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RESUMEN 

INTRODUCCIÓN: Streptococcus mutans (S. mutans) es una especie de bacterias cocáceas Gram 

positivo, presente en más del 90% de los seres humanos como miembro de la microbiota comensal de la 

cavidad bucal, que ha sido reportada como factor etiológico de  caries dental.   

El potencial cariogénico de S. mutans está relacionado, entre otros, con su habilidad de producir y tolerar 

ambientes ácidos, formar biopelículas y adherirse tanto a la película dental adquirida (PDA), como a otros 

microorganismos. La expresión diferencial de estos factores de virulencia, en el complejo ambiente 

polimicrobiano del biofilm dental, es esencial para competir, colonizar y sobrevivir en el ecosistema oral.  

Mayor diversidad de cepas de S. mutans en la cavidad bucal ha sido asociada a una mayor prevalencia 

de caries, su permanencia se ha asociado con la habilidad de colonizar y resistir el stress ambiental, pero 

aún no existe consenso respecto de la relación entre la patogenicidad de las cepas aisladas de la 

cavidad oral de los preescolares chilenos y su experiencia de caries.   

 Los estudios en salud bucal han determinado que uno de cada dos preescolares chilenos ha padecido 

caries y que el nivel socioeconómico bajo concentra la mayor carga de enfermedad. Entender la 

distribución y comportamiento de distintas cepas de S. mutans y su capacidad de expresar 

diferencialmente sus factores de virulencia, resulta útil para  establecer grupos de riesgo portadores de 

cepas más virulentas e implementar  medidas específicas de promoción, prevención y control de la caries 

dental. 

OBJETIVO: Demostrar la presencia de diferentes fenotipos de S. mutans en un grupo de preescolares 

chilenos, con y sin historia de caries, mediante una batería de pruebas microbiológicas convencionales. 

METODOLOGÍA: Mediante un examen clínico, y la aplicación de criterios de inclusión y de exclusión, se 

seleccionó un grupo de 12 párvulos que presentaban o no lesiones de caries. Se tomaron muestras 

microbiológicas mediante hisopado de superficies dentarias y mucosa oral, y a partir de ellas se aislaron 

colonias de S. mutans, identificadas mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Se analizó la 

capacidad de formar biofilms, sobrevivencia al stress ácido y resistencia ante agentes antimicrobianos de 

los aislados obtenidos de niños con o sin historia de caries, y se comparó la presencia de estos factores 

de virulencia entre los distintos aislados y la cepa de referencia de S. mutans,  ATCC 38668. 

RESULTADOS: Aislados de S. mutans obtenidos de lesiones de caries, presentaron una mayor 

tolerancia al stress ácido, capacidad de formar biopelículas y de adherencia “in vitro”, que aislados 

obtenidos de niños sin lesiones de caries. 

CONCLUSIONES: Preescolares chilenos podrían ser portadores de cepas de S. mutans de alta 

virulencia, lo que amerita la profundización en el estudio de los factores etiológicos de la caries dental en 

la población infantil nacional. 
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INTRODUCCIÓN  

 La caries dental es un proceso infeccioso crónico multifactorial, relacionado con la 

acumulación de biofilm sobre la superficie dentaria, factores del hospedero, estilos 

de vida y consumo frecuente de carbohidratos fermentables.   

A través de la fermentación de los carbohidratos de la dieta, ciertas bacterias en el 

biofilm dental producen ácidos que disminuyen el pH del medio e incrementan el 

potencial de promover la desmineralización del tejido dentario. Además, el 

ambiente ácido generado por las mismas, permite la selección de bacterias con 

una mayor capacidad de adaptarse a estas condiciones del medio.   

Entre las bacterias que residen normalmente en la cavidad oral, la especie 

Streptococcus mutans (S. mutans), cocácea Gram positivo, es reconocida como 

una de las más importantes involucradas en la etiología de la caries y que ha 

cobrado mayor relevancia debido a que, además de ser acidogénico y acidúrico, 

esto es,  puede generar ácidos orgánicos y tolera vivir en su presencia, utiliza la 

sacarosa para producir glucanos insolubles en la matriz del biofilm, los que juegan 

un rol fundamental en la adherencia microbiana y el desarrollo de  la enfermedad.   

Estas propiedades trabajan en conjunto para modificar las características físico-

químicas del biofilm, resultando en cambios ecológicos que favorecen el 

crecimiento de S. mutans y otras bacterias involucradas en el desarrollo de la 

caries dental.   

Actualmente se sabe que un cambio en la composición del biofilm es un paso 

fundamental en la progresión de las infecciones orales, sin embargo existen pocos 

estudios que demuestren que este proceso tenga relación con el riesgo de 

presentar la enfermedad.  
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S. mutans está ampliamente distribuido no sólo en poblaciones con alta o 

moderada prevalencia de caries, sino que también, en poblaciones con baja o sin 

experiencia de caries. Se ha postulado como una posible explicación 

microbiológica a dicho hecho, el que la expresión de distintos factores de virulencia 

por parte de diversas cepas de S. mutans puede diferir entre poblaciones 

resultando en diferente prevalencia de caries.  

 Un mayor recuento de S. mutans en saliva, se ha asociado con un valor superior 

de piezas dentarias afectadas por lesiones de caries, extraídas y obturadas en 

dentición temporal (ceo-d). Sin embargo, a nivel mundial, continúa sin establecerse 

la asociación entre la diversidad genética de S. mutans y la presencia de caries en 

niños.   

 La evidencia disponible actualmente, respecto de la relevancia de la presencia de 

distintas cepas de S. mutans en el proceso de caries, es reducida y contradictoria.  

En la población chilena, la evidencia respecto a la diferencia en la severidad e 

incidencia de la enfermedad y sus factores relacionados es limitada y no existe 

evidencia en relación a la diversidad en la expresión de factores de virulencia de S. 

mutans en niños chilenos.   

 En conjunto, los antecedentes presentados otorgan a S. mutans una gran 

relevancia, lo que sustenta el interés de conocer en Chile cómo se distribuye la 

diversidad fenotípica en la población infantil y su asociación con la caries dental en 

los niños, para luego enfocar los esfuerzos hacia la prevención y el control de su 

proliferación antes que se produzcan lesiones de caries, identificando las cepas 

más virulentas.   

Con este conocimiento, los pacientes infectados con el/los clones más virulentos, o 

con una mayor diversidad de genotipos, probablemente podrían recibir 

intervenciones preventivas y educativas más tempranas y oportunas, además de 

una atención más adecuada en cuanto a las decisiones a tomar durante el 

tratamiento odontológico.  
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MARCO TEÓRICO  

1. Microbiota Bucal. 

 En el ser humano existe una diversa microbiota, formando parte del organismo, 

con la que estamos en constante interacción. Actualmente se acuña el término 

microbioma para describir al conjunto de genomas que constituyen las 

comunidades microbianas asociadas al hospedero humano. Se ha calculado que la 

proporción de células humanas a células microbianas, es de uno a diez en el 

organismo humano.  

Uno de los ecosistemas del cuerpo es la cavidad bucal, un ecosistema abierto 

constituido por una variedad de microambientes, cada uno de los cuales alberga 

una compleja comunidad microbiana1,33,40.   

Recientes avances en la tecnología de secuenciación del ADN, tales como la 

pirosecuenciación, han revelado una diversidad inesperadamente alta del 

microbioma bucal humano; se observó que un pool de placa dental de 98 adultos 

sanos comprendía alrededor de 10.000 especies microbianas diferentes13. Lo que 

corresponde a un orden de magnitud mayor a los 700 filotipos microbianos bucales 

previamente reportados, identificados por cultivo o clonación y secuenciación 

tradicional1,12,13,22. Sin embargo, más del 50% de estas especies no son cultivables 

y, por lo tanto, no se han caracterizado, por lo que sólo se detectan usando 

técnicas moleculares.    

Estudios han revelado que diferentes sitios en la cavidad bucal tales como 

superficies dentales duras, mucosas o surcos gingivales, albergan comunidades 

microbianas únicas. Cuya composición es influenciada por las fluctuaciones físicas 

y químicas derivadas tanto del consumo de alimentos y bebidas azucaradas, como 

del resultado de las medidas de higiene bucal.  
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A pesar de ello, estudios realizados hasta el momento, revelan que la comunidad 

microbiana bucal es relativamente estable ya que muestra pocas diferencias entre 

individuos, en comparación con los microbiomas de la piel o del tracto 

gastrointestinal13,14.    

La composición cuantitativa y cualitativa de la microbiota bucal está íntimamente 

relacionada con la mantención de un equilibrio compatible con salud bucal y, 

generalmente, se acepta que un cambio en la composición de la comunidad 

microbiana es un paso importante en la progresión de las patologías bucales, pero 

existe poca evidencia que haya demostrado realmente que este cambio ecológico 

esté asociado a un cambio en la condición de salud14,40.   

La diversidad de hábitats del ecosistema bucal ofrece variadas condiciones 

medioambientales, permitiendo su colonización por especies muy diversas, las que 

interactúan entre sí, forman comunidades y modifican el medio. La saliva por su 

parte, posee múltiples elementos que intervienen en el procesamiento de las 

muestras, lo que hace que el estudio de la microbiología bucal sea complejo32,33.   
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1.1 Adquisición de la Microbiota Bucal Normal. 

La cavidad bucal es estéril al momento de nacer, excepto quizás por unos pocos 

microorganismos que son adquiridos durante el paso por el canal de parto. Unas 

horas más tarde, microorganismos de la boca de la madre, o del personal de 

maternidad, o posiblemente algunos del medio ambiente, pueden comenzar a 

colonizar y  establecerse en la cavidad bucal del niño. Se ha reportado que estas 

especies bacterianas pioneras son generalmente del género Streptococcus y que 

tendrían la capacidad de unirse al epitelio de la mucosa como se une 

Streptococcus salivarius.  

Posterior a la adhesión y colonización, la actividad metabólica de la comunidad 

pionera modifica el medio local, facilitando la colonización por otras especies 

bacterianas 6,11,14,33,36.   

Un cambio importante en el ecosistema bucal del lactante, se produce durante y 

después de la erupción de las piezas dentarias, puesto que se agregan dos nuevos 

hábitats a la cavidad bucal susceptibles a la colonización; la superficie del esmalte 

dental y el surco gingival. Las especies bacterianas que prefieren la colonización 

de los tejidos duros son Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis y 

Actinomyces spp. Ellas colonizan de forma selectiva la superficie del esmalte 

recubierta por la película dental adquirida (PDA) 11,37,38.   

Por otra parte, especies que prefieren un ambiente anaeróbico y que requieren 

ligandos y condiciones microambientales provistas por los colonizadores 

tempranos son Prevotella spp, Porphyromonas spp. y algunas espiroquetas, las 

cuales colonizan la zona del surco gingival32.   
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A partir del primer año de vida, la microbiota bucal consiste mayoritariamente de 

especies de Streptococcus, Staphylococcus, Neisseriae y Lactobacillus,  junto con 

algunas especies anaeróbicas de los géneros Veillonella y Fusobacterium. Menos 

frecuentes son las especies de Actinomyces y de Prevotella36. Se ha reportado que 

especies anaerobias no aparecen en un número importante sino hasta la 

adolescencia21,33. 
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1.2 Formación del Biofilm de Placa Dental 

El biofilm o biopelícula de placa dental, es una comunidad microbiana estructurada, 

organizada y compleja, formada por uno o varios tipos de microcolonias rodeadas 

de un glicocalix compuesto fundamentalmente por exopolisacáridos producidos por 

las bacterias residentes, las que ocupan un lugar y una función determinada dentro 

de él. Se desarrolla sobre superficies duras y tejidos blandos de la cavidad bucal. 

En su constitución están presentes bacterias vivas y muertas, además de 

productos metabólicos bacterianos y componentes derivados del hospedero21,33,38.  

La matriz orgánica que rodea a los microorganismos de la placa dental, representa 

entre 75% a 80% del volumen total del biofilm. Esta matriz actúa como una reserva 

de nutrientes, como adherente entre microorganismos y las distintas superficies y 

además mantiene la integridad estructural del biofilm. Las especies bacterianas se 

organizan en microcolonias intercaladas por canales que transportan nutrientes, 

metabolitos y productos de desecho. El biofilm proporciona protección a la 

comunidad bacteriana frente a cambios en el medio ambiente, defensas del 

hospedero y sustancias tóxicas externas como la presencia de antibióticos10,21,38.   

La formación del biofilm de placa dental es un proceso complejo, que comprende 

varias etapas, desde la formación de la PDA, adhesión bacteriana a las proteínas 

de la PDA, coagregación bacteriana, formación de microcolonias intercaladas y 

finalmente la estructuración de la biopelícula.   

El grupo de microorganismos pioneros que coloniza selectivamente la película 

dental adquirida, está constituido por especies de cocáceas y bacilos Gram-

positivo. Estas son sucedidas en el tiempo y de acuerdo a la presión selectiva de 

determinantes ecológicos por especies de cocáceas, bacilos, cocobacilos y 

fusobacterias Gram-negativo. Finalmente se pueden agregar especies 

filamentosas, espirilos y espiroquetas3,21,32,33 (Fig. 1).    
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Figura 1. Esquema de la constitución del biofilm de placa dental, indicando colonizadores tempranos y tardíos. 

Tomado de Kolenbrander et al. (2002) 
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Los productos metabólicos de los colonizadores tempranos alteran radicalmente el 

medio ambiente, creando un potencial redox más bajo y permitiendo la 

incorporación de colonizadores anaeróbicos. Así aumenta gradualmente la 

complejidad microbiana, biomasa y grosor del biofilm.  Cuando la biomasa del 

biofilm alcanza un tamaño crítico, se logra un equilibrio entre los depósitos y 

pérdida de placa, estableciéndose una comunidad clímax33.   

Las bacterias que están en la superficie del biofilm y forman parte de una 

comunidad clímax pueden desprenderse y entrar en una fase planctónica, es decir, 

quedar suspendidos en saliva o en fluido crevicular gingival y así ser transportados 

a nuevos sitios para comenzar otro ciclo de colonización y diseminación32.  

La estructura compleja del biofilm se mantiene a través de un sistema de 

comunicación bacteria-bacteria, llamado Quorum Sensing.  Este es un sistema de 

comunicación, mediante moléculas, relacionado con la regulación del crecimiento, 

la activación de genes involucrados en la producción de polisacáridos 

extracelulares, la reducción del metabolismo y la producción de factores de 

virulencia, incluyendo la expresión de genes resistentes a antibióticos (Fig. 2)27,35.  
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Figura 2. La matriz extracelular del biofilm dental generado en presencia de sacarosa (rojo) proporciona 

diferentes microambientes para la constitución de una compleja red de comunicaciones que permiten que una 

diversa microbiota bacteriana (verde) conviva en la superficie del diente. Tomado de Lemos et al(2013)35. 
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2. Caries Dental 

  

 Se ha definido a la caries dental como la destrucción localizada de los tejidos duros 

dentales susceptibles provocada por los productos ácidos de la fermentación 

bacteriana de los azúcares de la dieta. Los signos de la desmineralización producida 

por el proceso de caries se pueden observar en los tejidos duros como una lesión de 

caries. Los cambios iniciales que se producen en el esmalte dentario son difíciles de 

detectar a través de los métodos diagnósticos clínicos y radiográficos disponibles en 

la actualidad20,25,56.  

La caries dental representa un proceso multifactorial que se inicia con cambios 

microbiológicos que se llevan a cabo en el biofilm dental, está en directa relación con 

el flujo y la composición de la saliva, la disponibilidad de flúor, una dieta rica en 

azúcares refinados y  pobres hábitos de higiene bucal56,59.   

La enfermedad en una etapa inicial es reversible y puede ser detenida en cualquiera 

de sus etapas, incluso si existe la destrucción del esmalte o la dentina, cavitación, 

modificando los factores que inciden en su desarrollo55,56. Este proceso es 

considerado una enfermedad crónica, con una progresión lenta en el tiempo en la 

mayor parte de los individuos y  que puede afectar tanto la corona como la raíz de 

las piezas dentales temporales y permanentes en todas sus superficies. La caries en 

las piezas temporales de preescolares se ha denominado como caries temprana de 

la infancia31.   

El término caries o caries dental es usado comúnmente para referirse a dos 

conceptos distintos; el proceso de desmineralización de las superficies dentarias y 

las lesiones producidas por este proceso.  

Las lesiones de caries son la secuela del proceso patológico de la caries dental, el 

cual es caracterizado por los cambios a nivel molecular de la estructura mineral de 

los tejidos dentarios, independiente de la presencia o no de cavitación. 
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La determinación de la actividad de caries en una superficie dentaria depende en 

gran medida del criterio y las herramientas diagnósticas que se utilicen para su 

detección55.  
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2.1 Patogénesis  

 La caries dental se produce por un desbalance en el equilibrio fisiológico entre la 

superficie mineral del diente y el biofilm, estructura que actúa como protector frente a 

presiones y variaciones del medio, defensas del hospedero y antimicrobianos10,40.   

 Bacterias endógenas, principalmente Streptococcus spp. y Lactobacillus spp., 

producen ácidos orgánicos como producto del metabolismo de fermentación de los 

carbohidratos. Estos ácidos provocan un descenso del pH bajo el valor crítico en el 

cual el tejido dentario comienza a desmineralizarse, que se ha establecido a un pH 

de 5.5. Si no se restaura el equilibrio en el proceso de mineralización y 

desmineralización de las superficies dentarias se producirá el colapso estructural de 

los tejidos, lo que derivarán en la cavitación del diente55,56.   

 Este proceso puede ser revertido en etapas tempranas, mediante la utilización de 

fluoruros, los que actúan como catalizadores para la difusión de calcio y fosfato al 

interior de la estructura mineral del diente51,60,63,64.   

 El componente mineral del esmalte dental está constituido por cristales de 

hidroxiapatita, estructura cristalina que presenta una menor resistencia al ataque por 

ácido que la fluorapatita y que la hidroxiapatita expuesta a fluoruros. Las 

modificaciones en el equilibrio del proceso de mineralización y desmineralización 

ocurren continuamente en los diversos microambientes bucales, generándose como 

resultado la reparación, la cavitación o la mantención del status quo en el diente. La 

saliva actúa como buffer restaurando el pH del medio a valores cercanos al neutro 

(Fig. 3)25,40,56, 

Las lesiones de caries se desarrollarán en superficies donde no se restablezca el 

equilibrio, ni se favorezca la remineralización, proporcionando nichos ecológicos 

donde se seleccionarán por presión positiva las especies capaces de tolerar y 

adaptarse a las condiciones de pH y disponibilidad de nutrientes del entorno, 

además de proveer una protección mecánica a la eliminación del biofilm por las 

medidas de control del medio bucal25
. 
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.  

Figura 3. Diagrama del proceso de caries como un flujo constante de desmineralización (destrucción) y 

remineralización (reparación).Tomado de Selwitz et al. (2007)56 

  

La caries temprana de la infancia es una manifestación agresiva del desequilibrio en 

el proceso que afecta la estructura de las piezas dentales temporales en 

preescolares y lactantes, por lo general, cursa inicialmente en las superficies de las 

piezas anteriores comenzando por una lesión de mancha blanca detectable en la 

zona del margen del diente con la encía15,16.  De no ser modificados los factores 

involucrados en el proceso, la caries progresa provocando cavitaciones que acaban 

destruyendo toda la corona de la pieza en un tiempo mucho menor al que toma en la 

dentición definitiva8,15,16.  
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2.2 Factores de riesgo                                                                               

El riesgo de un individuo a presentar caries es variable en el tiempo dependiendo del 

momento de la vida  y varía su epidemiología según la población estudiada. Se han 

descrito como los principales factores de riesgo la composición y flujo salival, el 

elevado número de bacterias cariogénicas, insuficiente exposición a fluoruros, 

recesiones gingivales, componentes inmunológicos, necesidades especiales de 

tratamiento y factores genéticos19,20,62.   

La caries está fuertemente relacionada con los estilos de vida y factores 

conductuales de los individuos, incluyéndose dentro de estos factores los hábitos de 

higiene oral y la dieta, tanto en constitución como en momento de ingesta y tipo de 

carbohidratos59,60.  

Otros factores que han sido relacionados con un mayor riesgo de presentar caries 

son el nivel socioeconómico, número de años de escolaridad, acceso a atención 

dental, uso de sellantes de puntos y fisuras, presencia de aparatos ortodóncicos o 

restauraciones dentales en mal estado52,56 (Fig. 4).   

Un factor de riesgo relevante para el niño en la caries temprana de la infancia, es la 

historia de caries de su madre y sus cercanos, reflejando la importancia en la 

adquisición de microorganismos relacionados en el proceso de caries a partir de la 

familia y cómo las conductas del entorno donde se desarrolla el niño favorecen la 

aparición de lesiones26,28.   

La colonización temprana por especies bacterianas asociadas a la etiología de la 

caries temprana de la infancia debe considerarse como un factor de riesgo clave en 

el desarrollo de la enfermedad, sin embargo el rol de Streptococcus mutans (S. 

mutans) como principal factor etiológico de caries temprana de la infancia aún es 

controversial debido a la complejidad de la microbiota bucal, en la que conviven 

cientos de especies y millones de células creciendo en el biofilm dental11.  
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Resulta difícil predecir el comportamiento y desarrollo de la enfermedad atribuyendo 

su manifestación a sólo una especie bacteriana, pero se ha demostrado que el 

conocimiento acabado de los factores involucrados en el desarrollo de la 

enfermedad permite una mejor toma de decisiones clínicas por parte del odontólogo, 

además de la determinación de protocolos especiales de atención y cuidados 

especiales en grupos de riesgo52. 

 

 

Figura 4. Esquema de los factores involucrados en el desarrollo de caries dental. Tomado de Selwitz et al. 

(2007)56 
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3. Streptococcus mutans. 

Streptococcus mutans es una bacteria cocácea Gram positivo del género 

Streptococcus, siendo características su asociación en parejas, cadenas largas o 

cortas según la disponibilidad de nutrientes en el medio de cultivo. Su hospedero 

principal es el humano. Carecen de catalasa y son anaerobios facultativos, cuando 

se desarrollan en presencia de oxígeno su crecimiento se ve favorecido por una 

concentración de 5% a 10% de CO235.  

Su temperatura óptima de crecimiento es de 36±1°C. Su metabolismo es 

fermentativo, produciendo abundantes ácidos que hacen descender mucho el pH del 

medio en el que se desarrollan, lo que obliga a utilizar medios amortiguados para 

evitar su muerte, siendo común la utilización del medio especial selectivo TYCSB 

(Triptone Yeast Cysteine Sucrose Bacitracin) para su crecimiento en laboratorio35 

(Fig. 5).   

A       B 
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i

g
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5: A; Cadenas de S. mutans teñidas con tinción de Gram, B; Colonias de S. mutans crecidas en agar TYCSB. 

Fotos obtenidas en el Laboratorio de Microbiología Oral, Facultad de Odontología Universidad de Chile. 
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El crecimiento en caldo es variable, desde turbidez homogénea a granular, pasando 

por formas descritas como de cometas, a depósitos en el fondo o en las paredes. 

Desde el punto de vista estructural difieren de otras especies de Streptococcus en la 

ausencia de cápsula y polisacárido C y en los complejos fibrilares y fimbrias que, 

cuando están presentes, no son muy prominentes al microscopio electrónico35. 

La evidencia disponible atribuye a S. mutans factores de virulencia que justifican su 

asociación con el proceso de deterioro de las estructuras mineralizadas del diente, 

destacándose como los principales la síntesis de polisacáridos extracelulares 

solubles e insolubles, síntesis de polisacáridos intracelulares, capacidad de 

formación de biofilm, aciduria y acidogénesis. Actualmente el análisis de estos 

factores de virulencia ha cobrado relevancia para comprender procesos similares en 

otros patógenos humanos (Fig. 6)30,35,39. 

 

Figura 6. Áreas de la microbiología que han sido ampliamente favorecidas por estudios conducidos en la 

especie Streptococcus mutans. Tomado de Lemos et al. (2013)35 
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El sustrato más importante para estos microorganismos, como agente etiológico del 

proceso de caries es la sacarosa, de su metabolización derivan la mayor producción 

de ácidos y la síntesis de polisacáridos intra y extra celulares20,46,59. La mayor parte 

de ella es empleada como fuente energética para su desarrollo.  

Sólo una pequeña parte de la sacarosa es derivada para la formación de 

polisacáridos estructurales, dextranos, mutanos y fructanos59.   

La formación de estos productos se debe a la acción de una o varias enzimas 

denominadas glucosiltransferasas (GTFs) y fructosiltransferasas (FTFs), las que 

escinden la molécula de sacarosa y polimerizan los monosacáridos transfiriendo 

grupos glucosídicos o fructosídicos respectivamente a aceptores de glucanos o 

fructanos preexistentes30.  

Las glucosiltransferasas que determinan glucanos insolubles son de peso molecular 

elevado (GTF-I), mientras que las que lo hacen con glucanos solubles poseen un 

peso molecular bajo (GTF-S). Estas proteínas enzimáticas pueden aparecer 

localizadas en las superficies bacterianas, libres en el medio ambiente o adsorbidas 

a la película adquirida; en todos estos casos, mantienen su capacidad de sintetizar 

glucanos, lo que les permite ser el nexo de unión entre bacterias que posean 

proteínas fijadoras de glucano5,30.  

Tras la discusión frente al rol de los diferentes polisacáridos producidos por S. 

mutans, se estima que los glucanos solubles y los fructanos son fácilmente 

degradables por enzimas bacterianas, las que generan subproductos utilizables de 

bajo peso molecular, por lo que suelen desaparecer con facilidad del biofilm. Por el 

contrario, los glucanos insolubles son degradados con dificultad por las bacterias, 

poseen propiedades adherentes y forman parte importante de la matriz acelular del 

biofilm, a la que se unirán las proteínas fijadoras interviniendo en el fenómeno de 

agregación bacteriana3,30 (Fig. 7).  
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S. mutans sigue siendo sensible a una amplia gama de antimicrobianos, como 

betalactámicos, macrólidos y lincosaminas. En los últimos años se ha observado una 

lenta y progresiva pérdida de sensibilidad y se han descrito cepas con elevados 

grados deresistencia a los aminoglucósidos y tolerantes a penicilina10,34,35. 

 

Se ha descrito que S. mutans está ampliamente distribuido, no solamente en 

poblaciones con una alta o moderada prevalencia de caries, sino también en 

poblaciones con baja o nula experiencia de caries dental7,9,23,24,45.  

 

Diversas hipótesis han planteado como posible explicación, la diversidad genotípica 

de S. mutans presente en la cavidad bucal de distintas poblaciones humanas, la que 

podría determinar distintos niveles de riesgo de presentar la enfermedad asociados 

a la expresión diferencial de los factores de virulencia12, 17,49. 

 

 

Actualmente, se reconoce la heterogeneidad genética entre las distintas cepas de S. 

mutans12,34,45,46, sin embargo la relación entre dicha diversidad genética y la 

actividad e historia de caries, aún es controversial (fig. 8). Alaluusua et al. sugirieron 

que niños con caries activas y alto consumo de sacarosa eran portadores de una 

mayor cantidad de biotipos de S. mutans6, en comparación con niños libres de 

caries, y Kreulen et al. evidenciaron una correlación negativa entre la actividad de 

caries y la diversidad genotípica29.  

Estudios que han usado metodologías que permiten la fenotipificación y/o 

genotipificación sugieren que la madre es la principal fuente de infección en niños 

portadores de S. mutans11,28,36 y que la saliva es el vehículo principal para esta 

transferencia54. Sin embargo, la detección de genotipos que no son encontrados en 

las madres o en otros miembros cercanos de la familia indica que S. mutans puede 

ser adquirido horizontalmente de otras fuentes12.   
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Además, la variabilidad en la transmisión puede ser asociada a las susceptibilidades 

individuales de los niños como el número y tipo de piezas erupcionadas, la presencia 

de hipoplasias de esmalte, fluorosis, cantidad de carbohidratos disponible, 

producción de saliva, acción de factores salivales, además de las condiciones 

inmunológicas de los niños37.  

 

 

 

 

 

Figura 7. Esquema con los factores de virulencia de Streptococcus mutans involucrados en la colonización de la 

superficie dental y en la formación del biofilm. En una primera etapa en el desarrollo del biofilm, S. mutans se 

adhiere a la superficie del diente a través de enzimas de la familia de las glucosiltransferasas (GTF), elementos 

indispensables para la adhesión de S. mutans. Otro grupo de adhesinas denominadas antígeno I/II y proteínas 

de unión a glucanos (GBP´s) interactúan con proteínas de la película adquirida y del biofilm, favoreciendo la 

colonización. Tomado de Krzysciak et al(2014). 
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Se ha descrito que los niños poseen entre una a cinco cepas diferentes de S. 

mutans a distintas edades y que su distribución entre distintos sitios de la cavidad 

bucal, dorso de lengua, mucosas y biofilm dental, es homogénea26,57,58.   

Estudios en relación a la colonización inicial de S. mutans indican que es necesaria 

la presencia de superficies dentarias para el establecimiento del microorganismo12,42, 

pero métodos más sensibles basados en técnicas moleculares sugieren que el dorso 

de la lengua puede funcionar como reservorio en lactantes edéntulos para la 

posterior colonización de los tejidos dentarios58.No obstante, existe poca evidencia 

en relación a la estabilidad de los genotipos detectados al momento de la 

adquisición inicial.    

Existe evidencia que cepas de S. mutans capaces de colonizar tempranamente la 

cavidad oral pueden mantenerse de manera estable por muchos años, aunque 

algunas de estas cepas  pueden no ser detectadas en los mismos individuos en 

años posteriores41. Klein et al (2004) identificaron en un grupo de niños, un total de 

52 genotipos distintos de los cuales sólo 16 eran compartidos con la madre, sin 

embargo se observó una tendencia a la mantención de dichos genotipos a lo largo 

de la vida de los niños26.   

Una posible explicación para este fenómeno es que la interacción entre dichos 

genotipos y la respuesta del hospedero interfiera con la colonización de otros 

genotipos, menos preparados para ocupar el nicho ecológico37,46. Además, el rol de 

la madre en la infección también sugiere la transmisión de anticuerpos IgAs 

presentes en su saliva, los que permitirían la sobrevivencia selectiva de las cepas 

mejor adaptadas4,46.   

En un estudio realizado en adultos jóvenes, Redmo-Emanuelssonet al. (2003) 

encontraron un máximo de siete genotipos distintos en sujetos con historia de 

caries53. Estos resultados son consistentes con ensayos en una población de Brasil, 

de Napimoga et al. (2004), quienes obtuvieron resultados similares45.   
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Figura 8.Dendrograma que ilustra la diversidad genética de aislados de S. mutans obtenidos de preescolares 

con diferentes experiencias de caries. Tomado de Pieralisi et al. (2013) 

  

Ensayos en una población de niños brasileños entre cinco y ocho años de edad, 

demostraron que era posible encontrar entre uno a tres genotipos diferentes de S. 

mutans en dicha población, y que los genotipos encontrados en niños con lesiones 

de caries activas tenían una mejor respuesta a stress por ácido en relación a las 

cepas de los niños libres de  

caries6,17,45,53.  

La existencia de varios genotipos de S. mutans en el biofilm se podría entender 

como una consecuencia de la mayor capacidad de adaptación de dichas cepas al 

medio, pero también sería posible que la acción simultánea de diferentes cepas, con 

distinta expresión de factores de virulencia, pudiese incrementar el riesgo de 

caries4,13,34,46,49,57.  
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4. Epidemiología de la caries dental en preescolares chilenos.  

La evidencia disponible señala que las actividades preventivas y educativas son 

fundamentales para reducir los niveles de enfermedades de la cavidad bucal, pero a 

nivel de intervenciones masivas comunitarias, estas han sido poco eficaces en 

reducir de manera considerable los niveles de caries en niños menores de 6 años48.   

La caries dental presenta la más alta prevalencia entre las enfermedades infecciosas 

crónicas de los niños y es uno de los principales problemas de salud pública a nivel 

mundial.  

Como ocurre en otros grupos etarios, la mayor parte de los menores de 6 años que 

presentan la enfermedad no reciben tratamiento pese a la cobertura garantizada. Se 

ha asociado la caries dental a un mayor ausentismo escolar, y laboral por parte de 

sus cuidadores, bajo rendimiento académico y afectación del desarrollo normal del 

individuo8. Es por esto que planes de salud bucal integrales se vuelven críticos, 

sobre todo en la población más vulnerable.   

Dentro de los Objetivos Estratégicos y Metas de Salud Bucal para el periodo 2011-

2020 del MINSAL, el objetivo en salud bucal de prevenir y reducir la morbilidad bucal 

de mayor prevalencia en menores de 20 años con énfasis en los más vulnerables, 

tiene como meta aumentar en un 33% la prevalencia de ausencia de caries en niños 

de 6 años43.  

Con este propósito, es fundamental cambiar el paradigma actual en base a los 

resultados obtenidos en nuestro país y a las experiencias internacionales, que 

evidencian que la salud bucal a los 6 años de niños en situación de pobreza sólo 

mejorará comenzando por  prevenir, controlar y sanar la patología en la niñez 

temprana y haciendo partícipe de ello a toda la comunidad involucrada en el 

desarrollo del sujeto48.   
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En Chile, la información sobre la salud bucal en niños preescolares todavía es 

limitada. Un estudio del año 2003 sobre caries del biberón en niños de 2 a 4 años de 

edad, pertenecientes a jardines infantiles JUNJI de la R.M. de Santiago, evidenció 

que el 33.7% de los niños presentaban caries dental y destacó la necesidad de 

incorporar programas educativos y preventivos desde el primer año de vida de los 

niños18.  

En el año 2007, un estudio sobre la salud bucal de niños pre-escolares de 2 a 4 

años de edad de la R.M. de Santiago, conducido por el MINSAL2, mostró que el 83% 

de los niños de 2 años no presentaban historia de caries dental, mientras que a los 4 

años, el porcentaje de niños sin caries disminuía al 52%3.  

Sumado a esto, un estudio realizado en 2011 para determinar la prevalencia y 

severidad de la caries temprana de la infancia (CTI) y de algunos factores 

asociados, en niños de 2 y 4 años de edad atendidos en el Hospital de Calbuco, 

mostró que la prevalencia de CTI era de un 70% con una severidad de un 52%.   

Se encontró además, una asociación estadísticamente significativa entre CTI y 

variables tales como edad, ruralidad, estado nutricional, uso biberón nocturno e 

índice de higiene oral simplificado64.   

Posteriormente, en 2010, estudiando la prevalencia de caries dental en niños 

preescolares de 3 a 5 años de dos comunas de la RM, se reportó que el 24% de los 

niños de Maipú estaban libres de caries contrastando con el 55% en Peñalolén, 

diferencia que se asoció al uso de agua potable fluorurada en esta última, frente a la 

no disponibilidad de ella en Maipú63.  

De lo anterior se puede inferir que la población chilena presenta distintos niveles de 

riesgo, debido a los distintos factores que confluyen en el desarrollo de la caries 

dental (fig. 9). 
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Figura 9
.
Prevalencia de historia de caries según macrozona en párvulos de 4 años. Chile 2007-2010. Tomado de MINSAL 

(2010)44 

 

Actualmente los programas de salud pública bucal en niños invierten la mayor parte 

de sus recursos y tiempo, por parte de los odontólogos y el personal de apoyo, en 

labores restauradoras, lo que trae consigo grandes costos económicos y no 

necesariamente logra modificar los factores que permitirán regular y controlar el 

proceso infeccioso en el futuro, a pesar de los esfuerzos de varios actores, entre 

ellos el Estado, por cambiar este concepto44. El problema radica en que, en el 

momento en que el niño logra tener acceso garantizado a una atención 

odontológica, el daño acumulado provoca casi irremediablemente que los recursos 

sean destinados en su mayoría, a tratar tardíamente las secuelas de la patología.  

Hasta el momento, no existe evidencia a nivel nacional que caracterice 

fenotípicamente cepas de S. mutans provenientes de preescolares y, a nivel 

mundial, la evidencia respecto de la relación entre diversidad de cepas presentes en 

la cavidad bucal y la expresión diferencial de factores de virulencia es acotada.   
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Entender cómo se comportan y se distribuyen distintas cepas de S. mutans y su 

capacidad para expresar diferencialmente sus factores de virulencia resulta útil para  

establecer grupos de riesgo portadores de cepas más virulentas, en los que sean 

necesarias medidas específicas de promoción, prevención, control y tratamiento de 

la caries dental. Hoy en día, uno de cada dos preescolares chilenos ha padecido 

caries, con el daño económico, de desarrollo biológico, cognitivo y emocional que 

esto conlleva.  

Contribuir a sentar bases para la mejor comprensión del proceso patológico y del rol 

que juegan diferentes fenotipos de S. mutans en la etiopatogenia y epidemiología de 

la caries es de interés de acuerdo a la literatura analizada, por lo que en esta unidad 

de investigación se propone evaluar la correlación que puede existir entre la 

expresión diferencial de factores de virulencia asociados a caries de distintas cepas 

de la especie bacteriana S.mutans aisladas de la cavidad bucal de niños chilenos 

con distinta historia de caries.   
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Hipótesis: 

En base a los antecedentes presentados, en este estudio se propone trabajar bajo 

la siguiente hipótesis:  

 “Aislados de Streptococcus mutans obtenidos de párvulos con experiencia de 

caries, poseen mayor resistencia al stress ácido, capacidad de adherencia y 

resistencia a antimicrobianos, que aislados de párvulos sin experiencia de caries” 

 

Objetivo General. 

Demostrar que aislados de Streptococcus mutans de la cavidad oral de párvulos 

con experiencia de caries, poseen mayor capacidad de virulencia que aislados de 

párvulos sin experiencia de caries.  

 

Objetivos Específicos. 

1. Aislar e identificar a nivel de especie, colonias de S. mutans provenientes de 

la cavidad oral de párvulos chilenos, con o sin experiencia de caries, mediante su 

identificación macroscópica y reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

2. Evaluar comparativamente la resistencia al stress ácido de los aislados de S. 

mutans obtenidos de niños con o sin experiencia de caries. 

3. Analizar la capacidad de formación de biofilm “in vitro”, en presencia de 

sacarosa, de los aislados de S. mutans. 

4. Estudiar comparativamente la sensibilidad de los aislados de S. mutans de 

niños con o sin experiencia de caries, frente a una batería de agentes 

antimicrobianos.  
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Materiales y métodos. 

1. Población en estudio 

En este estudio se invitó a participar a un grupo de párvulos (n=12), de 3 a 4 años de 

edad, niñas y niños del Jardín Infantil Antü Liwën de la comuna de la Pintana, RM de 

Santiago, Chile.  Este es un Jardín Infantil al que concurren párvulos con alto índice de 

vulnerabilidad.   

  

Párvulos que presentaron enfermedades sistémicas o crónicas,  y/o que habían recibido 

tratamiento con antibióticos durante los dos meses previos al examen, fueron excluidos 

de participar.  

 

En este estudio fueron incluidos niñas (n= 7) y niños (n= 5)  sanos sistémicamente, que 

no estaban, ni habían estado bajo tratamiento farmacológico, en los últimos 3 meses.  A 

los padres o apoderados de todos los párvulos seleccionados se les solicitó la firma de 

un consentimiento informado como requisito para participar en este estudio (Anexo 1).   

 

Luego, a cada niño se le solicitó verbalmente su consentimiento antes del examen 

clínico y la toma de muestra, ambos realizados siempre en presencia de su educadora. 

El examen clínico fue realizado por un único evaluador calibrado, para determinar la 

evolución de la dentición temporal e índice ceo-d de cada párvulo (ICB). 

En base a este examen, los niños seleccionados se ordenaron en dos grupos:  A: ceo-d 

=0, y B. ceo-d > 0.    

    

Después de obtenerse la muestra microbiológica los niños participaron, si así lo 

quisieron, en diversas actividades educativo-preventivas y lúdicas, realizadas en 

recintos del Jardín por odontólogos y estudiantes capacitados.   
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A los niños y niñas participantes del estudio que presentaron caries se les invitó a ser 

atendidos en la Clínica Móvil de la Facultad de Odontología, en el contexto del 

programa “Seamos sonrisas” de la Dirección de Extensión. En caso necesario, se 

asesorará su derivación  al servicio de salud que corresponda según el caso.  

El procedimiento experimental usado en este estudio fue aprobado por el Comité 

Institucional de Bioética (Anexo n°2). 
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2. Toma de muestras para cultivo microbiológico. 

  

 Las muestras microbiológicas para cultivo de microbiota bucal de cada niño, fueron 

obtenidas mediante hisopado firme durante 10 segundos, con hisopo de algodón estéril, 

desde el dorso lingual, encías, superficies bucales lisas de los dientes y de las 

superficies afectadas por lesiones de caries.   

 

 El hisopo fue separado de su mango y depositado en un tubo con 1 ml de PBS estéril, a  

4ºC.  Estos tubos fueron mantenidos a 4ºC hasta su procesamiento en el laboratorio de 

Microbiología Oral de la Facultad de Odontología de la Universidad de Chile. El tiempo 

transcurrido entre la toma de la muestra y su procesamiento nunca sobrepasó las dos 

horas.    
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3. Obtención de aislados de Streptococcus mutans  

  

 En el laboratorio, las muestras fueron agitadas vigorosamente durante 30 segundos y 

luego diluidas en PBS estéril hasta 10-3. Todo el proceso  se realizó a 4ºC.  100 µl de 

cada dilución fueron sembrados en duplicado en placas de agar TYCSB (Trypticase, 

Yeast, Casitone, Sucrose 10%  y Bacitracina 0,2 U/ml).   

Las placas de Petri sembradas fueron cultivadas por 48 horas en jarras con condiciones 

de capnofilia, a 37°C en una estufa de cultivo y posteriormente, en base a su morfología 

colonial evaluada bajo lupa estereoscópica (Stemi 2000C, Zeiss) fueron aisladas 

mediante resiembra. 

Se obtuvo hasta 8 aislados bacterianos por cada niño, en base a la morfología colonial, 

priorizando la inclusión de colonias con diferencias morfológicas evidentes, compatibles 

con la morfología colonial de S. mutans, descrita para el medio de cultivo utilizado.  

 Cada colonia individual fue transferida a 5 ml de caldo cerebro-corazón (Brain-Heart 

Infusion, BHI, Broth, Difco Laboratories) y cultivada durante 20 horas en capnofilia, a 

37ºC.   

Se procedió a tomar una alícuota de 500 µl que fue mezclada con 500 µl de glicerol y 

conservada a -20°C. Para reactivar las cepas se tomó una alícuota de 100 µl del tubo 

descongelado por 10 minutos a temperatura ambiente y se resembró en 5 ml de medio 

líquido BHI. Las cepas que no presentaron crecimiento posterior a esta etapa fueron 

descartadas.  

Como cepa de referencia se utilizó S. mutans ATCC 38668, gentileza de la doctora 

María Teresa Ulloa, ICBM, Facultad de Medicina Universidad de Chile.  
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4. Obtención de DNA genómico de los aislados de S. mutans. 

 Los aislados mantenidos a -20ºC se descongelaron a temperatura ambiente durante 20 

minutos y 100 µl de éstos fueron transferidos a 5 ml de caldo BHI, donde se incubaron 

por 20  horas en condiciones de capnofilia a 37°C   

 Posteriormente, alícuotas de 1000 µl fueron centrifugadas a 14.000 rpm (Eppendorf 

5417R) durante 5 minutos a 4°C, se repitió el proceso dos veces, se descartó el 

sobrenadante y el sedimento se resuspendió en 200 µl de PBS agitando a velocidad 

media por 1 minuto.   

 Con ayuda del kit de extracción de ADN QIAampR DNA Mini Kit, se procedió a obtener 

muestras del material genético bacteriano según el protocolo inserto enel producto.  
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5. Identificación de aislados mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR).  

 a) Identificación de ADN genómico bacteriano en las muestras  

 Inicialmente, para confirmar la presencia de ADN bacteriano en las muestras, el ADN 

obtenido se analizó utilizando dos partidores universales que amplifican un fragmento 

de 512 pb del genbacteriano de DNA ribosomal de 16 s (DNAr 16s). En un tubo para 

PCR se agregó 4 µl de MyTaq Red Mix (Bioline), 4 µl de DNA genómico de cada cepa, 

5 µl de partidor PU1F 5`-GCCTACAGCTCAGAGATGCTATTCT-3 y 5 µl de partidor 

PU1R 5`-GCCATACACCACTCATGAATTGA-3`. Se completó el volumen de 25 µl con 

agua bidestilada desionizada estéril de grado molecular34.  

 El programa de ciclaje térmico fue denaturación inicial a 95ºC por 5 minutos, seguido de 

30 ciclos con denaturación a 94ºC por 15 segundos, alineamiento a 60ºC durante 15 

segundos y extensión a 72ºC por 45 segundos, con un paso de extensión final a 72ºC 

por 10 minutos.  

Se preparó agarosa al 1,5% en tampón TAE pH 7,9, al que se agregaron 4 µl de RED  

Stain. Se cargaron 18 µl de mix de PCR en cada bolsillo del gel de agarosa.  

  

b) Identificación de los aislados a nivel de especie. 

 

Para la identificación a nivel de especie de los aislados obtenidos, se realizó una PCR 

con partidores específicos para el gen gtfB, que la literatura describe como un gen 

altamente conservado en cepas de S.mutans (foward 5´-

ACTACACTTTCGGGTGGCTTGG-3´ y reverse 5´ CAGTATAAGCGCCAGTTTCATC-3´) 

dando como producto de la reacción un amplicón de 114 pb34.  
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Las reacciones de amplificación fueron llevadas a cabo en un volumen final de 25 µl que 

contenía: 1.5 µl de Tampón PCR 10X pH 8.4 (500 mM KCl,100 mM Tris-HCl pH 8.3); 

0.3 µl de dNTP’s 10 mM, Invitrogen®; 0,6 µl de MgCl2 50 mM; 0,6 µl de cada partidor 

Forward y Reverse 25 µM, Alpha DNA®; 0.2 µl de la enzima ADN polimerasa de 

Thermus Aquaticus, Biolase®; y 1, 3 ó 5 µl de ADN obtenido.   

  

El programa de ciclaje térmico se realizó en un termociclador Labnet® y consistió en un 

paso de denaturación inicial a 95ºC por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de denaturación 

a 94ºC por 15 segundos, alineamiento a 60ºC durante 30 segundos y extensión a 72ºC 

por 60 segundos, con un paso de extensión final a 72ºC por 10 minutos.   

 Como control positivo se utilizó la cepa de referencia ATCC 38668 de S. mutans y como 

control negativo se utilizó agua y ADN genómico proveniente de una cepa de P. 

gingivalis.   

Los productos obtenidos en PCR fueron analizados en un gel de agarosa al 1,5%.   

 La agarosa fue disuelta en tampón TAE pH 7,9 (40mM Tris-HCl, 5mM acetato de 

sodio, 1mM EDTA).    

 Se llevó a ebullición por calentamiento y luego se dejó enfriar hasta que la solución 

alcanzó una temperatura aproximada de 50°C a 55°C; se agregó 4 µl de STAIN RED, y 

fue vertida en una placa de acrílico provista de un peine con espaciadores de 0,5 mm. 

Se dejó gelificar a temperatura ambiente por 20 minutos 33,34. El gel fue dispuesto en 

una cámara de electroforesis horizontal que contenía tampón TAE.   

Se depositaron 18 µl de cada muestra de PCR en los bolsillos del gel. Para la 

determinación del tamaño molecular de los fragmentos de ADN amplificados, se utilizó 

como estándar DNA ladder 100 pb plus de Fermentas®.   
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 La electroforesis se corrió a 78 Volts durante una hora y luego los geles se observaron 

en un transiluminador dual UV DNA light, Labnet International® a una longitud de onda 

302nm.    

Cada gel fue registrado tomando una fotografía, mediante cámara digital con filtro 

polarizador 28. 
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6. Caracterización fenotípica de los aislados  

 

a). Ensayo de capacidad acidúrica  

 

 Los aislados congelados fueron resembrados en 5 ml de caldo BHI+1% sacarosa y 

cultivados a 37°C en condiciones de capnofilia durante 20 horas.  

 Se vortearon a velocidad media por 30 segundos y se tomaron 50µl de la suspensión 

para resiembra en un tubo eppenddorf con 1,2 ml de BHI, suplementado al 1% con 

sacarosa. Los tubos se cultivaron por 3 horas a 37°C. Este ensayo se realizó en 

duplicado por cada cepa.  

 Los tubos anteriormente descritos se centrifugaron (centrífuga refrigerada Eppendorf 

5417R) a 8000 RPM x 1 minuto, a 4°C.  Se eliminó el sobrenadante y se añadió 1ml de 

buffer glicina 0.1M  2,8 pH a uno de los tubos eppendorf  cultivados  y buffer glicina 

0.1M 7,0 pH al duplicado usado como control.   

 Se tomaron alícuotas de 100 µl  de la resuspensión: en tiempo cero (T0), 30 (T1) y 60 

(T2) minutos.  

 Las alícuotas fueron diluidas en serie desde 10-1 hasta 10-3 y  100 µl de cada dilución se 

sembró en placa de agar TYCSB. Todas las placas fueron cultivadas en jarra bajo 

condiciones de capnofilia por 48 horas, para estimar la capacidad de resistencia al 

stress ácido de cada cultivo.  

 La viabilidad de las células a distintos momentos fue leída como el número de UFC/ml 

en relación al tiempo cero 30.  
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b). Ensayo in vitro de la capacidad de formación de biofilm, de los aislados de S. 

mutans   

La capacidad de formación de biofilm fue analizada “in vitro”, en placas de poliestireno, 

de  96 pocillos de base plana, estériles y sin carga eléctrica (Falcon).   

Alícuotas de 100 µl de los aislados fueron resembradas en BHI fresco y cultivadas hasta 

fase exponencial, durante 20 horas a 37°C, en jarra con condiciones de capnofilia. La 

lectura inicial de densidad óptica después de este tiempo de incubación fue de 0.5 a 

0.6, a 600 nm. (OD600 =0.5-0.6).  Todos los ensayos se realizaron en duplicado. 

 Cada cultivo fue diluido en BHI fresco hasta una absorbancia de 0,125 nm (McFarland 

1,5) medida en espectrofotómetro (Dynamica Halo RB-10). De esta dilución se tomaron 

100µly se depositaron en cada uno de los pocillos de la placa, la que se llevó a cultivo a 

37°C en condiciones de capnofilia, durante 48 hrs.   

 Después de este tiempo, se eliminó el medio de cultivo (sobrenadante) de las placas y 

los pocillos fueron lavados dos veces por inmersión en agua destilada estéril. 

Posteriormente, 100 µl de una solución de cristal violeta disuelto en agua bidestilada 

estéril fue inoculada en cada pocillo, y cada placa fue incubada a temperatura ambiente 

por 15 minutos, para la posterior eliminación del colorante residual mediante dos 

lavados por inmersión en agua destilada estéril.   

Se añadió a cada pocillo 100 µl de alcohol al 95%, el que se mantuvo por cinco minutos.  

Posterior a este tiempo, se recuperaron los 100 µl con el colorante eluído, y se 

transfirieron a una placa nueva para medir su densidad óptica a 490 nm. Con este fin 

las placas fueron procesadas según protocolo y leídas con lector universal de 

microplacas (ELx800, Bio-Tek Instruments, inc.).   

 El nivel de formación de biofilm se estimó normalizando las lecturas obtenidas mediante 

el analizador de placas de Elisa, respecto del 100% asignado a la lectura mayor. A 

mayor absorbancia del eluido, mayor capacidad de formación de biofilm del 

aislado30,32,34.    
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c) Ensayo mediante pruebas de difusión, de la resistencia a antimicrobianos de 

los diferentes aislados de S. mutans.  

 Aislados de S. mutans de niños con o sin caries fueron crecidos en caldo BHI, 1% 

Sacarosa. Para el ensayo de resistencia a antimicrobianos, los aislados fueron 

resuspendidos en PBS según protocolo, hasta una concentración equivalente al 0,5 de 

la escala visual McFarland® y sembradas en placas de Petri de 100 x 15mm, que 

contenían agar TYCS. Las placas fueron cultivadas en jarras de capnofilia por 48 horas 

a 37°C.   

Posterior al tiempo de incubación, se procedió a medir con regla milimetrada el diámetro 

de los halos de inhibición producidos alrededor de cada disco cargado de agente 

antimicrobiano (Sensidiscos), registrándose los resultados en una planilla de Excel. El 

nivel de resistencia/susceptibilidad de cada aislado a los diferentes antimicrobianos 

ensayados se estableció de acuerdo a tablas estándares (anexo 3) 
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7. Análisis estadísticos de los resultados. 

 

Los resultados obtenidos en este estudio fueron analizados con el paquete estadístico 

SPSS 21.   

Para establecer diferencias de medias entre grupos se utilizó la prueba ANOVA one way 

y para determinar diferencias específicas entre dos grupos se utilizó la prueba t de 

diferencias de medias.    

La significancia estadística se consideró a p<0.05. Los gráficos se realizaron con 

Microsoft Excel 2010.   
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Resultados 

I. Obtención de aislados de S. mutans a partir de muestras de hisopado de la 

cavidad bucal de párvulos con y sin experiencia de caries. 

Aislados bacterianos para la detección de S. mutans fueron obtenidos a partir de las 

muestras de hisopado de distintos sitios de la cavidad bucal de párvulos chilenos, 7 

niñas y 5 niños (n=12) sistémicamente sanos, (6) presentaban caries y (6)  , de un jardín 

infantil de la comuna de La Pintana.  

En total se obtuvieron 8 aislados bacterianos por niño, los cuales fueron seleccionados 

en base a sus características macroscópicas coloniales, similares o compatibles con la 

morfología descrita para S. mutans en el medio de cultivo utilizado. Un aislado por niño 

se destinó para las reacciones de PCR, análisis de resistencia a stress ácido y 

susceptibilidad a antibióticos. Para el ensayo de formación de biofilm se utilizaron 7 

aislados. 
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II. Identificación de aislados mediante Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

A. Obtención e identificación de DNA genómico bacteriano 

Mediante la reacción de PCR con una pareja de partidores universales para un 

fragmento de 512 pb del gen del DNAr 16s, se pudo determinar que el DNA extraído de 

los aislados constituía material genético bacteriano. Como se observa en la Figura 10, 

en los carriles 4 al 17 se puede apreciar una banda nítida de ADN genómico 

proveniente de los aislados bacterianos, equivalente en tamaño a la obtenida para el 

control positivo en carriles 2 y 3 (fig. 10).   

 

 

  
 

Figura 10: Identificación mediante PCR de ADN bacteriano. Carril 1: control negativo; Carril 2 y 3: Control positivo 

DNAg S. mutans ATCC 38668; Carril 4 al 17 DNAg aislados.  
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b) Identificación a nivel de especie de los aislados bacterianos. 

 

Como se observa en la Figura 11, el material genético obtenido de los aislados 

bacterianos sometidos a PCR con una pareja de primers que amplifica un fragmento de 

114 pb del gen gtfB, permitió su identificación como pertenecientes a la especie S. 

mutans. Los carriles 5 al16, que contienen DNA de los aislados, muestran una banda 

equivalente al fragmento de 114 pb que identifica al fragmento del gen gtfB de S. 

mutans. 

 

 

 
Figura 11: Identificación mediante PCR de un fragmento de 114 pb del gen gtfB de S. mutans. Carril 1: Control 

negativo; Carril 2 a 4: control positivo DNAg ATCC 38668 Carril 5 a 16: DNAg de aislados. 
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III. Capacidad acidúrica: sobrevivencia al stress ácido de los aislados de S. 

mutans. 

  

Luego de 48 horas de cultivo en jarras de capnofilia a 37°C, se procedió al recuento de 

unidades formadoras de colonias por ml de muestra (UFC/ml) cuando fue posible, de lo 

contrario se constató como crecimiento bacteriano en césped al que se asignó el valor 2 

x 103 UFC/ml.  

 Se detectaron recuentos disímiles entre las cepas provenientes de niños sanos y portadores de caries dental, encontrándose en estos últimos una tendencia a tolerar de mejor manera el stress ácido, mientras 

que en la prueba en duplicado de control, la curva de sobrevivencia evidencia un 

número más constante respecto al tiempo 0 (tabla 1, fig. 12). 

 Tabla 1: Supervivencia al stress ácido de aislados de S. mutans. Se expresa como número de unidades formadoras de colonia por ml de muestra (UFC/ml) obtenido después de cultivo a pH 2.8 de cada aislado, a tiempos 0 (T0), 30 minutos (T1) y 60 minutos (T2). 

Al crecimiento en césped se asignó el valor de 2 x 10³ UFC/ml. Se indica en rojo las cepas provenientes de niños con 

caries y en verde las cepas provenientes de niños sin caries. Como referencia se usó la cepa de S. mutans ATCC 

38668. El nombre de cada aislado corresponde a la muestra de origen.   
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Figura 12: Gráfico de la supervivencia al stress ácido de aislados de S. mutans 
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IV. Capacidad de formación de biofilm “in vitro”, de los aislados de S. mutans 

provenientes de niños con o sin caries. 

Luego del cultivo en capnofilia por 48 horas, el crecimiento de biofilm en las placas fue 

visualizado por tinción con Cristal Violeta, a ojo desnudo y bajo lupa estereoscópica, y 

fotografiado como se observa en la Figura 13. Luego, las placas fueron procesadas 

según protocolo (materiales y método) y la densidad óptica del eluido recuperado fue 

medida en el lector universal de micro placas (ELx800, Bio-Tek Instruments, inc.). Los 

resultados obtenidos se expresaron como absorbancia a 490 nm y fueron 

automáticamente ordenados por el lector en orden decreciente. 

 

 

A   

 

 

B  

 

Figura 13: Formación de biofilm en placas de ELISA. Fotografía de la formación de biofilm en dos series de 

pocillos, después de 48 h de cultivo, antes de ser sometidos a lectura de absorbancia. A: Pocillos conteniendo una 

cepa proveniente de un preescolar sano; B: Cepa proveniente de lesión cariosa. Imágenes obtenidas en laboratorio 

de Microbiología Oral, Facultad de Odontología, Universidad de Chile. 
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En la Figura 14 se puede observar el porcentaje de absorbancia promedio obtenido 

para los aislados de S. mutans de niños con o sin caries, observándose una tendencia a 

una mayor formación de biofilm en las condiciones de estudio por parte de cepas 

aisladas de lesiones de caries (fig.14). 

 

 

 

 

 

 

 
 

  

Figura 14. Gráfico que presenta los promedios de porcentajes de absorbancia, normalizados respecto al 100%, de 

aislados de S. mutans provenientes de niños con o sin caries. 
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V. Ensayo de resistencia ante agentes antimicrobianos: antibiograma por 

difusión. 

 

Los resultados de este ensayo no mostraron diferencias significativas en cuanto a la 

inhibición de crecimiento por los antibióticos usados, entre aislados de S. mutans 

provenientes de niños con o sin caries (Fig. 15 y Tabla 3).   

La mayor sensibilidad de los aislados se observó frente a Amoxicilina, antibiótico de 

amplio espectro representante de la familia de betalactámicos (fig. 16). 

 

 

 

 

 

A        B 

Figura 15: Ejemplos de prueba de resistencia/susceptibilidad, frente a compuestos antimicrobianos. A: cepa 

proveniente de superficie dentaria sana de párvulo sin experiencia de caries. B: cepa proveniente de lesión de caries. 
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Tabla 3: Diámetro de halos de inhibición de crecimiento, expresados en milímetros, frente a los diferentes 

antimicrobianos utilizados, de aislados de S. mutans de niños con caries (rojo) y sin caries (verde). 

 

 

 

 

 

Figura 16: Gráfico representativo de los halos de inhibición en milímetros producidos por los diferentes 

antimicrobianos. 
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DISCUSIÓN 

 

 Streptococcus mutans (S. mutans) es uno de los principales agentes etiológicos de la 

caries dental, afirmación sustentada por la expresión de diversos factores de virulencia 

por esta especie, entre los que destacan su capacidad de adherencia y formación de 

biopelículas, resistencia al stress ácido y producción de ácidos por el metabolismo de 

azúcares.  

La síntesis extracelular de glucanos catalizada por glucosiltransferasas (Gtfs) 

producidas por S. mutans, es necesaria para la acumulación de bacterias y la 

formación del biofilm dental; la aciduria es la capacidad que permite a S. mutans 

sobrevivir y proliferar en ambientes ácidos y la resistencia a antimicrobianos dificulta 

su eliminación o disminución numérica, cuando estos son utilizados5,7,35,39.  

 Consecuente con lo anterior, el propósito de este estudio fue demostrar que aislados 

de S. mutans provenientes de niños con experiencia de caries presentan mayor 

capacidad de virulencia que aislados provenientes de niños sin historia de caries. Con 

este fin, en este estudio se realizó una caracterización fenotípica mediante ensayos 

microbiológicos, de los aislados obtenidos. 

La evidencia actualmente disponible, expuesta por ejemplo por Redmo (2003) y 

Napimoga (2004), no es concluyente respecto a la relación entre una mayor diversidad 

de cepas de S. mutans y la historia de caries y no existen a nivel nacional, estudios en 

la población menor de cinco años respecto a este tema29,30.   

  

Resulta por esto interesante investigar y profundizar en el conocimiento del cambio, 

desde una microbiota oral comensal a una patógena, aspecto previo a la 

manifestación clínica del proceso de caries, ya que este factor ha sido identificado 

como clave en el desarrollo del proceso de caries14,20.   
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El proceso de toma de muestra microbiológica usado en este estudio, es sencillo, 

mínimamente invasivo y bien tolerado por los niños, ya que gracias a visitas lúdico-

educativas previas, se mostraron confiados y dispuestos a participar, generándose 

una relación empática y respetuosa entre el párvulo y el examinador.  

 En este ensayo se utilizó un fragmento del  gen gtfBpara identificar los aislados 

obtenidos a nivel de especie, puesto que representa un factor de virulencia con una 

relación íntimamente ligada al cambio microbiológico previo al inicio de las 

manifestaciones clínicas y es parte del material genético altamente conservado y 

estudiado de S. mutans5.    

La metodología utilizada permitió la identificación a nivel de especie de todos los 

aislados obtenidos mediante el hisopado de las cavidades orales de los preescolares.  

No obstante el rendimiento de esta técnica molecular sólo da cuenta de presencia y no 

de colonización, pudiendo ser detectada una cepa transeúnte en la cavidad oral del 

preescolar examinado. Si bien es cierto, la literatura demuestra que la microbiota bucal 

tiende a mantenerse estable a nivel de especies, estudios longitudinales han 

demostrado variabilidad entre las cepas presentes en situaciones temporalmente 

distantes11,26,28,36.   

 Por otra parte, en este estudio se evidenció que debido a las condiciones y 

características particulares del crecimiento de S. mutans en agar TYCSB, la extracción 

de su material genético es compleja, debido a la resistencia que le proporciona su 

capa de peptidoglicán frente a los procedimientos de extracción de DNA, lo que 

implica la necesidad de utilizar protocolos especiales para realizar ensayos de biología 

molecular.  
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En relación al ensayo de resistencia al stress ácido, los resultados obtenidos 

demostraron una tendencia hacia una mayor tolerancia al pH ácido, de las cepas 

aisladas de la cavidad bucal de niños con caries, permitiéndoles mantener activo su 

metabolismo a través del ensayo y creciendo en el medio de cultivo sin cambios 

morfológicos macroscópicos detectables, o una disminución significativa en las UFC 

respecto del control con pH 7.  

Este hecho contrasta con la tendencia hacia una disminución en el número de UFC/ml 

provocada por el stress ácido en cepas provenientes de niños sin caries, por lo que se 

recomienda indagar más profundamente en este factor de virulencia aumentando el n 

muestral  con el fin de obtener resultados estadísticamente significativos. 

 Las razones por las que ciertas cepas poseen una mayor capacidad de resistir 

constantes cambios en el pH del medio son diversas. Se ha descrito que están 

involucrados factores que otorgan a S. mutans la habilidad de activar genes de 

manera rápida y efectiva que le permiten adaptarse eficientemente a la disminución 

del pH del medio30,47.  

Son conocidos e interesantes de estudiar, los múltiples mecanismos que posee S. 

mutans para mantener un ambiente intracelular favorable para el desarrollo de su 

metabolismo, como un sistema activo de bombeo de protones al exterior y también su 

capacidad de incorporar material genético externo ante condiciones de stress 

ambiental. Dichos factores, son condicionantes de sus sobrevivencia, competitividad y 

eventual predominancia como factor etiológico de caries dental 7,39. 

Comprendiendo el proceso de colonización, es necesario enfatizar en el fenómeno de 

presión positiva que ejerce el stress ácido frente a ingestas constantes de 

carbohidratos fermentables por la microbiota asociada a caries, la que queda en 

evidencia al establecerse S. mutans en la comunidad polimicrobiana del biofilm, 

modificando por medio de su alta producción de metabolitos ácidos, principalmente 

lactato, el medio ambiente a su alrededor, generándose una selección de los 

microorganismos más adaptados a bajas constantes y pronunciadas en el pH del 

medio6,11,30,34,47.   
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 Dicha adaptación podría además presentar un componente histórico o familiar de 

exposición a condiciones de acidez, lo que permitiría que, en familias donde la ingesta 

de carbohidratos fermentables es mayor, tanto en cantidad como en momentos de 

ingesta, se seleccionen cepas más virulentas, las que luego serán transmitidas a los 

niños. Como consecuencia, la cavidad bucal desde la infancia temprana, hospedará 

cepas con factores de virulencia que les permitan una mejor adaptación al medio y 

una mayor incidencia en los procesos patológicos, todo lo cual da cuenta de los 

factores sociales,  conductuales y de estilo de vida relacionados con la progresión de 

la caries42.  

Nuestro país ocupa uno de los primeros lugares a nivel mundial en consumo de 

bebidas altamente azucaradas, por lo que es de esperar que las cepas portadas por 

los cuidadores y principalmente la madre del preescolar posean una adaptación mayor 

a utilizar dichos carbohidratos y modificar el medio convenientemente para su 

desarrollo.  

 La capacidad de formar biofilm, como factor de virulencia, es crucial para el 

establecimiento y la colonización de las bacterias en distintas superficies, estructuras y 

órganos, incluido el diente, el surco gingival, la encía, entre otros nichos de la cavidad 

bucal. A través de un ensayo de formación de biofilm en una superficie de poliestireno 

se evidenció una tendencia hacia una mayor capacidad de formación de biofilm en 

presencia de sacarosa por una cepa aislada de un niño con historia de caries. 

La literatura actual es concluyente en afirmar que una mayor capacidad de formar 

biofilm por parte de especies patógenas guarda una íntima relación con un mayor 

grado de severidad de patologías asociadas a comunidades microbianas, 

favoreciendo la comunicación entre células de la misma o distintas especies, y 

proporcionando una matriz que protege a los microorganismos frente a cambios en el 

medio, entre otras3,30,32.   
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En el proceso de caries, la remoción mecánica del biofilm dental se ha descrito como 

la manera más eficiente de controlar el equilibrio fisiológico asociado al inicio de la 

enfermedad, por lo que la presencia de cepas más eficientes en este factor de 

virulencia, asociado a una mala higiene oral, puede desencadenar que los párvulos 

tengan diferentes experiencias de caries en un contexto sociocultural y económico 

precario, debido, por ejemplo a la falta de inclusión en los programas educativos 

nacionales, aspecto fundamental para conservar de manera adecuada su salud a lo 

largo de la vida 40,48,50,51,55 .   

 En relación al ensayo de resistencia frente a agentes antimicrobianos, no constituye 

un análisis común dentro de los estudios microbiológicos analizados, generalmente en 

S. mutans, probablemente porque la resistencia de dicha bacteria a fármacos 

antibióticos no representa un factor de virulencia relevante en el desarrollo de la caries 

dental, puesto que su uso no es parte del tratamiento de la patología10.   

 Sin embargo, resulta una prueba válida e importante de estudiar, por la permanente 

exposición que tiene la población infantil ante los antimicrobianos y por representar un 

factor de virulencia clásico de patógenos de relevancia clínica, ya que informa no solo 

sobre la capacidad de resistir el embate de tratamientos, sino que también de la 

capacidad de adaptarse al medio mediante la obtención de genes de resistencia, 

hecho que es crucial gracias a la capacidad de S. mutans de adquirir material genético 

por transformación52.  

 Si bien es cierto, los resultados obtenidos mediante el experimento realizado no son 

suficientes como para demostrar diferencias significativas en las cepas estudiadas, se 

corroboró lo que presentaba la literatura respecto de la sensibilidad de S. mutans a 

antibióticos de amplio espectro de uso clínico común. Resulta interesante continuar la 

investigación a nivel del comportamiento en biofilm y la posible selección en el medio 

ambiente bucal que pueden provocar estos fármacos.   
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Siendo la mayoría de los fármacos testeados de uso común en pediatría, podrían 

actuar facilitando o dificultando, mediante la moderación o erradicación de otros 

componentes de la microbiota, el establecimiento de cepas con una mayor capacidad 

de competencia genética de S. mutans no solo por administración directa a los niños, 

sino que también por su capacidad de difundir a través de la leche materna y modificar 

eventualmente el ambiente bucal seleccionando positivamente a S. mutans58.  

Dentro de las múltiples variables que determinan la mantención del equilibrio en el 

ecosistema bucal, es sabido que la presencia de bacterias asociadas al proceso de 

caries puede tener relación con la historia de caries, pero la variabilidad genética de 

cepas de S. mutans no ha sido asociada a una mayor experiencia de caries de manera 

concluyente.  

Se desconoce si cepas más virulentas son adquiridas con una mayor adaptación en 

sus factores de virulencia o estas son seleccionadas en el biofilm por adaptación a un 

medio con constantes bajas de pH, producto del consumo de sacarosa. Es por esto 

que la adquisición temprana de cepas más virulentas se añade como agravante en la 

etiología de caries.     

 La caries dental es una enfermedad infecciosa multifactorial transmisible asociada a 

biofilm. De alta prevalencia a nivel mundial, como lo demuestran estudios en EE.UU 

que han encontrado una prevalencia para caries tres veces superior al asma, que 

genera múltiples costos no sólo en estructuras biológicas, sino que además implica un 

impacto negativo en la calidad de vida, en el desarrollo psicoemocional del niño y 

pérdida económica en días laborales de los cuidadores56.   

 Su tratamiento reparativo es de un alto costo y su modalidad de cobertura en el 

sistema de salud chileno es de resorte tardío, a la edad de 6 años, cuando ya el daño 

está establecido y podemos hablar de historia de caries, el factor con la asociación 

más directa al desarrollo de nuevas lesiones51,56.  
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Sin embargo es de fácil prevención, siempre y cuando la estrategia utilizada sea 

implementada en las etapas iniciales de la vida del individuo, momento en el que se 

forman los hábitos y se crean las conductas, hábitos y estilos de vida que en su 

mayoría mantendrá por el resto de su vida. Esto es, sin dejar de lado el inmenso daño 

ya establecido en la dentadura de la población, enfocar los esfuerzos a la promoción y 

prevención en pos de mantener o recuperar la salud 51,56.  

La evidencia orienta un movimiento internacional de práctica clínica, alejándose de la 

odontología operatoria hacia la prevención de la caries51. Se plantea que el proceso 

de caries debe ser manejado en el tiempo individualmente por paciente y que una 

odontología mínimamente invasiva debe ser provista 60.   

La alta prevalencia, larga cronicidad y baja mortalidad de la enfermedad, la han 

mantenido lejana a las prioridades en lo que a políticas públicas de salud se refiere. 

Siendo sólo garantizada explícitamente en  momentos de la vida de los chilenos; a los 

seis años, durante el embarazo, a los sesenta años y en caso de urgencias dolorosas.  

En el último caso, la capacidad de pago condiciona muchas veces la elección del 

tratamiento, por lo que  en gran parte de los casos se termina optando por la 

extracción.   

La reivindicación del componente oral de la salud como factor transcendental de la 

salud general y una odontología de enfoque preventivo permitirán, en un futuro 

auspicioso, evitar el dolor, mejorar la alimentación y el desarrollo psicoemocional, 

social e intelectual de los niños de Chile, lo que contribuirá a la atenuación de las 

inequidades de nuestro pueblo.  
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CONCLUSIONES 

 

Los preescolares chilenos del nivel socioeconómico bajo podrían ser portadores de 

cepas de S. mutans de alta virulencia, factor que podría determinar una progresión y 

severidad mayor del proceso de destrucción de los tejidos dentales. 

 La profundización en el estudio y conocimiento de los factores etiológicos de la 

caries dental en la población infantil nacional, propone argumentos para medidas de 

promoción y prevención con enfoque integral de riesgo que tiendan a disminuir la 

desigualdad en el acceso a la salud. 
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ANEXOS 

 

 

 

 

 

Consentimiento Informado Para Participación en Proyecto de Investigación  
Dirigido a Padres y/o Tutores 

 
Título del Protocolo: 

 

Caracterización genotípica y fenotípica de Streptococcus mutans en un grupo 

de preescolares chilenos de 0 a 5 años de edad, y su relación con la 

experiencia de caries de los niños. 

Investigador Principal: 

 

Marta Kelly Gajardo Ramírez  

Sede de Estudio: 

 
Nombre del Participante: 

Facultad de Odontología, Universidad de Chile – Sergio Livingstone 943 – 

Independencia, Santiago.  

…………………………………………………………………………………………………….....................  
 

 
Este documento de Consentimiento Informado se aplicará a padres y/o tutores del Jardín Infantil 

Anti Liwen de La Pintana, y consta de dos partes:  
 
• Información (proporciona información sobre el estudio para usted).  
• Formulario de Consentimiento (para firmar si está de acuerdo en participar).  
Ud. recibirá una copia completa del Documento de Consentimiento Informado.  
  
Mi nombre es Marta Kelly Gajardo Ramírez y soy académico de la Facultad de Odontología de la 

Universidad de Chile. Estoy realizando una investigación de la cual le proporcionaré información y a 

la que loinvitaré a participar. No tiene que decidir hoy si lo hará o no. Antes de tomar su decisión 

puede hablar acerca de la investigación con cualquier persona de su confianza. Este proceso se 

conoce como Consentimiento Informado y puede que contenga términos que usted no comprenda, 

por lo que siéntase con la absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude 

aclarar sus dudas al respecto. Una vez aclarada todas sus consultas y después que haya 

comprendido los objetivos de la Investigación y si desea participar, se le solicitará que firme este 

formulario.  
 
Los aspectos de este formulario tratan los siguientes temas: Justificación de la Investigación, 

Objetivo, Beneficios, Tipo de Intervención y procedimiento, Riesgos, Confidencialidad y Difusión de 

datos, Criterios para selección de los participantes en el estudio y Aclaraciones. 
 
Justificación de la Investigación  
En nuestro país, las enfermedades de la boca y los dientes, principalmente caries dental, son muy 

frecuentes, afectando prácticamente a toda la sociedad. El acceso a atención dental para 

comunidades de escasos recursos es limitado, ya sea por cuestiones económicas o de oportunidad 

de atención, y su enfoque es rehabilitar el daño actual, dejando de lado la prevención y la educación 
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de conductas saludables, tanto de higiene como de alimentación. Por esto, los niños corresponden 

a un grupo que necesita medidas especiales que permitan mejorar su salud, no solamente en 

relación a su boca y dientes, sino que de su salud general. El daño que se produce en la niñez por 

caries influye de gran manera en su desarrollo y en su riesgo a futuro de presentar enfermedades 

en la boca. Estos riesgos se pueden controlar a través de medidas que generen en los niños 

hábitos de vida saludables que les permitan desarrollarse de manera óptima como personas sanas 

en sus comunidades.  
 
Objetivo  
La presente investigación tiene por objetivo establecer que preescolares chilenos con una mayor 

experiencia de caries son portadores en su cavidad bucal de diferentes tipos de bacterias que se 

relacionan con la presencia de caries dental y con un mayor riesgo de daño en los dientes.  
 
Beneficios  
Si usted decide que su pupilo participe del proyecto este se beneficiará de manera directa Durante 

el desarrollo del mismo a través de actividades educativas y preventivas, las cuales consistirán en 

talleres de educación en salud oral, alimentación saludable e instrucción de higiene oral enfocados 

a toda la comunidad del jardín infantil. Además se entregará cepillos de dientes y pastas dentales, 

junto con los informes de los resultados de los exámenes de salud bucal de los niños a sus 

apoderados. El beneficio para la comunidad que Ud. estaría aportando, es contribuir a determinar si 

la muestra obtenida presenta microorganismos dañinos para  las estructuras bucales, información 

que permitirá contribuir a elaborar terapias preventivas para las enfermedades descritas 

anteriormente  
 
Tipo de Intervención y Procedimiento  
Si usted decide que su hijo(a) participe se le realizará un examen de salud bucal y la toma de una 

muestra de saliva obtenida de la lengua de los niños.La recolección de la muestra se hará con un 

―cotonito‖ que se frota suavemente encima de la lengua.   
 
Riesgos  
Su hijo(a) no correrá ningún riesgo durante y posterior al procedimiento de la investigación debido a 

que los métodos utilizados son no invasivos, la toma de muestra de saliva no produce daño ni 

dolor,y tarda entre 3 y 7 minutos. Si Ud. quisiera estar presente en el momento en que este 

procedimiento se realiza lo puede solicitar. Además si el niño/a rechaza el procedimiento no se 

insistirá y podrá desistir de participar en el momento que lo desee. En caso de presentarse algún 

problema durante el procedimiento, su pupilo será tratado de inmediato de acuerdo a los 

requerimientos del caso y/o derivado al servicio asistencial más cercano.   
 
Criterios para selección de los participantes en el estudio  
Los criterios de inclusión serán: ser niños y niñas entre 0  a 5 años de edad  
Los criterios de exclusión serán: quiénes presenten enfermedades crónicas, que hayan recibido 

tratamiento con antibióticos durante los 3 meses previos al examen, o que usen aparatos 

ortodóncicos. 
 
Confidencialidad y difusión de datos.  
La información obtenida de la Investigación, respecto de la identificación de participantes, será 

mantenida con estricta confidencialidad por el investigador. El nombre y datos personales de su 

pupilo serán codificados para el uso en este estudio y no serán identificados públicamente. Los 

resultados emanados de este estudio podrán ser publicados en revistas científicas.   
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Aclaraciones  

• La participación es completamente voluntaria.  
• No habrá ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la 

intervención.  
• Si usted decide puede retirarse cuando lo desee.  
• No tendrá que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio.  
• No recibirá pago por su participación.  
• Usted podrá solicitar información actualizada sobre el estudio, al investigador responsable.  
• La información obtenida de la Investigación, respecto de la identificación de pacientes, será 

mantenida con estricta confidencialidad por los investigadores.  
• Si considera que no existen dudas ni preguntas acerca de la participación de su hijo(a), puede, 

si lo desea, firmar la Carta de  Consentimiento Informado anexa al documento.  
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Carta de Consentimiento Informado 

 

A través de la presente, declaro y manifiesto, libre y espontáneamente y en consecuencia acepto que:  

1. He leído y comprendido la información anteriormente entregada y mis preguntas han sido respondidas de manera 

satisfactoria.  

2. Tengo conocimiento del procedimiento a realizar.  

3. Conozco los beneficios de participar en la Investigación.  

4. El procedimiento no tiene riesgo alguno para la salud de mi hijo(a).  

5. Además de esta información que he recibido, seré informado(a) en cada momento y al requerimiento de la evolución 

de mi proceso, de manera verbal y/o escrita si fuera necesaria y al criterio del investigador.  

6. En caso de cualquier duda puede acudir a Marta Kelly Gajardo Ramírez, a la dirección Sergio Livingstone #943, 

Independencia, de lunes a viernes de 9:00 a 12:00 horas o vía telefónica al 29781764 o dirigirse a la Dra. María 

Angélica Torres, Presidente del Comité Ético Científico, Facultad de Odontología, Universidad de Chile al correo 

electrónico cec.fouch@odontologia.uchile.cl.  
Doy mi consentimiento al investigador y al resto de colaboradores, a realizar el procedimiento pertinente, PUESTO QUE 

SE QUE ES POR MI PROPIO INTERÉS.  

Nombre del participante: _________________________________________________  

Nombre del padre, madre o tutor legal: _____________________________________  

Firma del padre madre o tutor legal: _______________________  

Fecha: _______________________  

Sección a llenar por el Investigador Principal   

He explicado al Sr(a) ______________________________________ la naturaleza de la investigación, le he explicado 

acerca de los riesgos y beneficios que implica su participación. He contestado a las preguntas y he preguntado si tiene 

alguna duda. Acepto que conozco la normativa vigente para la realizar la investigación con seres humanos y me apego a 

ella.  

 

 

Nombre del Investigador Principal:  

Firma: _______________________  

Fecha: _____________________ 

 

Nombre del Director del establecimiento donde realiza la investigación o de su representante  

Firma:_________ 

    Fecha: 

______________________ 
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3. 

TABLA DE INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS  

Método de difusión en agar (Normas CLSI - NCCLS Año 2005)  

 

 CARGA  RESISTENTE 
Menor  
(mm) 

 

o = 

INTERMEDIO 
 
(mm) 

SENSIBLE 
Mayor  
(mm) 

 

o = 
AGENTE ANTIMICROBIANO    

  

AMICACINA  30 µg  14  15-16 17  

AMOXICILINA/CLAVULANICO 
ESTAFILOCOCOS-HAEMOFILUS  
ENTEROBACTERIAS 

  
20/10  
20/10 µg  

µg   
 
19  
13 

  
-   
14-17 

 
20  
18 

 

AMPICILINA 
ENTERICOS  GRAM  
ESTAFILOCOCOS 

ENTEROCOCOS  
HAEMOFILUS SP 

NEGATIVOS   
10  
10  
10  
10 µg 

µg   
µg   
µg   

 
13  
28 16  
18 

  
14-16  
 

 
19-21 

 
17  
29 17  
22 

 

AMPICILINA/  SULBACTAM        

ENTERICOS  GRAM  NEGATIVOSY 

HAEMOFILUS SP 
ESTAFILOCOCOS  10/10  

10/10 µg  
µg   11 

19  12-14 15  
20 

 

AZLOCILINA CON P.AUREGINOSA  75 µg  17  S 18  

AZITROMICINA 

HAEMOFILUS  15 µg   13  14-17 18  
12 

 

AZTREONAN 

HAEMOFILUS  30 µg  15  16-21 22  
26 

 

CARBENICILINA 
P.AUREGINOSA  
ENTEROBACTERIAS Y ACINETOBACTER 

  
100  

100µg 

µg    
13  
19 

  
14-16  
20-22 

 
17  
23 

 

CEFACLOR 

HAEMOFILUS  30 µg  14  
16 

 15-17  
17-19 

18  
20 

 

CEFALOTINA  30 µg  14  15-17 18  

CEFAMANDOLE  30 µg  14  15-17 18  

CEFAZOLINA  30 µg  14  15-17 18  

CEFEPIME 
N.GONORREA   
GRUPO VIRIDANS 

 30  
30  
30 µg 

µg  
µg  

14  
 
21 

 
15-17  
 
22-23 

18 31  
24 

 

CEFETAMET 

N.GONORREA  10  
10 µg 

µg   14  15-17 18  
29 

 

CEFIXIMA 

N.GONORREA  5 5 

µg 
µg   15  16-18 19  

31 
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CEFMETAZOLE 

N.GONORREA  30  
30 µg 

µg  12  
27 

 13-15  
28-32 

16  
33 

 

CEFONICID  30 µg  14  15-17 18  

CEFOPERAZONA  75 µg  15  16-20 21  

CEFOPERAZONA/SULBACTAM(*)  75/30 µg  15  16-20 21  

CEFOTAXIMA 
N.GONORREA   
ESTREPTOCOCOS  BETA  
GRUPO VIRIDANS 

HEMOLITICOS  

30  
30  
30  
30 µg  

µg  
µg  
µg  

14  
 

 
25  

 15-22  
 

 
26-27 

23  
31 24  
28 

 

CEFOTETAN 

N.GONORREA  30  
30 µg  

µg  12  
19 

 13-15  
20-25 

16  
26 

 

CEFOXITINA 
N.GONORREA  
E.  AUREUS  Y  
E. COAGULASA NEGATIVA EXCEPTO 

LUGDUNENSIS LUGDUNENSIS  

30  
30  
30  
30 µg  

µg  
µg  
µg  

14  
23 19  
24 

 15-17  
24-27 

18  
28 20  
25 

 

 

 

 

 

 

 

 
CEFPODOXIME 
N.GONORREA  
HAEMOFILUS   

  10  
10  
10 µg 

µg  

µg  
17 18-20 21 

29  
21 

CEFPROZIL   30 µg  14 15-17 18 

CEFTAZIDIMA 

N.GONORREA   30  
30 µg  

µg  14 15-17 18  
31 

CEFTIBUTEN 

HAEMOFILUS   30  
30 µg 

µg  17 18-20 21  
28 

CEFTIZOXIMA 

N.GONORREA   30  
30 µg  

µg  14 15-19 20  
38 

CEFTRIAXONA 
N.GONORREA 

ESTREPTOCOCOS  
GRUPO VIRIDANS 

BETA  HEMOLITICOS  

30  
30  
30  
30 µg  

µg  
µg  
µg  

13  
 

 
13 

14-20  
 

 
14-20 

21  
35 
24  
21 

CEFUROXIMA 

HAEMOFILUS 
AXETIL  ORAL  30  

30 µg 
µg  14  

16 
15-22  
17-19 

23  
20 

CEFUROXIMA 

N.GONORREA 
SODICA  (PARENTERAL) 30  

30 µg  
µg  14  

25 
15-17  
26-30 

18  
31 

CIPROFLOXACINA 
N.GONORREA  

HAEMOFILUS 

  5  
5  
5 µg 

µg  

µg  
15  
27 

16-20  
28-40 

21  
41   
21 

CLARITROMICINA 

HAEMOFILUS   15  
15 µg 

µg  13  
10 

14-17  
11-12 

18  
13 

CLINDAMICINA 

E. PNEUMONIAE   2 2 

µg 
µg  14  

15 
15-20  
16-18 

21  
19 
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CLORAMFENICOL 
E.  
HAEMOFILUS 

 
PNEUMONIAE   

30  
30  
30 µg 

µg  
µg  

12 
20  
25 

13-17  
 
26-28  

18 
21  
29 

COLISTINA (*)   10 µg  8 9-10 11 

DOXICICLINA   30 µg  12 13-15 16 

ENOXAXINA 
S.SAPROFITICUS  
N.GONORREA 

Y  EPIDERMIDIS  
 
10  
10 µg 

µg   
 
14  
31 

 
15-17  
32-35 

 
18  
36 

ERITROMICINA 

E.PNEUMONIAE   15  
15 µg 

µg  13  
15 

14-22  
16-20 

23  
21 

ESPTREPTOMICINA 
ENTEROCOCOS  
OTROS 

MICROORGANISMOS 

(ALTA  
 

RESISTENCIA)  
 
300  
10 µg 

µg   

 
6  
11 

 
7-9  
12-14 

 
10  
15 

FOSFOMICINA (*) (**)   50 µg  12 S 18 

FOSFOMICINA (**)   200 µg  12 13-15 16 

GENTAMICINA 
ENTEROCOCOS  
OTROS MICROORGANISMOS 

(ALTA  RESISTENCIA)  
 
120  
10 µg 

µg   
 
6  
12 

 
7-9  
13-14 

 
10  
15 

KANAMICINA   30 µg  13 14-17 18 

LOMEFLOXACINA 
N.GONORREA  

HAEMOFILUS 

  10  
10  
10 µg 

µg  

µg  
18  
26 

19-21  
27-37 

22 
38  
22 

LORACARBEF 

HAEMOFILUS   30  
30 µg 

µg  14  
15 

15-17  
16-18 

18  
19 

LEVOFLOXACINA  
ESTAFILOCOCOS 
HAEMOFILUS 

  5  
5  
5 µg 

µg  
µg  

13  
15 

14-16  
16-18 

17  
19   
17 

METICILINA CON ESTAFILOCOCO AUREUS  5 µg  9 10-13 14 

MEZLOCILINA 
PSEUDOMONAS  
ACINETOBACTER SP Y ENTEROBACTERIAS AUREGINOSA  

 
75  
75 µg  

µg   
 
15  
17 

 

 
18-20 

 
16  
21 

MINOCILINA  30 µg  14 15-18 19 

MOXALACTAM  30 µg  14 15-22 23 

NAFCILINA CON ESTAFILOCOCO AUREUS  1 µg  10 11-12 13 

NALIDIXICO ACIDO  30 µg  13 14-18 19 

NETILMICINA  30 µg  12 13-14 15 

NITROFURANTOINA  300 µg  14 15-16 17 

NORFLOXACINA  10 µg  12 13-16 17 
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PIPERACILINA/TAZOBACTAM 
 P.AUREGINOSA  Y  
ENTEROBACTERIAS Y ACINETOBACTER SP 

ESTAFILOCOCOS   
 
100/10  
100/10 µg 

µg   
 
17  
17 

 

 
18-20 

 
18  
21 

 
OFLOXACINA 
N.GONORREA  
ESTAFILOCOCOS  
HAEMOFILUS 

  5  
5  
5  
5 µg 

µg   
µg   
µg  

12 
24  
14 

13-15  
25-30  
15-17 

16  
31 
18  
16 

OXACILINA 
ESTAFILOCOCOS 

ESTAFILOCOCOS  
E. PNEUMONIAE 

 AUREUS  Y  
COAG.  (-)  EXCEPTO  

LUGDUNENSIS  

E. 

 LUGDUNE

NSIS  

 
1  
1 µg 

µg    
10  
17 

 
11-12 

 
13 
18  
20 

PENICILINA   G      

ESTAFILOCOCOS  
ENTEROCOCOS  
N.GONORREA   
ESTREPTOCOCOS E 

XCEPTO E. PNEUMONIAE 

 10  
10  
10 U 

U  
U  

28 
14  
26 

 

 
27-46 

29  
15 
47  
24 

PEFLOXACINA (*)  5 µg  16 S 22 

PIPERACILINA 
P.AUREGINOSA  
ENTEROBACTERIAS Y ACINETOBACTER SP 

  
100  
100 µg 

µg   
 
17  
17 

 

 
18-20 

 
18  
21 

PIPERACILINA/TAZOBACTAM 
P.AUREGINOSA  Y  
ENTEROBACTERIAS Y ACINETOBACTER SP 

ESTAFILOCOCOS   
 
100/10  
100/10 µg 

µg   
 
17  
17 

 

 
18-20 

 
18  
21 

POLIMIXINA B (*)  300 U  8 9-11 12 

RIFAMPICINA  
ESTAFILOCOCOS  -  ENTEROCOCOS  
E. PNEUMONIAE  

-  HAEMOFILUS  
 
5  
5 µg 

µg  
 
16  
16 

 
17-19  
17-18 

 
20  
19 

TETRACICLINAS 
ESTAFILOCOCOS  -  V.  
N.GONORREA  
ESTREPTOCOCOS  
HAEMOFILUS 

CHOLERAE    
30  
30  
30  
30 µg  

µg  
µg  
µg  

 
14  
30 
18  
25 

 
15-18  
31-37  
19-22  
26-28 

 
19  
38 
23  
29 

TEICOPLANINA  30 µg  10 11-13 14 

TICARCILINA 
P.AUREGINOSA  
ENTEROBACTERIAS Y ACINETOBACTER SP. 

  
75  
75 µg 

µg   
 
14  
14 

15-19 
 
15  
20 

TICARCILINA-A  CLAVULANICO      

P.AUREGINOSA  
ENTEROBACTERIAS  Y  ACINETOBACTER  SP.  
ESTAFILOCOCOS 

75/10  
75/10  
75/10 µg 

µg   
µg   

14 
14  
22 

 
15-19 

15 
20  
23 

TOBRAMICINA 10 µg  12 13-14 15 

TRIMETOPRIMA 5 µg  10 11-15 16 

TRIMETOPRIMA/SULFAMETOXAZOL  

PSEUDOMONAS 
1,25/23,75  
1,25/23,75 µg 

µg  10  
15 

11-15  
16-18 

16  
19 
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VANCOMICINA 
ENTEROCOCOS 

ESTAFILOCOCOS  
ESTREPTOCOCOS 

 
30  
30  
30 µg 

µg  
µg  

 
14  
14 

 
15-16 

 
17 
15  
17 

 
(*)  No  hay  información  por  parte  del  NCCLS  estos  antimicrobianos  
Los  datos  fueron  tomados  de  ot 
(**) Contiene 50 µg de glucosa 6 fosfato 

ras  publicaciones.  
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