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RESUMEN

El proposito de este estudio fue comparar los cambios de la microbiota cariogénica antes y después de procedimientos de
remocion parcial o ultraconservadora y remocion completa de dentina cariada reblandecida. Se realizd un ensayo clinico,
aleatorio, doble ciego en trece molares con lesiones oclusales cavitadas aleatoriamente asignados a un grupo experimental:
remocion ultraconservadora con @remocion parcial de la dentina reblandecida (n= 6) y un grupo control con remocién
total de la dentina reblandecida (n= 7). El procedimiento de remocién se realizé con instrumental manual. Las muestras de
dentina antes y después del procedimiento de remocion fueron analizadas mediante reacciones de PCR para identificar las
especies S. mutans, S. sobrinus, L. rhamnosus y L. casei Para contrastar las proporciones de las especies entre los grupos de
tratamiento se utilizé la prueba de Fisher. No se encontraron diferencias significativas en la proporcion de las especies
bacterianas entre los grupos de tratamiento; siendo el S. mutans y L. rhamnosus las especies predominantes antes y después
de la remocién en ambos grupos. Este estudio no encontr6 diferencias en la microbiota cariogénica entre el procedimiento de
remocion parcial de dentina reblandecida y la remocién completa de dentina reblandecida.

DeCS: Caries dental, remocidn ultraconservadora, S. mutans, L. rhamnosus.

ULTRACONSERVATIVE TREATMENT IN THE REMOVAL OF DENTAL CARIES:
MICRIOBIOLOGICAL EVALUATION

ABSTRACT

The purpose of this study was to compare the variations in the cariogenic microbiota before and after procedures of partial
and total removal of dentinal caries. A randomized, double-blind clinical trial was conducted on thirteen molars with oclusal
caries. They were randomly assigned to the experimental (ultraconservative removal with partial elimination of soft dentine;
n=6) and control (total removal of soft dentine; n=7). The removal procedure was performed with manual instruments.
Samples of dentine before and after the removal procedure were alnalized by using the PCR reactions for the identification
of S. mutans, S. sobrinus, L. rhamnosus, and L. case. Fisher test was used to compare bacterial species proportions between
groups. There were no significant differences in the proportion of species between groups. S. mutans and L. rhamnosus were
the predominant species before and after the removal in both groups. In the present study the authors did not find evidence of
differences in the cariogenic microbiota between partial and total softened dentine removal.

MeSH: Dental caries, ultraconservative removal, S. mutans, L. rhamnosus.
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INTRODUCCION

Hoy dia la caries dental es definida como un
proceso dinamico, localizado en los tejidos duros
del diente e inducida por un desequilibrio entre la
superficie dental y el fluido de la placa
circundante . La colonizacién del tejido dentario
es favorecida por la presencia de receptores en la
superficie de la célula bacteriana y su capacidad de
producir polisacaridos extracelulares. Una vez
establecida la microbiota cariogénica, los azucares
disponibles en la placa favorecen la produccion de
acidos bacterianos resultantes de la degradacion de
azucares de bajo peso molecular que desmineralizan
al diente causando cambios estructurales anatomo-
patolégicos en el tejido dental duro.”®) El proceso
carioso puede ser reversible o irreversible; activo de
progreso rapido o lento, e inactivo o detenido;
conducido por la actividad de la placa y por lo tanto
la modificacion de la placa va a modificar el
proceso Y,

Histologicamente, la dentina cariada se presenta en
dos capas una interna y otra externa, las cuales
deben ser tratadas de manera diferente. La capa
superficial externa, denominada dentina infectada,
necrdtica, reblandecida; en la cual la matriz de
colageno esta irreversiblemente desmineralizada, y
una capa mas interna, dentina afectada, sensible,
vital, donde la matriz de colageno mantiene su
estructura de bandas cruzadas con desnaturalizacion
reversible. En el manejo clinico la primera debe ser
removida y la Gltima preservada ©.

El juicio para determinar hasta donde remover,
varia de acuerdo al pais, la escuela de odontologia,
la idiosincrasia de cada profesor o a la presuncion
de la proximidad del tejido reblandecido a la
pulpa ©. En la actualidad, la filosofia de la
intervencion minimamente invasiva, promueve la
remocion del tejido dental cariado estrictamente
necesario; preservando el esmalte y la dentina con
sus propiedades fisicas, bioldgicas y estéticas que
no pueden ser reemplazadas completamente por
ninguno de los materiales de restauracién que
existen hoy dia ©,

Los estudios " referentes al sellado de lesiones
cariosas de esmalte o dentina no muestran

evidencia, que el dejar tejido dental cariado
produzca consecuencias desfavorables o que
permita el progreso de la lesion cariosa.

Un estudio realizado por Bj@rndal y col
examino la microflora cultivable antes y despues de
la excavacion con la técnica de remocion por pasos
0 Stepwise en lesiones cariosas profundas de dientes
permanentes. Antes del sellado provisional, las
colonias de bacterias Gram positivas alcanzaron un
70% del total de unidades formadoras de colonias,
de los cuales, los Lactobacilos constituyeron un
50%, predominando la especie casei subespecie
rhamnosus.

Banecker y col, ” examinaron la flora microbiana
cultivable de la dentina luego de la excavacion
manual con el tratamiento de restauracion
atraumatico y su correlacion con el tamafio de la
cavidad, color y consistencia de la dentina. Los
resultados mostraron una reduccion significativa en
la frecuencia y proporcién del total de bacterias
viables y de Streptococcus mutans, pero no de
Lactobacilos spp. La preparacion cavitaria produjo
cambios clinicos con relacion al color de la dentina
desde tonos obscuros a tonos claros y cambios en la
consistencia de la dentina de suave a nivel de la
unién esmalte-dentina a dentina dura en el piso de la
cavidad. Los resultados mostraron que el tamario de
la cavidad, consistencia y color de la dentina no son
indicadores de la flora cultivable en las cavidades.
En contraste con los hallazgos de Bonecker y
col @ un estudio realizado por Toi y cols. ®® para
determinar la efectividad del tratamiento de
restauracion  atraumatico, utilizando  cultivo
microbioldgico e identificacion genotipica con la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa con
oligonucledtidos arbitrarios (AP-PCR), compararon
el nimero de Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus y Lactobacillus spp, antes y después de la
excavacion manual. Los resultados mostraron una
disminucion significativa del total de bacterias
viables tanto de Streptococcus mutans como de
Lactobacillus spp. Del total de cepas aisladas, antes
de la excavacion manual, el 63% estuvo
representado por cepas de Streptococcus mutans;
luego de la excavacion hubo una disminucion a

(16)
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35%, de los cuales el Streptococcus mutans fue la
especie predominante seguida por una menor
proporcidn de Streptococcus sobrinus; asimismo, la
presencia de Streptococcus mutans solo fue
detectada en el 47,5% de las cavidades evaluadas.
En otro estudio, Ersin y cols. ™ reportaron los
cambios en la microflora cultivable de la dentina
cariosa antes e inmediatamente después del
tratamiento  de restauracion  atraumético e
investigaron el efecto inhibitorio de un
desinfectante a base de gluconato de clorhexidina en
la microflora de las cavidades. Sus resultados
mostraron una disminucion significativa del total de
bacterias viables, Streptococcus mutans entre la
primera y segunda muestra microbioldgica y, a
diferencia de lo reportado por Bonecker y col 7,
estos autores observaron una  disminucion
significativa en el nimero de Lactobacilos.

Paddick y col ™ estudiaron la diversidad
fenotipica y genotipica de la dentina cariada,
reportando que la microbiota del tejido dental
cariado esta principalmente constituida por
Lactobacillus ~ spp,  Streptococcus  mutans,
Streptococcus parasanguinis, Actinomyces israeliy
y Actinomyces gerencseriae.

El proposito de este estudio fue comparar la
microbiota cariogénica antes y después de
procedimientos de remocion ultraconservadora y
remocion total de dentina cariada.

MATERIALES Y METODOS

Muestra

Un total de 13 molares con lesiones oclusales
cavitadas activas, con una apertura promedio de 4
+1,6 mm. y una profundidad promedio de 4 +0,5
mm fueron seleccionados de 12 pacientes entre 6 y
8 afios de edad. Como criterios de inclusion se
consideraron: Pacientes colaboradores con segundos
molares primarios o primeros molares permanentes
inferiores, lesion de caries oclusal codigo 5 0 6
segun el Sistema Internacional de Deteccion vy
Evaluacion de Caries Dental, con evidencia de
tejido reblandecido al pasar suavemente la sonda de
WHO a través del piso de la cavidad;
radiograficamente la lesion presenta radiolucidez en

el tercio interno de la dentina. Como criterio de
exclusion se consideraron: molares con evidencia
clinica o radiografica de compromiso pulpar
irreversible, exposicion pulpar esperada durante el
procedimiento de remocion del tejido cariado,
molares primarios con reabsorcién fisioldgica que
involucrara mas de 1/3 de la raiz, pacientes con
habito de bruxismo y pacientes con enfermedad
sistémica. Si un paciente habia recibido terapia local
0 sistémica con antibacterianos, se esperaba un
periodo de 30 dias para incluirlo en el estudio.
Después de explicar el propoésito del estudio, todos
los nifios incluidos en el estudio aceptaron el
tratamiento y sus padres o representantes legales
firmaron un informe de consentimiento, luego de
explicarle el proposito del estudio, de acuerdo con
los principios de la Declaracion de Helsinki.

Disefio experimental

Se realiz6 un ensayo clinico, aleatorio, doble ciego,
controlado. Los molares seleccionados fueron
divididos aleatoriamente en dos grupos de
tratamiento. Grupo experimental ultraconservador:
Remocion parcial de dentina reblandecida y Grupo
control: ~ Remocion  completa de  dentina
reblandecida. ElI grupo experimental estuvo
conformado por 6 primeros molares permanentes
inferiores, mientras que el grupo control lo
conformaron 6 primeros molares permanentes
inferiores y 1 un segundo molar inferior primario.
Un investigador (LR) que no participo en la fase de
intervencion realizo la asignacion aleatoria del tipo
de tratamiento en las unidades de observacion
utilizando una secuencia de numeros aleatorios
generada por un computador.

Procedimiento de remocion de caries

En ambos grupos el procedimiento de remocion del
tejido dental cariado, fue realizado con instrumental
manual, bajo aislamiento absoluto y cepillado dental
previo, En el grupo control, se realizd la remocion
de toda la dentina reblandecida de la cavidad; toda
la dentina de las paredes y piso de la cavidad debia
estar dura (el excavador no remueve dentina cuando
se usa firmemente). No se considerd la coloracién
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de la dentina como criterio para determinar la
completa o parcial remocion del tejido dental
cariado.

En el grupo experimental, se removio de las paredes
de la cavidad toda la dentina reblandecida, a nivel
del piso de la cavidad se realizé la remocion parcial
de la dentina reblandecida (el excavador remueve
dentina facilmente sin ejercer presion, o el
excavador remueve dentina Si  Se usa
firmemente).Un operador realizo el procedimiento
de remocion del tejido cariado segin tratamiento
asignado. Un confirmador verificd en las unidades
de estudio la consistencia de la dentina suave o
semidura en el grupo experimental y dura en el
grupo control.

Evaluacion microbioldgica

Para la evaluacion microbioldgica se tomaron dos
muestras de 10 a 20 pg de dentina: una antes y otra
inmediatamente después del procedimiento de
remocion de caries. Las muestras fueron tomadas
del piso de la cavidad, con una cucharita de dentina
estéril.

Evaluacion molecular

Extraccion de ADN a partir de muestras de dentina
cariada

Las muestras de dentina, se colocaron en 1 ml de
buffer fosfato salino (0,12 MNaCl, 0,01M
Na;HPOy4, 5 mM KH, PO,4 pH 7,5), se refrigeraron a
4° C y fueron procesadas dentro de los tres primeros
dias. Se realiz6 un procedimiento de extraccion de
ADN descrito previamente ## con algunas
modificaciones. La muestra de dentina se disgregd
con punta de pipeta y vortex (3 veces), se procedio a
centrifugar a 12.000 rpm por 10 minutos, y se
hicieron 3 lavados con 500 pl de buffer TE (10 mM
Tris-HCI, pH 8, ImM EDTA, pH 8).

Después de la ultima centrifugacion, se resuspendio
el sedimento en 250 ul de buffer TE, se agregaron
50 pl de lisozima (10 mg/ml) y se incub6 a 37° C
durante 2 horas.

Se agregd 10 ul de proteinasa K 10 mg/ml (400
mg), 30 ul de SDS 10% y se incubd durante 3 horas
a 45° C. Se hizo extraccion con fenol-cloroformo y

luego con cloroformo-alcohol isoamilico. EI ADN
fue precipitado con 500 pul de etanol 100% frio y se
hizo un lavado con etanol 70%. EI ADN se
resuspendio en 50 ul de buffer TE, se cuantifico la
concentracion de ADN espectrofotométricamente
(260 nm) y se ajustd la concentracion final a 50

ng/ul.

Investigacion molecular de bacterias
cariogénicas

Para la deteccion de miembros del género
Streptococcus se incluyeron oligonucle6tidos
dirigidos a los genes gtfB y gtfT para S. mutans que
amplifican una regién de 114 pb y 88 pb ¥,
respectivamente del gen codificante para una
enzima glucosiltransferasa en estos
microorganismos (Tabla I).

Para investigar miembros del género Lactobacillus
se utilizaron pares de oligonucledtidos dirigidos a
secuencias conservadas del gen 165 rRNA®),
localizadas dentro de las regiones variables V2.1-
V2.2 (LactoF) y V2.2-V3 (LactoR). Para diferenciar
entre  especies Lactobacilluscasei (incluyendo
Lactobacillus paracasei y Lactobacillus
rhamnosus), se  utilizaron  oligonucle6tidos
antisentido (Lrham y Lcase, respectivamente),
dirigidos a la region variable V1 del 165 rRNA @9
(Tabla 1). Como cebador antisentido se utilizé
LactoR, para ambos microorganismos. La presencia
del genoma de Lactobacillus rhamnosus vy
Lactobacillus casei, fue considerada positiva
cuando se detectaron productos de PCR de 293 pb y
298 pb, respectivamente. Los oligonucledtidos
fueron sintetizados por Maxim Biotech, INC.

Ensayos de amplificacion por Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la deteccion de todos los microorganismos se
prepar6 una mezcla de reaccion de 50 l,
conteniendo 6 pl de buffer tag DNA polimerasa
10X, 2,5 mM MgCIl, 200 pM cada dNTP, 25
picomoles de cada oligonucleotido especifico y 1,25
U de Tag DNA polimerasa. Se utiliz6 3 pl de ADN
para cada reaccion.
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Para la deteccion del genoma de Streptococcus
mutans y Streptococcus sobrinus, en el programa se
utilizd6 una desnaturalizacion inicial de 8 minutos a
95° C, seguido de 40 ciclos de amplificacion de 1
minuto a 95° C, 1 minuto a 55° C y 1 minuto a 72°
C, culminando con un paso de extension final de 10
minutos a 72° C.

Para los ensayos de amplificacion por PCR
especifico del género Lactobacillus, el programa de
amplificacion por PCR consistio en 5 minutos a 95°
C y 35 ciclos de amplificacion de 1 minuto a 95° C,
1 minuto a 60° C, 1 minuto a 72° C y un paso de
extension final a 72° C por 10 minutos. Para la
deteccibn de Lactobacillus  rhamnosus vy
Lactobacillus casei, se utilizd el mismo programa
de amplificacion, pero la temperatura de
alineamiento se disminuy6 a 58°C, con la finalidad
de incrementar el rendimiento, lo cual no afecto la
especificidad de la reaccion.

Las reacciones se llevaron a cabo en un
termociclador MJ Research PTC-100™, Inc USA.

Electroforesis en geles de agarosa

Los amplicones (10 pl) fueron analizados por
electroforesis en geles de agarosa en camaras
horizontales (BIORAD). Para analisis de los
productos de miembros del geénero Lactobacillus se
utiliz6 una concentracion de agarosa de 1,5% y para
los productos de menor peso molecular obtenidos en
ensayos especificos para miembros del género
Streptococcus, se utilizd agarosa al 2%. Como
buffer de corrida se utilizo TBE (Tris-Borato
89mM, EDTA 2mM pH 8). La corrida se llevo a
cabo a 80 voltios por 1,5 horas. Los geles fueron
tefiidos con bromuro de etidio, visualizados en
transiluminador ultravioleta y fotografiados con
sistema de foto documentacion DigiDoc UVP,
USA. Como marcadores de longitud de los
fragmentos moleculares se utilizaron 100 pb DNA
ladder y pGEM DNA. (Fragmentos de 1500, 1000,
900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 y 100 pb) y
marcadores (Fragmentos de 2645, 1605, 1198, 676,

517, 460, 396, 350, 222, 179, 126, 75, 65, 51 y 36
pb), ambos de Promega.

Andlisis estadistico

Con base en las caracteristicas particulares del
disefio experimental realizado: datos en escala
cualitativas  (contajes), limitada cantidad de
observaciones disponibles en el periodo establecido
de ejecucidn del ensayo, y poco conocimiento de las
caracteristicas de la distribucién probabilidad
empiricas del evento estudiado, se selecciond para
el analisis: la variable fragmentos genomicos de
especies de Streptococcus y Lactobacillus en
muestras de dentina cariada (screening cualitativo),
los procedimientos de distribuciones libres o No
Paramétricos > nombrados a continuacion: Prueba
exacta de Fisher para comparar entre los grupos los
resultados de las pruebas de PCR de cada una de las
cinco especies aisladas antes y después de la
remocion, y prueba de Mc Nemar para las
contrastaciones de antes y después dentro de cada
grupo. El procesamiento estadistico se realiz6 con la
aplicacion SPSS 14.0 (Inc. 1ll, USA), a un nivel de
significancia del 5%. (a =0,05) e intervalos de
confianza al 95%.

RESULTADOS

Identificacion molecular

En la Figura 1, se ilustran los resultados obtenidos
del andlisis por PCR de las muestras de dentina, en
las cuales se detectdo el fragmento de 114 pb
correspondiente al genoma de S. mutans y de 88 pb
correspondientes al genoma Streptococcus sobrinus.
En la Figura 2 se muestra el patrén de amplificacién
obtenido en los ensayos para la deteccion de
miembros del género Lactobacillus spp., el cual fue
identificado en todas las muestras antes y despues
del procedimiento de remocion de dentina cariada.
En la Tabla Il, se resumen resultados obtenidos de
los ensayos moleculares, especificando el nimero
de casos positivos de fragmentos gendémicos para
cada una de las especies investigadas antes y
después del procedimiento de remocidn, para ambos
grupos de estudio.
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114pb

88pb

Figura 1. Identificacion S. mutans y S. sobrinus utilizando oligonucleétidos dirigidos a secuencias
especie-especificas del gen codificante de la enzima glucosiltransferasa. Los carriles identificados con
nameros impares son muestras obtenidas antes del tratamiento y con nimeros pares se sefialan ensayos
después del tratamiento. Arriba: analisis de amplificacion especie-especifico para detectar S. mutans.
Abajo: las mismas muestras analizadas arriba aplicando ensayo especie-especifico para S. sobrinus. M.
Marcador de longitud molecular 100 pb ladder DNA markers (Promega).
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Tabla I. Oligonucleétidos utilizados.

L Tamafio REF
Nombre del . - Descripcion del
- Secuencia de nucleétidos
oligoNT producto
de PCR
Smut3368F 5 GCCTACAGCTCAGAGATGCTATTCT 3 Gen gtB (codificante  de
glicosiltransferasa)
Especie especifico
Smut3481R S. mutans 114 pb 23
5 GCCATACACCACTCATGAATTGA 3 ’
Ssob287F 5' TCCAAAGCCAAGACCAAGCTAGT 3 Gen gif (codficante —de gg ),
glicosiltransferasa) 23
Ssob374R Especie especifico
5 CCAGCCTGAGATTCAGCTTGT 3 S. sobrinus
LrhamF?
5 TGGAAACAGRTGCTAATACCG ¥ Gen IDNA 16S (Region V2.1 233 pb 24
hasta V3)
LactoR: 5 GTCCATTGTGGAAGATTCCC 3 Género Lactobacillus
LcaseF® 5' GCACCGAGATTCAACATGG 3 Sf)” 'DNA 16S (Region variable ,qq 24
L. casei
LrhamP® 5 TGCTTGCATCTTGATTTAATTTTG 3' Gen 1DNA 16S (Region variable 24

V1) Especie especifico 293pb

L. rhamnosus

a.En la secuencia del oligonucle6tido Lacto F, se incluye la degeneracion R=A 0 G
b. Se utilizé con oligonucleétido antisentido LactoR, comudn a ambas especies
REF: referencias bibliograficas utilizadas para la seleccidn de las secuencias de oligonucle6tidos.

Antes de la remocion, el Streptococcus mutans fue
identificado en todas las muestras del grupo
experimental y control; después de la remocion;
solo en dos casos del grupo control no se identifico
esta especie. En contraste, Streptococcus sobrinus
fue identificado en el 23% de las muestras. Los

resultados no indican diferencias significativas

(p=0.56 y p= 0.26) entre los grupos antes y después

de la remocion con respecto a la presencia del

Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus.

Las especies Lactobacillus casei/Lactobacillus

paracasei, fueron positivas en 3/6 (50%) muestras
9
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del grupo experimental y 4/7 (57%) del grupo
control antes de la remocion; estos resultados no
variaron en el grupo experimental mientras que en
el grupo control la presencia de estas especies
disminuyo a 2/5 ( 40%) luego de la remocion. No
obstante, estas diferencias no mostraron evidencia

"\ |ADR

ol Reseorch

de ser estadisticamente significativas (p=.1.00 y
p=0.59 respectivamente). La presencia de
Lactobacillus rhamnosus, Streptococcus mutans,
Lactobacillus se identifico en casi la totalidad de las
muestras, antes y después del procedimiento de
remocion.

Figura 2. Identificacion por PCR de especies de Lactobacillus, con oligonucleotidos dirigidos a region
variable del gen 16s rRNA. Los carriles 1, 3, 5, 7 son productos de PCR obtenidos a partir de dentina de
pacientes antes del tratamiento de remocion y carriles 2, 4, 6, 8 corresponden al analisis después del
tratamiento. Arriba: analisis de amplificacion especie-especifico para detectar L. rhamnosus. Abajo: las
mismas muestras analizadas con ensayo especie-especifico de L. casei/paracasei. M. Marcador de

longitud molecular pGEM DNA markers (Promega).
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Tabla Il. Casos positivos de fragmentos gendémicos de especies de streptococcus y lactobacillus

muestras de dentina cariada (screening cualitativo)

Microorganismo

Antes de la Remocion

Experimental

n=6

Control

n=7

Después de la remocion
Experimental Control

n=6 n=7

Streptococcus. mutans

Primers gen gtBSmut 3368F/Smut3481R
(114 pb)

Streptococcus. Sobrinus
Primersgengtf
Ssob287F/Ssob374R(88 pb)
Lactobacillus

LactoF:V2.1-V2.2 LactR: V2.2-V3
Género especifico (231 a 233 pb)

Lactobacillus casei,

(incluye L. paracasei)

Primers : 16S rRNALcase F: V1 LactR:
V2.2-V3 (298 ph)

Lactobacillus rhamnosus

Primers: 16S rRNALrham F: V1 LactR:
V2.2-V3 (293 pb)

Entre los grupos

Antes de la remocioén: S. sobrinus, Fisher p=0,56, 1C95% 0.104----2.976*
Después de la remocién: S. sobrinus, Fisher p=0.26, 1C95% 0.065---2.178*
Antes de la remocioén: L casei/ paracasei Fisher p=0.59, 1C95% 0.410---3.187*

Después de la remocién: L casei/ paracasei Fisher p=1.00, IC95% 0.193---2.125%*.

Procedimiento de McNemar: Dentro del grupo Antes y Después de la remocion
G. Experimental: S. sobrinus, p=1.00 (ns)
L casei/ paracasei, p=1.00 (ns).

G. Control

Tratamiento ultraconservador en la remocion de caries dental: evaluacién microbioldgica. Zambrano, O. et al.

S. sobrinus, p=0.13 (ns)
L casei/ paracaseip= 1.00 (ns).
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DISCUSION

La microflora patégena de las lesiones cariosas
dentinales existe en un complejo ecosistema que se
encuentra en constante cambio, y puede ser
clasificado en dos héabitats: La dentina suave,
necrotica, y altamente infectada e irreversiblemente
desmineralizada zona superficial, y una zona mas
profunda, menos infectada, con dafio reversible °"
La microflora en las lesiones cariosas dentinales es
predominantemente Gram positiva, particularmente
de los géneros Actinomyces, Lactobacillus,
Propionibacterium Y Streptococcus 7.

BjOrndal y Larsen ™, en su estudio sobre cambios
en la flora cultivable de lesiones cariosas profundas
en procedimientos de “Stepwise”, antes e
inmediatamente después de la remocion parcial de
dentina cariada, al reportar una disminucion en el
total de unidades formadoras de colonia en el 97%
de los casos. Bj@rndal y Larsen ®® (mediana=
561x10° y mediana= 5.1x10° respectivamente), pero
no en los valores obtenidos después de la remocion,
los cuales difieren de 0.1x10° en nuestro estudio a
1.6x10"

Hoy dia para el analisis microbioldgico existen
ademas de los métodos de cultivo convencionales,
una variedad de pruebas, tales como: bioquimicas,
inmunoldgicas, genotipicas, microscopia de
fluorescencia. Las técnicas de amplificacion de
acidos nucleidos por PCR se estan utilizando en la
deteccion e identificacion de las bacterias
cariogenicas en el humano, ya que representa una
estrategia  sensible, especifica y de facil
ejecucion > 2% 272 que permite superar algunas
limitaciones de los medios de cultivos
convencionales; debido a que se estima que el 50%
de la microflora oral no crece en condiciones de
laboratorio . Asimismo, la susceptibilidad de
contaminacion  externa es otra  limitacion
importante,

Munson y col " sefialaron que por PCR algunas
trazas de S. mutan sson identificadas mas
frecuentemente, que por medios de cultivo. Si bien
en la lesion puede haber disminucion constante de
las células bacterianas, es posible que la técnica
molecular detecte bacterias no viables; y si ese fuera

el caso esas bacterias muertas estuvieron viables en
algin momento por lo que esto no varia
mayormente la significancia de su deteccion, por lo
que es importante tener esta idea en mente en caso
de que se utilice la identificacion molecular con
fines de tomar decisiones acerca de un tratamiento.
La microbiota identificada de la muestras antes y
después de la remocidn fue similar a la microbiota
normalmente identificada en lesiones cariosas
profundas ©®”. En este estudio, el Streptococcus
mutans fue identificado en todas las muestras antes
del procedimiento de remocidn y con poca variacion
luego de la remocion sin diferencias entre los
procedimientos de remocién; en tanto que el
Streptococcus sobrinus se identifico en una menor
proporcion antes de la remocion y luego de la
remocion, este aumento correspondié a un solo caso
en el grupo experimental y posiblemente debido a la
contaminacion de la cavidad bucal al momento de la
toma de la muestra, tal como lo refieren Toi y col
18- Al comparar nuestros hallazgos con la
prevalencia  de  Streptococcus mutans Yy
Streptococcus sobrinus reportada por Toi y col ®©
antes y después del procedimiento de excavacion
manual con el TRA una menor proporcion del
Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus fue
identificada por estos autores. En este sentido Yoo y
col @ argumentan que las diferencias en las
proporciones de  Streptococcus mutans Yy
Streptococcus sobrinus reportadas en diversos
estudios podrian ser explicadas por factores tales
como: edad, dieta, método de identificacion, y
factores geograficos, entre otros.

Cabe sefialar que dentro del género Streptococcus,
el S. mutans, y el S. sobrinus tienen la mayor
velocidad de produccion de acidos ©. En lesiones
cavitadas profundas, significativamente valores
mayores de S. mutans son reportados, posiblemente
a expensas de la especies de Actinomyces ©V:
mientras que el Lactobacillus es mas comun en los
sitios con dentina necrética y suave @& 2 3D
coincidiendo esto con nuestros hallazgos.

En nuestro estudio, la subespecie Lactobacillus
rhamnosus mostr6 una mayor prevalencia al
compararla con la subespecie Lactobacillus casei.
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Por su parte, Byun y cols. ® reportan una
prevalencia de un 54% para el Lactobacillus
rhamnosus y 40 % para el Lactobacillus casei.

En conclusion, los hallazgos en este estudio
sugieren que las especies cariogénica no difieren en
los molares con remocion parcial y en los molares
con remocion total de la dentina reblandecida;
siendo el Streptococcus mutans y Lactobacillus
rhamnosus las especies predominantes antes y
después de la remocion en ambos grupos.
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