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RESUMEN

Antecedentes: la caries dental es un proceso patolédgico infeccioso, multifactorial, lo-
calizado y transmisible que destruye los tejidos duros dentales. En términos ecolégicos,
esta enfermedad es consecuencia de un desequilibrio en el ecosistema oral que lleva al
predominio de una flora antes considerada normal en cavidad oral y ahora convertida en
patégena. Los principales microrganismos asociados con la produccién de caries son, en
orden de frecuencia: 1) Streptococcus mutans (S. mutans) (principalmente el serotipo ¢)y en
menor proporcién S. sobrinus y S. gordonii; y 2) especies de Lactobacillus y Actinomyces.
En general, en la comunidad cientifica hay consenso en sefalar al S. mutans como el mi-
crorganismo mas importante en caries dental. Por lo tanto, las estrategias de aislamiento,
identificacién, tipificacion, prevencién y control se dirigen principalmente hacia este. Méto-
do: este articulo, con base en experiencias de investigacién propias y contrastadas con las
de otros grupos de investigacion, describe la microbiologia y las estrategias de aislamiento,
recuento e identificacién del S. mutans a partir de muestras de placa dental y saliva.
También se discuten aspectos de fenotipificacion, genotipificacién, deteccion fenotipica de
bacteriocinas y de la susceptibilidad antimicrobiana en cepas de S. mutans. Conclusién: el
correcto conocimiento de las caracteristicas fenotipicas y genotipicas del S. mutans debe
conducir a disefiar mejores estrategias de prevencién y control.

PALABRAS CLAVE
Bacteriocinas; caries dental; fenotipificacién; genotipificacion; identificacién; Streptococcus
mutans; susceptibilidad antimicrobiana

AREA TEMATICA
Microbiologia oral

ABSTRACT

Background: Dental caries is a localized, transmissible, infectious, and pathological process
that leads to the destruction of the dental hard tissue. In ecological terms, this disease is
caused by animbalance in the oral ecosystem leading to the dominance of a flora, previously
considered normal in the mouth and now treated as pathogenic. The main microorganisms
associated to cariogenesis are, in order of frequency: (1) Streptococcus mutans (S. mutans)
(mainly serotype c) and to a lesser extent S. sobrinus and S. gordonii; and (2) species of
Lactobacillus and Actinomyces. Overall, the scientific community’s consensus identifies S.
mutans as the most important microorganism in dental caries. Therefore, isolation, iden-
tification, characterization, prevention and control strategies are directed primarily against
S. mutans. Method: Based on our own research experience and contrasting it with that of
other research groups this article describes the microbiology, isolation strategies, count-
ing, and identification of S. mutans from dental plaque and saliva samples. It also depicts
aspects of phenotyping, genotyping, phenotypic detection of bacteriocins and antimicrobial
susceptibility of S. mutans strains. Conclusion: The correct understanding of the phenotypic
and genotypic characteristics of S. mutans should lead to designing better prevention and
control strategies.

KEY WORDS
Antimicrobial susceptibility; bacteriocins; dental caries; identification; genotyping; pheno-
typing; Streptococcus mutans

THEMATIC FIELD
Oral microbiology
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INTRODUCCION

La microbiota oral se caracteriza por ser extraordina-
riamente compleja en géneros y especies. La mayoria
de investigadores coinciden en sefialar que existen
més de 600 especies bacterianas en el ambiente oral.
La interrelacion de la microbiota oral entre si, expues-
ta a la accién de factores fisicos y quimicos del am-
biente oral, define las caracteristicas y composicién
de los microrganismos orales (1,2).

La ecologia no solo estudia las interrelaciones entre los
organismos y su ambiente, sino el papel y contribucio-
nes de estos en la naturaleza y en los ciclos biolégicos
y ecoldgicos que mantienen en equilibrio los eventos
que ocurren en un ambiente determinado (1,2). Para
definir los procesos involucrados en las enfermedades
infecciosas orales, es necesario entender la ecologia
de la cavidad oral e identificar los factores responsa-
bles del paso de una relacién comensal a una patogé-
nica en el huésped. La colonizacién y consolidacién de
la comunidad de microrganismos orales lleva consigo
una sucesién de poblaciones, proceso que comienza
con la conquista del habitat por grupos de microrga-
nismos pioneros y que continda hacia la diversidad y
complejidad de la comunidad microbiana (1).

Uno de los aspectos mas dificiles de estudiar han sido
los factores que inciden en la alteracién del balance
en el ecosistema oral. La mayor parte de la flora oral
tiene la caracteristica de ser transitoria. Por si solas y
en estado de equilibrio, la mayoria de las bacterias de
la cavidad oral son inofensivas. Sin embargo, cuando
se reinen condiciones especiales del ambiente oral, de
los mecanismos de virulencia del microrganismo y de
la respuesta del hospedero, las bacterias se convierten
en actores principales que exhiben un amplio potencial
virulento conducente a enfermedad (1).

Ecolégicamente, la caries dental es producto de un
desequilibrio en el ecosistema oral que lleva al pre-
dominio de una flora antes considerada normal en
la cavidad oral y ahora convertida en patégena (1,2).
Como es conocido, la caries dental es un proce-
so patolégico infeccioso, multifactorial, localizado,
posteruptivo y transmisible que destruye los tejidos
duros dentales (3). Los principales microrganismos
asociados a la produccién de caries son, en orden
de frecuencia: a) Streptococcus mutans (S. mutans)
(principalmente el serotipo ¢) y en menor proporcién
Streptococcus sobrinus (S. sobrinus) y Streptococ-
cus gordonii; y b) especies de Lactobacillus y Acti-
nomyces (1,2,4).

Con base en experiencias de investigacién propias y
contrastadas con las de otros grupos de investiga-
cién, este articulo describe la microbiologia, las es-
trategias de aislamiento, el recuento y la identificacién
de S. mutans a partir de muestras de placa dental
y saliva. También se discuten aspectos de fenoti-
pificacién, genotipificacién, deteccién fenotipica de
bacteriocinas y de la susceptibilidad antimicrobiana
en cepas de S. mutans. El correcto conocimiento de
las caracteristicas fenotipicas y genotipicas del S.
mutans debe conducir a disefiar mejores estrategias
de prevencién y control.

ACTIVIDADES EN MICROBIOLOGIA ORAL

Gracias a las técnicas de biologia molecular, los cono-
cimientos sobre microbiologia oral se han multiplicado
de forma exponencial. En la actualidad se considera
que la cavidad oral del ser humano es el nicho eco-
légico con mayor biodiversidad conocido hasta la
fecha.Este es un momento de gran importancia en la
ecologia microbiana oral, debido a las grandes posi-
bilidades que existen de entrar a un enorme fondo de
biodiversidad que estd en proceso de conocimiento
y caracterizacién (5). Aunque el balance quimico y
ecolégico depende en gran medida de los microrga-
nismos, poco se sabe del modo y la dinamica de los
ecosistemas microbianos responsables de mantener-
lo (1). Una razon critica de por qué la informacion en
esta materia es tan limitada es que hasta hace muy
poco el cultivo era la Gnica herramienta que se tenia
para describir los microrganismos (5).

Tradicionalmente, los microrganismos se han carac-
terizado por su fenotipo, esto es, la coleccién de pro-
piedades celulares observables: morfologia, fisiologia
y estructura de los componentes celulares. El cultivo,
al permitir el crecimiento de los microrganismos en
forma abundante, es un requisito para evaluar tales
propiedades, situacién que limita la caracterizacién
de los microrganismos no cultivables (1,2). Esta clara-
mente descrito que el 68 % de los grupos bacterianos
que conforma la microbiota oral no son cultivables
(5). En la actualidad, las técnicas de ADN y su estudio
molecular permiten sobrepasar las limitaciones del
cultivo y conocer los microrganismos que no se han
descrito (5). Métodos moleculares de identificacién
bacteriana mucho mas avanzados, como el andlisis
de secuenciacién de genes ARNrl16S, han revelado
que la participacion de otras bacterias en el desa-
rrollo de caries dental es mucho mas compleja de lo
que se crefa (6,7). Entre estas bacterias se destaca



el Actinomyces B19SC, que esta presente en con-
centraciones muy altas en nifios con caries dental
(6). También es importante nombrar algunas especies
bacterianas compatibles con estados de salud como
Streptococcus parasanguinis, Abiotrophia defectiva,
Gemella haemolysans, Streptococcus mitis, Strepto-
coccus oralis, Streptococcus cristatus y Streptococ-
cus sanguinis (6).

En consecuencia, los microrganismos inmersos en ni-
chos naturales (placa dental, saliva, mucosas y otros)
se pueden estudiar por secuenciacién de genes del
ARNr bacteriano directamente de su medio ambiente
ordinario (5). El estudio y andlisis de comunidades
microbianas por estos métodos permite: a) inferir
propiedades de los organismos no cultivables; b) di-
sefiar y construir modelos de medios de cultivo para
su aislamiento; c) sintetizar sondas de ADN para la
deteccidn e identificacién de microrganismos crecidos
en cultivos mixtos, monitorear la distribucién en la
naturaleza y evaluar tasas relativas de crecimiento in
situ; d) identificar fuentes o nichos de otros géneros
bacterianos, y e) estudiar la biodiversidad de forma
rapida y completa.

El cumplimiento de las tareas en microbiologia oral
exige la realizacion de tres actividades: la primera
de ellas es el aislamiento e identificacién de micror-
ganismos, que se inicia con el cultivo de muestras
procedentes de la cavidad oral en medios especificos
y en condiciones definidas. A este le siguen el examen
microscépico y pruebas bioquimicas del microrga-
nismo aislado. La segunda actividad comprende el
conocimiento de la susceptibilidad a agentes antimi-
crobianos, la fenotipificacién y la serotipificacién. La
tercera actividad involucra la asociacién epidemiolé-
gica molecular o comparacién de los aislamientos por
genotipificacién, con el fin de hacer el control de la
infeccién o andlisis de poblacién (1,2). En los Gltimos
veinte afios, esta actividad se ha visto enriquecida
con las técnicas de tipificacién molecular basadas en
el andlisis de ADN que permiten identificar clones o
grupos de clones (cepas que tienen un alto grado de
relacién genética) presentes en bacterias de la misma
especie y aisladas de diferentes fuentes y en maltiples
circunstancias (1,2).

Caracterizacion microbioldgica del S. mutans

En general, en la comunidad cientifica hay consenso
en sefialar al S. mutans como el microrganismo mas
importante en la caries dental. Por lo tanto, las es-
trategias de aislamiento, identificacién, tipificacién,
prevenciéon y control estan dirigidas hacia este. EL S.

mutans es un coco grampositivo que fue aislado e
identificado por Clarke, en 1924, a partir de lesiones
cariosas en humanos. Lo denominé S. mutans por
las formas mutantes en que se presenta: cocobacilo
(forma ovalada) en un medio acido y coco (forma
redonda) en un medio alcalino (8). En cultivos de
agar sangre, las colonias de este microrganismo se
diferencian facilmente: altas, convexas, pulvinadas (en
forma de cojin) y mucoides, de 0,5 a 1 mm de diame-
tro, y opacas con un aspecto que recuerda al vidrio
esmerilado (8).

Esta bacteria es anaerébica facultativa, es decir, que
puede utilizar el oxigeno para su crecimiento; pero si
este no estd presente también puede sobrevivir. Sin
embargo, su crecimiento éptimo ocurre en anaero-
biosis (H,:CO,N,, 10:10:80, durante 48-72 h a 37 °C).
De forma concomitante con la sintesis de dextrano
a partir de la sacarosa, las colonias de este micror-
ganismo emiten un exudado acuoso en la superficie
del medio de cultivo, a menudo lo suficientemente
abundante como para que forme un charco en torno
a la colonia (8). En medios de cultivo con sacarosa
este microrganismo esta en capacidad de producir
polisacaridos extracelulares y adquirir una apariencia
opaca, rugosa y blanca, no adherente al medio de
cultivo y ocasionalmente rodeada por polimeros de
glucano de aspecto himedo. Estos estreptococos no
hidrolizan el almidén y fermentan la inulina, la rafino-
sa, el manitol y el sorbitol (8). EL S. mutans produce po-
lisacaridos extracelulares a partir de la sacarosa por
la accién de dos enzimas: la glucosiltransferasa (GTF)
y la fructosiltransferasa (FTF). La GTF sintetiza glucano
a partir de la glucosa, y la FTF, fructano a partir de la
fructosa. El medio mas comin para el aislamiento de
S. mutans es el agar mitis salivarius suplementado con
bacitracina 0,2 U/ml y sacarosa al 20 %, que permite
la seleccion de otros estreptococos (8).

El S. mutans se encuentra de forma permanente en
la cavidad oral después de la erupcién dental, debido
a que requiere la presencia de tejido duro no desca-
mativo para colonizar (8). La principal fuente para la
adquisicién y transmision del S. mutans en los nifios
es la saliva de sus madres. La evidencia al respecto
proviene de diferentes estudios que han mostrado un
patrén idéntico de ADN cromosomal en las bacterias
de los nifios y sus madres. La colonizacién de esta
bacteria ocurre a los 26 meses de edad, periodo que
ha sido denominado ventana de infectividad (9,10).

Por todo lo anterior, es importante recordar que el S.
mutans es un microrganismo que forma parte de la
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floral oral microbiana, por lo que se puede encontrar
tanto en pacientes sin caries como en pacientes con
caries (8-12). Actualmente, los estudios no solo se
dirigen hacia la bisqueda del S. mutans en la saliva y
la placa dental, sino también hacia la cuantificacién
de este microrganismo (8-12). Diferentes estudios han
mostrado una correlacién entre los recuentos de este
microrganismo en la cavidad oral con la prevalencia
e incidencia de la caries (8-12). No obstante, en otros
estudios no se ha hallado correlacién entre la can-
tidad de S. mutans y la incidencia de caries (8-10).
Actualmente, el hallazgo de un recuento alto de S.
mutans es un factor de riesgo para tener en cuenta
en la prevencién y control de la caries dental.

Aislamiento, recuento e identificacion del

S. mutans a partir de muestras de placa
dental y saliva

Con el fin de iniciar el aislamiento de S. mutans, las
muestras de placa dentobacteriana y saliva espon-
tdnea o estimulada se diluyen en forma seriada de
10 en 10 en tubos que contienen tampdn fosfato
salino 0,05 M. Después de mezclar las muestras con
el tampén fosfato salino 0,05 M en vértice durante
30 s, se toman 100 pl de cada dilucién y se siembran
en agar mitis salivarius bacitracina (MSB), con el fin
de hacer el aislamiento selectivo y el recuento de S.
mutans. El agar MSB (Difco Laboratories, Detroit, MI)
contiene caseina pancreatica digerida, peptona pro-
teosa n.” 3, peptona proteosa, dextrosa, sacarosa al
20 %, fosfato dipotasico, azul tripan, cristal azul, agar,
telurito de Chapman y bacitracina 0,2 U/ml. Las cajas
de Petri con agar MSB se incuban en anaerobiosis
(H,:CO,N, 10:10:80) durante 2 dias a 37 °C. Después
del crecimiento se hace el recuento de colonias con
morfologia caracteristica de S. mutans, y se hace el
célculo respectivo con el factor de dilucién de la caja
donde crecen. Elrecuento final se expresa en unidades
formadoras de colonia (UFC) por mililitro de saliva o
gramo de placa dental (13).

Después del recuento bacteriano, se examinan de
5 a 20 colonias en promedio con caracteristicas
de S. mutans con la tincién de Gram y se someten
a las siguientes pruebas bioquimicas: fermentacién
de rafinosa, manitol, melobiosa, trehalosa e inulina;
hidrdlisis de la esculina en presencia y ausencia de
bilis; ureasa; hidrdlisis de la arginina, y resistencia a la
bacitracina. EL S. mutans posee el siguiente perfil bio-
quimico: fermentacién positiva de rafinosa, manitol,
melobiosa, trehalosa e inulina; hidrélisis negativa de
la esculina en la presencia de bilis e hidrdlisis positiva
de la esculina en ausencia de bilis; ureasa negativa;

hidrélisis negativa de la arginina, y resistencia a 2 U
de bacitracina (13,14).

Fenotipificacion del S. mutans

Después del crecimiento, las colonias identificadas
como S. mutans se someten a tipificacién. La tipifi-
cacioén de cepas de S. mutans permite establecer la
clonalidad, asi como los patrones de colonizacién y
de transmisién de este microrganismo. Actualmente
se esta realizando la fenotipificacién (biotipificacién)
de S. mutans de acuerdo con su perfil enzimatico,
utilizando el sistema comercial api-ZYM (bioMérieux,
Marcy-létoile, Francia) (14, 15). Este sistema de tipi-
ficacion ha permitido establecer diferencias en las
cepas de S. mutans en el mismo individuo y entre
individuos (16). El sistema api-ZYM es un micromé-
todo semicuantitativo de investigacion que permite
detectar rapida y simultdneamente 19 actividades
enzimaticas a partir de pequefias cantidades de in6-
culo de la bacteria (16). El sistema consta de una tira
con 20 micropocillos (1 control y 19 pruebas), cuya
base contiene los sustratos enzimaticos y el amor-
tiguador. La base permite el contacto entre la en-
zima del microrganismo y el sustrato generalmente
insoluble. Los sustratos del 2 al 20 corresponden
respectivamente a 2-naftil fosfato, 2-naftil butirato, 2
naftil caprilato, 2-naftil miristato, L-leucil-2-naftilamida,
L-valil-2-naftilamida, L-cistil-2-naftilamida, N-benzoil-
DL-arginina-2-naftilamida, N-glutaril-fenilalanina-
2-naftilamida, 2-naftil fosfato, Naftol-AS-Bl-fosfato,
6-Br-2 naftil-alfa D-galactopiranosido, 2-naftil-beta
D-galactopiranosido, Naftol-AS-Bl-beta D-glucoronido,
2-naftil-alfa D-glucopiranosido, 6-Br-2 naftil-beta D-
glucopiranosido, 1-naftil-N-acetil-BD-glucosaminida,
6-Br-2-naftil-alfa D-manopyranosido y 2-naftil-alfa L-
fucopiranosido (16).

En la parte practica, los sustratos se inoculan con
una suspensiéon densa de bacterias (turbidez 5-6 de
McFarland) que rehidrata y ejerce una accién enzi-
matica en los sustratos contenidos. Los productos
finales generados durante un periodo de incubacién de
4 h, son detectados mediante reacciones coloreadas
producidas después de la adicién de reactivos. La fe-
notipificacién se realiza por duplicado y los fenotipos
se asignan de acuerdo con la accién ejercida por las
cepas de S. mutans sobre los 19 sustratos del sistema
(16). La primera evaluacién del sistema api-ZYM en
la utilizacién como sistema de fenotipificacion fue
realizada en 1999 por De la Higuera y colaboradores
(14). En este estudio se identificaron 8 fenotipos en
160 aislamientos clinicos de S. mutans solo sobre la
base de la accion de 3 enzimas de los microrganismos.



Posteriormente, el sistema fue utilizado para evaluar
la acci6én enzimatica sobre los 19 sustratos (15-18). El
estudio de Lamby y colaboradores (15) en nifios de 3 a
6 afios de edad con caries dental incipiente identificd
17 fenotipos, donde el fenotipo mas frecuente fue el
15, con 10 cepas de S. mutans. Es importante resaltar
que el mayor nimero de reacciones enzimaticas posi-
tivas con los sustratos se producen en un pH acido (pH
= 5,4), situacién que puede estar relacionada con al-
gunas de las caracteristicas especificas del S. mutans,
su capacidad de producir constantemente acidos en
un pH bajo o acido (aciduricidad) y su propiedad de
tolerar y sobrevivir en medios &cidos (acidofilicidad)
(8). En el estudio de Gamboa y colaboradores (17), las
cepas S. mutans se agruparon en 10 fenotipos, de los
cuales los mas frecuentes fueronel 10y el 15,con 9y 8
cepas, respectivamente. Ademas, se logré establecer
con claridad y rapidez las diferencias entre individuos
y en el mismo individuo. En otro estudio de Gamboa y
colaboradores (18), 119 cepas de S. mutans se agru-
paron en 85 fenotipos: 33 en las cepas aisladas de ni-
fios sin caries y 52 en las cepas aisladas de nifios con
caries. Los 2 tipos de pacientes presentaron en comin
4 fenotipos (5, 6, 9y 12). Los fenotipos mas frecuentes
en nifios sin caries fueron, de mayor a menor, 6,9,5y
3,y en pacientes con caries los mas frecuentes fueron
37,39,6y9.En este estudio se resalta un gran nimero
de fenotipos representados por una sola cepa (18).

Genotipificacién del S. mutans

Uno de los objetivos de la tipificacion molecular es
identificar clones especificos virulentos dentro de es-
pecies bacterianas y estudiar los clones implicados
en un evento epidemiolégico. Varios métodos mo-
leculares han permitido el estudio de estreptococos
orales (19,20), de los cuales el andlisis por enzimas
de restriccién, ribotipificacién y la tipificaciéon con
arbitrarily primed PCR (AP-PCR) han revelado una con-
siderable heterogeneidad genética entre cepas de S.
mutans (21,22). Durante los Gltimos afios, la AP-PCR
se ha aplicado ampliamente en la caracterizacién
genotipica de diferentes especies bacterianas, entre
las que se incluyen patdgenos orales (23,24). En los
afios recientes se ha empezado a consensuar sobre
la utilizacién de la técnica AP-PCR para mostrar dife-
rentes perfiles de ADN en aislamientos clinicos de S.
mutans (25-29). Con la AP-PCR, segmentos de ADN
al azar del organismo objeto de estudio se amplifican
con imprimadores simples de secuencia arbitraria. La
mayor ventaja que ofrece la AP-PCR para su desarrollo
es que no es necesario conocer con anterioridad la
secuencia de ADN de la especie bacteriana que se va
a amplificar.

Esta muy bien establecido que existen diferentes ge-
notipos de S. mutans en nifios con caries dental y que
la genotipificacién con AP-PCR es (til para demostrar
la diversidad de genotipos (25-29).En el estudio de
Gamboa y colaboradores (30) se muestra una gran
diversidad en los genotipos de S. mutans con AP-PCR.
Encontraron 22 genotipos en el grupo de pacientes
con caries dental y Gnicamente 9 en el grupo libre de
caries. Con los 27 genotipos presentes se determina-
ron con claridad diferencias entre individuos y en el
mismo individuo. En el estudio de Napimoga y colabo-
radores (29) también se encuentra un mayor nimero
de genotipos en pacientes con caries en relacién con
los presentados en pacientes sin caries. Se establecié
la relacion entre diversidad clonal y algunos factores
de virulencia del S. mutans aislados de 8 pacientes
con caries dental y de 8 pacientes libres de caries.
Encontraron 44 genotipos diferentes con un nime-
ro maximo de 8 genotipos en un individuo. También
hallaron un gran nimero de genotipos de S. mutans
con gran capacidad para sintetizar glucanos insolu-
bles (29). Redmo Emanuelsson y colaboradores (31)
analizaron la distribucién y persistencia de S. mutans
en diferentes sitios de los dientes en la cavidad oral y
encontraron 7 siete genotipos en un mismo individuo.
Pieralisi y colaboradores (32) evaluaron la diversidad
genotipica de S. mutans en prescolares con caries
dental y sin esta en Brasil y encontraron 62 genotipos
en los 28 nifios que participaron en el estudio.

Todos estos resultados ilustran claramente la com-
plejidad y la heterogeneidad de la colonizacién del S.
mutans y su persistencia en la cavidad oral de indi-
viduos con caries dental. En la AP-PCR, con el fin de
incrementar el poder discriminatorio de la técnica, se
han utilizado diferentes imprimadores (28,29,32,33).
Existen dos estrategias para usar los imprimadores:
una en la cual se utilizan los imprimadores OPA 02 y
OPA 03 (28,29,32-34) y otra en la cual se utiliza el im-
primador OPA 05 (28,35-37). Con el fin de determinar
el potencial discriminatorio de los imprimadores, Tab-
choury y colaboradores (28) evaluaron la diversidad
genotipica en S. mutans utilizando los imprimadores
OPA 02, OPA 03, OPA 05 y OPA 13. La variabilidad ge-
notipica y la heterogeneidad encontrada dejan claro
que cualquiera de los cuatro imprimadores es (til para
tipificar S. mutans.

En el estudio de Gamboa y colaboradores (30), con la
utilizacién del primer OPA 05, se obtuvieron 27 perfiles
de los 69 aislamientos de S. mutans. Estos Gltimos
resultados concuerdan estrechamente con los de Sa-
arela y colaboradores (35), que utilizaron el primer
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OPA 05 sobre 81 cepas de S. mutans con la obtencién
de 33 genotipos. De esta manera, la variabilidad ge-
notipica en la poblacién depende del anidamiento al
azar de los imprimadores simples sobre el ADN de la
bacteria estudiada. Con relacion a la reproducibilidad,
al evaluar por duplicado, Truong y colaboradores (38)
y Gamboa y colaboradores (30) informan que los
resultados fueron consistentes. Truong y colabora-
dores (38) concluyen que, debido a que la AP-PCR es
rapida y reproducible, es de gran valor para distinguir
especies de S. mutans, S. sobrinus y otras cepas de
estreptococos orales.

Deteccién fenotipica de bacteriocinas

en cepas de S. mutans

El establecimiento y posterior multiplicacién del S.
mutans en la cavidad oral estéd influenciado por va-
rios factores (39), entre ellos la capacidad metabélica
de este microrganismo para sintetizar glucanos, a
partir de la sacarosa y producir bacteriocinas, que
tiene gran importancia en el proceso de iniciacion
y desarrollo de la caries dental (39), y las bacte-
riocinas, que son péptidos o proteinas antibidticas
con fuerte propiedad bactericida producidas por una
amplia variedad de especies bacterianas. Hamada y
Ooshima (40) demostraron que muchas cepas de S.
mutans son productoras de bacteriocinas que poseen
un amplio rango de actividad contra microrganismos
grampositivos y especies estrechamente relacionadas
(33,40,41).

La supervivencia y proliferacién de un microrganismo
se puede dar si este logra eliminar o desplazar a un
organismo competente en su nicho ecolédgico, donde
la competencia es muy fuerte debido a la diversidad
de especies (42). Se ha sugerido que la funcién de
las bacteriocinas es permitir el establecimiento y la
permanencia de la cepa que la produce en el nicho
que coloniza. La mayoria de las cepas de S. mutans
produce bacteriocinas que se denominan especifica-
mente mutacinas y que son las que ejercen accién
antagénica o inhibitoria sobre otros microrganismos
del medio oral (42-45). Durante muchos afios se ha
continuado con la bUsqueda de cepas de S. mutans
con capacidad antagénica y su aplicacién en terapia
de remplazo o control bacteriolégico para desplazar
cepas nativas virulentas de S. mutans (42).

Diferentes investigaciones sefialan que la capacidad
antagénica del S. mutans se debe a la produccién de
bacteriocinas por parte de este, que podria conferir
una gran habilidad para desplazar cepas nativas de la

misma especie en la cavidad oral (13,15). En el estudio
de Gamboa y colaboradores (17) se informa de la pre-
sencia de 8 cepas de S. mutans productoras de muta-
cinas con actividad completa (100 %) sobre todas las
cepas de S. mutans utilizadas como indicadoras. En el
trabajo de Balakrishnan y colaboradores (43) se infor-
ma del hallazgo de 39 cepas de los géneros Strepto-
coccus, Enterococcus y Staphylococcus, productoras
de bacteriocinas, que representan un 14,3 % de las 272
cepas evaluadas. En otro estudio (33) sobre 319 cepas
de S. mutans aisladas de 8 pacientes con caries y de
8 pacientes sin caries se reporta el hallazgo de 254
(79,62 %) cepas de S. mutans productoras de bacte-
riocinas que tienen diversidad de accién sobre las 12
cepas de S. mutans utilizadas como indicadoras. La
diversidad en la produccién de bacteriocinas por las
cepas S. mutans evaluadas en los diferentes estudios
probablemente se deba a las diferentes condiciones
en que se hacen las pruebas y a la susceptibilidad
propia de las cepas indicadoras utilizadas. En cuanto
a las cepas utilizadas como indicadoras, en el trabajo
de Gamboa y colaboradores (16) para la bisqueda
de bacteriocinas en cepas S. mutans se utilizaron 12
cepas indicadoras, 6 de las cuales fueron los biotipos
mas representativos de aislamientos clinicos colom-
bianos y 6 cepas de referencia, con el fin de tener una
idea cercana del espectro de las bacteriocinas.

La determinacién de la produccién de bacteriocinas
en las cepas de S. mutans se realiza con el ensayo
de doble capa en agar BHI (infusién cerebro corazén),
en el que se siembran las cepas que actGan como
productoras y las cepas que actlian como indicadoras
(16). Existen otros agares (agar tripticasa de soya y
agar Mueller Hinton) con los que también se puede
montar esta técnica. A continuacién se describe con
detalle el procedimiento para detectar mutacinas (16).

Preparacién de las cepas productoras

Las cepas productoras son aquellas que van a tener
una accién inhibitoria sobre las cepas indicadoras.
Con este fin, dos a tres colonias de cada cepa de S.
mutans crecidas en el agar BHI se resuspenden en
caldo BHI y se llevan a incubacién a 37 °C en anae-
robiosis (H,:CO,:N, 10:10:80) durante 48 h. A partir de
esta suspensién se hacen siembras con micropipeta
(2 pb sobre el agar BHI (agar al 1,5 % y extracto de
levadura al 2 %) y se llevan a incubacién a 37 °C
en anaerobiosis (H,:CO,N, 10:10:80) durante 48 h.
Después de ese tiempo de incubacién se colocan las
cepas indicadoras sobre las cepas productoras (16).



Preparacién de las cepas indicadoras

Las cepas indicadoras son aquellas que van a sufrir
la accién de las cepas productoras y se eligen de
acuerdo con la frecuencia de los biotipos, serotipos o
genotipos presentes en la poblacién de estudio. Con
este fin, dos a tres colonias de cada cepa de S. mutans
crecidas en el agar BHI se resuspenden en caldo BHI 'y
se mantienen en incubacién a 37 °C en anaerobiosis
(HZ:COZ:N2 10:10:80) durante 48 h. Posteriormente, se
toman 0,5 ml de esta suspensién, se mezclan con 5 ml
de agar BHI (agar al 0,75 % y extracto de levadura al
2 %) y se agrega inmediatamente sobre el agar BHI
(agar al 1,5 % y extracto de levadura al 2 %) en el que
se encuentran crecidas las cepas productoras pre-
paradas en el paso anterior. Estas cajas de Petri con
agar BHI en doble capa, en las que estan sembradas
tanto las cepas productoras como las indicadoras, se
llevan a incubacién a 37 °C en anaerobiosis (H,:CO,:N,
10:10:80) durante 48 h. Al cabo de estas Ultimas horas,
la presencia y accién de las bacteriocinas se refleja
en la presencia de un halo de inhibicién realizado por
la cepa productora sobre la cepa indicadora. Para
establecer el efecto inhibitorio se tienen en cuenta los
halos de inhibicién mayores de 4 mm (16).

Susceptibilidad antimicrobiana

en el S. mutans

Ademas de caries dental e infecciones piogénicas
relacionadas, el S. mutans es un agente infeccioso
muy importante en endocarditis (46). La participacién
de este microrganismo en infecciones orales y no
orales ha generado interés por conocer su suscep-
tibilidad a agentes antimicrobianos. Uno de los pro-
cedimientos mas adecuados para ello es determinar
la concentracién minima inhibitoria (CMI) (47). Los
agentes antimicrobianos mas utilizados son penicili-
na, amoxicilina, cefazolina, eritromicina, clindamicina,
imipenem y vancomicina. La CMI se hace utilizando el
método de dilucién en agar. A continuacion se descri-
be brevemente el protocolo: a) la CMI se hace con los
antimicrobianos ya mencionados, en concentraciones
entre 0,003 y 32 pg/ml (13,47); b) con un replicador,
sobre el agar Wilkins-Chalgren se aplican suspensio-
nes estandarizadas de 10.000 UFC/ml de la bacteria
que seva aevaluar, y c) después de 48 h de incubacién
a 35 °C en atmésfera anaerdbica (H,:CO,:N, 10:10:80),
se determina la CMI de acuerdo con la concentracién
mas baja del agente antimicrobiano que inhibe el cre-
cimiento visible de la bacteria evaluada (13,47). En el
estudio de Gamboa y colaboradores (16) se informa
acerca de la alta sensibilidad de cepas de S. mutans
a penicilina, amoxicilina, cefazolina, eritromicina, clin-
damicina, imipenem y vancomicina. EL 50 y el 90 %

de las cepas de S. mutans fueron inhibidas por todos
los antibidticos en concentraciones inferiores a 0,12
y 0,5 pg/ml, respectivamente. El valor promedio mas
bajo fue el de la penicilina. Las CMI de todas las ce-
pas fueron muy similares a las observadas por otros
autores (14,47).

CONCLUSIONES

En el presente articulo se han presentado y discuti-
do aspectos fundamentales sobre la caracterizacion
microbiolégica, fenotipica y genotipica del S. mutans.
Estos aspectos son necesarios en el conocimiento
de este microrganismo y deben llevar al disefio de
mejores estrategias de prevencién y control de la
caries dental.
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