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RESUMEN

Streptococcus mutans es el principal
microorganismo implicado en caries
dental. Diferentes investigaciones su-
gieren gque las mutacinas producidas por
esta bacteria pueden ser muy importan-
tes en su habilidad para desplazar ce-
pas nativas y virulentas de esta misma
especie en cavidad oral. El objetivo de
este trabajo fue determinar la produc-
cion de mutacinas enlascepas S. mutans
biotipificadas que fueron aisladas de pa-
cientes cony sin caries. Con este fin se
tomo saliva no estimulada de 53 nifios
con edades entre 3 y 5 afios de la es-
cuela Diego Torres (Turmequé, Boyaca).
Las muestras de saliva se diluyeron en
tampon fosfato 0.05 M, se cultivaron en
Agar Mitis Salivarius Bacitracina, para
el aislamiento selectivo y recuento de
S. mutans, y se incubaron en
anaerobiosis durante 2 diasa 37 °C. Des-
pués de la identificaciéon por pruebas
bioquimicas, las cepas aisladas se

biotipificaron con el sistema enzimatico
Api-ZYM (bioMérieux; Marcy-IE toile,
France). Para detectar la produccion de
mutacinas se tomaron las cepas de  S.
mutans a evaluar (cepa productora), se
sembraron en Agar BHI y se incubaron
durante 48 horas en CO , a 37°C. Al cabo
de las 48 horas de incubacion se adicio-
naron encima del agar BHI, 5 ml de agar
BHI con 10 UFC/ml de la cepa de S.
mutans que vaa actuar como indicadora.
La experiencia de caries dental en esta
poblacién fue de 66% (35/53),y  S. mutans
fue aislado en 33 de los 53 nifios inclui-
dos en el estudio (62%). Las 33 cepas de
S. mutans aisladas se agruparon en 10
biotipos. Los biotipos mas frecuentes
fueron el 10, el 15 y el 11, respectiva-
mente con 9, 8 y 4 cepas. Ocho (24%) de
las 33 cepas evaluadas produjeron
mutacinas, 6 de estas cepas provinieron
de pacientes con caries y las otras dos
de pacientes sin caries. Las 8 cepas pro-
ductoras de bacteriocinas pertenecen

a 5 biotipos diferentes: 3 cepas con
biotipo 10, 2 cepas con biotipo 14, y las
tres Ultimas fueron, respectivamente,
biotipos 11, 15y 17. Los resultados ob-
tenidos en este trabajo son consisten-
tes con la informacién presentada en
otros trabajos realizados con ~ S. mutans.
En conclusion, en las 33 cepas de S.
mutans evaluadas se identificaron 8
cepas (24%) productoras de mutacinas,
de 5 biotipos diferentes, que después
de cumplir con otros requerimientos tie-
nen gran opcion de ser utilizadas en el
control de infecciones orales en las que
esté implicado S. mutans.
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ABSTRACT

Streptococcus mutans is the main
microorganism implied in dental caries.
Different researchs suggest that
mutacins produced by this bacterium
may be very important in the ability to
exclude or preempt S. mutans esta-
blishment in the oral cavity. The aim of
this study was to determine the mutacin
production in the S. mutans strains
isolated and biotyped from patients with
and without dental caries. Unstimulated
saliva was collected from 53 3 to 5-year-
old children from the Diego Torres
school in Turmequé (Boyacéa, Colom-
bia). Saliva samples were vortexed and
serially diluted in 0.05 M phosphate
buffer. Aliquots of the appropriate
dilutions were cultured on Mitis
Salivarius Bacitracin agar medium for
the selective isolation of S. mutans, and
incubated anaerobically for two days at
37°C. After, to the identification by
biochemical tests, the strains isolated
were biotyped with Api-ZYM enzimatic
system (bioMérieux; Marcy-IE toile,
France). In order to determine the
mutacins production, the strains were
inoculated onto brain heart infusion agar
(BHI). After a 48-hour CO, incubation
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at 37°C, the plates were overlaid with 5
ml of 0,75% BHI agar containing 0.5 ml
of an overnight BHI culture of the
indicator strain. After an additional 48
hour CO, incubation at 37°C the width
of the inhibition zone was measured.
The dental caries experience in these
children was 66 (35/53) and S. mutans
was found in the saliva of 33 children
(62%). In the 33 strains of S. mutans
10 biotypes were found. The most
frequent biotypes were the 10, 15 and
the 11, respectively, with 9, 8 and 4
strains. Eight (24%) of the 33 evaluated
strains produced mutacins, 6 of these
strains came from patients with dental
caries and the other two from patients
without dental caries. The 8 strains
which produced mutacins presented 5
different biotypes: 3 strains with biotype
10, 2 strains with biotype 14, and the
last three ones were, respectively,
biotypes 11, 15, and 17. The obtained
results in this study are in agreement
with the information reported in other
works done with S. mutans. Conclusio-
nes: In the 33 strains of S. mutans
evaluated, 8 strains (24%) which
produced mutacins with 5 different
biotypes were identified, which after
accomplishing other requirements have
a great option to be used in oral
infections control in which S. mutans
is involved.
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INTRODUCCION

En muchas partes del mundo las ac-
ciones realizadas por instituciones de
salud, en la prevencioén y control de la
caries dental, no han sido suficientes
para lograr una reduccion significativa
de esta enfermedad®.

Streptococcus mutans, microorga-
nismo normal de cavidad oral,
acidogénico y aciddrico, es considera-
do el principal agente causal de caries
dental®. Diferentes estudios han mos-
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trado una fuerte correlacién entre el
ndmero de S. mutans en cavidad oral y
la prevalencia e incidencia de caries®*.
Otros investigadores plantean la pre-
sencia de especies diferentes a S.
mutans en la iniciacion de la caries
dental®.

El hecho de reconocer a S. mutans
como el microorganismo mas importan-
te en la iniciacién de la caries dental,
ha llevado al disefio de medidas de pre-
vencion y control dirigidas hacia la eli-
minacién o disminucién de éste en la
cavidad oral®.

El establecimiento y posterior mul-
tiplicacion de S. mutans en la cavidad
oral esta influenciado por varios facto-
res’. La capacidad metabdlica de este
microorganismo para sintetizar
glucanos a partir de la sacarosa y pro-
ducir bacteriocinas, tiene gran impor-
tancia en el proceso de iniciacion y
desarrollo de la caries dental’.

Hamada y Ooshima® demostraron
gue muchas cepas de S. mutans son
productoras de bacteriocinas. Las
mutacinas o bacteriocinas producidas
por S. mutans tienen un amplio rango
de actividad contra microorganismos
gram-positivos y especies estrecha-
mente relacionadas®*°.

Las mutacinas son péptidos o
antibiéticos proteinicos con fuerte pro-
piedad bactericida!’. La produccién de
mutacinas podria conceder ventajas a
ciertas especies bacterianas en la co-
lonizacién de la cavidad oral*?*®. Fabio
et al.*® demostraron que la produccion
de mutacinas puede incrementar la pro-
porcion de S. mutans en estreptococos
orales.

Los objetivos de este estudio fue-
ron: 1. Determinar el perfil de biotipos
en las cepas S. mutans aisladas; 2.
Establecer la diferencia existente en
biotipos de cepas de S. mutans prove-
nientes de nifios con caries en relacion

a las cepas de S. mutans provenientes
de nifios sin caries; y 3. Determinar la
produccion de mutacinas en las cepas
S. mutans biotipificadas que fueron ais-
ladas de pacientes con y sin caries.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de la muestra 'y
procedimientos microbioldgicos

En el presente estudio se incluyeron 53
nifios en edades de 3 a 5 afios pertene-
cientes a la seccion primaria del cole-
gio Diego Torres en Turmequé (Boyaca).
Antes de la inclusion de los nifios en el
estudio se cont6 con la firma del con-
sentimiento informado por parte de los
padres o tutores de los mismos. Nin-
guno de los nifios incluidos habia reci-
bido tratamiento antimicrobiano en los
ultimos 7 dias previos a la toma de
muestra. El examen clinico en la cavi-
dad oral permitié establecer la experien-
cia de caries. Las muestras de saliva
no estimulada'® se tomaron mediante
suave succion con una pipeta plastica.
En seguida, las muestras fueron agita-
das en vortex durante 30 segundos y
serialmente diluidas con tampon fosfato
0.05M. Con el fin de realizar el aisla-
miento selectivo y recuento de S.
mutans, 100 ul de las diluciones
seriadas se inocularon en Agar Mitis
Salivarius Bacitracina (MSB). El agar
MSB (Difco Laboratories; Detroit, MI)
contiene caseina pancreatica digerida,
peptona proteosa No. 3, peptona
proteosa, dextrosa, sacarosa 20%,
fosfato dipotasico, azul tripan, cristal
azul, agar, telurito de Chapman y
bacitracina 0.2 U/ml. Las cajas de petri
con agar MSB fueron incubadas
anaerobicamente (H,:CO,:N, 10:10:80)
durante 2 dias a 37°C. Después del cre-
cimiento se hizo el recuento de colo-
nias con morfologia caracteristica de
S. mutans'” y se expresaron como uni-
dades formadoras de colonia (UFC) per
ml de saliva no estimulada. Las colo-
nias con caracteristicas de S. mutans
fueron examinadas por la tincién de
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gram y sometidas a las siguientes
pruebas bioquimicas: fermentacion de
rafinosa, manitol, melobiosa, trehalosa
e inulina; hidroélisis de la esculina en
presencia y ausencia de bilis; ureasa;
hidrélisis de la arginina; y resistencia
a la bacitracina. El perfil bioquimico
de S. mutans es: fermentacién positi-
va de rafinosa, manitol, melobiosa,
trehalosa e inulina; hidrélisis negativa
de la esculina en la presencia de bilis
e hidrélisis positiva de la esculina en
ausencia de bilis; ureasa negativa;
hidrélisis negativa de la arginina; y re-
sistencia a 2 U de bacitracina. La prue-
ba Chi cuadrado se utilizé para
establecer diferencias en el recuento
de S. mutans en los grupos con y sin
caries.

Biotipificacion de las cepas

La biotipificacion de todas las cepas
de S. mutans aisladas se realiz6 utili-
zando el sistema api-ZYM (bioMérieux,
Marcy- létoile, France) de acuerdo a
las instrucciones de los fabricantes.
El sistema api-Zym es un micrométodo
semicuantitativo de investigacion que
permite detectar rapida y simultanea-
mente 19 actividades enziméticas a
partir de pequefias cantidades de
in6culo de la bacteria. El sistema cons-
ta de una tira con 20 micropozos o cu-
pulas (1 control y 19 pruebas), cuya
base contiene los sustratos enzima-
ticos y el buffer. La base permite el
contacto entre la enzima del microor-
ganismo y el sustrato generalmente
insoluble. Los sustratos son inocula-
dos con una suspensién densa de bac-
terias (turbidez 5-6 de McFarland) que
rehidrata y ejerce accién enzimatica
sobre los sustratos contenidos. Los
productos finales generados, durante
un periodo de incubacion de 4 horas,
son detectados a través de reaccio-
nes coloreadas producidas después de
la adicion de reactivos. La biotipifi-
cacion se realizo por duplicado y los
biotipos se asignaron de acuerdo a la
accion ejercida por las cepas de S.

mutans sobre los 19 sustratos del sis-
tema.

Deteccién de mutacinas en las cepas
S. mutans aisladas

La deteccion de mutacinas se realiz6
con el ensayo de doble capa en Agar
BHI (infusién cerebro corazon), en el
que se siembran las cepas que actlan
como productoras y las cepas que ac-
tlan como indicadoras.

a. Preparacion de las cepas
productoras

Las cepas productoras son aquellas que
van a tener accion sobre las cepas
indicadoras. Con este fin, 2 a 3 colo-
nias de cada cepa de S. mutans prove-
nientes de Agar BHI fueron
resuspendidas en caldo BHI (infusion
cerebro corazén) y llevadas a
incubacion a 37°C en anaerobiosis
(H,:CO,:N, 10:10:80) durante 48 horas.
A partir de esta suspension se hicieron
siembras con micropipeta (2ul) sobre
el Agar BHI (agar al 1,5% y extracto de
levadura al 2%) y se llevaron a
incubacion a 37°C en atmosfera de CO,
durante 48 horas. Después de este
tiempo de incubacién se colocaron so-
bre las cepas productoras, las cepas
indicadoras.

b. Preparacion de las cepas
indicadoras

Las cepas indicadoras son aquellas que
van a sufrir la accién de las cepas pro-
ductoras, y se eligieron de acuerdo a la
frecuencia de los biotipos presentes.
Con este fin, 2 a 3 colonias de cada
cepa de S. mutans provenientes del
Agar BHI fueron resuspendidas en cal-
do BHI y mantenidas en incubacién a
37°C en anaerobiosis (H,:CO,:N,
10:10:80) durante 48 horas. Posterior-
mente se tomo 0.5 ml de esta suspen-
sion, se mezcldé con 5 ml de Agar BHI
(agar al 0,75% y extracto de levadura
al 2%) y se agreg6 inmediatamente
sobre el agar BHI (agar al 1,5% y ex-

tracto de levadura al 2%) en el que es-
tan 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,
fueron llevadas a incubacion a 37°C en
atmosfera de CO, durante 48 horas. Al
cabo de estas ultimas 48 horas, la
produccién de mutacinas se refleja en
la presencia de un halo de inhibicion
de la cepa productora sobre la cepa
indicadora. Para establecer la produc-
cién de mutacinas se tienen en cuen-
ta los halos de inhibicion mayores de
4 m.m.

RESULTADOS

Treinta y cinco de los 53 nifios inclui-
dos en el estudio presentaron caries
dental, por lo tanto, la experiencia de
caries en esta poblacion fue de 66%.
S. mutans fue aislado en 33 de los 53
nifios (62%). Unicamente 21 de los 33
nifios (64%) en donde se encontré S.
mutans presentaron caries. El recuen-
to de S. mutans en la poblacién en ge-
neral fue variado y estuvo desde 103
hasta por arriba de 10 UFC/ml. No hubo
diferencias estadisticamente significa-
tivas en el recuento de S. mutans en-
tre los grupos con y sin caries (p>0.05).

En la tabla 1 se describe el compor-
tamiento de las 33 cepas de S. mutans
frente a los sustratos del sistema api-
Zym y los biotipos a que corresponden.
Los biotipos se asignaron de acuerdo a
la estandarizacion que hicieron Lamby
et al.*®. En total las cepas S. mutans
se agruparon en 10 biotipos. En la ta-
bla 2 se muestra la frecuencia de los
biotipos encontrados en las 33 cepas.
Los biotipos mas frecuentes fueron el
10, el 15y el 11, respectivamente, con
9, 8, y 4 cepas. En las cepas de S.
mutans provenientes de pacientes con
caries el biotipo méas frecuente fue el
10 (n=7), y en las cepas de S. mutans
provenientes de pacientes sin caries el
biotipo mas frecuente fue el 15 (n=3).
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Tabla 1
Biotipos en las 33 cepas S. mutans incluidas en el estudio
Cepa sustratos utilizados del sistema api Zym Biotipo*
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1 - - + o+ - + - - - - - + - - - + + - - - 10
2 T - - - + - - - - - - - - 17
3 - - + - - + - - - - - + - - - + - - - - 15
4 - - + - - + - - - - - + - - + - - - - - 15
5 - -+ -+ - - - - + - - - - - - - - 17
6 - - + - - + - - - - - + - - - + + - - - 11
7 - - + - - + - - - - - + - - - + + - - - 11
8 - - + o+ - + - - - - - + - - - + + - - - 10
9 - - + o+ - + - - - - - + - - - + - - - - 14
10 - - + o+ - + - - - - - + - - - + + - - - 10
11 T - - - + - - -+ - - - 15
12 - - + - - + - - - - - + - - - + + - - - 11
13 - - + o+ - + - - - - - + - - - + + - - - 10
14 T - - - - - - -+ - - - 16
15 - -+ - - - - - + - - -+ - - - 15
16 T - - - + - - -+ - - - 15
17 - - + o+ - + - - - - - + - - - + + - - - 10
18 T - - - + - - - - - - - 17
19 - - + o+ - + - - - - - + - - - + + - - - 10
20 - - + o+ - + - - - - - + - - - + + - - - 10
21 - - + o+ - + o+ + - + + + - - - + + - - - 6
22 - - + o+ - + - - - - + + - - - + - - - - 7
23 T - - - - - - -+ - - - 16
24 T - - - + - - -+ - - - 15
25 - - + o+ - + - - - - - + - - - + + - - - 10
26 - - + o+ - + - - - - - + - - - + + - - - 10
27 - - + o+ - + - - - + - - + - - - - 14
28 - - + + - + 4+ + - - + + + - - + + + - + 1
29 e T - - - + - - -+ - - - 15
30 - - + - - + - - - - - + - - - + + - - - 11
31 T - - - + - - -+ - - - 15
32 -+ o+ o+ - - - - - - + + - - - + - - - - 13
33 - - + o+ - + - - - - + + - - - + - - - - 7

*  Laasignacion de los biotipos se hizo de acuerdo a la estandarizacion realizada por Lamby et al. 18

Tabla 2
Frecuencia de biotipos en las 33 cepas  S. mutans aisladas

Biotipo Cepas de pacientes Cepas de pacientes
con caries n=12 sin caries n=21 Total
10 7 2 9
15 5 3 8
11 3 1 4
17 3 0 3
14 1 1 2
16 1 1 2
0 2 2
1 0 1
0 1 1
13 0 1 1
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Produccién de mutacinas en las 33 cepas

Tabla 3

S. mutans

Cepas
indicadoras
Cepas
productoras

Cepa 1
(biotipo 10)

(biotipo 17)

Cepa 11
(biotipo 15)

Cepa 5

Cepa 12
(biotipo 11)

Cepa 9
(biotipo 14)

Cepa 14
(biotipo 16)

© 0 NOoO U WNBRE

WWWWNRNNNMNNNNMNNNNRPRPRRRPRPRRERPRP PP
DONPRP O®©®O~NOWASWNERLROO©OWNO®UDNMWRINIEREO
+ + + + +

- 1 Negativo, halo de inhibicion menor a 4 m.m
+ : Positivo, halo de inhibiciébn mayor a 4 m.m

Para detectar la produccién de
mutacinas, en todas las 33 cepas S.
mutans aisladas, se utilizaron 6 cepas
indicadoras. Las 6 cepas indicadoras
fueron elegidas al azar y como las re-
presentantes de cada uno de los 6
biotipos mas frecuentes encontrados en
este trabajo. Del biotipo 10 se tomo la

cepa 1, del biotipo 17 se tomé la cepa
5, del biotipo 15 se tomo la cepa 11,
del biotipo 11 se tomé la cepa 12, del
biotipo 14 se tomo6 la cepa 9 y del
biotipo 16 se tomé la cepa 14. De las
33 cepas evaluadas solamente 8 (24%)
produjeron bacteriocinas (tabla 3). De
estas 8 cepas, las cepas 2 (biotipo 17),

7 (biotipo 11), 9 (biotipo 14), 15 (biotipo
15), 17 (biotipo 10) y 20 (biotipo 10) pro-
vinieron de pacientes con caries; y las
2 cepas restantes, la 25 (biotipo 10) y
la 27 (biotipo 14), provinieron de pacien-
tes sin caries. De las 8 cepas produc-
toras de bacteriocinas, el biotipo 10
estuvo presente con 3 cepas.

DETECCION DE MUTACINAS EN BIOTIPOS DE CEPAS S. MUTANS AISLADAS DE NINOS PREESCOLARES CON Y SIN CARIES DENTAL
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DISCUSION

El establecimiento, supervivencia y pro-
liferacién de un microorganismo en un
nicho ecolégico, en donde la competen-
cia es muy intensa por la diversidad de
especies presentes, se puede dar si éste
logra desplazar o eliminar al microorga-
nismo competente!®. Durante muchos
afos se ha trabajado en la busqueda de
cepas S. mutans con capacidad para
desplazar cepas nativas y virulentas de
S. mutans productoras de caries den-
tal?>22, Varios estudios indican que la
capacidad de desplazamiento de cepas
S. mutans se debe a la produccién de
bacteriocinas tipo mutacinas que con-
fieren ventajas en la compleja ecologia
microbiana oral# 224,

El presente estudio determind la pro-
duccion de mutacinas en todas las ce-
pas S. mutans que fueron aisladas,
biotipificadas y que provinieron de pa-
cientes con y sin caries.

Como se dijo anteriormente, en
este trabajo se encontraron 8 cepas de
S. mutans productoras de mutacinas,
lo que representa un 24% de las 33 ce-
pas evaluadas. Ademas las 8 cepas de
S. mutans productoras de mutacinas
tuvieron una actividad completa (100%)
sobre todas las 6 cepas utilizadas como
indicadoras. En el articulo “Diverse
activity spectra of bacteriocin-like
inhibitory substances having activity
against Mutans Streptococci” de
Balakrishnan et al.??, se informa del
hallazgo de 39 cepas del grupo mutans
productoras de bacteriocinas. Las 39
cepas productoras de bacteriocinas re-
presentan un 14,3% de las 272 cepas
evaluadas. Esta baja frecuencia en la
produccion de bacteriocinas es consis-
tente con la observacion que se tiene
de que las cepas de S. mutans son
usualmente resistentes a las
bacteriocinas derivadas de cepas
estreptocéccicas. En otro estudio® se
informa del hallazgo de 254 (79,62%)
cepas de S. mutans, aisladas de pa-
cientes con y sin caries, productoras
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de bacteriocinas que tienen diversidad
de accion sobre las 12 cepas S. mutans
utilizadas como indicadoras. La diver-
sidad en la produccion de las
bacteriocinas de las cepas S. mutans
evaluadas en los diferentes estudios
probablemente sea debido a las dife-
rentes condiciones en que se hacen las
pruebas y la susceptibilidad propia de
las cepas indicadoras utilizadas.

Con el fin de conocer las diferen-
cias fenaotipicas de las cepas S. mutans
aisladas se realiz6 la biotipificacion uti-
lizando el sistema api-ZYM. El siste-
ma api-ZYM ha sido utilizada con gran
valor para tipificar cepas S. mutans?®
con base en la accién enzimética de
las cepas frente a 19 sustratos del sis-
tema. En el trabajo de Lamby et al.®
realizado en nifios entre los 3 y 6 afos
con caries dental incipiente se identifi-
caron 17 biotipos, y el biotipo mas fre-
cuente fue el 15 con 10 cepas. En
nuestro estudio las cepas S. mutans
se agruparon en 10 biotipos y los dos
biotipos mas frecuentes fueron el 10 y
el 15 con 9 y 8 cepas, respectivamen-
te. El sistema api-ZYM permitié esta-
blecer diferencias interindividuo de
forma clara y rapida.

Para la busqueda de cepas S.
mutans productoras de mutacinas se
utilizaron 6 cepas indicadoras, represen-
tantes de los biotipos mas frecuentes
(biotipos 10, 15, 11, 17, 14, y 16) de la
poblacion estudiada, con el fin de po-
der tener un acercamiento mas real del
efecto de las mutacinas en las cepas
que estan en circulacion.

En este trabajo se creia en encon-
trar un mayor numero de cepas produc-
toras de mutacinas. Sin embargo, el
hallazgo de 8 cepas productoras de
estas proteinas bactericidas es muy
importante. Las cepas productoras de
mutacinas, tienen en teoria una mayor
capacidad de desplazar a otras cepas
nativas de S. mutans, lo que las con-
vierte en candidatas para ser utilizadas

en el control microbioldgico de la ca-
ries dental.

Con el hallazgo de estas 8 cepas
de S. mutans productoras de mutacinas
se debera continuar trabajando. Los tra-
bajos a seguir involucran la tipificacion
molecular de las cepas, la caracteriza-
cion quimica y molecular de las
mutacinas y la evaluacién de su activi-
dad en los modelos animal y humano,
con el fin de ver su accién en la erradi-
cacion o desplazamiento de otras ce-
pas de S. mutans.

En conclusion: 1. En las 33 cepas
estudiadas se encontraron 10 biotipos
diferentes; 2. Los biotipos mas frecuen-
tes fueron el 10, el 15y el 11 con 9, 8,
y 4 cepas respectivamente; 3. De las
33 cepas de S. mutans, 8 cepas (24%)
fueron productoras de mutacinas; Des-
pués de otros estudios estas cepas pro-
ductoras de mutacinas tienen un gran
potencial para ser utilizadas en control
microbioldgico para la eliminacion de la
caries dental.
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