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RESUMEN

INTRODUCCION: Los defectos del esmalte son més suceptibles a caries dental gracias a
su morfologia. OBJETIVO: Determinar la prevalencia de S. dentisani en pacientes con
hipomineralizacion y caries. METODOLOGIA: Se seleccionaron 50 pacientes que
acudieron al posgrado de odontopediatria de la UANL con un rango de edad de 5-12 afios,
se les pidié a los padres o tutores que los nifios incluidos en el estudio no realizaran el
cepillado dental al menos 8 hrs para poder realizar la toma de muestra, se tomo en cuenta
primer molar permanente, incisivo central permanente o segundo molar primario cariado o
con hipomineralizacién, no se tomé en cuenta el grado de la lesion de caries o el grado de
hipomineralizacion. Se realizo la prueba de saliva en un tubo Eppendorf de 2 ml, ademas se
realiz6 la muestra de placa dental por medio de una cucharilla esteril en el diente afectado y
se coloco en el tubo Eppendorf de 2 ml estéril con tripticaseina de soya, se realizd la
extraccion del ARN bacteriano por medio trizol y se utiliz6 PCR final con el termociclador
Mj-Mini. RESULTADOS: Se encuentran datos positivos del 60% y 62.5% para caries y
HIM sin caries respectivamente, pero la condicion de hipomineralizacion con caries muestra
un resultado altamente significativo (p <0.05) ya que se observa que en el 85.7% de los casos
no se encuentra la presencia de S. dentisani. CONCLUSION: De acuerdo con los resultados
obtenidos podemos concluir que S. dentisani es independiente al tipo de esmalte.
PALABRAS CLAVE: S.dentisani, Hipomineralizacion, caries, PCR, esmalte.



11

TESISTA: ARIANA BERENICE RANGEL CASTILLO
DIRECTOR DE TESIS: MARIA ARGELIA AKEMI NAKAGOSHI CEPEDA
CODIRECTOR DE TESIS: MYRIAM ANGELICA DE LA GARZA RAMOS
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

PREVALENCIA DE S. DENTISANI EN PACIENTES CON HIPOMINERALIZACION Y
CARIES

ABSTRACT

INTRODUCTION: Enamel defects are more susceptible to dental caries due to their
morphology. OBJECTIVE: To determine the prevalence of S. dentisani in patients with
hypomineralization and caries. METHODOLOGY': 50 patients who attended the UANL
pediatric dentistry postgraduate course with an age range of 5-12 years were selected. Parents
or guardians were asked that the children included in the study not brush their teeth for at
least 8 hours in order to be able to take the sample. The first permanent molar, permanent
central incisor or second primary molar with caries or hypomineralization were considered.
The degree of the caries lesion or the degree of hypomineralization was not considered. The
saliva test was performed in a 2ml Eppendorf tube, in addition, the dental plague sample was
taken by means of a sterile spoon on the affected tooth and placed in the sterile 2ml Eppendorf
tube with soy trypticase, the bacterial RNA extraction was performed by means of trizol and
final PCR was used with the Mj-Mini thermocycler. RESULTS: Positive data of 60% and
62.5% are found for caries and HIM without caries respectively, but the hypomineralization
condition with caries shows a highly significant result (p <0.05) since it is observed that in
85.7% of the cases the presence of S. dentisani is not found. CONCLUSION: According to
the results obtained, we can conclude that S. dentisani is independent of the type of enamel.

KEY WORDS: S. dentisani, hypomineralization, caries, PCR, enamel.
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1.- Introduccién

La mayoria de los dientes con Hipomineralizacion incisivo molar (HMI) sufren de problemas
como hipersensibilidad, mala estética y una rapida progresion en las lesiones de caries,
ademas de dolor, ruptura post-eruptiva del esmalte, algunos problemas en la masticacion y
alimentacion y dificultades para el tratamiento. Hasta ahora no se ha encontrado alguna
etiologia especifica, pero es fundamental que se evalten los antecedentes de los primeros tres
afios de vida porque durante este periodo estan en formacién tanto la corona de los primeros
molares como la de los caninos permanentes.

Aunque se ha comprobado que los defectos del esmalte son mas susceptibles a caries dental,
gracias a su morfologia que cuentan con una porosidad en el esmalte que este proporciona
un medio para que haya mayor adhesion de placa y acumulo de bacterias, ademas del
cepillado inadecuado por hipersensibilidad, por lo tanto, surge la cuestion de ¢Cual es la
prevalencia S. dentisani en pacientes con hipomineralizacion y caries?

Es fundamental buscar medidas preventivas de caries dental al momento de diagnosticar HMI
en edad temprana. Se ha encontrado en diversos estudios donde S. dentisani ha sido
propuesto como probiotico contra caries dental, gracias a que tiene maltiples beneficios los
cuales ayudan a inhibir el crecimiento de algunos patdgenos orales tales como S. mutans de
modo que se ha relacionado con una buena salud oral, pero hasta el momento no hay estudios
que evalien la microbiota oral en paciente con hipomineralizacion, por lo cual el objetivo
del presente estudio es determinar la prevalencia de S. dentisani en pacientes con
hipomineralizacién y caries.

Se realiz6 muestreo en pacientes con HMI y caries dental por medio de placa dentobacteriana
y saliva, se colocd medio de cultivo para después extraer el ARN de las muestras y comprobar
la presencia del RNAr 16S bacteriano de S. dentisani y S. mutans.

La condicion de hipomineralizacion con caries muestra un resultado altamente significativo,
ya que se observa que en el 85.7% de los casos no se encuentra la presencia de S. dentisani,

solamente en el 14.3%.



2.- HIPOTESIS

2.1 Hipdtesis alternativa:

Existe prevalencia de S. dentisani en pacientes con hipomineralizacién y caries.

2.2 Hipdtesis nula:

No existe prevalencia de S. dentisani en pacientes con hipomineralizacion y caries.

13
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3- OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Determinar la prevalencia de S. dentisani en pacientes con hipomineralizacion y caries.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Tomar muestras de pacientes de la clinica de posgrado de infantil que acudan.

3.2.2 Realizar Historia Clinica de los pacientes que acepten participar en el protocolo

3.2.3 Determinar la prevalencia de S. mutans en pacientes con hipomineralizacion y caries.

3.2.4 Realizar toma de muestra de la saliva y placa para analisis molecular de PCR
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4. Antecedentes

4.1 Caries dental:

La caries dental es una de las enfermedades més comunes. Se documentd por primera vez en
1950 (Chi et. al.,2019) y su definicion ha ido cambiando a lo largo de los afios, actualmente
se conoce que es el resultado de una disbiosis de la microbiota oral, gracias a que participan
diferentes especies cariogénicas como: streptococos mutans, lactobacillos y algunas especies
de actinomyces los cuales ayudan a la produccion de &cidos, ademas el consumo de azlcares
juega un papel importante en el desarrollo de la disbiosis dando como resultado el desarrollo
de la caries dental (Zhan et. al., 2018), el pH también impulsa a los microorganismos que se
encargan de la produccion de &cidos, la reduccién del flujo salival y la falta de higiene oral
ayudaran a mostrar cambios similares de la disbiosis (Pitts et. al. 2021).

La caries dental cuenta con una alta prevalencia en nifios de edad primaria en la mayoria de
los paises de América Latina, afecta aproximadamente a mas del 50% de los nifios (Sampaio
et. al., 2021). Tomando en cuenta la alta prevalencia es importante identificar a los nifios con
caries dental para asi determinar los factores de riesgo y planificar politicas de salud pablica
(Corréaet. al., 2016).

4.1.1 Factores de riesgo de caries dental

Un factor de riesgo a caries se define como una caracteristica de los individuos relacionado
con la prevalencia de la caries dental que estd asociada directamente con mayor probabilidad
de desarrollar lesiones cariosas. Es necesario identificar estos factores de riesgo
individualmente para desarrollar estrategias preventivas y asi evitar el aumento (Martignon
et. al., 2021).

Los principales factores de riesgos responsables del desarrollo de la caries dental es la alta
ingesta de hidratos de carbono, falta de higiene oral, baja exposicion al flior defectos del
esmalte (Anil et. al., 2017), asi como la capacidad amortiguadora de la saliva y la presencia
de bacterias (Sampaio et. al., 2021).
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4.1.2 Medidas preventivas

Existen maltiples medidas preventivas una de ellas es el fluoruro que ha sido uno de los
ingredientes que mas predomina en los productos para la prevencion (Limeback et. al. 2021).
Algunas de las iniciativas que se han implementado en salud publica para poder controlar y
contrarrestar la caries dental en nifios son incluir pasta de dientes con fldor, cepillo, barniz
de fldor, enjuagues bucales, para asi la mayor parte de la poblacién tenga acceso a educacion
y atencion dental (George et. al., 2019). Otro producto que ayuda a proporcionar proteccion
mecénica contra caries dental son los selladores dentales, ya que, al momento de realizarlos,
las fosas y fisuras se vuelven mas lisas proporcionando un medio més facil de limpiar y de

esta manera evitando el acimulo de placa dentobacteriana (Balian et. al. 2022).

4.1.2.1 Cepillado dental

El cepillado dental ayuda a disminuir la acumulacion de placa dentobacteriana, mejora la
salud gingival y detiene la progresion de caries dental (Shamsoddin et.al., 2022), para que
este tenga buenos resultados va a depender de diferentes factores como el tipo de cepillo,
técnica, duracion y frecuencia (Abdellatif et. al.,2021), por esta razon en diferentes paises se
recomienda que el cepillado dental en nifios este bajo la supervision de padres esto incluye
hacerlo al menos dos veces al dia utilizando una cantidad y fuerza adecuada, pastas dentales
con fluor desde la erupcion del primer diente hasta al menos los 8 afios de edad (Aliakbari
et. al., 2021), ademas de estar bajo la supervision de los profesionales en el area de la salud
oral para guiarlos (Boustedt et. al.2020), ya que un nifio alrededor de los 5 afios cepilla

aproximadamente el 25% de las caras del diente (Desai et. al., 2021).

4.1.2.2 Hilo dental

El hilo dental es de gran ayuda y es uno de los més utilizados para la limpieza interdental,
pero este requiere de cierta técnica y cumplimiento por parte del paciente (Deepika et. al.,
2022), tanto el hilo dental como los cepillos interdentales sumados al cepillado dental son de
gran ayudad para la reduccion de inflamacién gingival o placa dental, mas que utilizando
solamente cepillo dental. Hay estudios que demuestran que tanto los cepillos interdentales
como los irrigadores son mas eficaces que el hilo dental (Worthington et. al., 2019), pero la

combinacion de ambos puede ayudar a mejorar la inflamacién interproximal (Londero et.



17

al.,2022); sin embargo, encontramos una limitante que para el uso de estos se conlleva mucho
tiempo y se requiere que el individuo desarrolle ciertas habilidades motrices para utilizarlo
de la manera correcta, por esta razon se necesita del apoyo de los padres de familia (Abdellatif
et. al.,2021).

4.1.2.3 Selladores

Los selladores de fosas y fisuras se colocan en dientes que son susceptibles a desarrollar
caries dental, los cuales también tienen una alta resistencia a los fluoruros y es dificil tener
un buen control mecéanico de la placa dental (Ramamurthy et. al.,2022), también se pueden
colocar en molares con HMI si la superficie no estd dafiada, para ayudar a prevenir el
desarrollo de nuevas lesiones (Rashed et. al., 2022), pero su durabilidad puede ser menor en
pacientes que tengan alto riesgo de desarrollar caries dental (Uhlen et. al., 2024).

Se recomienda el uso de hipoclorito de sodio al 5% antes de que se realice el protocolo de
adhesién porque este ayuda en la eliminacién de las proteinas intrinsecas del esmalte y
promueve la adhesion (Jimeénez et. al., 2023).

Existen diferentes tipos de selladores y cada protocolo debe seguirse depende de las
instrucciones del fabricante, se recomienda el uso de selladores a base de resina ya que
produjeron un mejor seguimiento durante un afio que los selladores a base de ionémero
(Ozgur et. al.,2022). Aun asi, se recomienda una orientacion hacia los padres de familia sobre
su uso en superficies oclusales para poder aumentarlo tanto en molares primarios como

permanentes (Pediatr Dent. 2018).

4.1.2.4 Control de dieta

La mayoria de los nifios tienden a tener una dieta alta en hidratos de carbono, por lo cual
tienen una mayor posibilidad de desarrollar caries dental (Hong et. al.,2018), se recomienda
reducir este nivel de ingesta al menos del 5 al 10% de la ingesta total de energia que se
consume al dia (Mahboobi et. al., 2021) y aumentar la frecuencia de agua potable fluorada
para disminuir el riesgo (Hong et. al.,2018).

Los alimentos que contienen sacarosa, almidon procesado o hidrolizado tienen alto
porcentaje de ser cariogénico, ya que contienen carbohidratos que son fermentados por

bacterias caréogenas en cavidad oral (Wan et. al.,2022), estas bacterias se metabolizan y dan
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como resultado un pH salival por debajo de 5.5, donde se producen acidos facilitando la
formacion de caries y la desmineralizacion y este proceso es conocido como pH citrico
(Tungare et. al.,2023)

4.1.2.5 Colutorios

Los enjuagues bucales que tienen una concentracion de 0.02- 0.09% de fldor esto ayuda a
minimizar el riesgo a caries dental para pacientes con alto indice de caries, pero Unicamente
son utilizados en nifios mayores de seis afos.

Existen diferentes ingredientes para estos uno de ellos es el Xilitol que es un edulcorante
artificial en los alimentos, este no puede ser metabolizado por bacterias orales, por lo cual
ayuda en la prevencion de la salud oral. No existen efectos adversos mientras se utilice la
cantidad y magnitud adecuada (Krupa et. al.,2022). Pero si se encontrd que los enjuagues que
contienen Xilitol aumentan la rugosidad de los cementos de iondmeros de vidrio (Silva et.
al., 2020).

También se encuentran los enjuagues bucales con aloe vera y aceite de arbol, los cuales

pueden ayudar a disminuir la placa dental en cavidad oral de nifios (Kamath et. al.,2020).

4.1.2.6 Uso de Fluor

Desde 1930 se ha utilizado el fluoruro como cariostatico. La Organizacion Mundial de la
Salud lo aprobé como medida preventiva, gracias a esto se han desarrollado diferentes
materiales con este componente para mejorar estrategias preventivas para inhibicion del
desarrollo y progresion de caries (Casaglia et. al., 2021), asi como una estrategia preventiva
de erosiones dentales (Jiemkim et. al., 2023).

Una de las presentaciones (siendo la mas comun en todo el mundo) donde se puede ofrecer
el flor es en pastas dentales (Whelton et. al., 2019), pero debido a que la caries dental es una
de las enfermedades mas comunes ha llevado al ser humano a desarrollar diferentes
estrategias para encontrar el flior disponible como distribuirlo en niveles bajos en la
fluoracion del agua, pastas de dientes , en enfoques profesionales como barnices y geles o

incluso la combinacion de todos para tener mejores resultados (Tenuta et. al., 2023).
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4.2 Probidticos

Se ha mencionado que los probioticos tienen un buen efecto en la salud oral de las personas,
ya que las bacterias buenas ayudan a defender los dientes y encias contra las dafiinas. (Krupa
et. al.,2022), asi que los probioticos podrian ayudar a prevenir enfermedades infecciosas o la
disbiosis (Jansen et. al.,2021). Por lo tanto, algunas bacterias ayudan a amortiguar el pH
extracelular gracias a la produccién de amoniaco, a través de las vias arginoliticas, ureasa o
desnitrificacion, de tal modo que tendra beneficios positivos para la inhibicion de caries,
algunas de las bacterias que cuentan con propiedades antimicrobianas son especies de
streptococos como S. salivarius, S. dentisani y S. oligofermentans mediante la produccién
de peroxido de hidrogeno, proteasas o bacteriocinas (Ferrer et. al., 2020). Por lo tanto, el
consumo de productos con probidticos ayuda a mejorar el microbiota oral reduciendo el

riesgo de enfermedades (Farias da Cruz et. al., 2022).

4.3 Hipomineralizacion molar e incisivo

En el 2001, el término de hipomineralizacion incisivo molar fue introducido por Weerhejim
(Villani et. al., 2023). El cual es un defecto del esmalte porque afecta a los incisivos
permanentes o primeros molares permanentes (Padavala et. al.,2018), en este caso el grosor
del esmalte se encuentra normal, excepto su textura por la falta de minerales y aumento de
proteinas y agua (Kisacik et. al., 2024), asi que estos dientes afectados cuentan con diferente
vaina de prismas de esmalte, falta de cristales de hidrioxiapatita, lo cual da como resultado
bajas propiedades mecanicas, elasticidad y dureza (Butera et. a., 2021). Clinicamente no hay
distribucion sistémica porque su severidad varia (Biondi et. al., 2019), el defecto lo podemos
identificar porque los dientes afectados tienen manchas blancas opacas en el esmalte desde
la aparicion del diente en boca, estas lesiones pueden agraviarse y aumentar su porosidad por
lo tanto se hacen mas susceptibles a enfermedades periodontales por bacterias asociadas
(Hernandez et. al.,2020), caries dental o fractura, esto da como resultado sensibilidad tanto
al momento del cepillado como al de la masticacion creando un obstaculo a la higiene oral
(Vanhée et. al.2022), en casos raros el esmalte se va destruyendo poco a poco hasta exponer
a la dentina, a lo que se le conoce como descomposicidn del esmalte post-eruptiva (Kisacik

et. al., 2024), lo que provoca una hipersensibilidad a la dentina en dientes afectados ya que
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las bacterias penetran los tibulos dentinarios causando asi la inflamacion pulpar (Santos et.
al., 2024)

En el afio 2018 se clasifica el HMI en tres niveles leve, moderado y grave, mientras que para
el afio 2020 Cabral cred otro sistema para evaluar el HMI pero este Ultimo basado en nUmeros

del 1-10 en relacion con la gravedad del defecto. (Villani et. al., 2023).

4.3.1 Factores asociados prenatales

Hay diferentes factores que estan involucrados en el desarrollo del defecto de HMI la mayoria
de los estudios coinciden en factores tanto ambientales como sistémicos que hayan ocurrido
durante el periodo gestacional hasta los primeros 3 afios de vida del paciente, ya que durante
esta etapa comienza la mineralizacion de primeros molares e incisivos permanentes (Damares
et. al., 2022), en estos factores se puede asociar que la madre haya fumado durante el
embarazo (Lee et. al.,2020), factores psicologicos de la madre (Mafla et. al., 2023),
complicaciones durante el parto (Bukhari et. al.,2022), enfermedades o problemas médicos
durante la etapa prenatal, uso de antibidticos, diabetes gestacional e infecciones (Verma et.
al.,2022).

4.3.2 Factores asociados perinatales

Estos factores se han asociado con complicaciones durante el parto, por ejemplo: un parto
prolongado, prematuro, cesarea o que el nifio tenga bajo peso al nacer (llczuk-Ryputa et. al.,
2022), ya que comparado a un nifio con peso normal tienen menos probabilidades de contraer

el defecto del esmalte (Koruyucu et. al.,2018).

4.3.3 Factores asociados postnatales

Las infecciones infantiles pueden desarrollar una interrupcion en la formacion de los
ameloblastos durante la etapa de maduracion tardia o temprana (Mohamed et. al., 2021),
algunas de las afecciones en la infancia pueden ser infecciones en el tracto urinario,
antibidticos los primeros tres afios de vida, antecedentes de varicela (Khanmohammadi et.
al.,2022).

También se ha relacionado que la contaminacién del medio ambiente y el tipo de

alimentacion aumentan las probabilidades del desarrollo de HMI (llczuk-Ryputa et. al.,
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2022), ya que nifios con mas de 18 meses en lactancia pueden adquirir contaminantes
ambientales como dioxinas que se encuentran en la leche materna (Mohamed et. al., 2021),

asi como la exposicion a terapias con aerosoles (Shinde et. al.,2022).

4.4 Microbioma oral

En la placa dentobacteriana conocida como microbioma o biopelicula (Digel et al., 2020) se
encuentra una diversidad de comunidades como streptococos mutans, sobrinus y
lactobacillus, que son asociadas a caries dental (Lee et. al., 2021) que se mantienen altamente
organizadas y unidad a la superficie dental (Digel et al., 2020). Una persona sana tiene
proteobacterias, actinobacterias y bacteroides abundantes en cavidad oral (Valm et. al.,
2019), pero esta puede ser alterada dependiendo de las condiciones ambientales, pH, cambios
hormonales, higiene oral, dieta (Angarita et. al., 2019). Asi que dependiendo de estas
condiciones la placa dental puede adquirir un perfil patolégico, por lo tanto la composicion

y funcién de este microbioma determinan la salud oral (Bedoya et. al., 2024).

4.4.1 Streptococcus Mutans

El habitat de S. mutans es la cavidad oral humana, especificamente la placa dental que se
forma en las superficies del diente (Lemos et. al., 2018), por lo tanto, para que pueda haber
una colonizacion este se produce después de la aparicion del primer diente (Silva et. al.,

2019), asi que estan presentes también en sitios libres de caries (Pitts et. al. 2021).

4.4.2 Streptococcus Dentisani

Es un coco no esporulado, que crece en cadenas cortas, formando colonias de
aproximadamente 1,5 mm de diametro (camelo et. al., 2014), streptococos dentisani se
considera un probidtico de triple accién anti-caries (Conrads et. al., 2019) porque es capaz
de desplazar e inhibir a los patdgenos orales humanos (Ferrer et. al., 2020) por la produccion
de bacteriocinas que estas inhiben el desarrollo de bacterias cariogénicas, ademéas de su

produccidn de amonio a partir de arginina para la amortiguacion (Angarita et. al., 2019).
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5.Métodos

50 muestras de pacientes en un rango de

edad de 5-12 aiios

v

consentimiento informado

/Y

Caries HMI sin caries HMI con caries

Figura 1: Resumen de metodologia empleada

5.1 Preparacion de los medios
Los medios caldo infusién cerebro corazon y caldo de tripticaseina de soya se prepararon

como se indicaba en las instrucciones del fabricante y las marcas
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5.2 Recoleccion de las muestras.

En este estudio se seleccionaron 50 pacientes que acudieron al posgrado de odontopediatria
de la UANL con un rango de edad de 5-12 afios, se dividieron en 3 grupos; 20 nifios con
caries dental, 14 HMI con caries, 16 HMI sin caries y fue necesario el consentimiento del

padre o tutor.

5.3 Toma de muestra para S. mutans, S. dentisani

Se le pidi6 a los padres o tutores que los nifios incluidos en el estudio no realizaran el
cepillado dental al menos 8hrs para poder realizar la toma de muestra, se tomé en cuenta
primer molar permanente, incisivo central permanente o segundo molar primario cariado o
con hipomineralizacion, no se tomd en cuenta el grado de la lesion de caries o el grado de
hipomineralizacion. Los padres fueron informados del estudio y se les pidié que si estaban
de acuerdo en participar firmaran el consentimiento informado para poder participar.

Se realizé la prueba de saliva en un tubo Eppendorf de 2ml, ademas se realizo la muestra de
placa dental por medio de una cucharilla estéril en el diente afectado y se coloco en el tubo

Eppendorf de 2 ml estéril con tripticaseina de soya.

5.4 Preparacion de la muestra
Se almacenaron las muestras de S. mutans y S. dentisani con tripticaseina de soya en una

incubadora a 37°C y se procedid a realizar la extraccion del ADN

5.5 Extraccion de ADN mediante Trizol
Se tomé 1ml de la bacteria Streptococcus mutans (ATCC 33952) y Streptococcus dentisani

y se realizd el lavado de la muestra 3 veces de la siguiente manera:

1. Con una Micropipeta de 1000ul, se pipeted 5 veces para homogenizar.

2. Centrifugamos por 90 segundos a 13,000 rpm en la Mini Centrifuga (Cen-02) para

formar un pellet en el fondo del tubo.

3. Se decanto el sobrenadante y se coloco 1mL de agua estéril.
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4. Y se regreso al paso 1, 3 veces.

Después de decantar el tercer lavado, se agregd 1mL de Trizol y se dejo reposar a temperatura
ambiente por 5 minutos. Se colocd 200ul de Cloroformo y se pipete6 5 veces para
homogenizar y dejar reposar por 15 minutos a temperatura ambiente. Después se centrifugo
por 15 minutos a 12,000 rpm en la Mini Centrifuga (Cen-02).

Después de centrifugar, se observé una capa intermedia que correspondié al ADN de la
muestra. Con una micropipeta de 100pul, se recolectd la capa intermedia y se agreg6 300ul de
Etanol Puro, para dejar reposar de 5-10 minutos a temperatura ambiente, y después a 7,500

rpm por 5 minutos en la Mini Centrifuga (Cen-02).

Después de centrifugar, se retird el sobrenadante con una micropipeta de 100ul y con la
micropipeta de 1000ul se coloc6 1ml de Citrato de Sodio, se pipeteé 5 veces para

homogenizar y refrigerar de 2-8 grados por 30 minutos.

Después centrifugar por 5 minutos a 3,000rpm. Se retir0 el sobrenadante y se colocd 50ul de

agua libre de nucleasas para re-suspender la muestra de ADN.

5.6 Procedimiento
El volumen final en este protocolo fue de 25pl.

En un microtubo de 200 microlitros, se agregaron los siguientes reactivos:

e Agua libre de nucleasas 5ul

e Primer FW 1pl

e Primer Rv 1pl

e Master Mix (Crystal Taq) 3ul
e ADN 15l
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Se colocaron nuestros microtubos con el Mix de reactivos, en el termociclador Mj-Mini

(Termo-01), donde lo programamos en las siguientes temperaturas:

Desnaturalizacion Inicial — 95°C por 5 minutos
Desnaturalizacion - 94°C por 1 minuto
Alineacion - 36°C por 1 minuto

Extension - 72°C por 1 minuto

Repetimos el paso 2-4 por 34 ciclos

o g~ w bdhF

Extension Final — 70°C por 5 minutos

Una vez que nuestra muestra sale del termociclador, se vierte un gel de agarosa al 1.5% en
la cAmara de Electroforesis, y rellen6 la cdmara con Buffer TBE 1x para posteriormente en

cada pozo colocar un mix de lo siguiente:

Pozo 1: 4 Ladder (Marcador de Talla Molecular) + 1 microlitro de SYBR DNA
Pozo 2: 9 ADN de S. mutans + 1 microlitro de SYBR DNA
Pozo 3: 9 ADN de S. dentisani + 1 microlitro de SYBR DNA

Se colocaron las muestras en los pozos, se encendio la camara de electroforesis por 30
minutos. Al terminar le tiempo, se retir6 el gel de la camara de electroforesis y se colocaron

en un transiluminador, para poder observar las bandas de las muestras.

5.7 Interpretacion de Resultados

Notamos una banda en la columna de nuestra banda, cuando fue positivo se noto a su altura
correspondiente con los pares de bases de nuestro primer pozo (Marcador de Talla
Molecular), y en el caso de cuando fue negativo, no observamos la banda o la notamos a una

altura no correspondiente con las bases de pares.
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5.8 Anélisis estadistico
Se utilizd estadistica inferencial (Chi cuadrada) para poder determinar resultados
significativos entre S. dentisani y la condicion del esmalte (HMI c/caries, HMI s/caries y

caries), tomandose en cuenta valores a= 0.05.
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6. Resultados

Un total de 50 pacientes fueron invitados a participar en el estudio, de los cuales no se excluyé
ningun individuo.

Se realiz6 un andlisis de S. mutas y S. dentisani en pacientes que tuvieran caries e
hipomineralizacion de los cuales podemos observar en las tablas 1,2 y 3, que el S. mutas se
encuentra presente en todos los dientes estudiados independientemente si tenemos
hipomineralizacion o no, pero si se encuentra diferencia en S. dentisani el cual no se
encuentra presente en todas las muestras estudiadas.

Tabla 1. Prevalencia de S. mutas y S. dentisani en pacientes con caries

Muestra S. mutans S. dentisanis

1 + +
2 + -
3 + +
4 + +
5 + +
6 + +
7 + -
8 + +
9 + -
10 + +
11 + -
12 + -
13 + -
14 + +
15 + +
16 + +
17 + -
18 + -
19 + +
20 + +

Total de negativos

Total de positivos 12

Total de casos 20




Tabla 2. Prevalencia de S. mutas y S. dentisani en pacientes con hipomineralizacion y

caries

Muestra S. mutans S. dentisanis
1 + +
2 + +
3 + -
4 + -
5 + -
6 + -
7 + -
8 + -
9 + -
10 + -
11 + -
12 + -
13 + -
14 + -

Total de negativos 12

Total de positivos 2

Total de casos 14




Tabla 3. Prevalencia S. mutas y S. dentisani en pacientes con hipomineralizacion sin

caries.
Muestra S. mutans S. dentisanis

1 + -
2 + +
3 + +
4 + +
5 + +
6 + -
7 + +
8 + +
9 + -
10 + -
11 + -
12 + -
13 + +
14 + +
15 + +
16 + +

Total de negativos 6

Total de positivos 10

Total de casos 16
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Tabla 4.. Prueba de Chi-cuadrada

Prueba de Chi-cuadrada

Condicién Valor Gl Sig. Asintomatica

Caries .800° 1 0.371
HMI con caries 7.143° 1 0.008
HMI sin caries 1.000° 1 0.317

a. condicién caries. 0 casillas (0.0%) han esperado frecuencias menores que 5. La frecuencia minima de casilla esperada es 10.0.
b. condicion HMI con caries. 0 casillas (0.0%) han esperado frecuencias menores que 5. La frecuencia minima de casilla esperada es 7.0.
c. condicién HMI sin caries. 0 casillas (0.0%) han esperado frecuencias menores que 5. La frecuencia minima de casilla esperada es 8.0.

Tabla 5. Prevalencia de S. dentisani

Prevalnecia de 5. dentisanis en las muestras analizadas.

S. dentisanis
Muestra Casos [n (%] Pruebay’
Condicién n (%) Negativos Positivos e Valor p
Caries 20 (100%) 8 (40.0%) 12 (60.0%) 0.80 03711
HIM con caries 14 /100%) 12 (85.7%) 2 (14.3%) 7.14 0.0075**
HIM sin caries 16 (100%) 6 (37.5%) 10 (62.5%) 1.00 03173

*Estadisticamente significativo. ** Altamente significativo. Pruebas de hip6tesis (ot =0.05).

De acuerdo con los resultados obtenidos S. dentisani es independiente a la condicién del
esmalte, porque Unicamente se encuentran datos positivos del 60% y 62.5% para caries y
HIM sin caries respectivamente, pero la condicion de hipomineralizacion con caries muestra
un resultado altamente significativo (p <0.05) ya que se observa que en el 85.7% de los casos

no se encuentra la presencia de S. dentisani, solamente en el 14.3% (Tabla 4 y 5).



31

7. Discusion

Un estudio realizado en el afio 2020 por Herndndez y colaboradores evaluaron el microbiota
oral de nifios con HMI y dientes sanos en el mismo paciente en las cuales encontraron mayor
diversidad de bacterias en pacientes con HMI como Catonella, Fusobacterium,
Campylobacter, Tannerella, Centipeda, Streptobacillus, Alloprevotella y Selenomonas,
mientras que en pacientes sanos asociaron la presencia de Rothia (actualmente S. dentisani)
y Lautropia (Hernandez et. al., 2020), razén por la cual decidimos enfocarnos en S.dentisani,
ademas también coincidimos que la superficie del esmalte aumenta la porosidad lo cual
aumentara el numero de adhesion a las bacterias y favorecer a una comunidad microbiana
maés grande.

El uso de la reaccion en cadena de la polimerasa tiene diferentes beneficios porque permite
mostrar gran cantidad de fragmentos de ADN, esto puede ser util para deteccién de
enfermedades, permite que los investigadores puedan amplificar cantidades pequefias de
ADN para poder realizar estudios (Thimmegowda et. al., 2023), por lo tanto, fue de suma
importancia poder incluirla en nuestro estudio.

Un estudio realizado por Lopez y colaboradores utilizaron prueba de PCR tomando muestras
a partir de la placa supragingival, dividieron dos grupos, el primer grupo de 25 pacientes
libres de caries mientras que el segundo grupo de 29 pacientes con caries activa en nifios
mexicanos, se encontraron resultados significativamente mas altos de S. dentisani en el grupo
libre de caries (p = 0,002) (L6pez S. et.al., 2021). Por lo tanto la metodologia utilizada en
este estudio se realizd basada en este articulo en el cual se tomaron muestras de placa
supragingival como de saliva, al final se decidié tomar en cuenta Gnicamente las de placa
dental, ya que se ha encontrado en diversos articulos que hay niveles mas altos en la placa
supragingival y sublingual que en saliva y dorso de la lengua, se dividieron tres grupos 20
pacientes con caries, 14 de HMI con caries y por ultimo 16 pacientes con HMI sin caries,
pero al contrario de este estudio no se encontraron diferencias significativas en cuanto las
muestras de los pacientes libres de caries con HMI (p = 0,3173).

Angarita'y colaboradores realizaron un estudio donde se busco la prevalencia de S. dentisani,
donde dividieron las muestras en tres grupos, con un criterio de inclusion de edades de 6 a
12 afios y tomando en cuenta ICDAS, obtuvieron muestras de 100 nifios y se realizd

extraccion de ADN y prueba de la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real, pero
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no encontraron muestras significativas con el grupo libre de caries y los grupos que tenian
indice de caries, sin embargo, donde logaron encontrar diferencias fue en nifios que tenian
una mayor ingesta de alimentos, mostrando una mayor prevalencia de S. dentisani (Angarita
et. al., 2019). En nuestro estudio no se tomo en cuenta el indice de caries porque fue enfocado
en HMI también se realizaron tres grupos y se tomaron rangos de edades parecidos de 5 a 12
afios, consentimiento firmado, de los cuales no se encontraron diferencias solo en HMI con
caries donde hubo mayor presencia de S. mutans y menor de S. dentisani (p = 0.0075), el
estudio comenta que una de las razones por las cuales no se encuentra diferencia significativa
es el bajo numero de muestras, se recomienda aumentar el nimero de muestras en cada grupo.
Se realiz6 un estudio en el cual se evaluaron solamente dos individuos para el muestreo, eran
hombres de 20 a 30 afios con buena salud dental y periodontal, se tomaron muestras de placa
dental y se extrajo el ADN con el instrumento MagnaPure LC JE379 y el Kit de Aislamiento
de ADN MagnaPure LC (Roche). La cuantificacion del ADN se realizé con el kit de ensayo
Quant-iT PicoGreen dsDNA (Invitrogen), y la PCR en tiempo real se realizd en un sistema
LightCycler 480 con el LightCycler 480 SYBR Green | Master Mix (Roche). El estudio
mostrd que S. dentisani como probidético inhibe el crecimiento de patdgenos como S. mutans,
S. sobrinus o Prevotella intermedia (Conrads et. al., 2018). En nuestro estudio la toma de
muestras fue mas alta y no se encontraron resultados que coincidan con este estudio, a pesar
de que se realizd una metodologia similar ya que en el presente estudio se realizd la
separacion el ADN por medio del Trizol y utilizando PCR final con el termociclador Mj-
Mini.
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8. Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos podemos concluir que S. dentisani es independiente
al tipo de esmalte ya que no se encontraron diferencias significativas. En HMI con caries se
mostraron resultados altamente significativos en los cuales la prevalencia de S. dentisani es
muy baja esto podria deberse a que la porosidad del esmalte ayuda a la adhesion de bacterias,
lo cual impide que S. dentisani pueda adherirse.

En investigaciones futuras se recomienda aumentar el nUmero de muestras para generar

resultados significativos.
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10. Apéndices

Consentimiento informado

ANEXO 1 CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO INFANTIL
FACULTAD DE ODONTOLOGIA, POSGRADO DE ODONTOPEDIATRIA UANL

NOMBRE DEL ESTUDIO: Prevalencia de S. dentisani y S. mutans en pacientes
de 5a12 afios con caries e hipomineralizacion
LUGAR Y FECHA: Monterrey, Nuevo Ledna __ de _ _del ano.

NUMERO DE REGISTRO DEL PROYECTO:

Por medio de la presente, se esta invitando a su hijo a participar en un estudio de
investigacion educativa que se realiza en el posgrado de QOdontopediatria de la
Universidad Auténoma de Nuevo Leon.

PROPOSITO DEL ESTUDIO:

Este estudio tiene como proposito determinar la prevalencia de S. dentisaniy S.

mutans en pacientes de 5 a 12 aflos con hipomineralizacion. Su hijo(a) ha sido invitado a
participar en este estudio, debido a que el estudio esta dirigido a nifios con caries dental o
hipomineralizacién de 5 a 12 afios, por lo que pensamos que pudiera ser buen candidato
para participar en este proyecto. Al igual que su hijo, 50 nifios mas seran incluidos en este
estudio.

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

1.5e propone un estudio en el Posgrado de Odontopediatria de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn durante un periodo de un
afio, que incluye a nifios de 5-12 afos con caries dental e hipomineralizacion con
previa aceptacion de participacion en el estudio mediante la firma de
consentimiento informade.

2.5e tomara una muestra de saliva y placa dentobacteriana de un diente para
determinar la presencia de S. dentisani, 5. mutans.

POSIBLES BENEFICIOS QUE RECIBIRA AL PARTICIPAR EN EL ESTUDIO

Usted no recibird ninguna remuneracion econdmica por participar en este estudio, y su
participacién no implicara ningin gasto extra para usted.

POSIBLES RIESGOS Y MOLESTIAS.

Las molestias o riesgos asociados con los procedimientos de evaluacién son nulos.
El investigador principal se ha comprometido a responder cualquier pregunta y aclarar
cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos que se llevara a cabo.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO. Se me ha explicado con claridad

en que consiste este estudio, ademas ha leido el contenido de este formato de
consentimiento. Se me ha dado la oportunidad de hacer preguntas y todas mis preguntas
han sido contestadas a mi satisfaccién. A firmar este formato estoy de acuerdo en
participar en la investigacion que aqui se describe.

Nombre del padre o tufor Firma
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COMITE DE BIOETICA CONBIOETICA-19-CEI-001-20240417
Comision de Revision Bioética
Para: Dra. Myriam Angélica De La garza Ramos
Fecha de recepcion:  Junio 2024
Titulo: Prevalencia de S.Dentisani en pacientes con hipomineralizacion y caries

Para: Ariana Berenice Rangel Castillo

El presente es referencia para protocolo de investigacidn mencionado en la parte superior.

En la deliberacion de este comié, los procedimientos en dicha aplicacion conformada por las reglas y
el reglamento del DHHS y de la FDA en relacidn con los temas de uso humano. La aprobacion se
otorga durante un afio.

Como condicion para aprobar la investigacion, el responsable de la investigacidn debe de haber leido,
establecido y firmado ! escrito adjunto de nuestro Documento Federal de Seguridad.

Ademds, el responsable de la investigacion acuerda o siguiente:

1. A dar informacién mediante un reporte de revisidn periddica, necesaria para la revision de
aste protocolo por parte del comité, en intervalos apropiados para evitar el riesgo y asegurar
que el protocolo esta siendo guiado con las recomendaciones y la supervision del comité, pero
dichos intervalos no deben tener mas de un afio desde su inicio.

2 Proveer al comité la forma del reporte peniddico de revision, asi como el reponte final cuando
concluya su proyecto.

3. El uso como documento de consentimiento informado para este estudio, el reporte final
aprobado por ef comité IRB impreso definiendo su periodo de apeobacita.

4. Reportar cualquier evento adverso relacionado con el estudio y que pudiera afectar |a salud
mental y fisica del paciente.

5. Este estudio estd sujeto a registro durante esle periodo de tiempo.
Los registros relacionados con las acclones del comité referenies a este profocolo estan en el archivo
en la oficina de Divisidn de Estudios de Posgrado y de Investigacion de esta Facuitad,
Fecha de apeobacidn: Junio del 2024
Pericdo aprobado: Junio del 2025
Responsable da la Invessgacion: Dra. Maria Argekia Akerni Nakagoshi Cepeda
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Comité Institucional Investigador

s D)

Bra) SohiaMartha Lopez Villarreal

DY

Dr. Jaime Adrian Mendoza Tijerina

La siguiente informacion describe las responsabilidades tomadas del Documento de archivo de Mltiple Seguridad, de la
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, Facultad de Odontologia, junto con la Ley Federal de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud (SS, 1987) ANEXO .

La aprobacion del protocolo esta sujeta a estas reglas:

a)

©)

Los investigadores declaran y aceptan su responsabilidad para la proteccion de los derechos y el bienestar del
humano asi como garantizar su integridad.

Los investigadores que intenten involucrar investigaciones con humanos no estaran exentos de la aplicacion de
nuestras leyes federales y universitarias.

Los investigadores son responsables de otorgar una copia de la aprobacién del IRB firmada, y el documento de
consentimiento de cada periodo de tiempo a menos que el IRB elimine este requerimiento. Todos los
documentos de consentimiento firmados serna guardados en la oficina administrativa de investigacion.

Los investigadores reportaran con rapidez los cambios propuestos en las actividades de investigacion
relacionados con humanos al IRB.

Los investigadores son responsables para reportar el progreso de la investigacion a la oficina administrativa de
investigacion, tan a menudo como se describe en las bases de riesgos del IRB, pero no menos de una vez al

ano.

Ni el investigador, ni asociados interinstitucionales, no institucionales en acuerdos de
investigacion podran buscar para su beneficio obtencién de créditos, la utilizacion de la
informacion de las intervenciones con el paciente que constituyan una violacién a las garantias
de su atencion médica, sin la aprobacion del IRB. Un médico debera proveer seguridad
ética/medica al paciente con la revision y aprobacion del IRB, exigido por la ley.
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) Los investigadores deberan notificar al IRB, a la oficina de Investigacion Administrativa y a las
instituciones oficiales el intento para la admision de material humano que vayan a ser
utilizados en los protocolos de investigacion.

Capitulo 1, capitulo 13. Prevalecera el criterio de respeto a su dignidad y la proteccion de sus derechos
y bienestar, por lo cual se solicitara a los pacientes su aprobacion voluntaria.

Articulo 14. Fraccion V. Se contara con el consentimiento informado y por escrito del sujeto de
investigacion, en este caso se solicitara el consentimiento informado del paciente previo ala aplicacion
de los instrumentos.

Fraccion VI. Todos los estudios seran realizados por profesionales de la salud con conocimiento y
experiencia para cuidar la integridad del ser humano, bajo la responsabilidad de una institucion de
atencion a la salud.

Fraccion VIl y VIII. Se contara con el dictamen favorable de la Comision de Investigacion y Bioética
de la Facultad de Odontologia de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn; la colecta de los datos se
realizara solo cuando se cuente con dicha autorizacion.
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Articulo 16. Se protegera la privacidad del sujeto investigado, ya que no se solicitara identificacion.

Articulo 17. Fraccion | Esta investigacion (es) debe de considerarse como riesgo minimo.

Articulo 18 y 21. Para considerar existente el consentimiento informado del sujeto de investigacion
recibira una explicacion clara y completa de lo siguiente:

1)
2)

3)
4)
5)
6)

Justificacion de los objetivos de investigacion.

Los procedimientos que vayan a usarse y su proposito, incluyendo la identificacion de los
procedimientos que son experimentales.

Las molestias o riesgos esperados.

Los beneficios que pueda obtener.

Los procedimientos alternativos que pudieran ser verificados por el sujeto.

La garantia de recibir respuesta a cualquier pregunta y aclaracion de los procedimientos,
riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados con a la investigacion en el tratamiento del
sujeto.

La libertad de retirar su consentimiento en cualquier momento y dejar de participar en el
estudio, sin que por ello creen perjuicios para continuar su cuidado y tratamiento.

La seguridad de que no se identificara al sujeto y se mantendra la confidencialidad de la
informacion relacionada con su privacidad.

He leido y comprendido mis responsabilidades antes descritas.

(il

Firma del Investigador Principal
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