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El proceso carioso inicia con un cambio de microorganismos en la biopelicula supragingival,
formandose una biopelicula polimicrobiana en la superficie del diente, siendo de importancia la
blsqueda de bacterias con potencial cariogenico capaz de producir biopelicula. El objetivo fue aislar
bacterias Gram positivas de lesiones cariosas y determinar la produccion de biopeliculas por estos
microorganismos. Los pacientes fueron sensibilizados, se firm6 un consentimiento informado, el grado
de las lesiones cariosas fue determinado de acuerdo con Mount y Hume. La muestra fue tomada por la
técnica de aislamiento absoluto. Estas fueron sembradas en agar sangre con COza 37°C durante 24 h.
Para la identificacion bacteriana fueron utilizadas pruebas bioquimicas y la produccion de biopelicula
fue determinada por tincion de cristal violeta. La lesion cariosa mas prevalente fue de tipo II (35/80),
seguido del tipo III (32/80) y por ultimo el tipo I (13/80). El género bacteriano mas frecuente fue
Streptococcus, siendo la especie bacteriana mas frecuente S. mitis en grado de caries I y I1I, mientras S.
oralis en tipo 1. Solo las cepas del género Streptococcus fueron capaces de producir biopelicula, donde
el 90% y 83.7% de cepas de S. mitis y S. oralis respectivamente fueron productoras de biopeliculas.
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Biofilm-Producing Bacteria Isolated from Carious Lesions in Patients
Attending to Dental Consultation in a Hospital in Southern Mexico

ABSTRACT

The carious process starts with a change of microorganisms in the supragingival biofilm, forming a
polymicrobial biofilm on the tooth’s surface and finally resulting in the aggregation of several bacterial
species. The aim was to isolate Gram-positive bacteria from carious lesions and determine the
production of biofilms by these microorganisms. The patients were sensitized and an informed consent
was signed, subsequently the grade of carious lesions was determined according to Mount and Hume.
The sample was taken by the absolute isolation technique. These were grew on blood agar under CO»
tension at 37 © C for 24 h. Biochemical tests were used for bacterial identification and biofilm
production was determined by crystal violet staining. The most prevalent carious lesion was type II
(35/80), followed by type III (32/80) and finally type I (13/80). The most frequent bacterial genus was
Streptococcus, the most frequent bacterial species being S. mitis in caries grade I and II1, while S. oralis
in type II. Only the strains of the genus Strepfococcus could produce biofilm and 90% and 83.7% of S.

mitis and S. oralis strains respectively were biofilm producers.
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INTRODUCCION

La microbiota oral se considera uno de los mas complejos microbiomas en el cuerpo (Dewhirst et al.,
2010); el cual comprende una gran cantidad de microorganismos que cohabitan en la placa dental
incluyendo mas de 700 filotipos de los cuales aproximadamente la mitad pueden estar presentes en
cualquier individuo en cualquier tiempo (He & Shi, 2009; Kuramitsu et al., 2007; Palmer Jr, 2014). En
pacientes sanos, la microbiota oral tiene una relacion simbidtica con el huésped pero durante la
enfermedad como la caries dental, el balance es alterado y la relacion disbiotica aparece (David et al.,
2014; P. D. Marsh, 2003). La disbiosis es esencial para la proliferaciéon o un aumento en el crecimiento
de microorganismos cariogénicos como Streptococcus del grupo mutans, que metabolizan los azucares
de la dieta, generando un econicho con el pH acido, desmineralizacion de la estructura del diente y
caries dental (Fejerskov et al., 2015). La caries dental, es una de las enfermedades mas prevalentes
mundialmente (P. E. Petersen et al., 2005; Struzycka, 2014). La prevalencia de la caries dental, higiene
oral, uso de fluoruro, habitos alimenticios y acceso a la atencion dental difiere entre las diferentes partes
del mundo (www.who.int). La prevalencia de caries en infancia temprana de 1 a 6 afios en China fue de
0.3, 17.3, 40.2, 54.4, 66.1 y 70.7% respectivamente, indicando que la prevalencia de la caries en edad
temprana incrementa con la edad. Asi mismo, la prevalencia de la caries dental en nifios jovenes esta
entre los 28 y 38% (Douglass et al., 2001; Rosenblatt & Zarzar, 2004; Seow et al., 1999; Vachirarojpisan
et al., 2004).

Enfermedades orales como la caries inician con el crecimiento de la placa dental, una biopelicula
formada por la acumulacion de bacterias con las glicoproteinas de la saliva y polisacaridos secretados
por los microorganismos (Philip D Marsh, 2006). El proceso carioso inicia con un cambio de
microorganismos en la biopelicula supragingival, formandose una biopelicula polimicrobiana en la
superficie del diente y finalmente resultando en la agregacion de varias especies bacterianas de una
manera organizada (Philip D Marsh, 2006). Las especies bacterianas individuales han sido asociadas
con caries dental en diversos estudios, incluyendo Streptococcus mutants, Streptococcus no- mutants

aciduricos, Lactobacillus, actinomicetos, Veillonella, Bifidobacterium y Scardovia (Mantzourani et al.,

2009; Ruoff, 1991; Takahashi & Nyvad, 2011; Tanner et al., 2011; Xu et al., 2014).



http://www.who.int/

Un numero importante de estudios ha evaluado la complejidad de la cavidad oral en caries dental, pero
los resultados difieren entre los estudios, sugiriendo que la composicion de la microbiota asociada a
caries no esta completamente definida (Crielaard et al., 2011; Kanasi et al., 2010; Ma et al., 2015).
Basado en la hipotesis de la placa dental bacteriana, mas y mas investigaciones se han realizado en
relacion a los microorganismos cariogénicos y sus relaciones ecologicas dentro de la biopelicula,
incluyendo diversidad de especies microbianas, diversidad genética y diversidad funcional (Tao et al.,
2018). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue aislar bacterias Gram positivas de lesiones cariosas y
determinar la produccion de biopeliculas por estos microorganismos

METODOLOGIA

Poblacion de estudio

Es un estudio transversal, en el cual se eligieron a pacientes que presentaron lesiones cariosas, que
acudieron al servicio que brinda la clinica del ISSSTE en Chilpancingo de los bravo, Guerrero; una vez
firmado el consentimiento informado por el paciente o tutor y la aplicacion de una encuesta se procedio
a la toma de muestra de las lesiones cariosas. La clasificacion de las lesiones cariosas se determin6 de
acuerdo a Mount y Hume (Mount et al., 2016)

Toma de muestra

Para la toma de muestras se us6 la técnica de aislamiento absoluto (para el control de la saliva y bloqueo
del liquido cervicular gingival) para poder garantizar un medio libre de humedad, asi como mejorar la
visibilidad y acceso del area a tratar, posteriormente se tom6 la muestra con una cucharilla de caries,
una vez obtenida la muestra se depositdé en un tubo estéril con medio Stuart, las muestras fueron
transportadas en condiciones de esterilidad al Laboratorio de Analisis Microbioldgicos de la Facultad
de Ciencias Quimico Biologicas, de la Universidad Autonoma de Guerrero, para su procesamiento.
Procesamiento de las muestras

Las muestras fueron sembradas mediante estria cruzada en el medio de Agar Sangre en tension de CO2

al 5%, incubandose de 24 a 48 horas a 37°C. Posteriormente se realizo la identificacién microbiana a

partir de pruebas bioquimicas.




Produccion de biopeliculas

La biopelicula fue determinada en tubos de vidrio y fueron generadas en caldo BHI y este fue
suplementado con glucosa en una concentracion final del 2%. El caldo BHI fue inoculado con el 1% de
volumen de un cultivo de 24 horas. Los tubos fueron incubados a 30°C por 48 horas en condiciones
estaticas. La cuantificacion de biopelicula se determind por el ensayo de cristal violeta. En corto,
después de la incubacion, el cultivo microbiano fue retirado y los tubos fueron cuidadosamente lavados
en buffer de fosfatos salinos (PBS) (Life Technologies, USA). La biopelicula adherida fue tefiida con
una solucion de cristal violeta al 0,1% (Difco, USA) por 30 minutos. Después, los tubos de vidrio fueron
lavados de nuevo tres veces con PBS e inmersos con etanol al 70% por 30 minutos para liberar el cristal
violeta unido a la biopelicula. El cristal violeta solubilizado fue cuantificado por medicion de la
absorbancia a una longitud de onda de 595 nm.

RESULTADOS Y DISCUSION

Basado en la hipoétesis de la placa dental bacteriana descrita desde 1994 (P.D. Marsh, 1994), mas y mas
investigaciones se han realizado en relacién a los microorganismos cariogénicos y sus relaciones
ecologicas dentro de la biopelicula, incluyendo diversidad de especies microbianas, diversidad genética
y diversidad funcional (Tao et al., 2018), es por eso que el objetivo de este estudio fue determinar las
especies microbianas Gram positivas cultivables a partir de lesiones cariosas de pacientes de distintas
edades y grados de lesion asi como la produccion de biopeliculas por estas cepas.

De los 80 pacientes analizados, con respecto a la edad y el grado de lesion cariosa se observo que 32
pertenecen a nifos, seguido por los adultos mayores con 27 casos, adolescentes con 11 casos y por
ultimo los jovenes adultos con 10 casos.

De acuerdo con la clasificacion de Mount y Hume, el grado de lesion cariosa més prevalente fue de tipo
2 (35/80), seguido del grado de caries tipo 111 (32/80) y por ultimo el grado de caries tipo 1 (13/80). El
grado de caries tipo I fue mas frecuente en nifios (53.9%), de tipo II en adultos (45.7%) y tipo III en
nifios (50%) como se observa en la tabla 1.

Este estudio se realiz6 con un muestreo de inclusion continua de pacientes con lesiones cariosas que

asistieran a consulta dental de un hospital publico del sur de México, en el cual, la mayor cantidad de

pacientes fueron nifios (32/80), en este sentido, se han descrito que la caries en infancia temprana es




uno de las enfermedades cronicas mas comunes en nifios en edad preescolar y es cinco veces mas comun
que el asma, quien ocupa el segundo lugar (Benjamin, 2010), lo cual también remarca la importancia
de la implementacion de estrategias de prevencion temprana y la intervencion en un estado inicial de la
caries de edad temprana, asi como los efectos adversos los cuales afectan a los nifios fisica y
psicologicamente e incrementa el gasto econdmico en familias y sociedades (American Academy of
pediatric dentistry, 2016).

La clasificacion de Mont y Hume permite identificar lesiones cariosas basadas en el sitio y el tamafio
de la lesion, ademas de ser un sistema de clasificacion sencillo y que permite la clasificacion entre
dentistas como la homogeneizacion de conocimiento relacionado a caries, ademds de tener una
perspectiva mas amplia en cuanto las estrategias de restauracion del diente (Mount et al., 2016); el grado
de lesion tipo I fue mas comun en nifios, lo que remarca la busqueda de estrategias de manejo para
evitar el desarrollo a lesiones de tipo Il y III, las segundas que fueron mas comunes en poblacion adulta
y remarcar la presencia de las ultimas en poblacion infantil.

Del total de muestras analizadas se aislaron 161 cepas, de las cuales fueron aisladas con mayor
frecuencia cepas del género Streptococcus 44.7 %(72/161) , seguido por Staphylococcus 26.1% (42/
161), Enterococcus 14.9% (24/ 161), Micrococcus 6.8% (11 / 161), Bacillus 3.7% (6/161) y Rothia
3.7% (6/161). En cuanto a la identificacion de especie, se aisld6 con mayor frecuencia cepas de
Streptococcus mitis (37), seguido de Streptococcus oralis (30), Streptococcus downei (5),
Staphylococcus aureus (10), Staphylococcus coagulasa negativa (32), Enterococcus faecalis (24),
Micrococcus spp. (11), Bacillus spp. (6) y Rothia dentocariosa (6). En cuanto al grado de lesion con
las cepas aisladas, en los tres tipos de lesion se aisld con mayor frecuencia cepas del genero
Streptococcus (tipo 1, 42.3%; tipo 11, 44.1% y tipo IlI, 46.3%), siendo S. mitis el aislado con mayor
frecuencia en las lesiones de tipo [ (42.3%) y I11 (46.3%) y S. oralis en lesiones de tipo 11 (23.5%) como
se muestra en la tabla 2.

En cuanto a bacterias aisladas, el género que se aislé con mayor frecuencia fue Streptococcus, en este

sentido, existe una cantidad importante de estudios que relacionan a Streptococcus mutans con la caries

dental (Aas et al., 2005, 2008; Klein et al., 2015).




Esto es ampliamente aceptado debido a la cariogenicidad de Streptococcus mutans por el potencial
acidurico y acidogénico que presenta (F. C. Petersen et al., 2002). Sin embargo, en este estudio, las
especies fueron diferentes a S. mutans (S. mitis, S. oralis); en este punto, se ha descrito la importancia
de Streptococcus no mutans aciduricos en el desarrollo de la caries dental (Facklam, 2002; Kreth et al.,
2009; Wang & Kuramitsu, 2005) asi como de otros patdégenos como Actinomyces, Lactobacillus,
Veillonella y Bifidobacterium sp (Xu et al., 2014). Recientemente, se ha encontrado que la microbiota
oral es diferentes en varias regiones geograficas (Nasidze et al., 2011) asi como etnias (Mason et al.,
2013), lo cual podria justificar las diferencias en cuanto a los microorganismos aislados.

En cuanto a la produccion de biopelicula, solo cepas del género Streptococcus fueron capaces de
producirla; y solo las especies de S. mitis (90%)y S. oralis (83.7%) (Figura 1)

La placa dental bacteriana esta compuesta por una comunidad microbiana compleja que se desarrolla
en una biopelicula (P. D. Marsh, 2005); el crecimiento de determinados microorganismos como
Streptococcus en la misma o de factores dietéticos que favorezcan la produccion de acidez por estos
microorganismos generaran una constante disminucion de pH que dara como resultado con multiples
eventos al desarrollo de caries (Philip D. Marsh, 2010), por lo tanto, es importante valorar la produccion
de biopeliculas en cepas aisladas de lesiones cariosas, en este sentido, solo las cepas del genero
Streptococcus aisladas en este estudio fueron capaces de producir biopelicula, lo cual aunado a su poder
acidurico podrian explicar su presencia en las lesiones cariosas o su participacion en el desarrollo de las
mismas.

Ademas de los microorganismos cariogénicos clasicos, se ha descrito que levaduras como Candida
albicans son capaces de producir biopelicula en la superficie dentaria y que ademas se ha descrito su
participacion en el desarrollo de caries oclusales en un modelo de ratas (Klinke et al., 2011) o incluso
la formacion de biopeliculas mixtas entre esta levadura y S. mutans (Zijnge et al., 2010), por lo cual no

solo es importante la busqueda de especies de Streptococcus sino de otros microorganismos asi como

de valorar la produccion de biopelicula en los mismos.




ILUSTRACIONES, TABLAS, FIGURAS.

Tabla 1. Grado de lesion cariosa de acuerdo con la edad.
Grado de lesion cariosa n= 80

Edad (afios) I 1I 111

n= 13, n(%) n= 35, n(%) n= 32, n(%)
Niflos (5- 11) 7 (53.9) 9 (25.7) 16 (50)
Adolescentes (12- 18) 4(30.7) 5(14.3) 2 (6.3)
Adultos jovenes (19- 34) 1(7.7) 5(14.3) 4 (12.5)
Adultos (35) 1(7.7) 16 (45.7) 10 (31.2)

Tabla 2. Frecuencia de géneros y especies bacterianos aislados de lesiones cariosas.
Cepas aisladas de acuerdo a grado de lesion cariosas N=161

Géneros/ especies | 11 I
N=26 (%) N=68 (%) N= 67 (%)
Streptococcus 11 (42.3) 30 (44.1) 31 (46.3)
S. mitis 7 (26.9) 12 (17.7) 18 (26.9)
S. oralis 4(14.4) 16 (23.5) 10 (14.9)
S. downei - 2(2.9) 3(4.5)
Staphylococcus 9 (34.6) 17 (25) 16 (23.9)
S. aureus 2(7.7) 6 (8.8) 2(3)
SCN* 7 (26.9) 11 (16.2) 14 (20.9)
Enterococcus 4(15.5) 11 (16.2) 9(13.4)
E. faecalis 4(15.5) 11 (16.2) 9(13.4)
Micrococcus 1(3.9) 4(5.9) 6(9)
Bacillus - 4 (5.9 2(3)
Rothia 1(3.8) 2(2.9) 344
R. dentocariosa 1(3.8) 2(2.9) 344

*= Staphylococcus coagulasa negativo




Figura 1. Frecuencia de cepas productoras y no productoras de biopelicula de S. oralis y S. mitis
aisladas de lesiones cariosas.
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CONCLUSIONES

La caries dental es un problema prevalente a nivel mundial con diferente frecuencia en la poblacion,
por lo cual el estudio fisiopatogénico de la misma es de importancia. Comprender la evolucion de este
problema permite establecer medidas de prevencion, asi como de control. En el estudio de esta
patologia, la disbiosis oral juega un papel importante y causal en el desarrollo de la enfermedad. En este
ultimo punto, se ha investigado el papel de la microbiota, estudios tanto de la microbiota cultivable y
no cultivable han permitido establecer teorias que aportan informacion de los microorganismos
cariogénicos y productores de biopeliculas en el establecimiento del proceso carioso. En este estudio,
se identifico que el grado de lesion cariosa es diferente con respecto a la edad al igual que el tipo de
microorganismo cultivable encontrado en dichas lesiones. Destacando la presencia de Streptococcus en
todos los grados de lesion, siendo las especies S. mitis y S. oralis las mas prevalentes. Ademads, se
determino la produccion de biopelicula por la mayoria de las cepas de Streptococcus encontradas. Aun
cuando el estudio tiene limitaciones en el sistema de aislamiento bacteriano, debido a que solo se
recupera los microorganismos no exigentes cultivables, destaca dos puntos importantes: la presencia de
Streptococcus no mutans como microorganismos comunes en lesiones cariosas de diferente tipo, asi
como la produccion de biopelicula por los mismos, lo cual explicaria parte de la formacion de caries en

la poblacion estudiada. Lo cual en ultima instancia, podria ampliar el panorama en el entendimiento y

manejo de la caries dental en esta poblacion.
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