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Resumen

Streptococcus mutans es un patégeno relacionado con la caries dental. La determinacion de
la cantidad de bacterias presentes en placa dental, asi como la proporcion de otras bacterias
en la boca, son de interés para evaluar el riesgo de caries. Es necesario establecer sistemas
de deteccion de alta sensibilidad, especificidad y que no consuman tiempo en relacion a los
métodos de cultivo e identificacion bioquimica tradicionales. Utilizando el método de Polime-
rase Chain Reaction (PCR) fue posible detectar e identificar una secuencia de 192 pb del
gene spaP para evaluar la presencia de cepas de S. mutans potencialmente cariogénicas,
usando DNA aislado de muestras de placa dental y establecer una relacién con el indice
CPOD. Los resultados sugieren gue es mas importante la presencia de S. mutans con poten-
cial cariogénico que la acumulacion de placa, sin embargo sabemos que existen otros facto-
res claves que contribuyen en la presencia de caries.

Palabras clave: Streptococcus mutans, antigeno I/Il, reaccién en cadena de la polimerasa,
placa dental.

Abstract

Streptococcus mutans is a pathogen related to human dental caries. The determination of the
amount of mutans streptococci as well as their proportion to other oral bacteria is of interest
for the assessment of the risk for the development of caries. In this way is better to use a
sensitive, specific and no time consuming method in relation to the culture and biochemical
identification. We used a PCR to identify a sequence from the spaP gene in order to establish
the presence of strains with cariogenic potential of S. mutans and the relation with the DMFT
index. By this method is possible to amplify a 192 bp sequence from de spaP gene using
DNA isolated from dental plaque, the results suggest that is important to evaluate the pres-
ence of cariogenic strains of S. mutans in the plaque content instead of the amount of dental
plaque, however, another factors, play a key role in the development of caries.

Key words: Streptococcus mutans, antigen, chain reaction polimerase, dental plaque.

Antecedentes las superficies interproximales de la corona. La caries

no tiene una causa Unica, sino que es una enfermedad
El Streptococcus mutans se ha identificado como uno en la que los factores ambientales, los habitos higié-
de los principales agentes etiolégicos de la caries den- nicos y alimentarios y la susceptibilidad genética del
tal, la cual se caracteriza por la pérdida de la sustancia individuo, tienen un papel importante en el desarrollo

dentaria, principalmente en las fosas y fisuras y sobre de esta patologia.
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Algunos resultados de estudios epidemiol6gicos se-
flalan que alrededor del 18% de los nifios entre los 2 y
los 4 afios han experimentado algun tipo de caries y que
el 23% de los nifios de 8 afios de edad tienen cuando
menos un sellador dental en sus molares, que a la edad
de 17 afos, el 18% de los jovenes tienen una lesion cavi-
tada y el 7% han perdido un diente permanente.! Por
estos motivos en la caries dental, el control de la placa 'y
el contenido de especies cariogénicas en ella, es uno de
los factores importantes para limitar la implantacion y
colonizacion del agente causal.??

Deteccion de Streptococcus mutans cariogénicos: Se
han desarrollado diferentes métodos para la deteccion de
cepas cariogénicas de S. mutans; algunos de ellos estiman
el nimero de UFC de S. mutans para establecer el riesgo 'y
monitorear el nivel de colonizacién de un individuo, tal es
el caso de la prueba de la tira de mutans (Strip mutans),
que permite estimar la cantidad de S. mutans en saliva, y
aungue no toma en cuenta los factores de virulencia de la
bacteria, puede ser utilizada para dar seguimiento a un
paciente o al nivel de poblaciones e identificar a grupos de
personas con riesgo de desarrollar caries.*

Un método simplificado utiliza un palillo de dientes para
tomar una muestra de placa dentobacteriana se transfiere
la muestra a la tira y posteriormente se cultiva en Agar de
mitis salivarius con sacarosa y bacitracina; para esta prueba
se cuenta con un sistema de valores determinado en don-
de 0 significa poco o nulo crecimiento y 3 representa un
crecimiento muy denso. Este método se desarrollo para
implementar un sistema sencillo de muestreo en el con-
sultorio dental y estimar los niveles de S. mutans en un
sitio especifico del diente (superficies proximales). Los
resultados corresponden con los estimados mediante la
prueba del abatelenguas y siembra en Agar selectivo.®

En general, la identificacion de individuos con alto ries-
go de desarrollo de caries dental se lleva a cabo median-
te la cuantificacién de UFC de S. mutans en Agar mitis
salivarius y posteriormente se realiza la caracterizacion
bioquimica de las cepas aisladas, en donde la produccién
de &cido a partir de sacarosa y la formacién de polisacéa-
ridos extracelulares son dos de las principales caracte-
risticas de las cepas con alta capacidad cariogénica.

La tipificacibn mediante mutacinas (Bacteriocinas)
producidas por el S. mutans es de gran utilidad, éstas
representan un marcador epidemioldgico para estable-
cer la fuente de infeccién y el mecanismo de transmi-
sién, debido a que predomina un tipo productor de bac-
teriocinas en un individuo, de igual forma se ha compro-
bado que la produccion de mutacinas esta relacionado
con la capacidad para producir caries; ademas mediante
la tipificacion por bacteriocinas se puede establecer el
mecanismo y la fuente de transmisién de la infeccion de
padres a hijos y entre familiares cercanos.®
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Otros métodos con alta especificidad, y recientemen-
te la clonacién e identificacion de genes a partir de cepas
aisladas de S. mutans GS5 involucrados en la sintesis de
polisacaridos extracelulares que codifican para la enzi-
ma fructosiltranferasa ftf (FTF), se ha demostrado que
presentan gran homologia con los genes gtfBy gtfC de la
glucosiltranferasa-1 y grucosiltransferasa-SI respectiva-
mente y gtfD para la enzima glucosiltranferasa-S, por lo
cual se han utilizado para construir sondas de DNA que
permitan identificar a las bacterias potencialmente pa-
tégenas con una alta especificidad.”

T. Ono y cols.t considerando que inicialmente el S. mu-
tans se adhiere al esmalte de los dientes a través del anti-
geno I/Il, y que éste constituye un marcador genético para
cepas cariogénicas, disefiaron un par de oligonucleétidos a
partir de la secuencia del gene que codifica para este anti-
geno, y amplificaron mediante reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) la region que comprende los nucleétidos
3668 a 3859. Esta region no presenta ninguna homologia
con otras secuencias de bacterias relacionadas o con spaA
de S. sobrinus'y los resultados obtenidos demuestran que
existe una relacion directa entre los resultados obtenidos
a partir de PDB con este método y los estudios microbiol6-
gicos de aislados de PDB, y que, ademas la sensibilidad y
especificidad de este método permiten identificar con ma-
yor certeza la presencia de cepas de S. mutans potencial-
mente cariogénicas.? Bajo un procedimiento similar T. Iga-
rashiy cols.® a partir de la secuencia del gene que codifica
para la dextranasa para amplificar un segmento que pu-
diera utilizarse en la deteccion de cepas cariogénicas de S.
mutans. A partir de cepas aisladas y caracterizadas bio-
quimicamente y mediante extraccion de DNA a partir de
PDB demostraron que es posible amplificar el segmento
del gene dexA a partir de 12 (Unidades Formadoras de
Colonias) UFC y que utilizando PCR es posible obtener
mayor rapidez, sensibilidad y especificidad que por los
métodos convencionales.®°

Material y métodos

Para establecer un sistema de deteccion por PCR de Strep-
tococcus mutans, se les tomo6 una muestra de placa den-
tal a 38 nifios de ambos sexos, con una edad promedio
de 5.7 (+ 1.2) afios de edad que acuden en forma volun-
taria, a las instalaciones de la clinica de la Especialidad
en Odontopediatria de la UAZ. Se les determinaron los
indices odontoldgicos CPOD (dientes cariados perdidos y
obturados) e IHOS (indice de higiene oral simplificado).

Extraccion de DNA cromosomal a partir de placa den-
tobacteriana por el método de lisis con lisozima: La ob-
tencion del DNA cromosomal se llevé a cabo mediante el
siguiente procedimiento: Se tomaron muestras de PDB con
cucharillas para dentina (Medicon no. 5) estériles, poste-
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riormente se homogeneizé la muestra en medio BHI e in-
cub6 18 h a 37°C, posteriormente se centrifug6 el cultivo
bacteriano a 3,000 rpm durante 10 min; se elimind el so-
brenadante. El paquete celular se lavé 2 veces con 500 uL
de TE (Tris-HCI 10 mM EDTA 1 Mm) pH 8.0, e inactivo a
95°C durante 10 min, se resuspendié en 250 uL de TEy se
agreg6 2 mg/mL de lisozima e incubé a 37°C durante 60
min, y a 50°C por 20 min. Se adicionaron 4 ug/mL de pro-
teinasa K e incubé a 37°C durante 60 min, posteriormen-
te se agreg6 SDS al 10% hasta alcanzar una concentra-
cion de 1.5%y 7.3 uL de una solucién de cloruro de sodio
4 M para incubarse a 50°C por 10 min. El lisado resultante
se extrajo una vez con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1)
y 2 veces con fenol neutro (fenol:cloroformo: alcohol
isoamilico 25:24:1) y se precipitd con etanol al 90% y un
volumen de acetato de amonio 7.5 M. El DNA cromoso-
mal precipitado se disolvio en 50 uL de buffer TE pH 8.0.1

Amplificacion del fragmento de DNA del Ag I/11 de
192 bp por PCR: De acuerdo a la secuencia del DNA que
codifica para el antigeno I/I1, B, P1, spaP o Pac de Strep-
tococcus mutans serotipo c obtenida del Banco de Genes
(NUmero de acceso x17390) T. Ono y colaboradores® di-
sefiaron un par de oligonucleétidos con las siguientes
secuencias sentido 5’-AAC GAC CGC TCT TCA GCA GAT
ACC-3’ localizado en la regién 3668 a 3698 y contrasen-
tido 5’-AGA AAG AAC ATC TCT AAT TTC TTG-3’ en la
regién 3835 a 3859 para obtener un fragmento de 192
bp. Se utiliz6 una concentracién de 500 nM para los oli-
gonucleotidos, 200 uM para la mezcla de desoxinucleé-
tidos (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), MgCI2 2.5 mMy 2 U de
Taq polimerasa en un volumen de reaccion de 50 ulL. La
amplificacién se llevo a cabo de la siguiente manera:

Desnaturalizacion inicial 2 minutos a 94°C. Treinta
ciclos con las siguientes condiciones: Desnaturalizacion
1 minuto a 94°C, apareamiento 30 segundos a 57°C y
extension 1 minuto a 72°C; con una extension final de 5
minutos a 72°C.

Electroforesis en geles de agarosa: Los productos de
amplificacién por PCR para el Ag I/l fueron analizados
por electroforesis en geles de agarosa neutra al 2% en
amortiguador TBE (Tris 0.04 M, acido bérico 0.04 My
Na2EDTA(2H,0 1mM) a 80 miliamperes.

Resultados

Se estudiaron 38 sujetos al azar, de los cuales 29 presen-
taron caries dental y 9 sujetos sanos, en edades de 3a 7
afos. Se examinaron clinicamente y se determinaron los
indices CPOD e IHOS. Los valores del CPOD encontra-
dos en este grupo de estudio son de 0 a 20 con una me-
dia de 4.2, y en el caso del IHOS de 0 a 2.5 con una
media de 2; en el caso del CPOD un alto porcentaje,
28.94% del total de pacientes, presenta valores de 3a 5
y solamente un 7.89 mayores de 10. Para el IHOS el 55%
del grupo de estudio presenta valores de 1 a 2 y s6lo un
2.63% de cero (Cuadro 1).

La experiencia relativa de caries dental se determiné
de acuerdo a Grainger y Nikiforuk'?y se resume en la
figura 1.

A partir de las muestras de PDB se amplificé un seg-
mento de 192 pb del gene spaP que codifica para el Ag I/
Il de S. mutans (Figura 1).

De las muestras de PDB obtenidas 28 son positivas
para el gene spaP que codifica para el Ag I/ll y 10 nega-
tivos (Figura 2).

De acuerdo al CPOD, 6 pacientes son positivos para
spaP con un indice de cero, y el resto presentan una distri-
bucién homogénea a excepcion de 3 con un valor mayor a
10. En el caso de los negativos para el Ag I/1l, uno presen-
ta valor mayor a 10 y las restantes estan distribuidas en
los diferentes rangos establecidos. Para dexA, 3 muestras
positivas corresponden a pacientes con CPOD igual a cero.
La distribucion de las muestras positivas y negativas de
acuerdo al CPOD se muestran en la figura 4.

De acuerdo con la presencia de caries, se encontrd
que 29 positivos para spaP, 12 tienen caries de primer y
segundo grado, 5 de tercer grado, 2 de cuarto y 7 no
presentaron lesiones (Figura 5).

Discusion

En este estudio establecimos un sistema de deteccién
para cepas con potencial cariogénico de Streptococcus
mutans utilizando reaccién en cadena de la polimerasa a
partir de cultivos de PDB, con una alta especificidad y

Cuadro I. Distribucién de pacientes de acuerdo al ceo/CPOD vy el IHOS.

ceo/CPOD Numero de pacientes Porcentaje
0 8 23.68%
1-2 7 18.42%
3-5 12 28.94%
6-9 7 21.05%
> 10 4 7.89%

IHOS Numero de pacientes Porcentaje
0 1 2.63%
<1 12 31.57%
1-2 19 50%
>2 6 15.78%
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Figura 1. Experiencia relativa de caries dental.
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Figura 2. Productos de PCR identificados a partir de placa dental:
carril 1 marcador de peso molecular (DNA 50pb), carril 2 control
negativo, carril 3-5 segmentos del gene spaP de S. mutans.

sensibilidad. Mediante este método es posible la detec-
cién de S. mutans utilizando como marcadores genéticos
al gene spaP que codifica para el Ag I/ll, de la misma
forma mediante esta tecnologia se puede evaluar la pre-
sencia de S. mutans en forma rapida a partir de mues-
tras clinicas y sin necesidad de utilizar medios selectivos
ni aislar al microorganismo, asi mismo, nos ayuda a es-
tablecer un sistema mas inmediato y cualitativo de con-
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Figura 3. Deteccion de spaP en muestras de PDB positivas y negativas
por PCR, en pacientes con y sin caries.
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Figura 4. Distribucion de muestras positivas y negativas para spaP por
PCR de acuerdo con el ceo/CPOD.
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Figura 5. Deteccion de spaP en PDB por PCR, que muestra el grado de
lesion encontrado en pacientes con caries y pacientes sanos.
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trol y riesgo de caries dental, de tal forma que el pronds-
tico sea favorable para los pacientes que presenten ce-
pas con potencial cariogénicos; por otro lado es impor-
tante sefialar que se ha demostrado (Hajishengalis y cols.
1996, 1998) que el Ag I/1l juega un papel importante en
la implantacién inicial del S. mutans a la superficie del
diente, produce una respuesta inmune protectora cuan-
do es administrado por via oral acoplado a la subunidad
A2/B de la toxina colérica, lo cual coincide con los datos
antes seflalados ya que la presencia de una cantidad con-
siderable de muestras positivas para spaP estan relacio-
nadas con lesiones de primero y segundo grado o con la
ausencia de lesiones, de igual forma esto corresponde
con las caracteristicas de colonizacion y dafio al diente
ya que a medida que la lesién involucra tejido profundo
la flora microbiana cambia, permitiendo la implantacién
de bacterias con mayor resistencia al medio ambiente
acido y menores requerimientos de oxigeno. Por otro lado
la presencia de cepas bacterianas en PDB que presenta
el gene para el Ag I/1l favorece la presencia de caries ya
que es posible que el S. mutans se adhiera al diente me-
diante la interaccion del Ag I/ll con las proteinas de la
pelicula adquirida unida al diente.

En este grupo de pacientes al analizarlos en forma
individual no existe una relacion entre el IHOS y el CPOD,
encontramos que algunos de los sujetos de estudio que
presentan una gran cantidad de PDB no presentan un
indice CPOD alto y viceversa, por lo que de acuerdo con
los resultados de este trabajo contradicen los hallazgos
de otros investigadores que sefialan que a mayor canti-
dad de placa mayor es el CPOD. Se puede establecer de
los hallazgos clinicos que no hay una relacién directa entre
el IHOS y el CPOD, por lo que es necesario evaluar la
calidad de la PDB en términos cualitativos, es decir, de
su contenido bacteriano y no la cantidad de placa pre-
sente en los érganos dentarios. Mediante esta tecnologia
(PCR) es posible detectar individuos o poblaciones en ries-
go, por lo que se hace necesario establecer medidas de
control eficientes para modificar el medio ambiente bu-
cal e incluir el uso de antisépticos orales como medio de
control de la flora bacteriana residente de la placa, asi
como técnicas de control de la PDB incorporados a pro-
gramas de impacto.

Finalmente es importante la comprensién de los mul-
tiples factores involucrados en el desarrollo y evolucion
de la caries dental para el disefio de alternativas para su
prevencion y control, dilucidar el papel que juega el mi-
croambiente en la cavidad oral; las estrategias de eva-
sién de las barreras de defensa del huésped, los meca-
nismos que utiliza S. mutans para colonizar las superfi-
cies dentales; las relaciones sinérgicas o antagdnicas entre

los diferentes microorganismos que se encuentran en la
PDB, de igual forma a partir de nuestros resultados es
posible establecer un indicador de riesgo potencial para
el desarrollo de caries dental e incrementar las medidas
preventivas en poblaciones que por las caracteristicas
del desarrollo dentario, inmunoldgico, los habitos alimen-
ticios y la predisposicion genética son potencialmente
susceptibles.
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