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ResumEn
Introducción: La diversidad y estabilidad genotípica de S. mutans están relacionadas al proceso carioso. El propósito del presente estudio fue identificar y genotipificar las cepas de S. mutans de escolares de la zona oriente del D.F., y evaluar la diversidad, estabilidad de los genotipos y su asociación con caries. Materiales y Métodos: Estudio longitudinal en 25 niños de 7-8 años de edad (56% masculinos). Se obtuvo biopelícula de fisuras oclusales de primeros molares permanentes. Se calcularon UFC/ml. Los aislados de S. mutans fueron confirmados por PCR del gen dexA. Se aplicó PCR-RFLP del gen 16S rRNA para analizar la diversidad genotípica. Se obtuvieron índices cpos y CPOS. Se calcularon medidas de tendencia central y dispersión, aplicando ANOVA. Resultados: Al inicio, se identificaron cinco genotipos de S. mutans (A-E). Dos fueron mas frecuentes (A y B). Los genotipos C,D y E presentes en un solo individuo, cada uno. Al final, se encontró uno (A) de los 5 genotipos iniciales y un genotipo nuevo (F) en dos niños. Los niños con genotipo A al inicio tuvieron 7.3×105±2.0×106UFC/ml; con genotipo B: 4.1×104±6.5×104UFC/ml (P=0.0063). Al final, los niños con genotipo A presentaron 5.1×104±1.0×105UFC/ml; con genotipo F 1.4×104 ± 1.9×104,sin diferencias. Los niños con genotipo A al inicio presentaron cpos=5.0±5.9 y CPOS=0.5±1.4; con genotipo B presentaron cpos=3.4±4.9 y CPOS=0.2±0.7; con genotipo C,D y E cpos y CPOS=0. Al final, el cpos en los niños con genotipo A fue 3.2±4.9 y CPOS=0.6±1.5; con genotipo F cpos=4.0 y 0, respectivamente, y CPOS=0 sin diferencias entre genotipos. Conclusiones: La diversidad de genotipos fue mayor al inicio. El genotipo A fue el predominante y más cariogénico. No se observó estabilidad genotípica. La técnica PCR-RFLP es un método alternativo para identificar y genotipificar S. mutans y puede utilizarse para comparar genotipos entre poblaciones.
1. Introducción
La caries es una enfermedad multifactorial asociada al grupo de streptococcus mutans (SM). Este grupo esta formado por siete especies: Streptococcus mutans (S. mutans), Streptococcus sobrinus, Streptococcus rattus, Streptococcus ferus, Streptococcus macacae, Streptococcus cricetus y Streptococcus downeii, de las cuales S. mutans es la especie primaria asociada al proceso carioso en humanos. S. mutans puede ser aislado con mayor frecuencia de la biopelícula dental y tiene la capacidad de producir grandes cantidades de ácido y polisacáridos extracelulares, los cuales son considerados como factores de virulencia involucrados con el desarrollo del proceso carioso.1,2 Con el fin de entender la naturaleza infecciosa de la caries, en relación a la transmisión de S. mutans, se ha reportado que la diversidad y estabilidad de genotipos de esta especie están asociadas a esta enfermedad.3 La aplicación de técnicas de biología molecular y análisis genético, tales como el análisis PCR-RFLP del gen 16S rRNA, han sido aplicadas exitosamente para la identificación y genotipificación de cepas de S. mutans y han tenido un impacto importante en el estudio de la transmisión y patogenicidad microbiana de la caries.4 El propósito del presente estudio fue identificar y genotipificar las cepas de S. mutans de niños, así como evaluar la variabilidad de los genotipos y su asociación con el proceso carioso.

2. MATERIAL Y MÉTODOS
Sujetos. La Comisión de Investigación de la Universidad Autónoma Metropolitana Xochimilco en la Ciudad de México aprobó el estudio. Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de los padres de todos los niños. Se seleccionaron 38 niños de 7-8 años de edad, asistentes a una escuela primaria de la Ciudad de México. Se excluyeron aquellos que se encontraban bajo tratamiento antibiótico o que usaban aparatos ortodónticos (n=2). Las exploraciones bucales fueron realizadas por dos examinadores calibrados utilizando espejos dentales, sondas periodontales y luz natural, de acuerdo a los criterios de la OMS.5 La prevalencia de caries de los niños se obtuvo de la suma de las superficies temporales cariadas perdidas y obturadas (cpos) y la suma de superficies permanentes cariadas, perdidas y obturadas (CPOS).

Diseño del estudio. Se evaluó la diversidad genotípica de cepas de S. mutans que se obtuvieron de biopelícula de las fisuras oclusales de los primeros molares permanentes. La estimación de la diversidad genotípica de S. mutans se realizó utilizando la técnica PCR-RFLP del gen 16S rRNA. La variabilidad de los genotipos fue evaluada comparando los encontrados en la línea basal del estudio y después de un año. 

Muestreo

Se obtuvieron muestras de biopelícula de las fisuras oclusales de los primeros molares permanentes de cada niño, raspando en sentido disto-mesial con una aguja dental estéril calibre 0.30 x 25mm (Terumo Co. Japón) (Loesche). Las muestras fueron trasferidas a 2 ml de caldo de soya tripticaseína (Difco/Becton Dickison, Sparks, MD, USA) como medio de transporte, se almacenaron en hielo y fueron transportadas al laboratorio de Microbiología y Biología Molecular de la Universidad Autónoma Metropolitana Xochimilco para su procesamiento dentro de las primeras 2 horas.

Aislamiento e identificación de S. mutans 

Se inoculó el medio de cultivo Agar Mitis Salivarius (Difco/Becton Dickison, Sparks, MD, USA) suplementado con 20% de sacarosa y 200 unidades de bacitracina (MSB).6 Se incubó anaeróbicamente en jarras con candela a 37ºC por 72 horas. Los asilados de S. mutans fueron identificados por la morfología de las colonias y cuantificados en el agar MSB a través del cálculo del número de unidades formadoras de colonias por ml (UFC/ml). Se inoculó con una colonia típica de S. mutans (apariencia rugosa, fuertemente adheridas al agar) de cada muestra del medio de caldo de soya tripticaseína suplementado con 20% de sacarosa y 200 unidades de bacitracina e incubadas anaeróbicamente por 48 horas.

Extracción de DNA para la tipificación de S. mutans
Las células obtenidas de los aislados en caldo de soya tripticaseína fueron procesadas para extraer el DNA genómico utilizando el Kit Wizard Genomics (Promega Corporation), siguiendo las indicaciones del fabricante. Todos los posibles aislados de S. mutans se confirmaron por la amplificación del gen de la dextranasa (dexA) por PCR. El gen dexA fue amplificado utilizando los primers específicos para S. mutans, SD1 y SD2. Las secuencias de los primers fueron SD1, 5´-TAT GCT GCT ATT GGA GGT TC-3´; y SD2, 5´-AAG GTT GAG CAA TTG AAT CG-3´.7 La mezcla de reacción para la PCR (15 µl) fue: agua destilada estéril, buffer 1X, ASB 60 ng/µl, MgCl2 1.5 mM, dNTPs 200 µM de cada nucleótido, 0.5 µM de cada primer, 2.5 U de Taq polimerasa, <1.0 µg de ADN.  Las condiciones de ciclo fueron: desnaturalización inicial a 95º C por 5 min seguida por 35 ciclos de 94º C por 1 min, alineamiento 60º C por 1 min, y extensión 72º C por 1 min. La reacción de amplificación fue realizada en un termociclador My Cycle (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA). Los productos de PCR resultantes fueron sometidos a electroforesis en geles de agarosa al 1.5% con buffer TBE (Tris-borato EDTA) teñidos con bromuro de etídio, visualizados con luz ultravioleta y documentados con el sistema Gel-Doc System (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA). El amplicón de dexA fue de 1272 pb.
Genotipificación

Se amplificaron los genes 16S rRNA por PCR utilizando los primers universales 8F y 1492R. Las secuencias de los primers fueron 8F, 5´-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3´; y 1492R, 5´-TAC GGG TAC CTT GTT ACG ACT T-3´.4 La mezcla de racción para la PCR (20 µl) fue: agua destilada estéril, buffer 1X, MgCl2 3.0 mM, dNTPs 200 µM de cada nucleótido, 1.0 µM de cada primer, 2.5 U de Taq polimerasa, <1.0 µg de ADN. Las condiciones de ciclo para PCR fueron: desnaturalización inicial a 94º C por 10 minutos, seguida por 40 ciclos de 94º C por 30 seg, alineamiento 52º C por 40 seg, y extensión 72º C por 40 seg. Los amplicones del gen 16S rRNA fueron digeridos con la endonucleasa de restricción HaeIII (Promega Corporation). La mezcla de reacción para la restricción enzimática (20 µl) fue: agua destilada estéril, buffer C 1X, ASB 10 µg/µl, Hae III 10 U/µl, producto de PCR 1 µg. Se incubó a 37º C durante 90 minutos. Los productos de digestión fueron separados por electroforesis en geles de agarosa al 3% con buffer TBE (Tris-borato EDTA) teñidos con bromuro de etídio y visualizados bajo luz ultravioleta. Se utilizó el marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Promega Corporation). Se obtuvieron los porcentajes de similitud del grupo a partir del métoido de “cluster” UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) en base a los coeficientes de Dice. La tolerencia de posición de las bandas fue de 1.0%. Se consideró un coeficiente de similitud >95% para definir los genotipos. Los productos de digestión del gen 16S rRNA fueron analizados utilizando los programas Gene-Tools y Gene-Directory versión 3.03.03 de SYNGENE (Cambridge, UK).

Análisis estadístico

Cada genotipo encontrado fue analizado en relación a los índices de caries de los niños. El análisis estadístico se llevó a cabo utilizando el programa JMP 8.0. Se aplicó análisis de varianza (ANOVA) para evaluar las diferencias en los índices de caries y las cuentas bacterianas entre genotipos. Se consideró como significativo un valor de P<0.05.

3. RESULTADOS
Sujetos estudiados y examen oral

De los 36 niños seleccionados, se tuvo una pérdida de 11 niños (44%) durante el seguimiento, por lo cual sólo se presentan los datos de 25 niños que finalizaron el estudio y cuyas cepas fueron confirmadas por amplificación del gen dexA por PCR. La pérdida de unidades de muestreo se debió a la deserción escolar y en dos casos a la imposibilidad de establecer el grupo bacteriano. Los datos de estos individuos fueron excluidos del análisis estadístico.

Los datos que se presentan corresponden a 14 niños (56%) y 11 niñas (44%), los cuales no presentaron diferencias significativas por sexo en los índices de caries o en los genotipos al inicio y al final del estudio (P>0.05). En la línea basal el cpos fue de 3.8 ± 5.23 con un rango de 0 a 18 superficies afectadas por caries y una mediana de 1 y un CPOS de 0.3 ± 1.1 en un rango de 0 a 5 superficies afectadas y una mediana de 0. 

Después de un año de seguimiento los promedios del cpos y CPOS fueron 3.1 ± 4.8 con una mediana de 1, 0.6 ± 1.5 con una mediana de 0, respectivamente. Cuando se compararon los índices basales con los finales, no se encontraron diferencias significativas (P= 0.62).

Niveles de S. mutans en biopelícula

Se determinó en número de Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/ml) de S. mutans en biopelícula. En la línea basal, ocho niños (32%) presentaron valores de S. mutans menores de 104 UFC/ml, once (44%) con valores entre 104 y 105 UFC/ml, tres (12%) con valores entre 105 y 106 UFC/ml y tres (12%) tuvieron valores mayores de 106 UFC/ml. Al final del estudio (un año después), diecisiete niños (68%) presentaron valores de S. mutans menores de 104 UFC/ml, 4 (16%) con valores entre 104 y 105 UFC/ml y 4 (16%) con valores entre 105 y 106 UFC/ml.

El promedio de los valores de S. mutans en la línea basal fue 7.0 × 105 ± 2.0 × 105 UFC/ml y al final del estudio fue 4.8 × 104 ± 1.0 × 104 UFC/ml. No se encontraron diferencias estadísticamente significativas (P= 0.12). Data no shown.

Genotipificación

En la línea basal, se identificaron cinco genotipos de S. mutans (A-E) entre los 25 aislados, dos de los cuales fueron los más frecuentes entre los niños (A y B). Estos genotipos representaron el 52 y 36%, respectivamente. Los genotipos C, D y E se identificaron en un solo individuo cada uno. Figura 1.

Después de un año de seguimiento, se encontró solo uno de los 5 genotipos originales (A) y un genotipo nuevo (F) presente en dos niños. Doce (48%) de los 25 niños conservaron el genotipo predominante (A) durante el año de seguimiento, todos los niños que inicialmente tuvieron genotipo B, D ó E, presentaron genotipo A al final del estudio. El único niño con genotipo C al inicio, fue uno de los dos niños que presentó genotipo F al final. El otro niño con genotipo F al final del estudio era genotipo A en la línea basal. Figura 2.

El análisis estadístico (ANOVA) reveló diferencias estadísticamente significativas en las UFC/ml de S. mutans entre los cinco genotipos identificados al inicio del estudio (P = 0.0063). No se encontraron diferencias significativas en el número de UFC/ml entre los genotipos A y F al final del estudio (P = 0.6331). Tabla 1. De igual forma no se encontraron diferencias significativas en las cuentas de S. mutans entre los niños con genotipo A en la línea basal y los niños con genotipo A al final del estudio (P = 0.1169).
No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en el cpos y CPOS entre los genotipos, ni en la línea basal vs segundo muestreo (P>0.05).

Tabla 1. Indices cpos, CPOS y UFC/ml de S. mutans por genotipo.

	Variable
	Genotipo
	Valor

	
	A
	B
	C
	D
	E
	F
	P

	Línea Basal
	n=13
	n=9
	n=1
	n=1
	n=1
	
	

	Índices de Caries
	
	
	
	
	
	
	

	cpos 
	5.0 ± 5.9
	3.4 ± 4.9
	0
	0
	0
	-
	0.7227

	CPOS 
	0.5 ± 1.4
	0.2 ± 0.7
	0
	0
	0
	-
	0.9729

	Niveles de S. mutans
	
	
	
	
	
	
	

	UFC/ml
	7.3 × 105 ± 2.0 × 105
	4.1 × 104 ± 6.5 × 104
	7.4 × 106
	<104
	1.2 × 105
	-
	0.0063

	Segundo muestreo*
	n=23
	
	
	
	
	n=2
	

	Índices de Caries
	
	
	
	
	
	
	

	cpos 
	3.2 ± 4.9
	-
	-
	-
	-
	2.0 ± 2.8
	0.7404

	CPOS 
	0.6 ± 1.5
	-
	-
	-
	-
	0
	0.5863

	Niveles de S. mutans
	
	
	
	
	
	
	

	UFC/ml final
	5.1 × 104 ± 1.0 × 104
	-
	-
	-
	-
	1.4 × 104 ± 1.9 × 104
	0.6331


Los datos expresan promedios ± desviaciones estándar; cpos = promedio de superficies cariadas, perdidas y obturadas en dentición temporal; CPOS = promedio de superficies cariadas, perdidas y obturadas en dentición permanente; UFC/ml= unidades formadoras de colonias por mililitro de biopelícula; *un año posterior al primer muestreo.

Figura 1. Dendrograma realizado a partir de los patrones del RFLP del gen 16S rRNA con la endonucleasa HaeIII de las cepas aisladas en la línea basal.
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Figura 2. Dendrograma realizado a partir de los patrones del RFLP del gen 16S rRNA con la endonucleasa HaeIII de las cepas aisladas en la línea basal.
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4. CONCLUSIONES
Estos hallazgos sugieren que la diversidad de genotipos de S. mutans dentro de un grupo de individuos no parece ser estable después de convivir durante un periodo aproximado de un año. Además, los resultados de este estudio muestran el predominio de genotipos específicos de S. mutans asociados al proceso carioso en este grupo de niños. Esta investigación también sugiere que la técnica PCR-RFLP del gen 16S rRNA es un método alternativo para la genotipificación de S. mutans y puede ser utilizado en la comparación de la variabilidad genotípica entre distintas poblaciones de individuos a lo largo del tiempo. Es importante resaltar que la identificación, cuantificación y caracterización genotípica de las cepas de S. mutans de la cavidad bucal son procedimientos relevantes en el diagnóstico, plan de tratamiento e implementación de medidas preventivas contra la caries.

Hasta ahora son pocas las investigaciones enfocadas en las características de virulencia de los diferentes genotipos de S. mutans. Por ello, sugerimos la realización de estudios prospectivos en grupos de estudio más grandes y con un número mayor de aislados de S. mutans, que estén enfocados a la exploración de la frecuencia de transmisión y capacidad cariogénica de los distintos genotipos identificados en individuos con altos y bajos niveles de caries, tomando en cuenta otros factores de virulencia bacterianos tales como la capacidad de formación de biopelícula y la velocidad de acidificación salival, así como su interacción con factores relativos al hospedero como el flujo salival, dieta e higiene oral.
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