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Abstract

Streptococcus mutans is one of cariogenic microorganisms associated with tooth decay. According with
the hypothesis of the ecological plaque, dental caries is the consequence of changes in the natural balance
in the dental plague microflora (oral microbial homeostasis). Its role in the colonization of dental tissues,
implantation and interaction with other microorganisms is of paramount importance for the understanding
of the dynamics of dental biofilms. By means of molecular biology techniques, there have been advances
in the identification of the different types that live in the oral cavity, the products they produce which are
critical for its implantation, the interaction with other species and the development of new procedures
that help its identification as one of the most important agents in dental caries. This review examines
the latest advances in the biology of Streptococcus mutans, its role in the genesis of the caries and the
identification and study techniques most used in recent years.
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Resumen

Streptococcus mutans es uno de los microorganismos cariogénicos asociados a la caries dental. De
acuerdo con la hipétesis de la placa ecolégica, la caries dental es la consecuencia de cambios en el
balance natural de la microflora de la placa dental causados por la alteracion de las condiciones
ambientales locales (homeostasis microbiana oral). El estudio de su participacion en la colonizacion de
tejidos dentales, implantacion e interaccion con otros microrganismos es de mucha importancia para la
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comprension de la dinamica de las biopeliculas dentales. Por medio de técnicas de biologia molecular,

se ha avanzado en la identificacion de los diferentes tipos que habitan la cavidad oral, los productos que
generan y que son criticos para su implantacion, 1as interacciones con otras especies y el desarrollo de
nuevos procedimientos que ayuden su identificacion como uno de los agentes mas importantes en la

caries dental. Esta revision examina los Ultimos avances en la biologia de Streptococcus mutans, su papel
en la génesis de la caries vy las técnicas de identificacion y estudio mas usadas en los Ultimos anos.
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Introduccién

De las enfermedades infecciosas que afectan a los
seres humanos, la caries dental es probablemente
la mas prevalente. Se describe la caries dental
como un proceso dinamico de desmineralizacion
y remineralizacion, producto del metabolismo
bacteriano sobre la superficie dentaria, que con
el tiempo puede producir una pérdida neta de
minerales y posiblemente, aunque no siempre,
resultard en la presencia de una cavidad. Las
bacterias orales pertenecen a una comunidad
compleja de numerosas especies que participan
en la formacion de la placa bacteriana (biofilm o
biopelicula) con todas sus funciones, interacciones
y propiedades. ElI concepto actual contempla
que varios microorganismos se incluyen en la
patogénesis de la caries dental (estreptococos del
grupo mutans, Lactobacillus spp y Actinomyces
spp) de los cuales, Streptococcus mutans (S.
mutans) es el agente mas importante asociado a
ella. La caries y la periodontitis son causadas por
un desequilibrio en las poblaciones bacterianas de
biopeliculas que se forman naturalmente y ayudan
a mantener el estado normal de la cavidad oral.

La complejidad de la enfermedad que conocemos
como caries se debe a los multiples factores que
estan asociados con la evolucion de una poblacion
bacteriana que pasa de una biopelicula saludable a
otra patologica. Una biopelicula sana puede estar
formadapor masde 700 especiesbacterianas, delas
cuales menos del 1% son bacterias potencialmente
patogénicas; una biopelicula saludable actta como
defensa de primera linea para ayudar a proteger
la boca de infecciones por bacterias patogénicas u
otros patogenos. Cambios en el medio dentro de la
biopelicula hacen que se favorezca la proliferacion
de especies patogénicas aciddricas y acidogénicas
y tomen posesion de la misma.?

La formacion de la biopelicula dental y su sistema
de quérum sensing son fundamentales en la vida
bacteriana de S. mutans. La superficie dental es un
habitat natural indispensable para S. mutansy el
tropismo por la biopelicula dental se refleja por su
adaptacion a sintetizar glucanos, fijar compuestos
y a adaptar su aciduricidad. La competitividad
por este nicho ecologico esta en relacién con un
sistema de regulacion de un proceso denominado
Respuestade Toleranciaal Acido (RTA) dependiente
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de la densidad celular. Este proceso de RTA forma
parte de los sistemas de sefalizacion de guorum
sensing desarrollado por algunas bacterias al
formar la biopelicula y S. mutans ha evolucionado
para que su desarrollo, sobrevivencia y persistencia
en la cavidad oral dependa de su crecimiento en
biopelicula y de la densidad celular que alcance en
ella.

El crecimiento en biopeliculas proporciona las
condiciones 6ptimas para el funcionamiento
del sistema de sefalizacion entre
estreptococicas para facilitar el intercambio
genético y generar factores de virulencia. Las
poblaciones formadoras de biopeliculas también

las células

pueden alcanzar altas densidades en areas
confinadas como es el caso de valvulas cardiacas,
aparatos prostéticos, criptas amigdalinas, senos
nasales, pasajes respiratorios terminales y lesiones
infecciosas de piel, de ahi, su importancia como
patégeno oportunista fuera de la cavidad oral.*®

Streptococcus mutans produce acido lactico, acido
propionico, acido acético y acido férmico cuando
metaboliza carbohidratos fermentables como la
sacarosa, glucosa vy fructosa. Estos acidos circulan
a través de la placa dental hacia el esmalte poroso,
disociandose y liberando hidrogeniones, los cuales
disuelven rapidamente el mineral del esmalte,
generando calcio y fosfato, los cuales, a su vez,
difunden fuera del esmalte. Este proceso se conoce
como desmineralizacion.®’

Los diversos métodos y técnicas que se ofrecen
para el estudio y la determinacion de las especies
relacionadas conlacaries dental y las enfermedades
periodontales, permiten seleccionarlas de acuerdo
al objetivo del estudio. Por tener ventajas vy
limitaciones, es necesario evaluarlas para obtener
la mejor informacion en beneficio de los pacientes
y la comunidad. De ahi que en el presente articulo
se hace una revision del conocimiento acerca de
Streptococcus mutans y 1as técnicas usadas desde
los albores de la microbiologia hasta los procesos
mas recientes empleados en biologia molecular
para el aislamiento, clasificacion y estudio de uno
de los agentes asociados con el inicio y progreso
de la caries dental ®

Flora microbiana oral

La microflora oral es un complejo ecosistema
que contiene una amplia variedad de especies
microbianas. (Tabla 1) La boca es colonizada por
varios microorganismos antes de la erupcion
de los dientes, sin embargo, los recién nacidos
son esencialmente libres de microorganismos.
Con la erupcion de los dientes, la placa dental se
desarrolla en las superficies dentales expuestas
las cuales estan cubiertas por una pelicula amorfa,
casi invisible compuesta principalmente por
glicoproteinas salivales. De no tomarse medidas de
higiene oral, las superficies de los dientes acumulan
grandes masas microbianas, mientras que la
descamacion de células epiteliales no permite la
acumulacion en las superficies de la mucosa oral.
El nUmero de bacterias en placa dental puede
alcanzar 10° por mg (peso himedo).
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Tabla 1. Distribucién de bacterias en varios sitios en la boca humana

. Sitio

Grupo Bacteriano -

Placa Lengua Saliva Surco
Gingival
Cocos G+ Facultativos 28.2 44.8 46.2 28.8
Estreptococos 27.9 38.3 41.0 271
S. mutans (0-50) (0-1) (0-1) (0-30)
S. sanguis (40-60) (10-20) (10-30) (10-20)
S. mitior (20-40) (10-30) (30-50) (10-30)
S. salivarius (0-1) (40-60) (40-60) (0-1)
S. milleri (3-25) (0-1) (0-1) (14-56)
Estafilococos 03 6.5 4.0 1.7
Cocos G+ anaerobicos 12.6 4.2 13.0 7.4
Cocos G- anaerobicos 6.4 16.0 15.9 10.7
Cocos G- facultativos 0.4 34 1.2 0.4
Bacilos G+ facultativos 23.8 13.0 11.8 15.3
Bacilos G+ anaerobicos 18.4 8.2 4.8 20.2
Bacilos G- facultativos NDb 32 2.3 1.2
Bacilos G- anaerobios 10.4 8.2 4.8 16.1
Espiroquetas ND ND ND 1.0

Fuente: Hamada S, Slade HD. Biology, immunology, and cariogenicity of Streptococcus mutans. Microbiological reviews. 1980 Jun;44(2):331-84.
Los datos entre paréntesis son expresados como un porcentaje de los conteos totales de estreptococos facultativos.

h ND, No detectado.

La cavidad oral es un ecosistema donde cohabitan
principalmente comensales (aproximadamente
10"  bacterias, siendo el 60% cultivables)
pertenecientes entre 500 y 700 especies, que
colonizan las mucosas y dientes donde forman la
placa bacteriana o biofilm, entre las cuales estan
los miembros del género Streptococcus’

Como se muestra en la Tabla 1, las especies
microbianas predominantes son significativamente
diferentes en los sitios de localizacion.
Independientemente de Ias variaciones de muestra
a muestra, estreptococos, bacilos gram positivos
y veillonelas comprenden la mayoria del total
de recuentos viables. Observaciones clinicas en
humanos y animales indican que la formacion de
placa es un requisito esencial tanto para la caries
como para la enfermedad periodontal. Se ha

descrito un viraje en la poblacion microbiana en
la placa en desarrollo de preponderantes formas
cocaceas en la placa temprana con un incremento
de bacilos y formas filamentosas. Sin embargo
los estreptococos conforman el mayor nimero
del total de la poblacion bacteriana en la placa
dental. Muchos de los estreptococos pueden ser
identificados como una de las siguientes especies:
S. mutans, S. sanguis, S. mitior, S. salivarius, y S.
milleri. Parece que ciertas especies estreptococicas
orales tienen predileccion por colonizar sitios
particulares de la boca. 5. sanguis'y S. mutans
preferiblemente colonizan las superficies de dientes
y aparatos prostéticos. S. sa/ivarius esta presente
en bajo nimero en placa y es un colonizador
primario de la boca después del nacimiento, S.
mitior no tiene un sito preferido en cavidad oral,
S. sanguis usualmente no se encuentra sino hasta
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la erupcion de los dientes. Los estreptococos del
grupo mutans han sido estudiados usando pruebas
bioguimicas, serolégicas y moleculares que
incluyen hibridacion ADN-ADN vy secuenciacion
de genes ARN ribosomales. Las especies mas
importantes en el humano son Streptococcus
mutans y Streptococcus sobrinus. Estos se han
caracterizado como colonizadores secundarios del
biofilm que rodea a los dientes y su patogenicidad
se ha demostrado en relacion a la produccion
de caries del esmalte, debido a la capacidad que
poseen de producir acidos a partir de la sacarosa.™

Morfologia y caracteristicas en cultivo

Streptococcus mutans es un coco Gram positivo,
dispuesto en cadena, no movil, catalasa negativo,
productor rapido de acido lactico con capacidad
de cambiar un medio de pH 7 a pH 4.2 en,
aproximadamente, 24 horas. Fermentador de
glucosa, lactosa, rafinosa, manitol, inulina vy
salicina con la produccién de acido. Normalmente
no desamina la arginina para producir amoniaco.
Usualmente no producen ni  hemolisis ni
decoloracion en agar sangre, es principalmente
alfa o gamma hemolitico en agar sangre de
cordero, aunque se han reportado unas pocas
cepas hemoliticas. Streptococcus mutans se ha
subclasificado en varios tipos con base en las
propiedades inmunolégicas, biologicas y genéticas:
los serotipos de Streptococcus mutans son ¢, e,
fy k. El habitat natural de S. mutans es la boca
humana. En cavidad oral, las colonias se adhieren
muy cerca de la superficie del diente e igualmente
se puede recuperar en lesiones cariosas. Puede
aislarse frecuentemente de heces en humanos
y ratas. Aunque S. mutans no se distribuye
ampliamente en animales salvajes, se ha aislado

en monos, murciélagos, ratas salvajes habitantes
de campos de cultivo de cana de azlcar y de
monos Rhesus. Igualmente, se ha aislado en ratas
y hamsteres de experimentacion.’

Medios de cultivo

En general hay muchas dificultades técnicas
para obtener muestras representativas de
diferentes sitios orales y para aislar, cultivar y
contar los microorganismos. No existe un solo
método de cultivo para examinar la variable
y compleja placa dental que satisfaga todas
las condiciones necesarias. En algunos casos
se requieren procedimientos  estrictamente
anaerobicos. Afortunadamente, muchas de las
especies de estreptococos orales pueden aislarse
de varios sitios usando medios selectivos como
el Agar Mitis Sakvarius (MS). Aunque el Agar
MS fue originalmente desarrollado para aislar
estreptococos fecales, su uso ha predominado
sobre otros medios de cultivo para el aislamiento
de estreptococos orales, incluyendo Streptococcus
mutans. En el agar MS, muchos estreptococos
orales muestran una morfologia caracteristica de
las colonias (blanquecinas, de bordes definidos,
colonias firmes muy adherentes al medio de
cultivo) lo cual permite su diferenciacion inicial.
Usualmente, la placa de agar se cultiva en una
atmosfera del 95% de nitrogeno y 5% de dioxido
de carbono a 37°C por 1 o 2 dias seguida de
una incubacion en aire por 1 o 2 dias. Ademas
de la morfologia caracteristica de las colonias,
los estreptococos orales pueden diferenciarse
por su habilidad para fermentar ciertos azucares
(especialmente manitol y sorbitol) y por adherirse
a superficies lisas en presencia de sacarosa.
(Tabla 2)
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Tabla 2. Caracteristicas claves para la identificacion de la especie predominante estreptocaocica

Fermentacion Hidrolisis

Organismo  Manitol ~ Sorbitol ~ Melibiosa  Rafinosa  Esculina  Inuina Arginina Esculina Polisacarido a parti Peroxido Hemisis enagar
de la sacarosa sangre de cordero

S.muians

a + + + + + + - + Glucano>>fructano + 1¢)

b + + + + + + + + Glucano>>fructano - \

deff + + + + + + - + Glucano>>fructano - \

dg + + - - - + - + Glucano>>fructano + ¢

S. sanguis

A - - - + + + + Glucano + a

B - - - - - - - Glucano + a

S.mitor - - - + * - - + + a

S, salvarius - - - + + * - Fructano>>glucano - Y

S miller? - - - - + - + - - (oY%

Fuente: Hamada S, Slade HD. Biology, immunology, and cariogenicity of Streptococcus mutans. Microbiological reviews. 1980. Jun;44(2):331-84.

El cultivo en agar es considerado como el estandar
deoroyaque permiterealizarrecuentos bacterianos
para establecer proporciones relativas, mediante
meétodos cuantitativos en medios no selectivos.
Actualmente hay 5 medios de cultivo diferentes
para el aislamiento de Streptococcus mutans. Estos
son:. Agar Mitis sa/ivarius con bacitracina (MSB),
Agar Mitis Sa/ivarius con bacitracina y kanamicina
(MSKB) Agar glucosa-sacarosa-telurito bacitracina
(GSTB) Agar Tripticasa de soya con sacarosa y
bacitracina (TYS20B) y Agar triptona extracto
de levadura cisteina con sacarosa y bacitracina
(TYCSB). Elagar MS es el medio mas ampliamente
usado para aislar S. mutansy otras especies orales
de estreptococos. El agar MS ha sido modificado
para ser mas selectivo en el aislamiento de S.
mutans adicionando tanto sulfonamida (Agar MC),
bacitracina (Agar MSB), polimixina o aun sacarosa
(MS40S). Los métodos de recuento de colonias
permiten determinar el grado de colonizacion
producida por Streptococcus mutans segin 1as
edades, siendo de gran utilidad para identificar la
poblacion de alto riesgo de caries dentales y su

aplicacion permitiria desarrollar programas de
prevencién en salud oral en poblaciones especificas
y vulnerables.”®

Clasificacién de Streptococcus mutans
Con base en la composicion y los enlaces de los
polisacaridos de la pared celular, estreptococos
del grupo mutans se pueden clasificar en 8
serotipos: Streptococcus mutans (serotipos ¢, e,
fy k), Streptococcus sobrinus (serotipos d y g),
Streptococcus cricetus (serotipo a), Streptococcus
rattus (serotipo b), Streptococcus ferus (serotipo
C), Streptococcus macacae (serotipo ¢) vy
Streptococcus downei (serotipo h). Se sabe que el
serotipo ¢ de S mutans es el tipo predominante en
la cavidad oral humana mas que las cepas e, d, f
y k17

Los polisacaridos de la pared celular juegan un
papel importante en la colonizacion de sus nichos
ecoldgicos. Las diferencias en las afinidades para la
union de los antigenos de polisacaridos a los tejidos
humanos pueden ser la causa de esta distribucion
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tan variada. Por otro lado, se cree que el progenitor
de S mutanshaya sido el serotipo ¢ y que las cepas
fy e pueden haberse originado por mutaciones del
determinante del serotipo c.™

Streptococcus mutans generalmente es conocido
como patogeno dental e igualmente se considera
que causa bacteremia y endocarditis infecciosa.
(19) Previamente se ha clasificado en tres
serotipos ¢, e y f debido a la diversa composicion
quimica de los polisacaridos especificos de los
serotipos los cuales estan compuestos por un
esqueleto de ramnosa y cadenas laterales de
glucosa. Recientemente se designd una cepa de
S. mutans con serotipo no c/e/f como serotipo k el
cual se caracteriza por una drastica reduccién en la
cantidad de cadenas laterales de glucosa. Un rasgo
biol6gico comun del serotipo k es su bajo nivel de
cariogenicidad debido a las alteraciones de varios
de los mayores antigenos proteicos de superficie.
En cuanto a la virulencia en sangre, estas cepas
sobreviven en la sangre por mayor tiempo debido
a su baja antigenicidad. Otros estudios revelan la
participacion de este serotipo en la patogénesis de
enfermedades cardiovasculares, en la cuales se ha
detectado su alta frecuencia.””

Transmision, Colonizacion y estabilidad de
Streptococcus mutans en cavidad oral

La caries dental es una enfermedad dental
transmisible en la cual los estreptococos del
grupo mutans juegan un papel principal. Como en
muchas enfermedades infecciosas, se requiere
la colonizacion de un patdgeno antes de que
ocurra la infeccion. Hay un rango de factores de
virulencia importante para el establecimiento de
Streptococcus mutans en la compleja comunidad
microbiana de la biopelicula dental. Estudiar los
factores de virulencia de S. mutansy su correlacion
con la biodiversidad de especies es fundamental
para entender el papel que juega en la colonizacion
por los diferentes genotipos en el mismo individuo
y la expresion de las caracteristicas que puedan

o no influenciar su capacidad de virulencia y
su habilidad para sobrevivir bajo diferentes
condiciones ambientales.

El papel de los estreptococos del grupo
mutans, especialmente  Streptococcus mutans
y Streptococcus sobrinus, en la etiologia de la
caries dental ha sido extensamente investigado y
claramente demostrado.

La evidencia indica que una forma importante de
transmision de S. muwutans durante los primeros
anos de vida es la que se produce de madre a hijo
por contacto directo (transmision vertical), mientras
que el contacto con otros familiares, incluidos el
padre, los hermanos y demas posibles cuidadores
constituye otra via de transmision (transmision
horizontal) que cobra importancia durante edades
posteriores. Una caracteristica importante de
Streptococcus mutans es la persistencia de
sus genotipos en la cavidad oral de adultos,
adolescentes y nifios mayores de cinco afos.
Este fendmeno es conocido como persistencia
“intraindividual” y revela la relativa estabilidad que
estos alcanzan en un hospedador vy Ia relacion con
la expresion de caracteristicas fenotipicas que les
pueden dar ventajas para la supervivencia, como
la capacidad de formar biopeliculas, de adherirse
y soportar fluctuaciones del pH. Se ha considerado
comunmente que la colonizacion de la cavidad oral
de los nifios por S. mutans (“ventana” de infeccion)
ocurre al producirse la erupcion del primer diente,
es decir, alrededor de los seis meses de edad. Sin
embargo, es l6gico pensar que en nifios expuestos
a factores que facilitan los procesos de transmision,
la colonizacion se produzca antes de la aparicion
de los primeros dientes. Hay dos factores que
sugieren que S. mutans pueda aparecer durante
la etapa predental: 1)Streptococcus mutans vy
Streptococcus sobrinus son capaces de colonizar
superficies mucosas. 2) Algunos nifios desarrollan
lesiones de caries poco después de la erupcion
dental. La colonizacién temprana de la cavidad
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oral (antes de la erupcion dental) por S. mutans
puede aumentar el riesgo de caries y hacer
que su desarrollo se produzca a edades mas
tempranas.?"*

Se han identificado unos 52 genotipos diferentes
en nifos pero las madres trasmiten cerca de 16 de
ellos. Se observa una tendencia hacia la estabilidad
de los genotipos transmitidos por las madres, en
parte, porque la colonizacion del genotipo materno
pueda interferir con la colonizacion de otros
genotipos. Se ha observado que los nifos albergan
de uno a cinco genotipos diferentes de 5. mutans
en diferentes edades. La diversidad genotipica de
S.mutansen cuatro sitios de muestreo (saliva, dorso
de la lengua, mucosa alveolar y biopelicula dental)
de nifos parece ser homogénea, sin embargo, la
biopelicula dental es un lugar muy importante dado
el gran numero de genotipos de S.mutans y las
cepas aisladas. Se ha demostrado un alto grado de
homologia entre cepas de S. mutans recuperadas
de miembros de la misma familia indicando tanto la
transmision vertical y horizontal y una persistente
colonizacion de S. mutans adquiridos previamente
hasta la adultez temprana.?**

La colonizacion inicial por S, mutans fue
investigada en un estudio prospectivo de 46 nifos
estadounidenses desde el nacimiento a 5 afnos
de la edad cuyas madres portaban altos niveles
de S. mutans. De aquel estudio, la ventana de
infectividad fue definida como el periodo a partir
de 19 a 31 meses de edad, cuando el riesgo de
adquisicion de S. mutans era alto.®*

Adherencia de Streptococcus mutans y
desarrollo inicial de la caries

Las cepas de S. mutans son fenotipicamente
homogéneas. Sin embargo, recientes
investigaciones han revelado un gran nivel de Ia
heterogeneidad serologica, genética y bioguimica
de S. mutans. La heterogeneidad también se
observa a nivel de enzimas producidas por las

diferentes especies de S. mutans tales como las
deshidrogenasas, glucosiltransferasas, aldolasas e
invertasas. La serotipificacion es un procedimiento
rutinario y de mucho valor para determinar otros
grupos inmunolégicos y tipos de estreptococos.”

Se ha aceptado que las glucosiltransferasas (Gtfs)
de S. mutans desempefan papeles criticos en el
desarrollo de la placa dental virulenta. Las Gtfs
se adsorben para producir glucanos in situ sobre
el esmalte, proporcionando los sitios para la
colonizacion avida por microorganismos y una
matriz insoluble para la formacion de la placa.
Las Gtfs también se adsorben a las superficies
de otros microorganismos orales convirtiéndolos
en productores de glucanos. S. mutans expresa
3 Gtfs genéticamente distintas; cada una parece
desempefiar un papel diferente pero que se
superpone en su papel en la formacion de la
placa virulenta. GtfC se adsorbe dentro de Ia
pelicula mientras que la GtfB se liga avidamente
a las bacterias promoviendo una apretada fusion
celular incrementando la cohesién de la placa.
La GtfD forma un polisacarido soluble, facilmente
metabolizable y sirve de iniciador de la GtfB. El
comportamiento de Gtfs solubles no refleja lo
observado con enzimas adsorbidas en la superficie.
Ademas, la estructura de la matriz de polisacarido
cambia con el tiempo a consecuencia de la accion
de mutanasas y dextranasas dentro de la placa.
Las Gtfs en diferentes lugares ofrecen blancos
quimioterapéuticos para prevenir la caries dental.
Sin embargo, los agentes que inhiben las Gtfs en
solucion, con frecuencia tienen efecto reducido
0 ninguno sobre las enzimas adsorbidas. Se han
identificado otros productos bacterianos solubles
usando técnicas inmunologicas, entre otros,
fructosiltransferasa, Glucosiltranferasa (Gtf) y acido
lipoteicoico en la pelicula formada in vitro e in vivo
a partir de saliva entera. Se ha observado que las
enzimas cuando se insolubilizan permanecen muy
activas en una amplia gama de valores de pH. Esta
claro que la presencia de Gtf activa dentro de la
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pelicula dental facilita la formacion de glucanos in
situ, proporcionando asi, distintos sitios de union
para los microorganismos orales.®

Coagregacion

Streptococcus mutans tiene la capacidad de
adherirse a superficies, establecer uniones
con otros estreptococos y con bacterias de
otras especies. Muchas cepas de S. mutans se
aglutinan (adherencia homologa) por la adicion de
dextranos de alto peso molecular. También se ha
reportado que ciertas cepas de S. mutans forman
agregados con Nocardia, Neisseria al igual que
con Candida albicans (adherencia heterologa).
Estos procesos son complejos e implican una
variedad de componentes bacterianos y de
factores externos como la dieta especialmente el
consumo de sacarosa que puede influir también en
la proporcion de las distintas especies bacterianas
que constituyen la pelicula, la cual es fermentada
por S. mutans y C. albicans, produciendo un
entorno acidogénico favorable para ambos.?"*

Pruebas diagnosticas para el aislamiento,
conteo y tipificacion de Streptococcus
mutans

Existen diversos métodos vy técnicas para el
estudio vy la identificacion de patdégenos asociados
con caries y enfermedad periodontal los cuales
incluyen: desde microscopia, cultivos, inmunologia,
hasta los mas modernos como son las técnicas
moleculares.

Microscopia directa

Puede proporcionar datos Utiles como Ia
morfologia tradicional que nos permite clasificarlos
como estreptococos Gram positivos. Por otro
lado, la microscopia electrénica permite estudiar
la estructura, distribucion y cambios comparativos
de los microrganismos en la placa. La desventaja
de la microscopia es que sélo es posible establecer
morfotipos y no géneros ni especies bacterianas.

Inmunoensayos

Entre las ventajas de los inmunoensayos para
la deteccion de 5. mutans estan su sensibilidad,
sencillez y rapidez, sin embargo, como desventajas
deestos procedimientos setiene que la especificidad
puede dificultarse si hay reactivos que se cruzan
con especies no incluidas en la bateria (Phadebact
Streptococcus) o con bacterias no cultivables.

Pruebas con Técnicas Moleculares

Con elnombre de Diagnaéstico Molecular se engloba
una serie de técnicas basadas en el analisis del DNA
0 acido desoxirribonucleico. Gracias a la ingenieria
genética, dicho analisis puede tener dos objetivos:
la deteccion de microorganismos de forma rapida
y eficaz, asi como el estudio de variaciones en los
geneshumanos que pueden condicionarlaaparicion
de enfermedades. Estas técnicas moleculares
sirven para estudios epidemiologicos, a nivel
general para determinacion algunas enterotoxinas,
identificacion de genes de resistencia, identificacion
de especies dificiles de cultivar o no cultivables,
clonacion de secuencias de genes, entre otros.

Los primeros estudios a nivel molecular partieron
del conocimiento de 18 cepas estreptocdcicas
cariogénicas identificadas como  miembros
de Streptococcus mutans las cuales fueron
comparadas por medio de pruebas bioguimicas,
deshidrogenasas, la composicion de las bases del
DNA vy las homologias de la secuencia del DNA.
Se encontraron ligeras diferencias bioquimicas
(tales como la fermentacion de carbohidratos) que
se correlacionaron con grandes diferencias en la
composicion del DNA vy la secuencia heterolégica
que existe entre estas cepas. De ahi que todas
las cepas pudieron asignarse a uno de los cuatro
grupos con base en las diferencias bioguimicas
y genéticas. Mas aun, estos cuatro grupos se
correlacionaron con los cuatro grupos seroldgicos
descritos en estudios previos.”

Hace algunos anos los métodos microbiologicos
y bioguimicos disponibles no permitian la rapida
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deteccion e identificacion de Streptococcus
mutans y sobrinus. La técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) para detectar su
presencia en saliva es una de las alternativas para
su identificacion rapida y segura. Inicialmente se
realizd un recuento de estreptococos del grupo
mutans en saliva por meétodo microbiologico
y luego la diferenciacion de especies por la
técnica de PCR. Los resultados mostraron que la
sensibilidad de la técnica de PCR fue superior a
la del método microbiologico. Ademas, el analisis
de la especificidad de la amplificacién, evaluada
por restriccion enzimatica, confirmé la presencia
de estas bacterias. Con base en determinadas
secuencias se han desarrollado ensayos de PCR
que pueden diferenciar los estreptococos del grupo
mutans de otros estreptococos pertenecientes al
grupo viridans.”#%3933

Las mayores limitaciones de los métodos de cultivo
incluyen la deteccion de Streptococcus mutans en
las muestras clinicas, una morfologia inconsistente
dependiendo del medio de cultivo usado, su alto
costo y la dedicacion que requiere. Mas aun, el
cultivo requiere de muestras viables haciendo
que su aplicacion en estudios epidemiolégicos y
de desemperio en investigacion sea impractica.
Se han desarrollado algunos iniciadores (primers)
y sondas (probes) de DNA ya que los metodos
de cultivo convencionales pueden limitar los
estudios de poblacion y su interaccion con otras
bacterias en la cavidad oral. Muchos de ellos se
enfocaron en los genes especificos asociados
con la virulencia de Streptococcus mutans, tales
como glucosiltranferasas, fructosiltransferasas,
dextranasa y proteina fijadora de glucanos B,
el sistema de fosfotransferasa de la sacarosa
dependiente del fosfoenolpiruvato y el antigeno
proteinico. De igual forma se disefiaron otros
primers para amplificar regiones especificas de

regiones de los genes del rRNA 16S del S. mutans.
Se ha encontrado que muchos primers para PCR
funcionan bien para cultivos puros de Streptococcus
mutans. Sin embargo, hay poca informacion de
si las regiones blanco para PCR pueden estar,
también, presentes en otras especies bacterianas
encontradas en el mismo habitat de S. muianso de
si estos primers se pueden encontrar en muestras
clinicas mezcladas. Claro que algunos de esto sitios
genéticos podrian no ser Unicos para S. mutans.*

Varios de estos métodos son sistemas de deteccion
bacteriana basados en PCR, muchos de los cuales
son analisis cualitativos y, en consecuencia, no
adecuados para la evaluacion apropiada de la
susceptibilidad a la caries o de la actividad cariosa.
Elanalisis cuantitativo es esencial para el monitoreo
delndmero de células y/o de la relacion de bacterias
cariogénicas en muestras orales tales como la
placa dental y la saliva. Mas aun, el monitoreo del
numero de bacterias cariogénicas en biopeliculas
orales se requiere desde la perspectiva de la
investigacion de la biopelicula. Con la prueba de
PCR en tiempo real se han desarrollado sistemas
para la deteccion de copias de DNA lo que ha
permitido la rapida deteccién y absoluta vy relativa
cuantificacion de bacterias cariogénicas humanas
incluyendo S. mutans 'y S. sobrinus de muestras
orales.*

Conclusiones

El  conocimiento acerca del microrganismo
cariogénico mas importante relacionado con
la caries dental ha venido en aumento, lo cual
amplia nuestro entendimiento acerca de las vastas
correlaciones que se dan desde su implantacion
en los tejidos orales como en la progresion de la
enfermedad y de la amplia gama de interacciones
con todos los demas factores.
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Aunque mucho se ha avanzado, es necesario
continuar con el estudio de Streptococcus mutans
para descubrir los secretos que nos permitan
desarrollar metodologias adecuadas para su
control en etapas tempranas y poder restablecer el
equilibrio perdido que genera la caries dental.

Las técnicas de biologia molecular han sido de

del Streptococcus mutans. Uno de los objetivos
a mediano plazo es poder desarrollar técnicas
que faciliten su uso en la practica clinica, para la
deteccion temprana de la caries a bajo costo y con
alta especificidad, de manera que se genere un
beneficio inmediato para usuarios particulares o para
desarrollar programas de promocion y prevencion.

gran ayuda en la identificacion y caracterizacion
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