciente se selecciond la molar con caries avanzada, el operador aplico una técnica
anestésica segun la molar elegida y se coloco aislamiento absoluto con dique de
goma. Mediante una cuchareta estéril la investigadora removié una porcion de la
dentina cariada y se deposito directamente en un tubo de centrifuga estéril con 2 cc
de caldo soya tripticasa (CTS) (Figura 1) y se transporto al laboratorio. Posterior a
la toma de la muestra, el operador continu6 con el tratamiento restaurador de la

molar cariada.

Figura 1. CTS con muestra de tejido carioso

Posterior a la recoleccién de la muestra, en un tiempo menor a 3 horas se
realizo el traslado de la muestra al laboratorio de microbiologia de la Universidad de
Costa Rica, donde se incubd por 24 horas en CTS en agitacion a 37 ° C, para
garantizar un liquido homogéneo. Tras la incubacién se sembré el caldo en Agar
Sangre y se almacenaron las placas por 24 y 48 horas en la camara de Diéxido de

Carbono (COz2) a 37°C para fomentar el crecimiento bacteriano (Figura 2).
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Una vez transcurrido este tiempo se realizé la caracterizacion macroscopica
de las diferentes colonias bacterianas para determinar su forma, tamafo y color. Se
aislé cada cepa bacteriana en una nueva placa de Agar Sangre y se almacend por
24 horas en la cdmara de CO2a 37°C al igual que en el estudio de Elbing et Brend
(24).

Figura 2. Cepas aisladas en Agar Sangre

Al pasar un lapso de 24 horas se optd por realizar pruebas Gram siguiendo
el procedimiento empleado por Coico (25) para confirmar la pureza de cada cepa,
se utilizaron liquidos como el tinte de cristal violeta, lugol, acetona y safranina. Al
finalizar el secado de la tincibn Gram se observo la muestra al microscopio, donde
se visualizaron de color violeta las bacterias Gram positivas y de color rosa-rojizo

las bacterias Gram negativas como Cassasola lo indica en su investigacion (20).

A las cepas bacterianas identificadas como Gram positivas se les realizé la
prueba de catalasa mencionada por Taylor en 1972 (26), cuando el resultado fue

negativo se realizo la prueba VITEK descrita por Vargas et al. (27).
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Cuando el resultado de prueba catalasa fue positiva se formdé una
efervescencia rapida con desprendimiento de burbujas, luego se realiz6 la prueba
de identificacién bacteriana APl STAPH (Figura 3) mencionada por Holmes et al. y
Biomerux (28,29).

Figura 3. Identificacién API Staph

A las cepas bacterianas identificadas como Gram negativas se realizo la
prueba oxidasa en el método descrito por Bou (21), con tiras de papel impregnadas
con el reactivo para-amino-N-dimetil-anilina, también la prueba Triple Sugar Iron
Agar (T.S.l Agar) como lo realizé en su estudio Gonzalez (30) para determinar la
capacidad de fermentacion de las bacterias con la lactosa, glucosa o sacarosa.
Cuando el resultado de prueba oxidasa fue negativa se realizo la identificacion
bacteriana mediante las pruebas API 20 E (Figura 4) mencionada por Holmes et al.
y Biomerux (28,29), pero cuando la prueba oxidasa fue positiva 0 no hubo mas de
un 85 % de probabilidad de identificacion se realiz6 la prueba de identificacidon

bacteriana VITEK descrita por Vargas et al. (27).

Figura 4. Identificacion API 20E



3.2 Consideraciones Eticas

Esta investigacion fue aprobada por el Comité Etico Cientifico de la
Universidad de Costa Rica (CEC-311-2022) y por el Consejo Nacional en Salud
(CONIS-390-2022).
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CAPITULO 4
RESULTADOS
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De las 15 muestras de lesiones cariosas en piezas primarias se aislaron 60
cepas bacterianas. De cada muestra se obtuvo un numero diferente de cepas
porque el crecimiento en las 24 y 48 horas fue variable en cada placa, debido a que

existen bacterias que tardan mas tiempo en crecer.

De las 60 cepas bacterianas sometidas a tincion Gram se obtuvo: 28 cepas
Gram Positivas y 32 Gram Negativas. De las cepas Gram Positivas, 11 fueron
positivas a la prueba catalasa y se les realizo la prueba VITEK, mientras que en las
17 cepas negativas se utilizo la prueba APl STAPH para identificacién bacteriana.
A todas las 32 cepas bacterianas Gram Negativas, se le realizo la prueba TSI y los
resultados fueron: solo 1 no fermentador al no cambiar de color, 18 solo
fermentadoras de glucosa y 13 fermentaron glucosa, sacarosa o lactosa. Ademas,
a las 32 se les aplico la prueba oxidasa, de las cuales se obtuvieron 31 negativas y
se utilizé la prueba API 20E y la Unica cepa positiva a la oxidasa fue identificada por
medio de la prueba VITEK (Figura 5).

Se aplica tincion Gram

-

[ 28cepas | 11 cepas negafivas: identificacion VITEK
23 cepas Prusha Catalasa - p q

&0 / Gram positivo © | 17 cepas positivas: identificacion AP STAPH
R
T ——————_ I\\-
\

; -
32 cepas Prueha Cxidass _ 31 cepas negativas: idenfificacion APl 20E
Gram Megativo i o . .
1 cepa negativa: identificacion VITEK

1 cepa no fermentadora

Prusba TSI AGAR | 18 cepas fermentadoras a la lactosa
13 cepas fermentadoras de glucosa,
sacarosa o lactosa

p

Elaboracion propia

Figura 5. Andlisis de laboratorio
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Luego de obtener las pruebas preliminares de identificacion bacteriana, se
determinaron, por medio de los métodos bioquimicos API 20E, APl STAPH y VITEK,
los microorganismos presentes en las muestras de la caries dental (Tabla 1).

Tabla 1. Bacterias encontradas segun la prueba de laboratorio empleada

Prueba Bacterias encontradas Gram Gram #de
positiva negativa cepas

APl STAHP Staphylococcus epidermidis v 6
Staphylococcus sciuri v 2
Staphylococcus xylosus v 2
Staphylococcus aereus v 2

API 20E Pasteurellapneumotropica/Mannheimia v 6
haemolytica,
Photobacterium damselae v 1
Serratia marcescens v 2
Pantoea spp v 10
Klebsiella pneumoniae spp azaenae v 1
Pseudomonas fluorescens putida v 1
Shigella spp v 1

VITEK Streptococcus mutans 4 5
Streptococcus sanguinis v 2
Strptococcus thoraltensis v 2
Streptococcus sobrinus v 2
Streptococcus salivarius spp salivarius v 2
Streptococcus mitis Streptococcus v 2
oralis
Vibrio alginolyticus v 1
Enterococcus faecalis v 1
Sphingomonas paucimobillis v 5
Rothua mucilaginosa v 1
Dermacoccus nishinomiyaensis / v 1
Kytococcus sedentarius

No v 2

identificadas

Elaboracion propia
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La diversidad de la microbiota bacteriana es un tema muy relevante
(13,31,32) y esta investigacion robustece la evidencia de que no solo los
Streptococcus mutans son aislados de lesiones de caries avanzadas, sino que
existen diferentes cepas bacterianas que actdan en conjunto para realizar una

destruccion de los tejidos dentales.

En esta investigacion se encontraron bacterias Gram Positivas, de las cuales,
el Streptococcus mutans ya identificado previamente como bacteria especifica de
caries dentinal en piezas primarias (33), estuvo presente en algunas muestras, este
resultado coincide con un estudio realizado por Quidemat et al. (34) donde
reportaron que algunos sujetos con caries activas tenian niveles detectables de
bacterias Streptococcus mutans, sin embargo, los investigadores también
destacaron una alta cantidad de bacterias anaerobias como Leptotrichia shahii y
Prevotella melaninogenica, situacion que no se dio en el presente estudio porque
solo se identificaron bacterias aerobias. Otros Streptococcus identificados fueron el
Streptococcus sanguinis y el Streptococcus salivarius situacion que también se

presento en la investigacion de Bansal (35).

Respecto a los Staphylococcus, la subvariante que estuvo mas presente fue
el Staphylococcus epidermidis, al igual que en la investigacion de Devang et al.
(36), donde indicaron que este microorganismo posee una capacidad de adaptacién
alta que le permite obtener, perder o regular elementos genéticos que proporcionan
mejores ambientes para la colonizacion en el hospedero y es gracias a esta

caracteristica que es tan prevalente en la caries dental.

Un hallazgo importante en esta investigacion fue la presencia de
Enterococcus faecalis, la cual es una bacteria coco Gram positivo, anaerobio
facultativo que posee numerosos factores de virulencia, segun Carrero et al.(37)
este puede encontrarse transitoriamente en cavidad oral y lesiones de tejidos
blandos, principalmente en poblaciones expuestas a ambientes hospitalarios o con
infecciones nosocomiales, razon por la cual, podria suponerse que los nifios

estuvieron expuestos a dichos ambientes previos a la cita de toma de la muestra.



Otra bacteria Gram positiva hallada en un numero reducido de muestras en
este estudio fue la Rothia mucilaginosa que se aloja en el tracto respiratorio
superior, esta no se encontré en la investigacion De Jesus et al. (38) que en su lugar
reportaron la presencia de bacterias como Mycosphaerella, Cyberlindnera, and
Trichosporon en muestras de lesiones cariosas profundas. Otras investigaciones
también refuerzan la heterogeneidad de la microbiota oral porque no reportan el
hallazgo de Rothia, pero si identificaron Veillonella y Actinomyces, dichas
investigaciones fueron realizadas en Estados Unidos y Alemania en poblaciones de
edades variables por lo que no comparten ni la ubicacién geogréfica , ni el rango de
edad (39,40).

Respecto a las bacterias Gram negativas, se identifico la presencia de la
Pantoea la cual es una enterobacteria aislada frecuentemente en plantas, frutas y
vegetales, segun Segado et al. (41), por lo que la presencia de esta bacteria podria
deberse a que alguno de los sujetos antes de recibir la atencion dental, no se realizo
una correcta higiene oral y por lo tanto, es posible que en una cavidad abierta de

caries se hayan alojado residuos alimenticios.

Se identificaron también las cepas Sphingomonas paucimobilli y Pasteurella
pnuemotropica, ambas Gram Negativas, esto se considera un hallazgo por resaltar
en esta investigacion porque la Sphingomonas paucimobilli es una bacteria
ubicada en medios acuosos y es rara de encontrar en humanos, su subsistencia se
relaciona con infecciones y fiebres en pacientes pediatricos (42). Por otra parte, la
Pasteurella pnuemotropica, que es un patébgeno oportunista que se encuentra
presente en la cavidad oral de roedores, perros y gatos, que ademas se han
reportado casos de mortalidad por septicemia y largas estadias en centros
hospitalarios (43-45), por lo que lo hallado en esta investigacion podria
considerarse un evento aislado aun no relacionado con lesiones cariosas en
dentina, sin embargo, se puede suponer que los nifios han estado expuestos a
ambientes con alguno de los animales antes mencionados y por eso la presencia

de esta bacteria.
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La heterogeneidad bacteriana que se identificO en esta investigacion
concuerda con estudios donde se ha logrado establecer que la microbiota varia
segun su localizacion en diferentes estructuras dentales, lo que indica que la
destruccion en tejidos desde el esmalte hasta la dentina involucra distintos
microorganismos en cada zona; en lesiones cariosas de esmalte se han identificado
bacterias como: Streptococcus, Veilonella y Actinomyces, mientras que conforme
aumenta la destruccion y la caries se aloja en la dentina se pueden detectar otras

bacterias como Prevotela denticolens y Lactobacillus (33,39,46).

Uno de los beneficios de este estudio es que fue la primera vez que se
identific la microbiota de las lesiones cariosas en dentina de dientes primarios de
nifios costarricenses que establece similitudes y diferencias en relacién con
investigaciones realizadas en otros paises (33,35,40). Sin embargo, una de las
limitaciones fue que no se utilizaron los mismos métodos de identificacion. En Umea
Suecia la deteccion se realizé por Reaccion en Cadena de Polimerasa de las
muestras obtenidas en 13 nifios y las principales especies asociadas con caries
fueron Actinobaculum, Atopobium, Aggregatibacter y Streptococcus mutans (40).
Por su parte Ribeiro et al. (47) utilizaron la identificacion por medio de la
metagendmica ARNr 16S en 13 nifios de Rio de Janeiro, Brasil y se encontraron
Streptococcus, Corynebacterium matruchotii , Actinomyces viscosus, Prevotella
nigrescens y Dialister micraerophilus. En dichos estudios se emplearon sistemas de
identificacion mas actualizados que proveen mayor rapidez e identifican bacterias

no cultivables o anaerobias.

Una de las proyecciones de esta investigacion es continuar con la
caracterizacion de la microbiota utilizando pruebas mas modernas y relacionar la
presencia de los diferentes tipos de bacterias con variables tales como el tipo de
dieta y la higiene oral.
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Las bacterias de la microbiota oral que estuvieron presentes en mayor
numero de cepas en una poblacién de pacientes pediatricos costarricenses con
estadios avanzados de las lesiones cariosas dentinales en denticidén primaria fueron
Staphylococcus epidermidis, Pasteurella pneumotropica/ Mannheimia haemolytica,
Pantoea spp y Streptococcus mutans.
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