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RESUMEN

La manifestacién de la caries dental estd mediada por
mecanismos complejos que son iniciados por factores
genéticos, conductuales, ambientales y microbianos. En
el caso de los factores microbianos, la presencia de bac-
terias es fundamental para el inicio y progresién de las
lesiones de caries. Al determinar la presencia de ciertas
especies bacterianas en cada etapa de avance de la le-
sién, se ha evidenciado que algunas especies bacterianas
predominan soélo en las etapas iniciales, y otras exclusi-
vamente en las etapas avanzadas de la lesion. Cada le-
sién de caries representa un ecosistema Unico, donde las
especies microbianas presentes conforman una biopeli-
cula (“biofilm”), y en el que ocurren interrelaciones de
sinergismo y antagonismo que determinan la presencia
y el crecimiento de microorganismos oportunistas mas
virulentos y la inhibicion de microorganismos residentes
poco virulentos.

Con respecto a los microorganismos de cavidad oral con
caries dental, se ha establecido la importancia principal
de Streptococcus mutans y microorganismos relacionados
(S. sobrinus, S. cricetus, S. rattus, S. downiiy S. macacae).

ABSTRACT

The manifestation of dental caries is mediated by complex
mechanisms that are initiated by genetic, behavioral,
environmental and microbial factors. In the case of
microbial factors, the presence of bacteria is essential
for the onset and progression of caries lesions. When
determining the presence of certain bacterial species at
each stage of the lesion, it has been shown that some
bacterial species predominate only in the initial stages,
and others exclusively in the advanced stages of the lesion.
Each caries lesion represents a unique ecosystem, where
the microbial species present make up a “biofilm”, and in
which interrelations of synergism and antagonism occur
that determine the presence and growth of more virulent
opportunistic microorganisms and the inhibition of resident
microorganisms less virulent.

Regarding the oral cavity microorganisms with dental
caries, the main importance of Streptococcus mutans and
related microorganisms has been established (S. sobrinus,
S. cricetus, S. rattus, S. downii and S. macacae). However,
species of the genus Streptococcus may constitute more
than 50% of the oral microbiota in healthy individuals. In
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No obstante, las especies del género Streptococcus pue-
den constituir mas del 50% de la microbiota oral en los
individuos sanos. De esta manera, pueden tener efectos
positivos en la salud humana, y algunos de ellos, perte-
necientes al grupo Mitis, han comenzado a ser utilizados
como probidticos en los trastornos del sistema digestivo.
La biopelicula dental consiste en una mezcla compleja de
microorganismos que se presentan principalmente como
microcolonias. La microbiota oral residente tiene una ca-
pacidad intrinseca para proteger al hospedador contra
microbios invasores y para contribuir al desarrollo de los
mecanismos de defensa del hospedador, pero también,
ésta puede atraer cocos grampositivos como S. mutans
y S. sanguinis que representan los organismos pioneros
en el desarrollo de caries. Recientemente, Streptococcus
dentisani, ha sido aislada de superficies dentales huma-
nas libres de caries. Esta novedosa bacteria podria estar
implicada en la modulaciéon y prevencion de caries den-
tal, inhibiendo a S. mutans, mediante la produccion de
inhibidores de naturaleza peptidica, tales como péptidos
similares a bacteriocinas, que lo convierte en un candida-
to ideal como agente probiético ante la caries dental. Sin
embargo, es escasa la bibliografia disponible sobre los
mecanismos de interaccion de esta bacteria con el hospe-
dador, y la proteccion de este frente a diversos patégenos
de la cavidad oral. Por lo que este trabajo tiene como
objetivo fue estudiar las propiedades antibacterianas de
esta novedosa bacteria, especificamente sobre S.mutans.

Palabras clave: Streptococcus dentisani, Streptococcus
mutans, probidtico, caries dental.

this way, they can have positive effects on human health,
and some of them, belonging to the Mitis group, have
begun to be used as probiotics in digestive system disorders.
The dental biofilm consists of a complex mixture of
microorganisms that occur primarily as microcolonies. The
resident oral microbiota has an intrinsic ability to protect
the host against invading microbes and to contribute to
the development of host defense mechanisms, but also,
it can attract gram-positive cocci such as S. mutans and
S. sanquinis that represent the pioneer organisms in caries
development. Recently, Streptococcus dentisani, has been
isolated from caries-free human dental surfaces. This
novel bacterium could be involved in the modulation and
prevention of dental caries, inhibiting S. mutans, through
the production of inhibitors of a peptide nature, such as
peptides similar to bacteriocins, which makes it an ideal
candidate as a probiotic agent against caries dental.
However, the available literature on the mechanisms
of interaction of this bacterium with the host is scarce,
and its protection against various pathogens of the oral
cavity. Therefore, this work aims to study the antibacterial
properties of this novel bacteria, specifically on S.mutans.

Key words: Streptococcus dentisani, Streptococcus mutans,
probiotic, dental caries.

INTRODUCCION

Las enfermedades bucodentales son las
enfermedades no transmisibles mas co-
munes, y afectan a las personas durante
toda su vida, causando dolor, molestias,
desfiguracion e incluso la muerte. Segun
estimaciones publicadas en el estudio so-
bre la carga mundial de morbilidad 2016,
las enfermedades bucodentales afectan a
la mitad de la poblacion mundial (3580
millones de personas), y la caries dental
en dientes permanentes es el trastorno
més prevalente (https:/Awww.who.int/es/
news-room/fact-sheets/detail/oral-heal-
th). Estas enfermedades bucodentales,

ademas de consecuencias fisicas, tienen
implicancias econémicas y psicosociales, e
involucran microorganismos que asientan
en comunidades de especies mixtas. En la
actualidad se considera que su etiologia
es claramente multifactorial y ecolégica-
mente determinada (1,2) y los microor-
ganismos implicados forman parte de la
microbiota normal en individuos clinica-
mente sanos (3). Con respecto a los mi-
croorganismos de cavidad oral con caries,
se ha establecido la importancia principal
de Streptococcus mutans y microorganis-
mos relacionados (S. sobrinus, S. cricetus,
S. rattus, S. downii y S. macacae) (4), asi

como lactobacilos acidogénicos y acido-
tolerantes que, al igual que el S. mutans,
convierten los carbohidratos fermentables
en &cido lactico, generando asi la desmi-
neralizacion de los dientes (5). Entre los
factores de patogenicidad de S. mutans,
se destacan principalmente dos aspectos:
el poder acidégeno-aciddfilo-acidurico (6-
8), y la produccion de bacteriocinas con
actividad sobre otros microorganismos (9).
Los estreptococos orales humanos son
“comensales” que a menudo habitan los
tractos gastrointestinal y genitourinario, asf
como la mucosa oral y las superficies de los
dientes. En los individuos sanos, los estrep-
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tococos pueden constituir mas del 50% de
la microbiota oral (10) representando un
potencial patogénico bajo. Sin embargo,
los estreptococos orales pueden pasar al
torrente sanguineo y tienen el potencial de
causar endocarditis infecciosa o sepsis pos-
t-antineopldsica en pacientes neutropéni-
cos con enfermedad hematoldgica. Se ha
demostrado que las bacterias de este gru-
po estan implicadas en la exacerbacion de
la infeccién por influenza (11,12). Durante
la identificacién de bacterias en bocas li-
bres de caries dentales, se encontré que S.
mitis fue la especie predominante (13-15).
Interesantemente, las especies del género
Streptococcus también tienen efectos po-
sitivos en la salud humana, y algunos de
los pertenecientes al grupo Mitis, han co-
menzado a ser utilizados como probidticos
en los trastornos del sistema digestivo (16).
Recientemente, una novedosa bacteria se
aislo de superficies dentales humanas libres
de caries. Se trata de S. dentisani, un coco
no esporulado, no motil, Gram-positivo y
catalasa-negativo, que crece en cadenas
cortas, formando colonias de aproximada-
mente 1,5 mm de didmetro, anaerobio fa-
cultativo y a-hemolitico en placas de agar
de sangre (17). La filogenética de S. denti-
sani se estudid en profundidad mediante la
reconstruccion de los arboles sobre la base
de dos marcadores moleculares relevantes:
el gen de la enzima superdxido dismutasa
y el gen ARNr 16S. Los resultados globales
indican que S. dentisani representa una es-
pecie novedosa del género Streptococcus
muy estrechamente relacionada con S.
oralis y perteneciente al grupo Mitis. Este
microorganismo podria estar implicado
en la modulacion y prevencion de caries
dental inhibiendo a S. mutans, mediante
la produccién de inhibidores de naturaleza
peptidica, tales como péptidos similares a
bacteriocinas (18). Sin embargo, es escasa
la bibliografia disponible sobre los meca-
nismos de interaccion de esta bacteria con
el hospedador, y la proteccion de este fren-
te a diversos patégenos de la cavidad oral.
En base a los antecedentes mencionados

Figura 1 A

Figura 1B

Figura 1: Inhibicion de S. mutans por la presencia de S. dentisani. /dentificacion
de la inhibicion de crecimiento de S. mutans por presencia de halo inhibicion de crecimiento.
En Agar ICC se cocultiva S. mutans y S. dentisani, este ultimo en ausencia (circulo amarillo) o
presencia (ovalo amarillo) de Ampicilina. (A) Halo de inhibicion de crecimiento de S. mutans en
presencia de S. dentisani. (B) Cuantificacion del didmetro de los halos de inhibicién. ** p < 0,05.
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Figura2 A

Figura 2 B

Figura 2: Inhibicion de S. mutans por la presencia del exoproducto de S. denti-
sani. /dentificacion de la Inhibicién de crecimiento de S. mutans por presencia de halo inhibi-
cién de crecimiento. En Agar ICC se cultiva S. mutans y se lo enfrenta a distintas diluciones del
exoproducto de S. dentisani. (A) Halo de inhibicién de crecimiento de S. mutans. A: sobrenadan-
te completo, B: dilucion del sobrenadante 1:2, C: dilucién del sobrenadante 1:4, D: dilucion del
sobrenadante 1:8. (B) Cuantificacion del diametro de los halos de inhibicion. * p < 0,05.

que muestran a Streptococcus dentisani
como una especie novedosa del géne-
ro Streptococcus perteneciente al grupo
Mitis, y que podria estar implicado en la
modulacién y prevencion de caries den-
tal, Sasso y col. han demostrado que la
presencia de S. dentisani en un cultivo de
células epiteliales promueve la produccion
de interleuquinas inflamatorias. Los resul-
tados obtenidos demuestran que la pro-
duccién de IL-1b de las células en cultivo
en presencia de S. dentisani, aumenta en
funcion de la carga bacteriana, sin alterar
el perfil de expresion de IL-10 (19). Esta
modulacién ayudaria a comprender la
funcion protectora de Streptococcus den-
tisani dentro de la boca sana, frente a la
presencia de patégenos como S. mutans.
Ademas, estos resultados ayudarian a cla-
sificar a S. dentisani, como agente probio-
tico. Por lo que este trabajo tiene como
objetivo estudiar las propiedades antibac-
terianas de esta novedosa bacteria, espe-
cificamente sobre S. mutans.

MATERIALES Y METODOS

S. dentisani 7746 y S. mutans ATCC
25175, se inocularon en 50 ml de caldo de
infusion cerebro-corazén (ICC Britania) y se
incubaron aerébicamente a 37°C sin agitar
durante toda la noche. Después del creci-
miento, se observé la DO para establecer
la fase del cultivo bacteriano. El crecimien-
to éptimo para las cepas de S. dentisani y
S. mutans para ensayos de inhibicién en
placa, se logrd a partir de cultivos “over-
night” en agar infusiéon cerebro corazén
(Agar ICC Britania) a 37°C en aerobiosis.
Para la obtencion de sobrenadantes de S.
dentisani, luego de 18 horas después de
la inoculacion, se realizaron lecturas de
densidad oOptica seriadas para identificar el
momento en que las cepas llegaban a fase
estacionaria en cada medio de cultivo. Al
alcanzar la fase estacionaria, se detuvo la
incubacién y se centrifugaron los tubos a
2.500 rpm a 4°C. El sobrenadante obteni-
do se filtré por membranas de 0,2 pym (Pall
Life Sciences®) y luego se realizaron las di-
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luciones con ICC correspondientes.

Se utilizd el método Kirby-Bauer modifica-
do para los ensayos de difusion en agar.
Este consistié en elaborar placas de Agar
ICC con el mismo volumen de agar a las
cuales se les generd el correspondiente
“pocillo” con un sacabocado de un ta-
mano especifico y uniforme, replicado en
todos los ensayos subsiguientes.

El didmetro de los halos de inhibiciéon de
crecimiento se obtuvo dibujando un circulo
imaginario contorno al borde del halo, y se
tomaron tres medidas diferentes para dis-
minuir el error de medida.

Los analisis estadisticos se realizaron en el
programa GraphPad Prism 5.1. Los datos
se analizaron mediante ANOVA en combi-
nacion con la prueba de Tuckey.

RESULTADOS

Como se puede observar en la Figura 1A,
el ensayo de difusién en agar muestra que
el cocultivo de S. dentisani produjo un
marcado efecto inhibitorio sobre el creci-
miento de las cepas de S. mutans ATCC
25175 (Circulo amarillo, borde superior).
En contrapartida, cuando S. dentisani se
incuba en conjunto con ampicilina, esta es
incapaz de inhibir el crecimiento de S. mu-
tans (Ovalo amarillo, borde inferior). La di-
ferencia significativa del didametro del halo
inhibitorio se cuantifica en la Figura 1B.

En la Figura 2A se puede observar como
el sobrenadante del cultivo de S. dentisa-
ni, que contiene los exoproductos de la
bacteria, produce una inhibicién sobre S.
mutans (A), incluso hasta una dilucion de
ocho veces (B). Los halos de inhibiciéon en-
contrados, son cuantificados en la Figura
2B.

En el ensayo de difusion en agar de la
Figura 3A, se puede observar como en
comparacion con el sobrenadante del cul-
tivo de S. dentisani sin tratar (A), tras el
tratamiento con tripsina, el sobrenadante
pierde la actividad inhibitoria (B). Esta dife-
rencia de actividad inhibitoria es cuantifi-
cada en la Figura 3B.

Tras evaluar los datos en conjunto, se con-

Figura 3 A A

Figura 3 B

Figura 3: Inhibicion de S. mutans por la presencia del exoproducto de S. denti-
sani. /dentificacion de la Inhibicién de crecimiento de S. mutans por presencia de halo inhibicion
de crecimiento. En Agar ICC se cultiva S. mutans y se lo enfrenta al exoproducto de S. dentisani
en ausencia o presencia de Tripsina. (A) Halo de inhibicion de crecimiento de S. mutans. A: au-
sencia de tripsina, B: presencia de tripsina, C: control. (B) Cuantificacion del diametro de los halos
de inhibicion. ** p < 0,05.
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cluye que en presencia de S. dentisani, la
inhibicion del crecimiento de S. mutans se
debe a la liberacién de productos hacia el
medio circundante (los que difunden en el
agar), y respalda la idea de que S. denti-
sani inhibe el crecimiento de otros estrep-
tococos orales mediante la produccién de
inhibidores de naturaleza peptidica.

DISCUSION

Este estudio demuestra la capacidad de
Streptococcus dentisani de inhibir el cre-
cimiento de otro estreptococo tanto por
su presencia como por medio de aquellos
productos que libera al medio exterior.
Sasso y col. ya habian demostrado que S.
dentisani en un cultivo de células epitelia-
les promueve la produccién de interleu-

quinas inflamatorias lo cual generaria un
ambiente inmune dispuesto a mantener
el equilibrio de la flora microbiologica oral.
Esta modulacion ayudaria a comprender la
funcion protectora de Streptococcus den-
tisani dentro de la boca sana, frente a la
presencia de patdbgenos como S. mutans.
Estos resultados aqui mostrados ayudarian
a clasificar a S. dentisani, como agente pro-
bidtico. Los resultados obtenidos también
nos permitieron sugerir que las moléculas
inhibidoras producidas por S. dentisani son
de naturaleza peptidica, ya que el efecto
inhibidor se redujo significativamente me-
diante el tratamiento con tripsina. Por ello,
el trabajo futuro debe ir encaminado a ca-
racterizar la composicién del exoproducto
peptidico que S. dentisani libera al exte-
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