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RESUMEN

BioGaia Prodentis es un probiético que contiene las cepas de L. reuteri
DSM 17938 y L. reuteri ATCC PTA 5289, las cuales tienen la capacidad
para adherirse a las superficies orales e interactuar con las bacterias de la
microbiota oral. Con el objetivo de evaluar el efecto de este probidtico en la
adhesion de S. mutans a superficies de esmalte dental, en este estudio se
cuantificod la adhesion de S. mutans en monocultivo y en cocultivo con las
dos cepas contenidas en el probidtico BioGaia Prodentis mediante el

conteo de UFC’s.

La metodologia empleada consistié en la obtencién de 15 superficies de
esmalte dental, las cuales fueron esterilizadas y distribuidas en una placa
de cultivo celular de 48 pozos. S. mutans y L. reuteri (probiotico BioGaia
Prodentis) fueron homogenizados a una concentracion de 1X108 UFC/mL

en 1000 pL de infusion cerebro corazon.

Posteriormente, S. mutans fue cultivado de forma individual sobre 5
superficies de esmalte dental, y L. reuteri (probiético BioGaia Prodentis)
fueron cultivadas en otras 5 superficies de esmalte dental. Finalmente,
otras 5 superficies de esmalte dental fueron cultivadas con el co-cultivo de
S. mutans y las dos cepas de L. reuteri (DSM 17938/ATCC PTA 5289).

A continuacion, la placa de cultivo celular fue incubada en la camara de
anaerobiosis durante 48 horas. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion, cada una de las superficies de esmalte dental fue sometida a 5
ciclos de 10 segundos de sonicacion para desprender las células
bacterianas adheridas, a continuacion, se realizaron tres diluciones del
medio recobrado para sembrar 100 uL en los medios de cultivo agar

Rogosa y agar Mitis Salivarius.



Las placas de agar fueron incubadas bajo anaerobiosis durante 24 horas,
para posteriormente realizar el conteo visual de las UFC’s; ademas 6
superficies de esmalte dental fueron preparadas para la evaluacion de la
adhesion de los microorganismos, mediante Microscopia Electronica de
Barrido (MEB).

Los resultados revelaron un valor promedio de adhesion de S. mutans de
(1033 UFC/mL * 33.3) en contraste, con las superficies de esmalte que
fueron incubadas con el co-cultivo de S. mutans y L. reuteri del probidtico
BioGaia Prodentis el conteo fue de (373 UFC/mL. + 44.8).

En consecuencia, se concluye que el probiético BioGaia Prodentis afecta
la adhesion de S. mutans, disminuyendo las unidades formadoras de
colonias cuando ambos interactian. Estos hallazgos comprueban el efecto
del probidtico BioGaia Prodentis en la prevencion de la adhesion de S.
mutans sobre las superficies del esmalte dental.



ABSTRACT

BioGaia Prodentis is a probiotic formed by L. reuteri DSM 17938 and L.
reuteri ATCC PTA s5289, capable of adhering to oral surfaces and

interacting with other oral microbiome bacteria.

To evaluate this probiotic’s impact on Streptococcus mutans adherence to
enamel surfaces, this study focused on quantifying S. mutans adherence by
itself and under L. reuteri (co-culture) interaction through colony forming

units count (CFU) on enamel surfaces.

The methodology used consisted on obtaining 15 enamel surfaces,
distributed on three groups, each one made out of 5 surfaces. The first
group corresponds to S. mutans culture, the second to L. reuteri, and the
third one corresponds to the interaction between both. Two surfaces from

each group were examined under scanning electron microscope (SEM).

L. reuteri y S. mutans microorganisms were homogenized under a 1X108 in
1000 microliters (uL) brain heart infusion concentration and introduced for

24 hours in an anaerobic chamber next to the enamel surfaces.

Subsequently, the surfaces went under 5 cycles of 10 seconds of sonicator
vibration (Sonics Vibra-cell VC130) and three well culture medium dilutions
were made to culture 100 yL on agar Rogosa and agar Mitis Salivarius

culture medium.

Lastly, the cultures were introduced in the anaerobic chamber for 24 hours;
once this period ended the culturing medium were taken out and a visual

count was done on the colony forming units (CFU).

The results revealed an average growth of 1033 CFU on all three surfaces

that interacted only with S. mutans. By contrast, the average growth value



on the three enamel surfaces with S. mutans under BioGaia Prodentis

probiotic interaction was 373 CFU.

Therefore, it follows that BioGaia Prodentis probiotic affects S. mutans
adhesion, diminishing the colony forming units when both interact. These
findings prove BioGaia Prodentis probiotic’s effect on preventing S. mutans

adhesion to enamel surfaces.



1. INTRODUCCION

La adhesidn bacteriana es un factor de riesgo en el desarrollo de diferentes
enfermedades orales como la caries dental, siendo S. mutans uno de los
principales microorganismos implicados en su desarrollo. Por lo tanto, se
han desarrollado diferentes tratamientos destinados a disminuir la adhesion
de S. mutans a los diferentes tejidos del diente. Entre estos, los probidticos
representan una estrategia eficaz al disminuir la adhesion de los

microorganismos de la microbiota oral.

Los probidticos son microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, ofrecen beneficios para la salud del hospedero.
BioGaia Prodentis es un probi6tico el cual contiene las cepas de L. reuteri
DSM 17938 y L. reuteri ATCC PTA 5289, estas cepas tienen la capacidad

de disminuir la adhesién de S. mutans a las superficies de esmalte dental.

Por lo tanto, este proyecto evalué la adhesién de las dos cepas de L. reuteri
(DSM 17938/ ATCC PTA 5289) contenidas en el probidtico BioGaia
Prodentis y su interaccion en la adhesion de S. mutans en diferentes
superficies de esmalte dental mediante el conteo visual de UFC’s. Ademas,
se evalud la adhesion microbiana sobre las superficies de esmalte dental

mediante microscopia electronica de barrido (MEB).

Por lo tanto, esta investigacion se propone comprobar el efecto de las dos
cepas contenidas en el probiético BioGaia Prodentis en la disminucion de

la adhesién de S. mutans en las superficies de esmalte dental.



2. MARCO TEORICO
2.1 ECOLOGIA ORAL

Las bacterias son la forma de vida mas antigua de la tierra. De acuerdo con
la teoria endosimbidtica propuesta por Lynn Margullis en 1967, hace miles
de afios, algunas formas basicas de vida sin ndcleo conocidas como
organismos procariontes, desarrollaron una relacion de simbiosis con otros
organismos primitivos de vida libre capaces de aprovechar el oxigeno y

producir energia de manera eficiente.

Esta teoria propone que, con el paso del tiempo, esta relacion de
endosimbiosis provocO la aparicion de organismos complejos con
organelos especializados en su interior, conocidos como células

eucariontes.

Es a través de este mecanismo de evolucion, asi como la eventual
aparicién de organismos pluricelulares, que podemos estudiar la estrecha
relacion entre los seres vivos y las bacterias que pueden desarrollarse
sobre sus superficies. En el caso de los seres humanos, esta relacién es

conocida como holobionte (5,21).

La colonizacion bacteriana de la cavidad oral es un ejemplo claro de una
relacion de simbiosis entre los microorganismos y el ser humano. El
namero, caracteristicas y funciones de las comunidades bacterianas que
colonizan las superficies orales estan intimamente relacionados con las
propiedades fisicas del medio oral, como la temperatura y la humedad
(6,36).

La cavidad oral de un adulto tiene un area aproximada de 215 cm? y provee
un sustrato ideal para la deposicidon, adhesion, coagregacion y desarrollo
bacteriano. Segun la base de datos del microbioma oral (eHOMD) se han

identificado 774 especies de microorganismos que habitan en la cavidad



oral de las cuales el 58% tiene un nombre oficial y puede ser cultivada; el
16% no tiene un nombre oficial, pero son cultivables y el 26% restante son

conocidas como filotipos no cultivables (6).

2.2 FUNCION DE LA SALIVA EN EL MEDIO AMBIENTE ORAL

La saliva es un fluido biolégico secretado por las glandulas mayores vy
menores de nuestra boca. Esta tiene la caracteristica de ser pristina
(estéril) cuando se produce en sus unidades secretoras o adendmeros. Sin
embargo, una vez que es expulsada hacia la boca a través de los conductos
excretores de Wharton, Stenon y Bartholini, pierde la pureza al mezclarse
con restos de alimentos, microorganismos, fluido crevicular y células

descamadas del epitelio oral (6).

Este biofluido esta formado por un 99% de agua, aminoéacidos libres,
proteinas, glucoproteinas, carbohidratos, lipidos, iones y pequefas
cantidades de metales. Estos componentes pueden tener ciertas ventajas
y desventajas dentro de la microbiota oral, es decir pueden desempefar un
papel antimicrobiano y pueden servir de nutrientes para la adhesion,

coagregacion y desarrollo de los microorganismos orales patdgenos (7).

Se han identificado por lo menos 3 600 proteinas diferentes en la saliva
humana, entre las que destacan la amilasa salival, proteinas ricas en
prolina, lisozima salival, histatinas, mucinas, estaterinas y cistatinas entre
otras (6,8).

Estos componentes proteicos en su mayoria son glicosilados, es decir,
poseen una molécula de carbohidratos en su estructura. Estas
glicoproteinas son la principal fuente de nutrientes para la supervivencia y

adhesion de las bacterias de la placa dentobacteriana.



Sin embargo, para poder metabolizar esta fuente de hidratos de carbono,
las bacterias deben producir una serie de enzimas especificas
denominadas glucosidasas, las cuales pueden romper enlaces

glucosidicos y generar moléculas mas simples y digeribles (8).

Las proteinas, glucoproteinas y aminoacidos libres presentes en la saliva
tienen la capacidad de adsorberse y recubrir la superficie del esmalte dental
dando como resultado la formacion de una pelicula organica adquirida, la
cual sirve como medio de union y nutricibn a los diferentes

microorganismos orales (7).

COMPONENTES CONCENTRACION APROXIMADA
MG L-1

Urea ~120-200
Glucosa 5-14
Sodio 0-800
Potasio 430-1,000
Amonio 18-72
Calcio 20-110
Magnesio 0.17-7.2
Cloruro 280-690
Fosfato 140-330
Bicarbonato 0-1,220
Nitrato 4.3-100
Nitrito 0-18
Sulfato 6.7-21
Tiocianato 7.6-34
Fluoruro 0.01-0.048
Lactato 0-5.4
Acetato 1.8-48
Propionato 0-10
Formiato 0-14
Alanina 0.57-1.9
Arginina 0.59-5.1
Glutamina 0-2.8
Glutamato 1.6-3.8
Glicina 1.1-5.8
Serina 0.92-3.0
Tirosina 1.1-10
Valina 0-1.4
Aluminio 0.0014
Cobre 0.0015-0.034
Hierro 0.12
Manganeso 0.0029-0.0045



Rubidio 0.064
Estroncio 0.0022
Zinc 0.014-0.08
Amilasas 3.000

Proteinas ricas en prolina
Lisozimas

Histatinas

Mucinas

Estaterinas

Cistatinas

Aglutininas

Tabla 1. Componentes de la saliva. Tabla tomada y modificada de Jakubovics

NS (7).

2.3 PELICULA ADQUIRIDA

En 1839 Alexander Nasmyth descubrié una estructura que recubria la
superficie del esmalte dental formada principalmente por proteinas,
glucoproteinas, carbohidratos y lipidos, a la cual denomino pelicula
adquirida. Esta pelicula posee diferentes funciones en la nutricién,
adhesién y coagregacion entre los tejidos duros y los microorganismos

comensales de la cavidad oral (8).

La formacion de la pelicula adquirida involucra un fenémeno de
superficie mediante la adsorcion especifica de aminoacidos,
glucoproteinas y carbohidratos de la saliva hacia los tejidos blandos y
duros de la boca (8). Este fendmeno fisico comienza cuando las
proteinas precursoras de la saliva ricas en prolina, estatinas, y histatinas
se unen mediante dominios a las superficies orales. Un dominio es la
unidad modular de la proteina similar a un receptor, el cual lleva a cabo
una funcién bioquimica determinada (7). Estas zonas de la proteina se
unen al calcio de los cristales de hidroxiapatita del esmalte dental,
generando asi una pelicula adquirida de 10 a 20 nm. de grosor en un

estado inicial (8).



Posteriormente, macromoléculas de alto peso molecular, como las
mucinas, se unen paulatinamente a estos andamios de proteinas hasta
la formacién de una pelicula adquirida madura de aproximadamente 100
a 1000 nm, en un periodo de 90 a 120 minutos (5).

La composicidon de la pelicula adquirida desempefia una funcién
importante en la adhesion de los primeros colonizadores. La
colonizacion comienza una vez que la pelicula ha madurado. La pelicula
madura proporciona receptores especificos para que las bacterias se
adhieran. Los microorganismos orales se adhieren selectivamente a la
pelicula salival debido a la presencia de receptores especificos en esta
(8,40).

A Small sized of salivary proteins

Clean enamel surface

Enamel

Carbohydrates
(O Lipids

Figura 1. A) Esmalte dental libre de biopelicula B) Pelicula adquirida inicial: C)
Pelicula en desarrollo D) Pelicula madura. Imagen tomada de Chawhuaveang, D.
D., et al (8).
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2.4 BIOPELICULA DENTAL

La mayoria de las bacterias que se encuentran en la naturaleza se
organizan en estructuras llamadas biopeliculas. Las biopeliculas son
estructuras compuestas de microcolonias polimicrobianas envueltas en una
matriz de exopolisacaridos. La presencia de estas estructuras aporta
proteccion, nutricibn, comunicacion, e interaccion genética entre las
bacterias (6,38,39).

Las microcolonias bacterianas son la unidad estructural y funcional de las
biopeliculas. Estas estan separadas por espacios intersticiales o canales
los cuales son capaces de transportar nutrientes y desechos. Por otra parte,
las bacterias en las biopeliculas se comunican a través de un sistema
denominado Qudérum Sensing. Esté mecanismo implica la modulacién en
la expresion de genes especificos a través de la sefializacion intercelular

como respuesta a la densidad celular (6).

La biopelicula del cuerpo humano que ha recibido mayor atencion es la
placa dentobacteriana. Esta posee una estructura polimicrobiana y su
desarrollo ocurre por una colonizacibn secuencial de diferentes

microorganismos orales (6).

En 1990 Socransky y colaboradores llevaron a cabo estudios
microbioldgicos gracias a los cuales se identificaron un gran nimero de
microorganismos orales, y observaron agrupaciones bacterianas
especificas dentro de las biopeliculas orales subgingivales, a los cuales
denominaron complejos bacterianos. Estos fueron clasificados por color

con base en su funcion.

Dichos complejos bacterianos sentaron las bases para poder entender la
adhesion e interaccion de los diferentes microorganismos orales. A los
microrganismos pertenecientes al complejo amarillo y azul se les denomino

colonizadores iniciales o primarios de las superficies bucales. Los

11



colonizadores puente o secundarios, formados por complejos morado,
verde y naranja, interactlan con los colonizadores primarios y se unen a
éstos. Finalmente, los microorganismos del complejo rojo, o colonizadores

tardios, se adhieren a los colonizadores secundarios (6,37).

S. anginosus
S. constellatus
S. intermedius

S. mitis
S. oralis

S. gordonii
S. sanguinis
P. acnes

T. socranskii

Figura 2. Representacion esquematica de las relaciones de especies de los
complejos microbianos. Imagen tomada de Haffajee AD et al (9).

2.5 FORMACION DE LA BIOPELICULA DENTAL

La adhesion bacteriana a superficies orales depende de factores
inespecificos y especificos. Los factores inespecificos representan el
primer acontecimiento para que se lleve a cabo el acercamiento y la
adhesidn irreversible de las bacterias hacia la superficie dentales mediante
fuerzas fisicoquimicas y electroquimicas. Por otro lado, los factores
especificos proveen una adhesién irreversible mediante uniones proteina-

receptor (10).
La adhesion bacteriana a las superficies dentales se explica por la teoria

denominada DLVO, denominada asi por las iniciales de sus autores
Derjaguin, Landauverwey y Overbeek. Esta teoria consiste en una primera

12
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fase de adhesion celular reversible mediante el acercamiento de 50 nm por

parte de las bacterias hacia la superficie dental.

Cuando los microorganismos se acercan a esa distancia se genera una
atraccion intermolecular a través de las fuerzas de Van der Waals (10).

Cuando las bacterias llegan a una distancia de 2 nm la adhesion se torna
irreversible mediante fuerzas de corto alcance de caracter iénico y
covalentes. Posteriormente se produce la fijacion de las bacterias a las
superficies dentales mediante adhesinas especificas. Estas adhesinas se
unen a receptores de las glicoproteinas que conforman la pelicula adquirida

para su union irreversible (10).

2.6 CARIES DENTAL

2.7 DEFINICION

Segun Fejerskov 1997; Pitts et al., 2017 la caries dental es una enfermedad
dinamica mediada por biopelicula y modulada por la dieta, de caracter
multifactorial, que resulta en la pérdida mineral neta de tejidos duros
dentales. Esta patologia ocurre cuando los miembros acidogénicos de la
microbiota oral residente obtienen ventaja ecoldgica selectiva sobre otras
especies, interrumpiendo el equilibrio homeostético de la biopelicula dental
(11).

2.8 TEORIA ECOLOGICA DE LA CARIES DENTAL

En la actualidad, la comprension de la caries dental se basa en la teoria
ecologica formulada por Philip Marsh en 1994. Esta filosofia ofrece una
vision integral de la enfermedad al reconocer que todos los
microorganismos presentes en la microbiota oral interactdan, coexisten y

se desarrollan dentro de la boca (12).
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La teoria se basa en la idea de que la cavidad oral es un ecosistema
complejo en el que ademas de existir interacciones microbianas, factores
ambientales y dietéticos también influyen en el desarrollo de esta
enfermedad.

Los factores incluyen el flujo, el pH salival, asi como el consumo elevado
de carbohidratos y la duracion de la exposicidn a estos. Ademas, se tienen
en cuenta aspectos como la higiene bucal y la anatomia dental (12).

La caries dental se comprende ahora desde una perspectiva mas holistica,
que tiene en cuenta las interacciones entre microorganismos, factores

ambientales y los factores intrinsecos del hospedero (12).

2.9 MICROORGANISMOS ASOCIADOS AL DESARROLLO DE LA
CARIES DENTAL

La caries dental es una enfermedad que ha sido objeto de estudio en
relacion con su origen microbiano. Los estudios han permitido identificar
una amplia variedad de microorganismos que desempefian un papel crucial

en su desarrollo, caracterizandose por su elevado indice de virulencia.

Segun las investigaciones, se estima que el nimero de microorganismos
metabdlicamente activos involucrados en el proceso de caries dental puede
oscilar entre 70 y 400, dependiendo del tejido en el que se encuentren
(13,33).

El desarrollo de la caries dental se asocia principalmente a la presencia de
bacterias acidogénicas en la placa dentobacteriana, como Streptococcus
mutans, Streptococcus sobrinus y Lactobacillus. Sin embargo, es
importante destacar que estos no son los Unicos microorganismos que

participan en el desarrollo de esta enfermedad (13,33).
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Se identificaron una cantidad significativa de microorganismos
pertenecientes a los géneros Streptococcus, Veillonella y Lactobacillus en
las lesiones cariosas. Para comprender la variacion en la composicion de
microorganismos asociados al desarrollo de la caries dental, es esencial

analizar las distintas etapas que atraviesa esta enfermedad.

En la fase inicial, donde la caries afecta Unicamente el esmalte dental, se
observa que aproximadamente el 40% de los microorganismos presentes
pertenecen a la especie Streptococcus. Dentro de este grupo, S. sanguinis
constituye cerca de la mitad de esta poblacién, seguido en prevalencia por
S. mitisy S. oralis (13,35).

En una fase intermedia, cuando la caries se extiende desde el esmalte sin
llegar a exponer la dentina, es decir, sin formar una cavidad clinica
evidente, se nota un cambio significativo en la composicion microbiana. En
este punto, alrededor del 30% de los microorganismos son Lactobacillus,
seguidos por un 20% de Streptococcus y un 10% de Veillonella (13). Esta
variacion indica una adaptacion de la microbiota hacia microorganismos
capaces de sobrevivir y prosperar en ambientes mas acidos y menos

oxigenados.

En la tercera fase, cuando la dentina estd expuesta al medio oral, se
observa otro cambio notorio en la poblacion microbiana. En este punto, el
30% de los microorganismos pertenecen a la especie Veillonella, mientras
que un 20% corresponde a Streptococcus. Esta diferencia en la
composicién microbiana en comparacion con la fase inicial resalta la
adaptabilidad de los microorganismos al entorno acido y desafiante de la
cavidad oral (13).
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2.10 ESTRATEGIAS ASOCIADAS A LA PREVENCION DE LA
CARIES DENTAL

La caries dental es una enfermedad compleja, con mudltiples factores
involucrados, que incluyen aspectos anatémicos, dietéticos e higiénicos del
huésped. Esta afeccion esta bien documentada y se asocia principalmente
con la presencia de una biopelicula enddégena disbidtica. Por lo tanto, para
reducir su prevalencia, es esencial abordar y mantener un equilibrio en

todos los factores involucrados (17,30).

Histéricamente, la introduccion del fluoruro en la odontologia marcé un hito
significativo en este campo. El fluoruro sigue siendo el principal agente
preventivo utilizado, en gran parte debido a su accesibilidad y costos
econdémicos. Sin embargo, aunque el fluoruro tiene propiedades
fisicoquimicas que pueden inhibir la desmineralizacion del esmalte dental,
por si solo no es suficiente para contrarrestar el desarrollo de la caries
dental (17).

En la actualidad, se han desarrollado estrategias y productos con enfoques
mas ecolbgicos para abordar la caries dental, y cuando se combinan con el
fluoruro, pueden producir resultados mas efectivos. Un ejemplo claro de
estas estrategias son los péptidos antimicrobianos, moléculas producidas
tanto por el cuerpo como por algunos microorganismos bacterianos, que
poseen propiedades antimicrobianas, antivirales y antifangicas. Sin
embargo, es importante destacar que estos péptidos tienen limitaciones en

su capacidad para combatir ciertos microorganismos patégenos (17,30).

Otra estrategia es la utilizacion de probioticos, que implica la introduccion
de microorganismos especificos en la cavidad oral. Estos microorganismos
compiten por nutrientes y la adhesion con los microorganismos patégenos
responsables de la enfermedad dental (27,31). Ademas, existe un enfoque
ecologico dietético conocido como prebidticos, que implica alimentar la

microbiota oral con nutrientes especificos para crear un ambiente favorable
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para el crecimiento y predominio de bacterias beneficiosas para el
hospedero. Los prebidticos mas comunes en la cavidad oral son la urea y
la arginina, ya que, cuando se metabolizan, generan efectos alcalinizantes
que contrarrestan el ambiente acido creado por las bacterias cariogénicas
(17,28,34).

En resumen, la prevencion efectiva de la caries dental requiere un enfoque
integral que combine el uso del fluoruro con estrategias ecoldgicas como
péptidos antimicrobianos, probidticos y prebidticos. Esta sinergia entre
diferentes enfoques puede ofrecer resultados mas eficientes en la

prevencion de esta enfermedad oral multifactorial (34).

2.11 PROBIOTICOS

2.12 ANTECEDENTES HISTORICOS

El origen de los probidticos se remonta a tiempos antiguos,
especificamente al descubrimiento del uso de productos fermentados
durante la era neolitica. En este periodo, las comunidades humanas que se
asentaron comenzaron a involucrarse en la ganaderia y la agricultura, lo
gue dio lugar a la produccion de una variedad de productos derivados de
estas actividades. Estos productos fermentados, como el yogur y otros
alimentos, se convirtieron en un componente importante de la dieta y la

nutricion de estas poblaciones (14).

No fue sino hasta 1892 cuando Albert Doderlein descubrié una relacion
directa de simbiosis entre microorganismos, encontrando que estos
microorganismos son responsables de inhibir el crecimiento de otras
bacterias patdégenas, marcando asi uno de los primeros hallazgos

cientificos relacionados con los probidticos (14).

A principios del siglo XX, se llevo a cabo una investigacion significativa

sobre la microbiota intestinal, con la participacion destacada de dos
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investigadores, Ernst Moro y Martinus Willem Beijerinck. Estos cientificos
se encargaron de aislar y nombrar la especie Lactobacillus acidophilus,
identificada en las heces infantiles. Este hallazgo marcé un hito importante
en la comprension de los microorganismos beneficiosos en el intestino (14).

En 1906, Henry Tissier publicé resultados alentadores sobre la regulacion
de la microbiota intestinal mediante la terapia de sustitucion de bacterias
patégenas. En el mismo afio, Michel Cohendy llevé a cabo experimentos
con el yogur y llegé a la conclusion de que las personas que consumian

yogur con regularidad experimentaban una mejora en su digestion (14).

En 1907, el cientifico llya llyich Metchnikoff fue el primero en sefialar la
relevancia de los Lactobacillus spp. presentes en el yogur para la salud
humana y la longevidad, destacando su potencial beneficioso para el

organismo (14).

2.13 DEFINICION Y CARACTERISTICAS DE LOS PROBIOTICOS

Los probidticos han sido definidos por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO por sus siglas en inglés) (2002) como “microorganismos
vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un

beneficio para la salud del hospedero” (15,28).

Estos se caracterizan por ser capaces de adherirse eficaz y
transitoriamente a los epitelios de revestimiento del ser humano sin generar
ninguna alteracion genética en las células y se clasifican de acuerdo con el
grupo taxonémico al que pertenecen. Es decir, se identifican de acuerdo
con su género, especie, subespecie y una denominacion alfanumérica que
se designa a una determinada cepa. Producen varios agentes

antimicrobianos como las bacteriocinas.
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Las bacteriocinas son péptidos que tienen una funcién de antagonismo
hacia ciertas bacterias que facilita la colonizacion de ciertos nichos
especificos de microorganismos, inhibiendo directamente a los
microorganismos patdgenos. Ademas, sirven como medios de sefializacion
dentro de las biopeliculas orales y el sistema inmune del hospedero (4, ,22-
25).

2.14 MECANISMOS DE ACCION DE LOS PROBIOTICOS

Los tres mecanismos principales a través de los cuales actdan los

probioticos son:

Modulacion en el sistema inmunoldgico del hospedero: los
probioticos y sus subproductos promueven la actividad fagocitica de los

macréfagos, neutrofilos y linfocitos (15,4,26,32)

Eliminacion directa de los patégenos mediante produccion de
moléculas especificas: las bacterias probiéticas producen sustancias

antibacterianas como bacteriocinas, acidos organicos, acidos grasos,
péptidos y peroxido de hidrégeno (15,4,19,20,22-,25,29,)

Inhibicion indirecta por competencia en la adhesion: los
probiéticos compiten por los nutrientes y los diferentes sitios de union
presentes en la cavidad oral (15,4,32)
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La adhesion y metabolismo de carbohidratos por parte de S. mutans en la
cavidad oral es un factor importante en la formacion y el desarrollo de la
caries dental. En este contexto, el uso de probioticos ha sido objeto de
investigacion debido a su efecto en la disminucion de la adhesion de S.
mutans a las diferentes superficies orales. Por lo tanto, este estudio
experimental evaluara la adhesion de S. mutans en interaccion con las dos
cepas de L. reuteri (DSM 17938 y ATCC PTA 5289), contenidas en el

probiotico BioGaia Prodentis.

4. JUSTIFICACION

BioGaia Prodentis representan una alternativa para la capacidad de la
adhesién de S. mutans al esmalte dental. Sin embargo, la falta de consenso
y la variabilidad en los resultados de los estudios existentes sugieren la
necesidad de una investigacion mas detallada. Por lo tanto, este estudio
experimental cuantificara y evaluara la adhesion de S. mutans en
interaccién con las dos cepas de L. reuteri (DSM 17938 y ATCC PTA 5289),
contenidas en el probidtico BioGaia Prodentis.
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5. HIPOTESIS

El probidtico BioGaia Prodentis que contiene las cepas L. reuteri DSM
17938 y L. reuteri ATCC PTA 5289 afectara la adhesion de S. mutans a

superficies del esmalte dental.

6. OBJETIVOS
6.1 GENERAL

Evaluar el efecto del probidtico BioGaia Prodentis en la adhesion de S.

mutans a superficies de esmalte dental.

6.2 ESPECIFICOS

e Obtener las superficies de esmalte dental para la realizacion de los
ensayos microbiolégicos.

e Evaluar la adhesion de S. mutans a las muestras de esmalte dental
en un entorno de interaccidbn con las cepas contenidas en el
probidtico BioGaia Prodentis mediante el recuento de unidades
formadoras de colonias (UFC).

e Observar el comportamiento de adhesion del co-cultivo de L. reuteri
DSM 17938 y L. reuteri ATCC PTA 5289 en interacciéon con S.
mutans a las superficies de esmalte dental utilizando microscopia

electrénica de barrido (MEB).
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7. METODOLOGIA

Materiales

Dientes anteriores bovinos

Lija de agua #400, #600 #800, #1200, #1500
Infusion cerebro corazén

Agar Rogosa

Agar Mitis Salivarius

BioGaia Prodentis Comprimidos

Placas Petri

Tubos Eppendorf de 1.5 ml

Tubos Falcén de 50 ml

Puntas para micropipeta

Agua bidestilada estéril

Glutaraldehido al 2%

Placa para cultivo celular de 36 pozos
Pipetas Pasteur

Alcohol isopropilico

Hipoclorito de sodio al 3%

Agar Soya Tripticasa (enriquecido con hemina y vitamina K)

Equipo
e Sonicador (Sonics Vibra-cell VC130)
e Micropipetas
e Mechero
e Vortex (Daigger Vortex Genie 2)
e Pulidora (Ultrapol Basic Ultra Tec)
e Céamara de anaerobiosis
e Espectrofotometro (Eppendorf D30)
e Agitador orbital (Thermo scientific MaxQ2500)
e Entrecruzador UV (BIO-RAD)
e Lentes de proteccién
e Bata para laboratorio

Instrumentos
e Aguja
e Encendedor
e Pinzas de curacion
e Trefina de 6 mm
e Pieza de mano de baja velocidad (Alegra W&H AM- 20 E BC, WE-
56)
e Asa bacteriolégica (grande, mediana y pequefia)
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7.1 PROBIOTICO BIOGAIA PRODENTIS

La férmula de BioGaia Prodentis se basa en la incorporacion de las cepas
de L. reuteri DSM 17938y L. reuteri ATCC PTA 5289 (16). Ademas de estas
cepas probidticas, incluye otros componentes, como aceite vegetal
hidrogenado, aceite de menta, saborizante de menta y sucralosa como
endulzante (16). Este suplemento se administra de manera oral y la
recomendacion general indica consumir de 1 a 2 tabletas al dia, de

preferencia después del cepillado dental (16).

7.2 PREPARACION DE LAS SUPERFICIES DE ESMALTE

Se seleccionaron 15 incisivos centrales superiores e inferiores bovinos.
Estos se preservaron en un contenedor con agua purificada.
Posteriormente, se cortaron en superficies circulares de 6x6 mm mediante
el uso de una trefina de la superficie labial de cada uno de los dientes. Una
vez obtenidas las 15 superficies necesarias para el estudio se eliminé la
dentina y las rugosidades del esmalte.

Para llevar a cabo esta tarea, se utilizaron lijas con granulometrias

especificas que van desde #400 hasta #1500.

Este proceso se realizé utilizando la pulidora de precision Ultrapol Basic
Ultra Tec, que asegura un acabado uniforme y 6ptimo en las superficies de
estudio. Después se lavaron las superficies de esmalte dental con 10 mL
de hipoclorito de sodio al 3% durante 3 minutos sobre el agitador orbital
(Thermo scientific, MAXQ2500).

En seguida, las superficies se enjuagaron manualmente en tres ciclos con
agua bidestilada estéril hasta que se disminuyd o se quitd el olor de cloro.
Posteriormente se realiz6 un segundo lavado en agitacion con 10 mL de
agua bidestilada estéril durante 5 minutos. Luego se procedi6 a realizar un

tercer lavado con 10 mL de alcohol isopropilico (2-propanol) al 70% durante
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15 minutos. Ahora bien, se realizé un ultimo lavado dividido en dos ciclos
de 5 minutos cada uno con 10 mL de agua bidestilada estéril.

Finalmente, las superficies de esmalte se almacenaron en un tubo Falcon
con 10 mL de agua bidestilada estéril en el refrigerador a 4° C. durante 6

hrs y no mas de 72 hrs.

7.3 OBTENCION Y CULTIVO DE LOS MICROORGANISMOS

Se descongelo y se cultivo la especie de S. mutans en agar soya tripticasa.
Esta especie se obtuvo del cepario del laboratorio de Biolnterfases de la
Divisibn de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de
Odontologia de la UNAM. En seguida se introdujo el cultivo a la camara de
anaerobios y se mantuvo en un ambiente humedo y sin oxigeno durante 24
hrs. Una vez que se cumpli6 las 24 hrs se retir6 la placa de cultivo y se
realizo la transferencia de S. mutans mediante la técnica de estria triple a

una nueva placa de agar soya tripticasa.

Este nuevo cultivo se mantuvo durante 48 hrs dentro de la camara de
anaerobios. Posteriormente, para poder obtener los microrganismos de L.
reuteri (DSM 17938/ ATCC PTA 5289) se disolvié una tableta de BioGaia
Prodentis en 1 mL de infusidn cerebro corazon. De este modo se obtuvo
una concentraciéon de 2x108 UFC/mL de ambas cepas de L. reuteri

contenidas en el probiético.

7.4 HOMOGENIZACION DE LA CONCENTRACION DE LOS
MICROORGANISMOS

En esta fase del proceso, se vertio 1 mL de infusion cerebro corazon
inoculado con S. mutans en la celdilla del espectrofotometro (Eppendorf
D30). Luego, se llevd a cabo la medicion de la concentracion bacteriana
utilizando el mismo espectrofotometro. Se tom6 como referencia un valor
de absorbancia lo mas cercano a 1 lo cual equivale a una concentracion
del1x10° UFC/mL.
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Después se hizo una dilucion de S. mutans a partir de la concentracion
obtenida vertiendo 100 pL del medio inoculado y 900 uL de infusién cerebro
corazon estéril en un tubo Eppendorf. De esta manera se obtuvo una

concentracion final de 1x108 UFC/mL de S. mutans.

Posteriormente, se procedio a igualar la concentracion de las cepas de L.
reuteri (DSM 17938/ ATCC PTA 5289) con respecto a la concentracion de
S. mutans. Para poder homogenizar las dos cepas de L. reuteri (DSM
17938/ ATCC PTA 5289) se tom6 500 uL de la dilucion de la tableta BioGaia
Prodentis y se vertié en un nuevo tubo Eppendorf. De esta forma se obtuvo

una densidad de 1x108 UFC/mL de este microorganismo.

Una vez que se homogenizo las concentraciones de los microrganismos
se realizo la solucion del cocultivo el cual se prepard tomando 250 pL con
S. mutans y 250 pL de la dilucién de la tableta con las cepas de L. reuteri
(DSM 17938/ ATCC PTA 5289).

7.5 DISENO EXPERIMENTAL PARA LA EVALUACION EFECTO
DEL PROBIOTICO BIOGAIA PRODENTIS EN LA ADHESION DE
S. mutans A SUPERFICIES DE ESMALTE DENTAL.

En la placa de pozos para cultivo celular se colocaron 15 superficies de
esmalte dental, las cuales se replicaron por triplicado (n=3) para su conteo
visual de UFC’s; ademas se reservaron 6 superficies de esmalte para su
posterior examinacion en el MEB. Las primeras 5 superficies, se destinaron
al cultivo de S. mutans; las siguientes 5 se cultivaron con L. reuteri
(probidtico BioGaia Prodentis) y las ultimas 5 superficies se cultivaron en

interaccién de estos dos microorganismos (co-cultivo).

Siguiendo el orden anterior se preparo las primeras 5 superficies afladiendo
100 pL con S. mutans y 900 uL de infusion estéril. En seguida se prepararon
las siguientes 5 superficies, anadiendo 100 uyL con las dos cepas de L.
reuteri (DSM 17938/ATCC PTA 5289) y 900 pL de infusiéon estéril, y
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finalmente se prepar6 las ultimas 5 superficies afiadiendo 100 pL de la
solucion con S. mutans y 100 uL con las dos cepas de L. reuteri (DSM
17938/ATCC PTA 5289) mas 900 uL de solucion estéril. Una vez
preparadas las superficies del esmalte dental con sus respectivos
microorganismos se introdujeron a la camara de anaerobiosis durante 48

hrs.
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Figura 3. Distribucién de las superficies de esmalte dental con sus respectivos
cultivos de microorganismos en una placa para cultivo celular de 48 pozos. Fila
A: superficies de esmalte dental que interactuaron exclusivamente con S. mutans.
Fila B: Superficies de esmalte dental que estuvieron en contacto con L. reuteri
(probiotico BioGaia Prodentis). Fila E: superficies de esmalte dental incubadas
con el co-cultivo de S. mutans y L. reuteri (probidtico BioGaia Prodentis). Las
superficies de esmalte colocadas en la columna 7 y 8 fueron utilizadas para la
evaluacion mediante MEB (18).
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7.7 EVALUACION DE LA  ADHESION DE LOS
MICROORGANISMOS A LAS SUPERFICIES DE ESMALTE
MEDIANTE EL CONTEO DE UNIDADES FORMADORAS DE
COLONIAS (UFC’S)

Se retiro la placa de pozos de la camara de anaerobios y se retird la infusion
cerebro corazén a las superficies del grupo MEB. Las seis muestras de
esmalte que pertenecian a este grupo se colocaron en una nueva placa de
pozos donde se agregaron 500 pL de glutaraldehido al 2% y se dejé actuar

durante 24 horas como tiempo minimo para su examinacion.

Después, se retird la infusion cerebro corazén de los otros grupos que se
estaban estudiando. Para garantizar la integridad de las superficies y evitar
contaminaciones, se realizaron dos lavados de los pozos con 500 uL de
medio de infusién cerebro corazén. En seguida, se llevé a cabo un lavado
adicional de 500 pL utilizando agua bidestilada estéril. Posteriormente se
realizd un proceso de sonicacion a las nueve superficies de esmalte. Para
poder realizar el proceso anterior, se afiadieron 1000 uL de medio infusién

cerebro corazon a cada uno de los pozos.

Las superficies fueron sometidas a sonicacion mediante 5 ciclos, cada uno
de 10 segundos de duracién. Se tuvo especial cuidado en limpiar la punta
entre cada ciclo de vibracién antes de proceder con la siguiente superficie.
Luego, se tom6 1000 pL de cada pozo y se realizaron las siguientes
diluciones: -1, -2 y -3. Luego, se procedié a sembrar 100 uL de la dilucion -
3 obtenida de cada una de las tres superficies pertenecientes a los distintos
grupos en medios de cultivo especificos, ideales para el crecimiento de

cada tipo de microorganismo.
En este sentido, el microorganismo S. mutans se cultivd en medio agar

salivarius, mientras que el microorganismo L. reuteri se desarroll6 en un

medio agar Rogosa. En el caso del grupo en el que se estudio la interaccion
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entre S. mutans con L. reuteri (probidtico BioGaia Prodentis), se llevé a cabo

su cultivo en medio agar Mitis Salivarius.

Finalmente, los cultivos se introdujeron a la camara de anaerobiosis,
durante un periodo de 24 horas. Una vez, que se cumplio este periodo de

tiempo se retiraron y se llevé a cabo un conteo visual UFC’s adheridas al

esmalte dental en cada uno de los tres grupos de superficies.

Microorganismos Superficie Dilucion Microorganismo
cuantificado
L. reuteri #1 -3 L. reuteri Agar Rogosa
L. reuteri #2 -3 L. reuteri Agar Rogosa
L. reuteri #3 -3 L. reuteri Agar Rogosa
S. mutans #1 -3 S. mutans Agar Mitis Salivarius
S. mutans #2 -3 S. mutans Agar Mitis Salivarius
S. mutans #3 -3 S. mutans Agar Mitis Salivarius
Cocultivo #1 -3 L. reuteri Agar Rogosa
Cocultivo #2 -3 L. reuteri Agar Rogosa
Cocultivo #3 -3 L. reuteri Agar Rogosa
Cocultivo #1 -3 S. mutans Agar Mitis Salivarus
Cocultivo #2 -3 S. mutans Agar Mitis Salivarius
Cocultivo #3 -3 S. mutans Agar Mitis Salivarius

Tabla 2. Tabla representativa de la organizacién de las superficies de esmalte
con sus respectivos microorganismos y medios de cultivo. Nota: el término co-
cultivo hace referencia al cocultivo de S. mutans con L. reuteri (probiético BioGaia
Prodentis).
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8. RESULTADOS

Conteo de UFC's

S. mutans L. reuteri (probiotico BioGaia Prodentis)  Cocultivo (Agar mitis salivarius) Cocultivo (Agar rogosa)

Figura 4. Conteo promedio de UFC’s en diferentes medios de cultivo.

Este estudio cuantifico la adhesion de S. mutans y L. reuteri (probiético
BioGaia Prodentis), de manera individual y en co-cultivo, sobre superficies

de esmalte dental.

Como se puede observar en la Figura 4, la adhesion de S. mutan a las
superficies de esmalte mostr6é el mayor conteo de UFC’s (1033 UFC/ml +
33.3), en comparaciéon con la adhesién de L. reuteri (probiético BioGaia
Prodentis) a dichas superficies (93 UFC/ml + 4). Ademas, se encontrd que
cuando se evaluo la adhesion de S. mutans en co-cultivo con L. reuteri
(probiotico BioGaia Prodentis), los conteo de UFC’s disminuyeron de forma
importante, esto cuando se recobraron las células bacterianas del cocultivo
en medio agar Mitis Salivarius (373 UFC/ml £ 44.8) y en agar Rogosa (240
UFC/ml £ 53.3). A continuacion, se muestran micrografias representativas
sobre la adhesion de S. mutans y L. reuteri (probiético BioGaia Prodentis)

a diferentes superficies de esmalte dental.
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8.6 EVALUACION MEDIANTE MEB DE LA ADHESION DE S.
mutans A LAS SUPERFICIES DE ESMALTE DENTAL

KE, BB8  1BMm ICHML-UMNAM ®5, BE8 S ICML=LUNAM

ICHML =UKAM

Figura 8. Micrografias obtenidas mediante el microscopio electrénico de barrido
(MEB) en las cuales se puede observar la adhesion de S. mutans sobre superficies
de esmalte dental.
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8.7 EVALUACION MEDIANTE MEB DE LA ADHESION DE L.
reuteri  (PROBIOTICO BIOGAIA PRODENTIS) A LAS
SUPERFICIES DE ESMALTE DENTAL

ICHML -UMAM e ¥3, B MM ICHML -UNAM

¥18, 888  Laom 1CHML -UNAM

Figura 9. Micrografias obtenidas mediante el microscopio electrénico de barrido
(MEB) en las cuales se puede observar la adhesion de L. reuteri (probidtico

BioGaia Prodentis) a las superficies de esmalte dental.
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8.8 EVALUACION MEDIANTE MEB DE LA ADHESION DEL
COCULTIVO DE S. mutans CON L. reuteri (PROBIOTICO

BIOGAIA PRODENTIS) A LAS SUPERFICIES DE ESMALTE
DENTAL

¥Z,088  16Mm 1CML-UNAM® ¥Z,B80  18nm ICML -UNAM XZ, 888  1B8mm ICML-UNAM

XZ,800 @Bnm . | J:ICHL-UNFII"I KZ,B88  18mm ICML -UNAM KZ,B88  18pm ICML -UNAM

A B C

Figura 10. Micrografias obtenidas mediante el microscopio electrénico de barrido
(MEB) en las cuales se puede observar el comparativo de la adhesiéon de los

microrganismos: A) S. mutans B) L. reuteri (probiético BioGaia Prodentis) C)
Cocultivo
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9. DISCUSION

La bacteria S. mutans, esta principalmente relacionada con el desarrollo de
la caries dental debido a su produccion de &cidos organicos y tolerancia a
medios acidos (41).

Por lo tanto, su adhesion desempefia un factor de riesgo en el desarrollo
de esta enfermedad (41). En respuesta a esto, se han desarrollado
diferentes tratamientos como el uso de probioticos destinados a disminuir

la adhesién de S. mutans a las diferentes superficies orales (30).

El concepto de utilizar probidticos como una estrategia para controlar la
carga de S. mutans se remonta a la investigacion pionera de Ishihara y
colaboradores en 1945. (42). Estos autores aislaron cepas de L.
fermentum, L salivarus, L. faecium y S. equinus en heces de personas

sanas.

Posteriormente obtuvieron de estos microorganismos extractos solubles en
agua los cuales mezclaron mas adelante con saliva de individuos sanos
mediante un estudio in vitro. De esta forma demostraron que estas
bacterias procedentes del intestino tienen la capacidad de disminuir la

cantidad de S. mutans en la saliva.

Ademas autores como Galvin M, Silva M, Vicent JG, Barefood SF, Hamdam
IY y cols. (43) documentaron como diferentes especies de Lactobacillus son

capaces de producir sustancias con capacidad antimicrobiana.

Por su parte Talarico y cols. (47) descubrieron en 1988 una sustancia
inhibitoria producida por L. reuteri, a la que llamaron reuterina. Su poder de

inhibicion fue demostrado sobre diversas especies bacterianas

Siguiendo esta linea de investigacion el presente estudio evalué el efecto

de L. reuteri (BioGaia Prodentis) en la adhesion de S. mutans a diferentes
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superficies de esmalte dental. Para poder cumplir con este objetivo, se
cuantifico la adhesion de cada uno de los microrganismos en monocultivo

y co-cultivo.

A partir de los resultados obtenidos por medio del conteo visual de UFC’s
y la evaluacion mediante el microscopio electrénico de barrido se pudo
cuantificar una reduccion en la adhesion de S. mutans cuando estuvo en
co-cultivo con el probittico BioGaia Prodentis, en comparacion con el

conteo de UFC’s cuando S. mutans estuvo en monocultivo.

Estos resultados concuerdan con las investigaciones realizadas por Aino
M. y cols. (46) los cuales realizaron un estudio en el cual evaluaron los
efectos de Lactobacillus reuteri PTA 5289 y L. paracasei DSMZ16671 sobre
la adhesion y la formacion de biopeliculas de Streptococcus mutans. Este
estudio consistio en la evaluacion de la adhesién de S. mutans a 9
superficies de hidroxiapatita en interaccion con L. reuteri y L. paracasei.
Los resultados de su estudio demostraron un efecto inhibitorio por parte de

los microorganismos probioticos sobre la cepa S. mutans.

Ademas, nuestro estudio también concuerda con la investigacion de
Nikawa y cols. (44). Ellos realizaron un estudio in vivo en el cual participaron
40 mujeres, divididas en dos grupos de 20 personas, todas ellas sin
incidencia de caries dental, gingivitis o enfermedad periodontal. Este
estudio consistid en dar a ingerir al primer grupo un yogurt placebo mientras
que el segundo grupo el yogurt contenia L. reuteri. Los resultados

demostraron un efecto inhibitorio de S. mutans causado por L. reuteri.

Estudios posteriores, como los de Caglar y cols. (48) también demostraron
el efecto inhibitorio por parte de L. reuteri ATCC 55730 contenido en una
tableta del probidtico Life Top Straw® sobre el recuento salival de S.

mutans en 120 adultos jovenes (21-24 afios). Esta tableta con Lactobacillus
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ATCC 55730 mostro una reduccion significativa de S. mutans en saliva en

comparacion al grupo placebo.

En 2008, obteniendo también una disminucion de S. mutans significativa
en presencia de L. reuteri, Caglar y cols. (45) utilizaron como forma de
administracion del probiético un nuevo producto sanitario. Consiste en un
chupete, en cuyo interior insertaron la pastilla probiotica. El chupete tenia
unos pequefios orificios de 0,5 mm de diametro, a través de los cuales la

pastilla se disuelve totalmente en la cavidad oral en unos 10-12 minutos.

En conclusion, el resultado obtenido en este estudio confirma el efecto
inhibidor de L. reuteri (BioGaia Prodentis) sobre la adhesion de
Streptococcus mutans a las superficies del esmalte dental, lo cual
concuerda con los estudios realizados por Aino M, Ishihara K, Silva M,
Nikawa H y Caglar E (41-46)
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10. CONCLUSIONES

La presente investigacion demostré que S. mutans tiene una mayor afinidad
para adherirse a las superficies de esmalte dental, en contraste con L.
reuteri (probidtico BioGaia Prodentis); Ademas, se cuantificO una
disminucién en la adhesion de S. mutans sobre las superficies de esmalte
dental cuando estuvo en interaccion con L. reuteri (probidtico BioGaia

Prodentis).

Por lo tanto, con base en los resultados obtenidos en este estudio, se puede
concluir que la adhesién de S. mutans se vio significativamente disminuida
en presencia L. reuteri (probidtico BioGaia Prodentis), lo cual indica una
competencia en la adhesion a las superficies de esmalte dental entre S.

mutans y el probiotico evaluado (L. reuteri).
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