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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la supervivencia de Streptococcus
mutans (S.mutans) en un tipo de fomite. Método: Se
reactivé una cepa de S.mutans ATCC 25175 criopre-
servada en agar TYCSB. El indculo se estandarizo en
PBS buffer hasta obtener turbidez equivalente al 0,5
de Mc Farland y un OD = 0.01 por espectrofotome-
tria. Bloques plasticos de 2cm?/superficie fueron
seleccionados como fémites. La descontaminacion
de los bloques se realizé por inmersién en alcohol
etilico 70% v/v durante 10 minutos, los que fueron
secados en cabina de seguridad biolégica. La conta-
minacion de los mismos se realizd por inmersion en
inoculo estandarizado durante 10 minutos. Los blo-
ques contaminados se extrajeron y depositaron so-
bre placas de Petri estériles hasta cumplir los tiem-
pos propuestos (TO-T4 con intervalos de 30 minutos).
A cada tiempo, los bloques fueron eluidos en 20 ml de
buffer PBS y agitados en vortex durante 30 segun-
dos. 100 ul de cada eluato fueron sembrados por dis-
persidn en agar TYCSB e incubados en anaerobiosis
por 48 horas a 37°C. El recuento de colonias (UFC/
ml) se realizd bajo lupa estereoscopica 50X. Resulta-
dos: El recuento inicial de S.mutans fue de 7,8 X 10°
(DS+1,7 X 10% UFC/ml y para cada tiempo de estu-
dio fue de: T0=3.25 X 104(DS+1.9 X 10°%); T1=2.63X10*
(DS+4,50E+0°); T2=1.85X10%(DS+9,45E+02%); T3=1.93
X10%(DS+1,29E+0%) y T4=1.2X10° (DS+7,21x102).
Conclusién: En los rangos de tiempos establecidos, la
cepa de S.mutans ensayada permanecio viable sobre
la superficie plastica.

Palabras clave: Streptococcus mutans, supervi-
vencia, bloques de plastico, transmisidén horizontal,
fomite.

ABSTRACT

Aim: To evaluate the survival time of Streptococcus
mutans (S.mutans) in a type of fomites. Method:
A strain of cryopreserved S.mutans ATCC 25175
was reactivated in TYCSB agar. The inoculum was
standardized in the PBS buffer to obtain turbidity
equivalent to 0.5 Mc Farland and OD = 0.01 by
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spectrophotometry. Plastic blocks of 2 cm? /surface
were selected as fomites. Decontamination of the
blocks was carried out for 10 minutes by immersion
in ethyl alcohol 70% v/v, which were dried in a
biosafety chamber. Contamination was carried out by
immersion in standardized inoculum for 10 minutes.
The contaminated blocks were extracted and put on
sterile Petri dishes until the proposed times were met
(TO-T4 at 30-minuteintervals). At each time, the blocks
were eluted in 20 ml of PBS buffer and vortexed for
30 seconds. 100 pl of each eluate were dispersed on
TYCSB agar andincubated anaerobically for 48 hours
at 37°C. Colony count (CFU/ml) was performed under
a b0OX stereoscopic magnifying glass. Results: The
initial S.mutans count was 7,8 X 10® (DS+1,7 X 10°)
CFU/ml and for each study time was: T0=3.25 X 10*
(DS+1.9 X 10%); T1=2.63X10%(DS+4,50E+0%); T2= 1.85
X 10* (DS+9,45E+0?); T3=1.93 X10%DS+1,29E+0%) y
T4=1.2X10° (DS+7,21x10%. Conclusion: Within the
established time ranges, the tested S.mutans strain
remained viable on the plastic surface.

Keywords: Streptococcus mutans, survival, plastic
blocks, horizontal transmission, fomite.

INTRODUCCION

Especies estreptocdccicas como S.mutans constitu-
yen menos del 1% de la microbiota bucal en eubiosis.
(Zhang et al., 2018; Marcantoni, 2018b; Marsh y Mar-
tin, 2011). Sin embargo, en estado dishidtico, producto
de la accion de factores intrinsecos como los ecoldgi-
cosy extrinsecos como la dieta, oportunidad de inges-
ta y los habitos de higiene; incrementan su abundan-
cia en la microbiota bucal (Bhaumik et al., 2021).

Es aceptado ampliamente el potencial patogénico de
S.mutans, atribuible a sus propiedades acidogénicas,
acidofilicas y aciduricas, que sumados al potencial
redox electronegativo, favorecen la desregulacion
genética para la sintesis de polisacaridos extracelu-
lares insolubles que les garantiza su supervivencia
en una amplia gama de condiciones (Marcantoni,
2018a). Si bien a S.mutans se lo asocia mayormente
con la caries dental, estudios acerca del bacterioma
oral indican la participacion conjunta de otros géne-
ros (Fakhruddin et al., 2019).

La saliva es el fluido que bana todo el ecosistema bu-
cal y se comporta como reservorio y fuente de infec-
ciéon de estos microorganismos (Baca et al., 2012).
Durante la etapa de oralidad en la primera infancia,
los juguetes son elementos de intercambio entre los
infantes (Doméjean et al., 2010). Componentes de la
microbiota oral pueden sobrevivir sobre distintas
superficies y condiciones ambientales. El objetivo de
este trabajo fue determinar in vitro, el tiempo de su-
pervivencia de S.mutans en un fomite plastico.

MATERIALES Y METODOS

1- REACTIVACION DE LA CEPA
La reactivacion de la cepa a Streptococcus mutans
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(ATCC 25175) criopreservada a -80 °C se realizd por
duplicado en agar TYCSB (Tryptona, Yeast extract
Cystine, Sucrose and Bacitracin agar) e incubada en
condiciones de anaerobiosis (Jarra 2,5 L, AnaeroJar
0XO0ID(™); AnaeroPack® - Anero, MGC) por 48 horas
a37°C+1°C.

2- PREPARACION DEL INOCULO

El inéculo se prepard a partir de un cultivo puro de
Sm. Una unica colonia se repico en 2.5ml de caldo
Todd Hewit (TH) en tubo tipo Falcon (n= 3) con perlas
de vidrio “glass-beads”. La incubacion se realizé con
agitacion a 200 rpm calefaccionada a 37°C (Agitador
orbital calefaccionado BMO081, Biomint) en condicio-
nes de aerobiosis durante 9 hs (Cutrera et al., 2022).
El contenido de los tubos se colocd en un vaso de
precipitado estéril. La masa microbiana se ajusto
con medio fresco hasta obtener una densidad optica
equivalente al 0.5 de Mac Farland y un OD = 0.01 por
espectofotometria ( Filter Max F3 Molecular Devices).
El recuentoinicial (Ti) de S.mutans viables se obtuvo por
medio de diluciones seriadas al décimo (100ul del ino-
culo: 900 ul buffer PBS 10* a 10°%) sembradas por dupli-
cado en placa de agar TYCSB. La incubacion se realizo
en anaerobiosis (AnaeroPack® - Anero, MGC, en jarra
(Bio-Rad® de 2.5L ) a 37°C durante 48 hs. (Figura 1).

3- TRATAMIENTO DEL FOMITE

3.1- Seleccion

Para la experiencia se eligieron bloques de plastico
tipo Lego®. (3 por cada tiempo de estudio con una N
total de 15 unidades de 2 cm x 1 cm)

3.2- Descontaminacion

La totalidad de los bloques fueron descontaminados
por inmersion en solucion etilica 70% ¥/, durante 10
minutos.

3.3-Secado

Para ello fueron dispuestos sobre placas de Petri
bajo cortina de aire estéril en cabina de seguridad
biolégica (ABL2 ESCO).

3.4- Contaminacion

La contaminacion de los bloques se realizd6 por
inmersion en 300 ml de inéculo estandarizado de
S.mutans durante 10 minutos.

Posteriormente, los bloques fueron extraidos y colo-
cados sobre placas de Petri estériles, hasta cumplir
los tiempos pautados (Figura 2).

3.5- Tiempo de contacto con el indculo

Se pautaron 5 tiempos de estudio TO-T1-T2-T3-T4
con intervalos de 30 minutos. La experiencia se rea-
lizé por triplicado.

3.6- Elucion

A medida que se cumplimentaron los tiempos pau-
tados, cada bloque plastico fue eluido en 20 ml de
buffer PBS/ tubo Falcon de 50 ml. El conjunto fue
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FIGURA 1. Diluciones seriadas al décimo del indculo inicial en buffer PBS. Siembra en superficie por diseminacion con espatula de

Drigalsky en agar TYCSB. Incubacion en anaerobiosis.

TRATAMIENTO DEL FOMITE

3.1- SELECCION 3.2- DECONTAMINACION
Alcohol 70% Y/, 10°

3.3- SECADO

3.4-CONTAMINACION

3.5-TIEMPO DE CONTACTO
CON EL INOCULO DE Sm

FIGURA 2. Descontaminacion del fomite por inmersion en alcohol etilico 70%V/V.- Secado bajo aire estéril en cabina bioldgica. -
contaminacion por inmersion con indculo estandarizado. - colocacion del fomite tratado sobre placas estériles.

agitado en vortex durante 30 segundos para obte-
ner el eluato.

El recuento de sobrevivientes de S.mutans expresa-
do en UFC/ml (unidades formadoras de colonia por
mililitro) se realizé a partir de 100 ul de cada elua-
to sembrado por diseminacion en superficie en agar
TYCSB. Las placas se incubaron en anaerobiosis
(AnaeroPack® -Anaero MG, 2.5L en jarra Bio Rad) a
37°C durante 48 hs.

4- Recuentos de S.mutans viables

La lectura del numero de colonias se realizé con
maghnificacion (lupa estereoscopica de 50X) por in-
vestigador calibrado a las 48 hs.

Para el andlisis de los datos se calculd el promedio
y desvio estandar. La expresion de la viabilidad de
S.mutans se realizé mediante el calculo del promedio
y desvio estandar de los triplicados, segun los volu-
menes de elucidn utilizados.

Para establecer la velocidad de muerte del 90 % del

inoculo empleado, se calcula el tiempo de reduccién
decimal en condiciones normales de presion y tem-
peratura (Santos et al., 2011).

RESULTADOS

El resultado obtenido del recuento de colonias en el
tiempo inicial fue de (Ti) 7,8 X 10% (DS+1,7 X 10%) UFC/ml.
En cada tiempo de estudio se obtuvieron los si-
guientes recuentos: T0=3.25 X 10* (DS+1.9 X
10%); T1=2.63X10* (DS+4,50E+0%); T2= 1.85 X 104
(DS+9,45E+0%); T3=1.93 X10%DS+1,29E+0%) vy
T4=1.2X10°(DS+7,21x10?) (Figura 3).

El tiempo de reduccién decimal (Dt) para S.mutans
en condiciones ambientales de presiony temperatu-
ra (Temp: 21; DS+30 C; Presion 1012 +1011 mmHg/
SNM) fue de 30,4643 minutos (Figura 4).

DISCUSION

Distintos ensayos in vitro de bacterias como Esche-
richia coli o Enterococcus spp. mostraron que en
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RESULTADOS

RECUENTO INICIAL:
5,2 x 105 UFC/ml

T1

T3=1,93 x 10 UFC/ml
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1,00E+5
o 8
" o]
S 1,00E+4
5
£
%
£ 1.00E+3
Y
3
53
< 1.00E+2
1,00E+1
TO(Omin) T1(30min) T2 (60 min)
TIEMPOS
A

T4=1,2 x 10° UFC/ml

4

FIGURA 3. Recuento de unidades
formadoras de colonias cultivadas

en medio agar TYCSB de los tiempos
estudiados (por duplicado) transcurridas
las 48 hs de incubacion.
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FIGURA 4. Recuento de S.mutans (Tiempo/ UFC/ml): Ti=5,33E+06 DS:4,92E+06; TO(0 min) 3,25E+04 DS: 1,94E+03; T1 (30 min) 2,63E+04
DS:4,50E+03; T2 (60 min) 1,87E+04 DS:9,45E+02; T3 (90 min)1,93E+03 DS:1,29E+03; T4 (120 min) 1,20E+03 DS:7,21E+02. Tiempo de

reduccion decimal Dt=t/Log(Ni/Nf)= 30,46

condiciones ambientales favorables presentan una
viabilidad de 16 y 4 meses respectivamente sobre
superficies inertes (Castafeda y Ordonez, 2014; Kra-
mer et al., 2006). Escasas investigaciones han anali-
zado la supervivencia de Streptococcus mutans y la
capacidad de los fomites para intervenir en su trans-
mision (Kraay et al., 2018). En nuestras condiciones
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de trabajo, S.mutans permanecié viable durante 2
horas. El estudio, realizado por Kohler y Bratthall,
(1978), sobre cucharas contaminadas con saliva,
observo una disminucidn significativa del niumero de
UFC de S.mutans a partir de las 7 hs. Saravia et al.,
(2008), realizaron una experiencia en condiciones
similares a la nuestra; pero emplearon cepillos den-



tales, como fédmites. Su experiencia demostrd que
S.mutans solo permanecio viable durante las prime-
ras 8 hs. Sin embargo, los trabajos antes menciona-
dos, no emplean el tiempo de reduccion decimal para
estimar el nUmero de sobrevivientes.

Las diferencias en los tiempos de sobrevida podrian
asociarse con las caracteristicas metabdlicas de los
microorganismos, los diferentes tipos de materiales
estudiados, texturas y caracteristicas de las super-
ficies. Factores ambientales como temperatura, pre-
sion y humedad también condicionan la viabilidad de
los microorganismos (Katzenberger et al., 2021).

La persistencia de los microorganismos sobre las
superficies de elementos inertes los convierte en
fomites, que facilitarian su transmisién por un me-
canismo indirecto. Mientras méas tiempo permanez-
ca un agente infeccioso sobre una superficie habra
un mayor riesgo de transmisibilidad e infeccion. La
cinética de supervivencia ensayada, estima una dis-
minucion del 90% de la carga bacteriana en un plazo
de 3,5 horas. Por consiguiente 2 horas podrian ser
suficientes para convertir a los bloques plasticos en
fomites habituales dentro de los elementos de juego
en la primera infancia.

CONCLUSION

En las condiciones experimentales, acorde al tiem-
po de reduccion decimal de este ensayo, S.mutans
permanecio viable sobre las superficies empleadas
al cabo de 2 horas. En iguales condiciones, la sobre-
vida de S.mutans podria extenderse por otros 90
minutos.
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