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Resmen
Objetivo: El propósito de este estudio ue determinar la presencia de genes de virulencia 
en cepas de Streptococcus mutans (S. mutans) aisladas desde saliva de individuos de 
dierentes edades y asociarlas con el índice COP y ceod segn corresponda.
Material y método:  partir de un total de 120 individuos de ambos seos, se conormaron 4 
grupos de 30 personas, ue se separaron de acuerdo con los siguientes rangos etarios: 3-5, 
6-9, 12-15 y mayores de 18 años.  cada individuo se le determinó el índice COP y ceod 
segn correspondiera y se realió recuento salival de S. mutans. La detección de los genes 
de virulencia: gtfB y spaP se realió por reacción en cadena de la polimerasa convencional.
Resultados: Se estableció una asociación positiva entre el recuento bacteriano e índice 
COP y ceod. El 100 de las cepas aisladas evidenciaron la presencia del gen gtfB y 
el 63,6 presentaron el gen spaP. No hubo evidencia estadísticamente signiÀcativa que 
relacionar un alto recuento bacteriano e índice COP y ceod con la mayor presencia de 
genes que codiÀcan factores de virulencia en cepas de S. mutans.
© 2014 Sociedad de Periodoncia de Chile, Sociedad de Implantología Oral de Chile y 
Sociedad de Prótesis y Rehabilitación Oral de Chile. Publicado por Elsevier España, S.L. 
Todos los derechos reservados.

utor para correspondencia.
Correo electrónico: svasueutalca.cl S. sue Ibarra.

gtfB and spaP virlence genes in Streptococcus mutans strains and their 
relationship ith the  inde

bstract
Aim: The aim o this study was to determine the presence o gtfB and spaP virulence genes 
in Streptococcus mutans strains isolated rom saliva taen rom individuals o dierent ages.
Material and method:  total o 120 individuals o both sees were studied. They were 
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Introdcción

La caries es una enermedad oral distribuida universal-
mente y de carcter multiactorial, siendo Streptococcus 
mutans (S. mutans) el agente bacteriano ms comnmente 
aislado. Este microorganismo posee diversos mecanismos 
virulentos ue orman parte del inicio y desarrollo del pro-
ceso cariognico1.

Los actores de virulencia ayudan y protegen al S. mu-
tans de las deensas del hospedero, le permiten mantener 
su nicho ecológico en la cavidad oral y contribuyen con su 
capacidad de causar daño. Entre los principales actores de 
virulencia se encuentran: la habilidad de formar bioÀlms, la 
capacidad acidognica, acidrica, la síntesis de glucanos y 
ructanos por medio de las enimas glucosil y ructosiltrans-
erasas2-6. Streptococcus mutans, entre otras característi-
cas, puede adherirse a las proteínas salivales, a receptores 
superÀciales de otras bacterias, a la matriz extracelular y a 
receptores de las clulas epiteliales. Esta unión es mediada 
principalmente por proteínas de superÀcie y glucanos deri-
vados de sacarosa. El gen spaP codiÀca el antígeno I/II. El 
gen de esta adhesina ue clonado por Lee et al. 1998, y su 
producto P1 es un polipptido involucrado en la adheren-
cia, independiente de sacarosa7. Mutantes deÀcientes en 
spaP no se adhieren in vitro y se relacionan con un menor 
nmero de lesiones cariosas4,8.

Se han desarrollado dierentes mtodos para la detección 
de cepas cariognicas de S. mutans. lgunos de ellos esti-
man el número de unidades formadoras de colonia (UFC/mL 
de saliva y de acuerdo con l se establece el riesgo cario-
gnico9. En general, la identiÀcación de pacientes de alto 
riesgo cariogénico se lleva a cabo mediante la cuantiÀcación 
de UFC/mL de saliva de S. mutans en medios de cultivo10. La 
metodología de reacción en cadena de la polimerasa PCR 
permite la identiÀcación de cepas de S. mutans con un alto 
grado de especiÀcidad. Los genes gtfB, ftf y gbpB son los ms 
utilizados para la identiÀcación molecular de S. mutans10,11.

La patogenicidad bacteriana se undamenta en la pro-
ducción de dierentes tipos de elementos virulentos. En la 
mayoría de las especies patógenas para el ser humano, los 
genes de virulencia se agrupan en islas de patogenicidad. 
La presencia de actores de virulencia es un mecanismo re-
gulado genticamente12,13. e este modo, se podría argir 
ue cepas de S. mutans con una mayor dotación de ge-
nes que codiÀcan factores de virulencia, se asocian con una 
mayor capacidad de inducir lesiones cariosas. El propósito 

del presente estudio es determinar la presencia de genes de 
virulencia en cepas de S. mutans aisladas desde saliva 
de individuos de dierentes edades y asociarlas con el índi-
ce COP y ceod, segn corresponda.

aterial y mtodo

Individos y mestras

ueron seleccionados un total de 120 pacientes de am-
bos seos ue acudieron de orma voluntaria a las clínicas 
Odontológicas de la niversidad de Talca. Se conormaron 
4 grupos de 30 pacientes ue se separaron de acuerdo con 
los siguientes rangos etarios años: 3-5 grupo , 6-8 gru-
po , 12-14 grupo C y mayores de 18 años grupo .

Se ecluyeron los pacientes ue recibieron terapia an-
tibiótica hasta 2 meses previos a la toma de la muestra, 
auellos ue utiliaran aparatos ortodóncicos o los ue pre-
sentaran alguna patología sistmica.

Tanto el paciente como el adulto responsable en caso de 
los menores de edad ueron inormados acerca del procedi-
miento que se iba a realizar, por lo que debieron Àrmar una 
carta de consentimiento inormado, previa a la participa-
ción en la investigación.

 cada paciente se le determinó el índice COP y ceod 
según correspondiera, y se registró en una Àcha de recolec-
ción de datos. El procedimiento se realió bao los parme-
tros establecidos por la Organiación undial de la Salud14, 
es decir epuesto a una uente de iluminación adecuada y 
con las condiciones de asepsia reueridas para este tipo de 
procedimiento.

Durante la primera entrevista se indicó al paciente y/o a 
su apoderado ue 2 h previas a la toma de muestra salival, 
no debería comer, lavarse ni enuagarse los dientes.

La obtención de muestra consistió en la recolección de sa-
liva estimulada mediante la masticación de un troo de para-
Àna sólida de 0,9 g durante 2 minutos15. La saliva ue vertida 
en tubos de ensayo estriles ue ueron mantenidos a 4 C y 
trasladados al Laboratorio de Investigación icrobiológica de 
la acultad de Ciencias de la Salud de la niversidad de Talca.

Cltivo y recento de colonias

Las muestras de saliva ueron homogeneiadas utiliando un 
agitador de tubos ai i II Thermolyne, assachusetts, 

assigned to one o 4 groups, with 30 individuals in each one, according to age; 3-5, 
6-9, 12-15, and older than 18 years old. DMFT (decayed, missing, and Àlled teeth) and 
DMFT indexes were determined in each participant, depending on his/her age. S. mutans
microbial counts were perormed. The gtfB and spaP virulence genes were detected 
using conventional PCR.
Results:  positive association was ound between microbial count and T and T 
indees. ll the isolated strains demonstrated the presence o gtfB, and 63.6 o the strains 
had spaP genes. o association was ound between high bacterial counts or T and T 
indees with the presence o genes that code or virulence actors in S. mutans strains.
© 2014 Sociedad de Periodoncia de Chile, Sociedad de Implantología Oral de Chile y 
Sociedad de Prótesis y Rehabilitación Oral de Chile. Published by Elsevier España, S.L. 
ll rights reserved.
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EE. . durante 30 segundos. Se realiaron diluciones se-
riadas hasta una dilución Ànal de la muestra de 1:1.000, con 
el propósito de obtener colonias bacterianas aisladas para 
acilitar el recuento. e esta ltima dilución se tomaron 
50 L ue ueron sembrados en csped en placas de Petri 
con medio TCS.

Las placas ueron colocadas en arras de anaerobiosis 
biorieu, arcy LEtoile, rancia con un sobre consu-
midor de oígeno en bo naer biorieu y un marca-
dor de anaerobiosis naer Indicador biorieu. Poste-
riormente, ueron incubadas a 37 C durante 48 h en una 
estua Pasteur emmert, Schwabach, lemania. Luego, 
a partir de cada placa ue seleccionada una colonia ue 
ue mantenida a -20 C en un medio de guarda para su 
posterior procesamiento. Por otra parte, en cada placa se 
realió un recuento de las colonias de S. mutans cultivadas 
durante 48 h en el medio TCS. Se consideraron para el 
recuento solo auellas colonias adherentes, blanco-gris-
ceas, con superÀcie rugosa, apariencia de vidrio esmeri-
lado, de consistencia dura, y ue no pudieron ser disgre-
gadas cuando se manipulaban con un asa de platino16. La 
cantidad total de colonias para S. mutans presentes en 
la placa de Petri se obtuvo utilizando el coeÀciente de 
dilución y fueron expresadas en UFC/mL de saliva. Los re-
cuentos bacterianos ueron epresados de acuerdo con el 
nivel de riesgo cariognico considerndose un bao riesgo 
recuentos  105 UFC/mL de S. mutans; riesgo moderado, 
recuentos entre 105 a 106 UFC/mL, y alto riesgo, recuentos 
 106 UFC/mL17.

etección de los genes por reacción en cadena de 
la polimerasa convencional

Cultivos de S. mutans en 2 mL de caldo I ueron incu-
bados a 37 C en ambiente anaeróbico durante 48 h. Para 
la obtención del  genómico, se utilió el it uaPure 
enomic  isolation io-Rad, Caliornia, EE. . y se 
siguió el protocolo entregado por el abricante. Los tubos 
con el  se mantuvieron a 4 C hasta la realiación de 
la PCR.

Cada mecla de PCR consistió en un buffer Tris Cl 
10 m p 8,3, 1,5 m de gCl2, 50 m Cl, 200  de 
cada deoinucleótido Invitrogen, Caliornia, EE. ., 1  
de oligonucleótido y 0,2 U/µL de Taq ADN polimerasa (Invi-
trogen. La PCR ue realiada en 30 ciclos en un termoci-
clador Engine ioRad, Caliornia, EE. ., cada ciclo 
consistió en una denaturación a 94 C durante 4 minutos, 
anillamiento de acuerdo con la temperatura óptima para 
cada oligonucleótido ue se detalla en la tabla 1, etensión 

a 72 ºC por 2 minutos y una extensión Ànal a 72 ºC durante 
5 minutos.

Los productos de la ampliÀcación por PCR fueron anali-
ados por electrooresis en gel de agarosa al 1,5, teñidos 
en bromuro de etidio 0,5 µg/mL y fotograÀados bajo luz 
ultravioleta.

nlisis estadístico

Los resultados obtenidos ueron introducidos en una base 
de datos en Ecel y ueron analiados utiliando el soft-
ware estadístico SSTT v15.0. Se realió un anlisis de Chi-
cuadrado. La signiÀcancia estadística se considero al 95% de 
conÀanza (p < 0,05).

Resltados

el total de participantes en el estudio, el 55,8 correspon-
de al gnero emenino y el 44,2 al masculino.

 partir de 120 muestras de saliva estimulada se obtuvo 
crecimiento bacteriano para 118 de ellas. os muestras no 
presentaron desarrollo bacteriano y correspondieron al gru-
po  mayores de 18 años.

En la tabla 2 se observan las medias para cada grupo 
en relación con el recuento de UFC/mL de S. mutans en 
saliva e índice ceod y COPD. La media del las UFC/mL de 
S. mutans del grupo A presenta una diferencia signiÀcativa 
p  0,05 con la media de los otros grupos, siendo el 
recuento en este grupo menor.

El Log UFC/mL de S. mutans presenta una tendencia posi-
tiva con respecto al índice ceod y COP tanto en el anlisis 
general de los datos (Àg. 1A) como para cada grupo etario 
(Àg. 1B).

De acuerdo con el valor de las UFC/mL de S. mutans se 
establece un riesgo microbiológico para cada sueto. El ma-
yor porcentae de la población estudiada presenta un riesgo 
considerado alto  106 UFC/mL de S. mutans en saliva, lo 
ue coincide con el anlisis realiado por grupo tabla 3.

El nivel de riesgo de caries segn índice ceod y COP por 
grupo etario se presenta en la tabla 4. El 50 de los suetos 
de cada grupo presenta un riesgo de caries alto.

En la Àgura 2A y 2B se observan los productos de PCR para 
los genes de virulencia gtfB y spaP, respectivamente. Los 
tamaños esperados para cada producto de PCR ueron de 
750 pb para gtfB y 192 pb para spaP. En todos los casos en 
que se obtuvo ampliÀcación se encontró que estas fueron 
especíÀcas, mostrando solo una banda del tamaño esperado 
en cada caso.

abla  Secuencia de oligonucleótidos usados en el estudio

Oligoncleótidos  de anillamiento Reerencia

gtfB  5-CTCCTTTCTCTT-3
51 C 28

gtfB R 5-CTTCCCTTTCTC-3
spaP  5-TTTCCTCCCC-3

50,6 C 7spaP R 5-TCTCCCTCCCTTCCTC-3
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Se determinó ue el 100 de las cepas de S. mutans ais-
ladas presentaban nicamente el gen de virulencia gtfB.
El gen spaP ue evidenciado en el 63,6 de los individuos 
de los distintos grupos etarios. En su distribución por grupo 
etario, alrededor del 80 de las cepas presenta el gen, a 
ecepción del grupo  en el ue solo un 20 de las cepas lo 
presenta p  0,05.

Con respecto a la mayor presencia de genes que codiÀ-
can actores de virulencia y el riesgo microbiológico de los 
sujetos, no existe asociación estadísticamente signiÀcativa 
entre los dierentes grupos etarios, al igual ue con el ries-
go de caries.

iscsión

La caries dental es una de las patologías orales ms comu-
nes. Presenta una alta incidencia y es la patología bucoden-
taria de mayor prevalencia en Chile18-20.

Respecto del índice ceod y COP, los datos del presen-
te estudio revelan ue el 86,7 de la población estudiada 
muestra eperiencia de caries con una media en el valor del 
índice de 4,8. Este ltimo valor no concuerda con los datos 
entregados por otros autores como rbina et al. 1997 
ue señalan en su investigación un índice de 10,0521. En lo ue 
sí eiste coincidencia con otros autores es en el alto porcen-
tae de la población ue presenta caries22.

Se observó ue en los distintos grupos etarios estudia-
dos a medida que se incrementan las UFC/mL de S. mutans 
aumenta el valor del índice ceod y COP. La ecepción es 
el grupo C, que si bien muestra una media de UFC/mL de 
saliva mayor ue los otros grupos, presenta una media del 
índice ceod y COP menor ue el resto. Lo anterior se po-
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abla 2 UFC/mL de S. mutans en saliva e índice ceod 
y COP epresados en medias estadísticas para cada 
grupo

rpo Rango edad
Cm ceodCOP
(media) (media)

 3-5 años 1,14E06 4,8
 6-8 años 3,12E06 5,1
C 12-14 años 2,53E06 3,9
 ayores de 18 2,36E06 6,1

abla  ivel de riesgo microbiológico segn los dierentes grupos etarios estudiados

Riesgo rpo  rpo  rpo C rpo  otal
 ()  ()  ()  ()  ()

ao 3 10,0 0 0,0 2 6,7 2 7,0 7 5,8
oderado 14 46,7 9 30,0 7 23,3 12 43,0 42 35,8
lto 13 43,3 21 70,0 21 70,0 14 50,0 69 58,3
otal 30 100 30 100 30 100 28 100 118 100

o hubo crecimiento bacteriano en 2 pacientes del grupo .

igra  (A) Tendencia de la relación entre Log UFC/mL de 
S. mutans e índice ceod y COP.  Tendencia de la rela-
ción entre Log UFC/mL de S. mutans e índice ceod y COP 
segn grupo etario.
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dría deber a ue los suetos de 12-14 años se encuentran 
en una ase de dentición mita, en la ue probablemente 
pieas dentarias temporales aectadas por caries han sido 
reemplaadas por pieas sanas, lo ue implica subestimar 
el índice. Por otro lado, las pieas permanentes, al ser ma-

yor en nmero y tamaño ue las temporales ue las an-
teceden, representan una mayor superÀcie que servirá de 
hbitat para el establecimiento del S. mutans. La magnitud 
de la coloniación aumenta a medida ue se incrementa el 
nmero de pieas dentarias en boca, lo ue se eplica por 

igra 2  Productos de PCR para gen gtfB de S. mutans: carril 1 marcador de peso molecular 1b  ladder, Invitro-
gen; carril 17 control negativo; carriles del 2 al 16 bandas de  correspondientes al gen gtf para cepas de S. mutans
de los dierentes grupos etarios analiados.  Productos de PCR para gen spaP de S. mutans: carril 1 marcador de peso 
molecular 1b  ladder, Invitrogen; carril 17 control negativo; carriles 5, 9, 12 y 14 bandas de  correspondientes al 
gen spaP para cepas de S. mutans de los dierentes grupos etarios analiados.

abla  ivel de riesgo de caries segn índice ceod y COP por grupo etario

Riesgo rpo  rpo  rpo C rpo  otal
 ()  ()  ()  ()  ()

ao 10 33,3 11 36,7 10 33,3 6 20,0 37 30,8
oderado 5 16,7 4 13,3 4 13,3 9 30,0 22 18,3
lto 15 50,0 15 50,0 16 53,3 15 50,0 61 50,8
otal 30 100 30 100 30 100 30 100 120 100
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el hecho de ue S. mutans requiere de superÀcies no desca-
mativas para coloniar23.

Es importante destacar ue, de igual orma, en los re-
sultados de la presente investigación hay coincidencia con 
otros estudios21 ue sugieren la eistencia de una asociación 
positiva entre caries y los niveles cuantitativos de S. mu-
tans. Sin embargo, algunos investigadores han cuestionado 
ue los niveles de S. mutans puedan ser usados para cate-
goriar el riesgo de caries22.

De acuerdo con el valor de las UFC/mL de S. mutans
se establece un nivel de riesgo microbiológico. El mayor 
porcentae de la población estudiada presenta un riesgo 
considerado alto, lo ue coincide con el riesgo de caries 
en relación con el índice ceod y COP. Sin embargo, el 
porcentae de pacientes con un bao riesgo microbiológico 
(5,8%) diÀere considerablemente en relación con el gru-
po de bao riesgo de caries segn el índice ceod y COP 
30,8. e estos datos se podría inerir ue el riesgo es-
tablecido por el índice ceod y COP subestima el riesgo 
de caries de un individuo considerando ue se basa en la 
historia o eperiencia pasada de caries. Probablemente, un 
paciente de 20 años tenga una mayor eperiencia de caries 
ue un peueño de 3 años. En este conteto, uis resul-
te ms recomendable utiliar el riesgo microbiológico ue 
cuantiÀca las UFC/mL de S. mutans en saliva en el momen-
to de eecutar la toma de muestra, es decir en el minuto 
en ue se est evaluando al paciente y no considerando lo 
sucedido con anterioridad, ue podría no condecirse con lo ue 
se observa clínicamente.

Para lograr establecer un indicador de riesgo potencial 
para el desarrollo de la caries dental, es necesario dilucidar 
entre otras cosas el rol ue uega el microambiente de la 
cavidad oral, las estrategias del S. mutans para coloniar 
superÀcies y evadir las barreras de defensa del huésped y 
las relaciones ue se establecen entre los dierentes mi-
croorganismos que conforman el bioÀlm dental.

Con respecto a los genes de virulencia estudiados, se evi-
denció ue el gen gtfB se encontraba presente en todas las 
cepas aisladas3,24.

En la distribución del gen spaP, para cada grupo estu-
diado, alrededor del 80 de las cepas presentaba este gen 
a ecepción del grupo  ue mostró una relación inversa, 
es decir solo un 20 de las cepas tenía el gen. Lo anterior 
genera una interesante interrogante respecto de cómo se 
lleva a cabo la adhesión bacteriana en este grupo etario, 
pudindose argir probablemente ue la adhesión est ma-
yormente asociada a la síntesis de glucanos y ructanos a 
partir de dietas ricas en sacarosa. Es conocido ue los com-
ponentes salivales uegan un rol importante en la adheren-
cia bacteriana y tambin en la capacidad de los patógenos 
orales de formar bioÀlms. Por lo tanto, también se podría 
pensar ue el gen spaP uega un rol importante pero secun-
dario al gen gtfB, y ue adems el primero podría tener una 
regulación gnica propia de una proteína inducible. e la 
misma orma, es importante destacar ue la epresión o 
actividad biológica de P1 (Ag I/II) puede estar inÁuenciada 
por otros mltiples productos genticos25,26.

Son necesarias estrategias eectivas para prevenir y tra-
tar las enfermedades orales donde intervienen bioÀlms27. 
Para lograr lo anterior, hay ue considerar la participación 
de los mltiples actores involucrados en el inicio y evolu-

ción de la caries, para, de esa orma, desarrollar alternati-
vas para su prevención y control.
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