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l. Introduccion

El Streptococcus mutans es una bacteria patdogena de la cavidad oral. Dicho
microorganismo se adhiere firmemente a la superficie del esmalte dental cuando se
presenta un desequilibrio en el ecosistema bucal, siendo uno de sus primeros
colonizadores y que da paso a la agregacion de otros microorganismos que
conforman la biopelicula supragingival. Estos microorganismos en conjunto,
generan un proceso de desmineralizacion y posteriormente pueden dar lugar a una
enfermedad bucodental, infectocontagiosa y multifactorial, con uno de los mayores

indices de prevalencia en los seres humanos: la caries dental.’

Una de las alternativas que se ha explorado para controlar a los microorganismos
patdgenos en el cuerpo humano es el uso de probiodticos (microorganismos vivos
que pueden regular y/o inhibir el crecimiento y colonizacién de los microorganismos

patdgenos, favoreciendo un equilibrio microbioldgico).”

Se han propuesto varios mecanismos de accién para probiéticos, incluyendo una
variedad de efectos locales, sistémicos o combinados que implican la adherencia,
coagregacion, competitividad, inhibicion, produccion de acidos organicos,

bacteriocinas y la modulacion del sistema inmune.?

Han sido reportados los efectos benéficos que poseen los probidticos no sélo en
tracto gastrointestinal sino también en cavidad oral, dado que algunos probidticos
poseen la capacidad de integrarse en una biopelicula presente en la superficie del
esmalte e interferir con el desarrollo de especies asociadas al desarrollo de

patologias como la caries dental.?

Asi mismo, se ha demostrado la capacidad de los probidticos para inhibir, tanto in

vitro como in vivo, la formacion de biopeliculas por S. mutans en busqueda de la
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prevencion de la proliferaciéon de esta cepa bacteriana. Sin embargo, se trata de
investigaciones recientes por lo que todavia continlian realizandose estudios al

respecto. Mas aun, han sido escasos los estudios relacionados con los Bacillus

coagulans y su interaccion con la especie S. mutans.?

Por lo tanto, comprobar si el uso de probiéticos puede inhibir el crecimiento de S.
mutans y su posterior adhesion al esmalte dental, establecera un precedente que
puede ayudar a postular una nueva opcion terapéutica que ayude a reducir el

desarrollo de caries dental.

6|Pagina
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Il. Marco Teodrico
2.1. Microbiota Oral

Los humanos son supraorganismos compuestos de sus propias células y células
microbianas. La cantidad de microorganismos que residen en el cuerpo humano es
diez veces mas que el de las propias células del cuerpo. Estos microorganismos

comensales contribuyen a la salud del hospedero resistiendo los patégenos,

manteniendo la homeostasis y modulando el sistema inmune.3

El microbioma humano es definido como el genoma colectivo de una poblacion
compuesta por bacterias, hongos, virus y protozoos que residen en los diferentes
nichos ecoldgicos del cuerpo humano. El microbioma oral es una de las partes mas
importantes del microbioma humano, y se refiere especificamente a los
microorganismos que residen en la cavidad oral humana (en la Figura 1, se muestra
una microfotografia electronica de barrido de una muestra de microbiota bucal).Se
ha considerado que la cavidad oral posee el segundo microbioma mas complejo en

el cuerpo humano, solo detras del colon.3+4

El microbioma oral es muy diverso, ya que esta conformado por bacterias, hongos,
virus, arqueas y protozoos. Aproximadamente 700 especies estan presentes en la
cavidad oral, entre ellos aproximadamente el 54% han sido cultivadas y nombradas,
el 14% son cultivadas, pero sin nombre, y 32% son conocidos solo como filotipos
incultos. Un numero creciente de estudios ha demostrado que la microbiota oral
juega un papel vital en la patogenia y desarrollo de muchas enfermedades orales y

sistémicas.3

Este complejo sistema puede ser alterado por diversos factores: higiene deficiente,
el tipo de alimentacion, tabaquismo, estrés y enfermedades sistémicas. Todos estos
factores favorecen la colonizacion por microorganismos patégenos y la formacion
de biopeliculas (estructuras heterogéneas que contienen microcolonias de
microorganismos encapsuladas en un matriz de sustancia polimérica extracelular),

que son factores etioldgicos de las enfermedades orales.? ©

7|Pagina
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Las bacterias representan la principal poblacion de microorganismos orales y el
conocimiento de su composicion proviene, principalmente, de métodos
dependientes de cultivo microbiologico. Estas técnicas, llevaron a la identificacion
de microorganismos especificos que se sabe tienen un papel importante como

efecto causal en la caries y la periodontitis.3’

Sin embargo, estos datos sustancialmente subestimaron la composicién del
microbioma oral. ElI desarrollo de métodos independientes de cultivo,
particularmente el ARN ribosomal de la porcidn 16s, ha ampliado nuestra conciencia

de la gran riqueza y diversidad del microbioma oral.”

El ecosistema oral es muy intrincado debido a que posee multiples variedades de
nichos, entre los cuales se incluye la saliva, las superficies de tejido blando de la
mucosa oral, lengua y superficies de los tejidos duros y materiales implantados.
Dependiendo del tipo de superficie, son atraidas comunidades microbianas
distintas, ya que cada nicho proporciona un ecosistema unico con las condiciones
optimas y nutrientes para sus microbios pobladores. Por lo tanto, microbiomas
pertenecientes al mismo sitio de diferentes individuos, son mas similares que

aquellos de diferentes sitios del mismo individuo.”

Figura 1. Microfotografia por microscopia electronica de barrido representativa de una muestra de la
microbiota oral. Se puede observar la complejidad de la comunidad microbiana y los diferentes tipos

de microoreanismos aue forman parte del microbioma *
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2.2. Biopeliculas

Las biopeliculas son estructuras heterogéneas que contienen microcolonias de
microorganismos encapsuladas en una matriz de sustancia polimérica extracelular
o EPS (por sus siglas en inglés Extraellular Polymeric Substance). Las
microcolonias de las biopeliculas estan separadas unas de otras por espacios
intersticiales o canales de agua, los cuales son capaces de transportar nutrientes y

desechos.®

La EPS de las biopeliculas contiene entre el 50 al 90% del carbono orgéanico total
de la estructura y es componente principal de éstas. Esta matriz de polimérica puede
variar en sus propiedades quimicas y fisicas, pero estd compuesta principalmente
por polisacaridos. Las microcolonias forman la unidad estructural basica de las
biopeliculas, mientras que la proximidad de las células microbianas dentro de la
microcolonia (o entre las microcolonias) provee del medio ambiente ideal para la
formacion de gradientes de nutricidn e intercambio genético. En la Figura 2, se

esquematiza la estructura de una biopelicula®.

Ademas, los microorganismos en las biopeliculas poseen un mecanismo de
comunicacion llamado Quorum sensing, que involucra la produccion y deteccion de
moléculas de sefializacion involucradas en la regulacion de la expresion de genes
y que regula a su vez el crecimiento de la poblacion y los procesos de sobrevida

(adhesion, desprendimiento y proteccion a cambios quimicos Yy fisicos).?
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Figura 2. Estructura de la biopelicula ®
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Las biopeliculas son un sitio ideal para que ocurra el intercambio de informacion
genética entre las células bacterianas. Uno de los principales mecanismos de
intercambio genético es el proceso de conjugacion, que es el mecanismo mediante

el cual se transfiere informacion genética por contacto fisico.®

Estos procesos ocurren con mayor frecuencia entre las células cuando estan en
estado de biopelicula que cuando estan en estado plantonico (vida libre). También
se ha sugerido, que las cepas bacterianas de relevancia médica que contienen
plasmidos de conjugacion (elementos genéticos de una bacteria que se transmiten
a otras bacterias y que pueden ser expresados), tienen la capacidad de desarrollar

con mayor facilidad la estructura de biopelicula.®

Factores de adhesion, agregacién y coagregacidon bacteriana

La colonizacién secuencial y la formacién de biopeliculas son procesos altamente
organizados. La adhesion a una superficie (natural o artificial) es el primer paso
esencial para el desarrollo de una biopelicula. La primera fase es la adhesion de los
microorganismos en estado planténico a la superficie. Esta fase es reversible y esta

controlada por diversas variables fisicoquimicas que determinan la interaccién entre

la superficie de las bacterias y la superficie acondicionada.®

Todas las zonas de la boca, entre ellas las superficies de los tejidos blandos, los
dientes y las de restauraciones fijas y removibles, estan cubiertas por una pelicula
de glucoproteinas, la cual esta constituida por componentes salivales, del liquido
gingival, desechos, productos bacterianos y de células de los tejidos del huésped.
Los mecanismos que intervienen en la formacién de la pelicula del esmalte incluyen

fuerzas electrostaticas, de Van der Waals e hidrofobas.8

Algunos microorganismos que ingresan de manera constante pueden quedar
retenidos en algunas zonas de la cavidad oral como fosas y fisuras, para otros este
mecanismo no es suficiente para vencer las fuerzas de eliminacion como son el flujo

salival, la descamacion de las células epiteliales, la masticacion, la deglucién o la

10|Pagina
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higiene bucal. Por ello, muchos microorganismos deben desarrollar sistemas para

permanecer en los diferentes ecosistemas de la cavidad oral.8

Entre los mecanismos que permiten la supervivencia microbiana en la cavidad oral
se encuentran la adhesion, la agregacion y la coagregacion. La adhesion consiste
en la unién de los microorganismos a los tejidos del hospedero, la agregacion
permite la adhesion de los microorganismos a otros de su misma especie, mientras
que la coagregacién se refiere a la adhesidén entre microorganismos de diferente

especie.®

Todos estos mecanismos permiten la formacion de acumulos microbianos
adheridos a la superficie de la cavidad oral. Estos mecanismos son especialmente
importantes en un ambiente sometido a mecanismos de limpieza. Estos procesos
de adhesidn, agregacion y coagregacion contribuyen a la especificidad y diversidad
bacteriana en algunos ecosistemas, asi como a la formacion de la biopelicula y al
desarrollo de algunas de las enfermedades de la cavidad oral como la caries, la

gingivitis y la periodontitis.®

Los microorganismos se adhieren a las superficies del hospedero por la interacciéon
especifica entre dos moléculas, una del microorganismo denominada adhesina y
otra del hospedero conocida como receptor. Las adhesinas son moléculas

superficiales que permiten su fijacion a los receptores de las superficies, como

tejidos, superficie dental, materiales artificiales u otros microorganismos.®

Dichas adhesinas, pueden ser residuos de hidratos de carbono, proteinas
superficiales, glucanos solubles e insolubles del glicocalix, glucosiltransferasas,
proteinas que unen o fijan glucanos, proteinas que se fijan a la pelicula adquirida,
moléculas proteicas contenidas en las fimbrias y/o acidos lipoteicoicos.®

Con estas adhesinas interactuan algunos compuestos que actuan como receptores,

estos pueden ser carbohidratos del glicocalix, glucoproteinas como la fibronectina

I11|Pagina
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de células epiteliales o de proteinas y glucoproteinas salivales absorbidas al

esmalte o materiales artificiales formando la pelicula adquirida.®

Entre los principales mecanismos de adhesion, agregacion y coagregacion

destacan los siguientes:

Uniones mediadas por glucanos: En estas uniones intervienen glucanos,
principalmente insolubles ya que los solubles son facilmente degradables, proteinas
superficiales que fijan glucanos y las enzimas glucosiltransferasas. Las enzimas
glucosiltransferasas sintetizan los glucanos, pudiendo quedar unidas a las
superficies bacterianas o ser excretadas al medio circundante. Los glucanos
liberados al medio pueden fijarse a proteinas superficiales y actuar de punto de
unién. Un ejemplo de este tipo de unidén es la que lleva a cabo Streptococcus

mutans. 0

Uniones tipo lectina-carbohidratos: Las lectinas constituyen un grupo de
proteinas de origen no inmune que comparten en comun la propiedad de enlazarse
de forma especifica y reversible a carbohidratos, ya sean libres o que formen parte
de estructuras mas complejas. Tienen la propiedad de combinarse con varios tipos
de glicoconjugados presentes en las superficies y es necesaria una
complementariedad entre las superficies con las que interactuan. En la pelicula
adquirida se forman estas uniones entre las fimbrias y proteinas superficiales de
algunas bacterias y residuos de galactosa por ejemplo, en el caso de unién a
proteinas de Streptococcus mutans o residuos de acido sialico en el caso de

Streptococcus sanguis. Este tipo de uniones se pueden dar en los fendbmenos de

coagregacion bacteriana.’®

Uniones tipo proteina-proteina: Intervienen principalmente proteinas de la
pelicula adquirida ricas en prolina que se unen a proteinas microbianas como las
que forman parte de las fimbrias. Ademas de participar en la adhesién estas uniones

son importantes en los fendmenos de coagregacion. En los coagregados participan

12|Pagina
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especies distintas dando lugar a masas microbianas heterogéneas. Uniones por
acidos lipoteicoicos (ALT). Estos acidos son polimeros anionicos de la pared celular
de bacterias Grampositivas. La carga negativa de los extremos hidrofilos de estos

compuestos permite al microorganismo adherirse a los iones calcio y fosfato o a los

grupos sulfato de las glucoproteinas de la pelicula adquirida.°

Adhesion a superficies epiteliales: La fibronectina es una glucoproteina de la
saliva que recubre las células epiteliales y que actua como receptor de adhesinas
bacterianas. Las bacterias habituales de la cavidad oral se adhieren a esta
glucoproteina que bloquea receptores de adhesinas de otro tipo de
microorganismos que no se localizan habitualmente en la boca, con lo que tiene un

papel protector frente a microorganismos mas patégenos que los comunes.'°

Unidén fisica por retenciéon: Muchos microorganismos quedan retenidos en la
cavidad oral en fosas, en fisuras, en areas interproximales de los dientes, alrededor
de prétesis, en el surco gingival, en bolsas periodontales o en lesiones producidas
por la caries. Otros pueden quedar retenidos entre otros microorganismos que

forman parte de biopeliculas sin poseer mecanismos de adhesion o coagregacion.’®

La estructura de una biopelicula y sus mecanismos de formacién se ejemplifican en

la Figura 3.
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Figura 3. Diagrama representativo de la formacion de la biopelicula dental, se muestran las
adhesinas asociadas al esmalte y receptores en microorganismos. °

2.3. Esmalte Dental

El esmalte dental es el tejido mineraizadol mas duro encontrado en los mamiferos.
Tiene una alta organizacion y densidad mineral, y a su vez presenta un alto modulo

elastico y otras propiedades mecanicas que le permiten prevenir ciertas fracturas.

La clave para alcanzar tan precisa organizacion en su arquitectura, se da gracias a

su alto control de las proteinas e interacciones en la formacién del mineral.®

En la formacién del esmalte dental, los ameloblastos depositan la matriz del esmalte
sobre la pre-dentina formada, este proceso dinamico ocurre en el espacio
extracelular entre el ameloblasto pre-secretor y la dentina mineralizada. Este tejido
crece continuamente con la secrecion de matriz extracelular del esmalte, hasta que
el ameloblasto ha secretado todo el espesor de la matriz. En esta fase, los

ameloblastos producen y secretan la mayor cantidad de proteinas, que
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determinaran el grosor final del esmalte, aunque la matriz organica no se encuentra

mineralizada en su totalidad.®

Una vez terminada esta fase, las células incrementan las sintesis de proteinas;
mismas que participan en la degradacion y resolucion de la lamina basal que las
separa de la dentina. En esta fase de maduracion, se produce la degradacién casi
completa de proteinas y un rapido crecimiento cristalino, gracias a que los
ameloblastos regulan el trasporte de iones (calcio, fosfato, carbonato) y el pH, hasta

alcanzar la mineralizacién completa del tejido.®

El esmalte dental se compone 96% de material inorganico, 4% de material organico
y 1% de agua. La parte inorganica de un diente humano, se conforma
principalmente por la hidroxiapatita (HAp) la cual es un biocristal, formado por
atomos de calcio, fésforo, e hidrogeno, cuya férmula es: Ca1o(PO4)s(HO)2. La HAp
esta presente en los tejidos mineralizados como esmalte, dentina, cemento radicular

y hueso, confiriéndoles su dureza caracteristica. Pertenece a la familia de las

apatitas, presenta una estructura hexagonal, con el grupo espacial P63 /m."!

En la Figura 4, se presenta una microfotografia de microscopia electronica de
transmision, donde puede observarse la orientacion de cristales de hidroxiapatita en

el esmalte dental.

En el tejido 6seo esta siempre acompanada de estructuras organicas como la
colagena. Otras apatitas de importancia biologica son la fluorapatita y la
cloroapatita. Los principales componentes quimicos de la hidroxiapatita son el calcio
y el fosfato. Sin embargo, la HAp natural contiene porcentajes minimos de sodio,
cloro, carbonatos y magnesio, los cuales juegan un papel preponderante en la

funcion remodeladora del hueso."
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Figura 4. Microfotografia MEB de los prismas del esmalte dental humano. (A) Seccion
transversal. (B) Seccion longitudinal.!!

2.4. Caries dental

La caries dental es un proceso o enfermedad dinamica crénica, que ocurre en la
estructura dentaria en contacto con los depdsitos microbianos, debido al
desequilibrio entre las cantidades de microorganismos cariogénicos y no
cariogénicos, asi como la interaccidén entre agentes protectores y patoldgicos en
saliva y biopelicula, dando como resultado una pérdida de mineral de la superficie
dental, cuyo signo es la destruccién localizada de tejidos duros. Se clasifica como

una enfermedad transmisible e irreversible.'2

La caries dental es el resultado de la interaccién compleja entre microorganismos
productores de acido y carbohidratos fermentables, con frecuencia la ingesta de
altos niveles de carbohidratos conduce a una mayor produccion de acido,
disminucién de la amortiguacion salival capacidad y un entorno de bajo pH. Aunque

la ingesta de carbohidratos fermentables y los microorganismos productores de

acidos es uno de los factores etioldgicos principales de la caries, no es el unico, ya
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que se considera que la caries es una enfermedad multifactorial. En la Figura 5, se
muestran los diversos factores asociados al desarrollo y progresién de la caries

dental.'?

FACTORES ETIOLOGICOS PRIMARIOS
Saliva |Diente

HUESPED Flujo Anatomia
Tampén |Posicion

CARIES MICROORGANISMOS Streptococcus mutans

Agente Lactobacilos sp
Actinomyces sp

DIETA , Carbohidratos =» Sacarosa
Sustrato-Medio Frecuencia de consumo

Figura 5. Etiologia multifactorial de la caries dental.?

La acidificacion ambiental es la principal causa de los cambios fenotipicos y
genotipicos en la microflora durante la progresion de la caries. El Streptococcus
mutans ha sido estudiado profundamente y considerado como uno de los patégenos

especificos y de mayor importancia para el desarrollo de la caries dental.'?
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2.5. Streptococcus mutans

Pertenece a un grupo fenotipico llamado Streptococos mutans que incluyen S.
sobrinus, S. ferus, S. cricetus, S. rattus y el serotipo “h”. Filogenéticamente distinto
de otras especies de Streptococcus. Se trata de cocos Grampositivos, anaerébicos
facultativos de 0,5 a 0,75 ym de diametro que se presentan en pares o cadenas

cortas.®

Las cepas de S. mutans pueden distinguirse seroldégicamente. El peptidoglicano
contiene acido glutamico, alanina, lisina, glucosamina y acido muranémico. Las

colonias son blanquecinas de 0.5 a 1 mm y se adhieren firmemente al agar.®

Comunmente detectado en dientes humanos en la biopelicula supragingival, y
generalmente asociado como la principal causa de caries, también se asocia con
lesiones endodonticas, infecciones odontogénicas, endocarditis infecciosa y
enfermedad cardiovascular. También es cariogénico en animales de

experimentacion (ratas, hamsters, jerbos, ratones y monos).®

Su capacidad para controlar procesos especificos, tales como, adhesién a una
superficie solida, expresion de factores de virulencia y patogenicidad, produccion de
metabolitos secundarios y mecanismos de resistencia al estrés, es fundamental en
la vida bacteriana de S. mutans. La superficie dental es un habitat natural
indispensable para S. mutans y el tropismo (afinidad que tienen las bacterias por un
tejido especifico del hospedero), por la biopelicula dental se refleja por su

adaptacion para sintetizar glucanos, fijar compuestos y adaptar su aciduricidad.’

La competitividad por este nicho ecoldgico esta en relacion con un sistema de

regulacion de un proceso denominado Respuesta de Tolerancia al Acido (RTA)

dependiente de la densidad celular. 13

Este proceso de RTA forma parte de los sistemas de sefalizacién de Quorum

sensing desarrollado por algunas bacterias al formar la biopelicula y el
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Streptococcus mutans ha evolucionado para que su desarrollo, sobrevivencia y
persistencia en la cavidad oral dependa de su crecimiento en la biopelicula y de la

densidad celular que alcance en ella.’?

Streptococcus mutans produce acido lactico, acido propionico, acido acético y acido
férmico cuando metaboliza carbohidratos fermentables como la sacarosa, glucosa
y fructosa. Estos acidos circulan a través de la biopelicula hacia el esmalte poroso,
disociandose y liberando hidrogeniones, los cuales disuelven rapidamente el
mineral del esmalte, generando calcio y fosfato, que a su vez, difunden fuera del

esmalte. Este proceso se conoce como desmineralizacion.’?

Los factores de virulencia de Streptococcus mutans mas involucrados en la

produccion de caries son:

1. Acidogenicidad: El Streptococcus mutans puede fermentar los azucares de la
dieta para originar principalmente acido lactico como producto final del metabolismo.

Esto hace que disminuya el pH y se desmineralice el esmalte dental.’*

2. Aciduricidad: Es la capacidad de producir cido en un medio con pH bajo.™

3. Aciddfilicidad: El Streptococcus mutans puede resistir la acidez del medio

bombeando protones (H +) fuera de la célula.’

4. Sintesis de glucanos y fructanos: Por medio de enzimas como glucosil y
fructosiltransferasas (GTF y FTF), se producen los polimeros glucano y fructano a
partir de la sacarosa. Los glucanos insolubles pueden ayudar a la bacteria a

adherirse al diente y ser usados como reserva de nutrientes.'

Las glucosiltransferasas catalizan la hidrélisis de dos moléculas de sacarosa en sus
monosacaridos constituyentes: la alfa-D-glucosa y la beta-D-fructuosa. Las
moléculas de glucosa resultantes son polimerizadas por enlaces alfa (1-6), alfa (1-
4) o alfa (1-3) que forman los glucanos extracelulares bacterianos y se liberan dos

moléculas de fructuosa.™
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De acuerdo con las -caracteristicas de solubilidad de su producto, las

glucosiltransferasas se clasifican en:

GTF-S, las que sintetizan el dextrano, un glucano que posee predominantemente
uniones lineales alfa (1-6), es soluble en agua y de aspecto globular, GTF-I, sintetiza

un glucano insoluble vy fibrilar con predominio de uniones alfa (1-3) y la GTF-SI,

sintetiza ambos tipos de glucanos.™

El Streptococcus mutans secreta los tres tipos de glucosiltransferasas. Al producto
de la GTF-l y la GTF-SI, con predominio alfa (1-3), se le denomina mutano. Su
insolubilidad en agua, viscosidad y aspecto fibrilar, lo involucra en los fendmenos
de adherencia, agregacién y acumulacion bacteriana en la biopelicula, de esta
manera la capacidad de producir mutano, esta involucrada en el poder cariogénico

del Streptococcus mutans.!4 (Figura 6)°

5. Produccién de dextranasa: Las bacterias tienen la posibilidad de sintetizar y
liberar enzimas glucanohidrolasas, como la dextranasa y la mutanasa, estas se
disponen en la superficie de las células bacterianas en contacto con el glucano, lo
hidrolizan y facilitan asi el paso de los productos de la hidrdlisis hacia el interior de

esta.’

Streptococcus mutans Streptococcus mutans

Antigeno I/1l
Antigeno I/Il

' Superficie del diente

" Lesion cariosa

Figura 6. Patogenia molecular de la caries dental relacionada con Streptococcus mutans.®

20|Pagina

o W
UNAM

1904
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2.6. Probioticos

Originalmente fueron definidos como microorganismos que promueven el
crecimiento de otros microorganismos. La definicion de los probidticos se ha
cambiado y ampliado en diversas ocasiones y hoy son definidos como:
microorganismos viables que al ser consumidos por humanos o animales provocan

un efecto benéfico al huésped mejorando las propiedades de la microflora nativa. 6

El concepto de los probioticos aparecid hace mas de 100 ainos, cuando Doderlain y
posteriormente Elie Metchnikoff (conocido como el padre de la inmunidad natural),
reportd que el consumo de yogurt bulgaro que contiene bacterias vivas como
Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus, es decir bacterias
productoras de acido lactico a partir de azucares, poseian algunos efectos benéficos

para la salud.3®

Los probidticos han sido utilizados como una nueva estrategia en la promocion de
la salud y han sido estudiados extensamente. Se presume que el mecanismo de
accion de los probidticos en la boca es similar a lo observado en otras partes del
cuerpo, ya que existe evidencia de que cepas de Lactobacillus orales aisladas de
sujetos con salud y enfermedad periodontal, ejercen actividad antimicrobiana contra

bacterias peridontopatégenas como Aggregatibacter actiomycetemcomitas, P.

gingivalis y Prevotella intermedia.3®

Sin embargo, se sabe poco sobre los efectos de estas cepas en infecciones orales
comunes como la caries dental. Estudios previos sugirieron que el consumo de
productos dietéticos que contienen Lactobacillus inhibe el crecimiento y la formacién
de biopelicula de agentes patdégenos, reduciendo la cantidad de células de
Streptococcus mutans en la saliva. Asi mismo pueden liberar sustancias bioactivas
(acidos organicos y bacteriocinas), incluyendo una variedad de efectos locales,
sisttmicos o combinados que implican la adherencia, coagregacion vy

competitividad. 1°
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Mecanismo de accion

Se piensa que los microorganismos probidticos actuan principalmente a través de
las siguientes vias: competencia contra potenciales patégenos para conseguir
nutrientes o sitios de adhesion, inhibiendo el crecimiento de patogenos a través de
la produccién de bacteriocinas u otros productos, mejora de la integridad de la
barrera intestinal mediante la regulacion positiva de produccion de mucina,
modulacién de la proliferacion celular, apoptosis, estimulacion y modulacion del

sistema inmune de la mucosa.’®

Sin embargo, existen caracteristicas especificas con las que debe contar los
probidticos que seran empleados en la cavidad oral. (Tabla 1)'” Estos deben poder
adherirse y colonizar el tejido oral, incluidas las superficies duras que no se
desprenden y se convierten en parte de la biopelicula, ademas no debe fermentar
azucares; de lo contrario, ello disminuira el pH y hara mas propenso el desarrollo de

caries.

Los métodos probidticos han sido estudiados para tratar la caries principalmente por
interferencia con la colonizacion oral de patdgenos cariogénicos. Nase vy
colaboradores demostraron la capacidad de inhibiciéon de L. rhamnosus GG de la

caries in vivo y encontraron una disminucion de la caries dental y de la unidades

formadoras de colonias de S. mutans en el grupo experimental.'®

Ademas de L. rhamnosus, Bifidobacterium, Lactobacillus reuteri, B. animalis, L.
paracasei y Lactobacillus casei han sido verificados para disminuir el numero de
bacterias cariogénicas y asi prevenir la caries dental. Sélo en las ultimas dos
décadas los probidticos han comenzado a recibir mayor atencién de los
investigadores. Se han llevado a cabo varios estudios sobre los efectos que tienen
los probidticos sobre los microorganismos utilizando diferentes cepas, con el

objetivo de prevenir o tratar enfermedades de la cavidad oral. De acuerdo con las
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definiciones anteriores, una amplia gama de bacterias ha sido propuesta como

probidtico.’”

Sin embargo, solo los clasificados como bacterias del acido lactico han recibido
importantes consideraciones con respecto a los alimentos y nutricién, a pesar de
que existe evidencia clara de actividad probidtica solo para algunos de ellos. Su

papel potencial en la modificacién bioecoldgica de condiciones patologicas y / o

anormales esta bajo evaluacion.’”

Actualmente, los probidticos estan disponibles en forma uUnica o en cepas
microbianas (por ejemplo, Bacillus clausii, Lactobacillus) o como una mezcla de
multiples cepas de Lactobacillus (L. acidophilus, L. lactis, L. reuteri, L. GG y L.
plantarum), Bifidobacterium (B. bifidum, B. longum, B. infantis), Streptococcus (s.
thermophillus, S. lactis, S. fecalis), Saccharomyces boulardii, L. sporogenes /B.

coagulans.!”

Criterios de selecciéon para microorganismos probiéticos de acuerdo
con FAO/WHO 2002
Resistencia al acido gastrico.
Resistencia a acidos biliares.
Adherencia a la mucosa y/o células epiteliales humanas.
Actividad hidrolasa de sales biliares.

Actividad antimicrobiana contra bacterias potencialmente patégenas.
Capacidad para reducir la adhesion de patégenos a las superficies.
Determinacion de patrones de resistencia a antibiéticos.
Evaluacién de efectos secundarios durante estudios en humanos.

Ausencia de produccion de toxinas.

Ausencia de actividad hemolitica.

Tabla 1. Criterios de seleccion para probidticos .!”
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2.7. Lactobacillus sporogenes / Bacillus coagulans

Los Bacillus coagulans son bacterias grampositivas, anaerobias facultativas, no
patogenas, que forman esporas y producen acido lactico. Son resistentes al calor;
la temperatura Optima de crecimiento para B. coagulans es de 35 a 50°C y el pH de
crecimiento 6ptimo es de 5,5 a 6,5. Tiene las caracteristicas de los microorganismos
utilizados como probidticos (Tabla 1)'7, algunas cepas de B. coagulans han sido

reportadas como bacterias termofilas, capaces de crecer hasta 60 — 65 ° C.'8

La especie L. sporogenes fue originalmente aislada y descrito en 1933 por Horowitz-
Wilassowa y Nowotelnow y posteriormente reclasificado como Bacillus
esporogenes. Mas recientemente, se ha demostrado que B. esporogenes
comparten las mismas caracteristicas que B. coagulans, y por eso se ha trasladado

al grupo de los B. coagulans.(Tabla 2)""

Segun la 82 edicion del Manual de Bergey de Bacteriologia Determinativa, menciona
que los portadores de esporas productoras de acido lactico, facultativo o aerdbico y
catalasa positiva se clasifican dentro del género Bacilo. Varios estudios sobre B.
coagulans han informaron diferentes morfologias celulares, superficies de esporas

y esporangios, lo que lleva a la creacién de muchos sinénimos.'”

Las esporas son bien conocidas por ser mas resistentes que las células vegetativas,
son resistentes condiciones ambientales adversas, esta caracteristica permite a las
esporas sobrevivir a la fabricacién industrial y asegura una viabilidad a largo plazo,
mientras que los lactobacilos que no cuenta con esa capacidad tienden a ser mas
labiles. Datos disponibles sobre B. coagulans se refieren principalmente a la cepa
CnCM i-1061, la cual que ha sido demostrado que permanece sin cambios en su

contenido de esporas incluso después de 5 afios de almacenamiento.!”
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La localizacion de endoesporas es terminal en Bacillus coagulans a diferencia de
Bacillus subtilis y otros miembros de Bacillus donde es sub-terminal o central. Las

cepas de Bacillus coagulans producen coagulin y lactosporin con actividad

antimicrobiana frente a microorganismos patégenos.'®

Propiedad B. coagulans Bacillus Lactobacillus
Catalasa +
Oxidasa
Reduccion de nitrato
Esporas
Motilidad
Produccion de acido lactico

Acido diaminopimélico

Tabla 2. Principales caracteristicas de B. coagulans con respecto a los géneros Bacillus y Lactobacillus.!”

Moléculas antimicrobianas en los probiéticos:

Las bacteriocinas son polipéptidos antimicrobianos sintetizados por ribosomas que
proporcionan al organismo una ventaja selectiva sobre otras cepas bacteriocinas
son estables, tienen la toxicidad baja, tienen amplio espectro de accion y son
susceptibles a la bioingenieria. Bacteriocinas en bacterias Grampositivas son
generalmente péptidos catidnicos con menos de 60 residuos de aminoacidos, se ha
documentado que Bacillus coagulans es productor de bacteriocinas como el

coagulin y lactosporin.™®

25|Pagina




INHIBICION DE LA ADHESION DE Streptococcus mutans AL ESMALTE MEDIANTE PROBIOTICOS IN VITRO

Coagulin:

Se trata de una sustancia antibacteriana sensible a la proteasa, producida por el
Bacillus coagulans, que ha sido aislada de las heces de los bovinos, se clasifica
como una sustancia inhibidora de bacteriocina. Coagulin es estable incluso en 60
°C, a un pH que varia de 4 a 8 y parece no ser afectado por la a-amilasa, lipasa o
disolventes organicos (10% v/v). Coagulin exhibe ser un bactericida y contar con un

mecanismo bacteriolitico de accién contra las células indicadoras.'®

Se encuentra en el liquido sobrenadante de los cultivos de cepas de B. coagulans,
aislada de las heces animales y presenta las caracteristicas clasicas de la mayoria

de las bacteriocinas, pero también afecta a varios microorganismos patogenos.®

Lactosporin:

Lactosporin es una proteina antimicrobiana nueva, aislada de un suplemento
dietético probidtico llamado Lactospore ® la pérdida de actividad después de la
exposicion a un numero de enzimas proteoliticas y de la lipasa sugieren que el

lactosporin puede poseer una molécula de lipido que contribuye a su actividad

inhibitoria.?® La cepa productora de lactosporina fue aislada por primera vez en 1933

y descrita como Lactobacillus sporogenes. Posteriormente se clasific6 como B.
coagulans ya que esta cepa posee caracteristicas clave idénticas a las esporas
anteriormente mencionadas, el espectro de la actividad antimicrobiana de
Lactosporin es efectivo contra los microorganismos Grampositivos, pero no contra

bacterias Gramnegativas.?°
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lll. Planteamiento del problema

El Streptocuccus mutans es un microorganismo patdégeno que promueve la
desmineralizacion del esmalte dental, proceso que desencadena en caries dental,
la cual es una de las enfermedades orales mas contagiosas y predominantes en el
ser humano. Por lo tanto, se requiere profundizar en mecanismos que ayuden a
prevenir y controlar la adhesion de S. mutans a la superficie del esmalte dental y asi

disminuir la incidencia de esta patologia.

IV. Justificacion

El uso de probidticos ha demostrado controlar la adhesiéon y proliferacion de
microorganismos patdgenos y pueden ser coadyuvantes en la prevencion de la
caries dental. Su utilizacién puede mejorar de forma importante la salud oral,
regulado la cantidad de patdgenos y su adhesién a las superficies dentales. Al
realizar pruebas de inhibicion de adhesidon de S. mutans con probidticos
directamente sobre esmalte dental podremos comprobar la efectividad que poseen
estos microorganismos para controlar uno de los factores asociados al desarrollo

de la caries dental.
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V. Objetivos

General
Determinar si el uso de probidticos inhibe la adhesion del S. mutans al esmalte

dental.
Especificos
e Determinar la viabilidad de los Bacilos coagulans a partir del

comprimido de bacilos lacticos de Sinuberase® y realizar su cinética de

crecimiento.

Determinar si la incubacion de muestras de esmalte con los probidticos
(Bacilos coagulans) inhibe el crecimiento de colonias de S. mutans en

diferentes tiempos (15, 30 y 60 min).

Determinar si el medio de cultivo (agar sangre o agar de soya tripticasa,

TSA) influye en el comportamiento de los microorganismos.

VI. Hipétesis

Los Bacillus coagulans inhibiran el crecimiento de colonias de Streptococcus

mutans sobre el esmalte dental in vitro.
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VII. Metodologia

Muestras de Esmalte:

A partir de dientes bovinos sanos, se obtuvieron muestras de esmalte de 1x1x0.5
mm para realizar los estudios de adhesion e inhibicion de microorganismos. La
limpieza de las muestras se realizd con ciclos de vibracion ultrasénica: las muestras
fueron sumergidas en 20 ml de agua bidestilada y se les realizaron 3 ciclos de 1 min
con vibrador ultrasénico (SONIC RUPTOR 250, OMNI INTERNATIONAL),
utilizando una potencia de salida del 50%y una intermitencia del 70%). Posterior a
ello se colocaron dentro de un vaso de precipitado con agua bidestilada y se

esterilizaron por autoclave.

Preparacion de medio de cultivo para Bacillus coagulans:

En un matraz de Erlenmeyer de 500 ml se prepararon 100 ml de medio de cultivo
Luria Bertani (pectona 10g, extracto de levadura 10g y cloruro de sodio 5g para un
litro de agua), esterilizado por autoclave.

Se colocd un comprimido de bacilos lacticos (Lactobacillus sporogenes) 1x108 UFC

(Sinuberase®) en el medio de cultivo y se mantuvo en agitacion de 200 rpm a 37°C

para comprobar la viabilidad de los microorganismos de la tableta y favorecer su

crecimiento.

Para verificar la viabilidad de los Bacillus en el medio, realizamos una primera
cinética de crecimiento. Mediante el uso de un espectrofotometro (DU® 640
BECKMAN), se tomé la primera lectura de la muestra, para ello se utilizé luz visible
a 600 nanémetros. Se tomaron lecturas del cultivo a las 0,2,4,6,8,10 y 24 hrs para
realizar la cinética de crecimiento. EIl crecimiento de los Bacillus también fue
observado mediante microscopia de luz directamente de la disolucion de la tableta
(tiempo 0) y a las 24 hrs de cultivo (Figura 7). Los Bacillus que se crecieron en el

29|Pagina

AL
-
w UNAM

1904




INHIBICION DE LA ADHESION DE Streptococcus mutans AL ESMALTE MEDIANTE PROBIOTICOS IN VITRO

medio LB criopreservados para poder ser usados en los experimentos de adhesién

/ inhibicién.

Para realizar la incubacion de las muestras de esmalte con los probidticos, se realizé
un cultivo en medio LB usando como inoculo inicial los lactobacilos del
criopreservados (se tomaron 160 uL que fueron agregados a 100 ml de medio LB
estéril) y mediante el uso del espectrofotdmetro con luz visible a 600 nanémetros,

se tomaron lecturas hasta que el cultivo alcanzo una densidad optica (O.D.) de 0.6.

Preparacion de medios de cultivo para Streptococcus mutans:

Agar de soya tripticasa (TSA): En un matraz Erlenmeyer de 500 ml se prepararon
200 ml de medio del cultivo TSA (Triptona (digerido pancreatico de caseina) 15,0 g,
Soytone (digerido papaico de harina de soya) 5,0, Cloruro de sodio 5,0. Por litro de

agua destilada).

Agar sangre: En un matraz Erlenmeyer de 500 ml se prepararon 200 ml de medio
del cultivo Agar Sangre (Digerido pancreatico de caseina 12,0 g. Digerido péptico
de tejido animal 5,0. Extracto de levadura 3,0. Extracto de carne bovina 3,0. Aimidén
de maiz 1,0. Cloruro sédico 5,0 Agar 13,5. Sangre de carnero desfibrinada 5%

férmula por litro de agua bidestilada).

Ambos medios se esterilizaron por autoclave y se colocaron en cajas de Petri de

plastico de 10 cm de diametro.
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Cultivo de Streptococcus mutans

En este trabajo se utilizd Streptococcus mutans de la cepa ATCC® 25175™

(Streptococcus mutans Clarke). (Figura 8)

Para asegurar de la pureza de la cepa, sembramos con técnica de estria triple, con
la finalidad de obtener colonias aisladas, y se dej6 en incubacion durante 24 hr. En

condiciones de anaerobiosis.

Las caracteristicas morfologicas de la cepa de S. mutans usadas en este trabajo
fueron observadas mediante microscopia de luz con un estéreomicroscopio
(Stereomaster) A partir, de una colonia aislada como muestra. Mediante la inspeccion
con un microscopio Optico, observamos que fenotipicamete coincidié con la

morfologia que corresponde al microorganismo.

Para su cuantificacion se agregaron colonias del cultivo de S. mutans y mezclé con
1 ml de DMSO (dimetilsulfoxido, sustancia organica utilizada como criopreservante)
el cual se coloco en una celda plastica para espectrofotometro con luz visible a 600

nanometros y se hizo lectura de la muestra, se agregaron colonias suficientes hasta

llegar a una densidad éptica de 1.0 la cual equivale a 1x108 UFC.

Finalmente se guardo 1 ml de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175® en

un criotubo y se llevod a ultracongelacion a -80 °C.
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Ensayos de inhibicién:

Para la realizacién del experimento se dividieron las muestras de esmalte en tres
grupos, cada uno consté de 24 muestras de esmalte, distribuidos en 3 tubos
Eppendorf, 2 de ellos experimentales con 9 muestras y uno control con 6 muestras.
(Tabla 3).

Una vez alcanzada esta la media logaritmica de crecimiento de 0.6. Se les agregd
con una micropipeta, 1 ml del medio con lactobacilos a todos los tubos
experimentales y se mantuvieron a 37° de temperatura, en condiciones de

aerobiosis con una agitacion de 200 rpm.

Una vez concluidos los tiempos para cada grupo: grupo1 (15min), grupo 2 (30 min)
grupo 3 (60 min), con ayuda de una micropipeta se les retirdé el medio con Bacilos y
posteriormente se les realizd6 un lavado con PBS (por sus siglas en inglés,
Phosphate Buffered Saline, la cual constituye una solucion amortiguadora de pH

comunmente empleada para procedimientos bioquimicos).

Grupos Tiempo A. SANGRE Control
1 15 min 9 esmaltes 9 esmaltes 6 esmaltes

(+ probiotico) (+ probiotico) (+ H20)

9 esmaltes 9 esmaltes 6 esmaltes

(+ probiotico) (+ probiotico)  (+H20)

9 esmaltes 9 esmaltes 6 esmaltes

(+ probiotico) (+ probiotico) (+H20)

Tabla 3. Grupos de experimentacion y distribucion de muestras de esmalte dental.
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Se utilizaron 6 placas de Petri, 3 con medio de cultivo Agar sangre y 3 con TSA,
cada una de ellas fue sembrada con 50uL de la cepa de Streptococcus mutans
ATCC 25175 con técnica de estria multiple, con el fin de tapizar por completo la

superficie del agar.

Posteriormente se le colocaron las muestras de esmalte pertenecientes a cada
grupo. Para ello fueron utilizadas 2 cajas por grupo.1 de agar sangre y 1 de TSA.
Es decir 2 cajas para el grupo 1(15 min), 2 para el grupo 2(30min) y 2 para el grupo3
(30min). A Todas las cajas se les colocaron 12 muestras de esmalte: 9
experimentales distribuidos en la parte superior y media en las cajas, y 3 controles

(distribuidos en la parte inferior de las cajas). (Figura 9).

Una vez que se pusieron en contacto las muestras sobre el agar, las placas se
dejaron incubar en condiciones de anaerobiosis a 37 C° de temperatura durante
24h.

Posteriormente se tomaron fotografias de las placas con un equipo contador

automatizado de colonias (aCOLyte 3 HD — Synbiosis). Asi mismo se tomaron

microfotografias mediante microscopio estereoscoépico (Stemi SV 11, Carls Zeiss).
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VIIl. Resultados

A continuacion, se muestra la cinética de crecimiento de Bacillus coagulans a partir

de un comprimido de Sinuberase® cultivado en medio LB, cuyas mediciones fueron

verificadas con espectrofotometro.

Cinética de crecimiento:

0.1174
0.1442
0.3971
0.6103
0.89
1.07
0.94

Tabla 4. Cinética de crecimiento Bacillus coaqulans.

Cinética de Crecimiento

15

Tiempo

Gréfica 1. Elaborada a partir de los datos obtenidos en las lecturas de densidad optica y

la relacion entre el tiempo(hr) y el crecimiento obtenido.

34|Pagina




INHIBICION DE LA ADHESION DE Streptococcus mutans AL ESMALTE MEDIANTE PROBIOTICOS IN VITRO

Bacillus Coagulans:

Con la finalidad de observar la viabilidad, caracteristicas fenotipicas y cantidad de
Bacillus presentes, se obtuvieron microfotografias del cultivo con medio LB, las
cuales fueron tomadas en el tiempo 0 y a las 24h con el empleo de un microscopio

optico y de fluorescencia (Axioscop 2, Carls Zeiss).

Figura 7. Bacilos coagulans (A) Esporas tiempo 0, (B). Bacilos coagulans después de 24 hr de crecimiento.
Microfotografia tomada con microscopio optico 100x (fuente directa).

Streptococcus mutans:
Con la finalidad de observar las caracteristicas fenotipicas y asegurarnos de la

pureza de la cepa Streptococcus mutans ATCC 25175, se realizé su cultivo y

asilamiento mediante la técnica de estria triple y el empleo de un microscopio

estereoscopico.

Figura 8. Colonias de Streptococcus mutans ATCC 25175, microfotografia de
tomada con Estereomicroscopio. (fuente directa).

35|Pagina




INHIBICION DE LA ADHESION DE Streptococcus mutans AL ESMALTE MEDIANTE PROBIOTICOS IN VITRO

Ensayos de inhibicion

Todos los grupos experimentales que fueron inoculados con Bacillus coagulans
durante 15, 30 y 60 min generaron zonas muy parecidas a halos de inhibicién,
excepto las muestras control que fueron inoculadas con agua bidestilada, y fueron
visibles tanto en los cultivos con Streptococcus mutans sembrados en TSA como
en los de agar sangre.

No se observaron diferencias significativas entre los diferentes tiempos de los 3
grupos en las muestras experimentales. Por lo que pudimos comprobar que a partir
de 15 min ya existe una adhesion suficiente de los Bacillus coagulans a la superficie
del esmalte, como para impedir la adhesion de los Streptococcus mutans no soélo a

las muestras de esmalte sino también alrededor de ellas. (Figuras 10-15)

Agar sangre

“ iﬂ non
Grupo 2 )
(30 min) n

< T

Grupo 3
(60 min)

" n

Experimental (Esmaltes + lactobacilos)

Control (Esmaltes + H20)

Figura 9. Distribucion de las muestras experimentales y control. Fuente directa.
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Figura 10. Cultivo de agar sangre prueba 15min (grupo 1). Fotografia tomada con aCOLyte 3
HD — Synbiosis.

Figurall. Cultivo de TSA prueba 15 min (grupo I). Fotografia tomada con aCOLyte 3 HD —
Synbiosis.
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Figura 12. Cultivo agar sangre prueba 30 min. (grupo II) Fotografia tomada con aCOLyte 3 HD
— Synbiosis.

Figura 13. TSA prueba 30 min (grupo II) Fotografia tomada con aCOLyte 3 HD — Synbiosis.
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Figura 14. Cultivo de agar sangre prueba 60 min. (grupo III) Fotografia tomada con
aCOLyte 3 HD — Synbiosis.

Figura 15. Cultivo de TSA prueba 60 min. (grupo III) Fotografia tomada con aCOLyte 3 HD
— Synbiosis.
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Figura 16. Cultivo de agar sangre prueba 15 min. (grupo I) muestra experimental,
con visible halo de inhibicion, después de 24 hr. de incubacion. microfotografia
tomada con estéreomicroscopio.

Figura 17. Cultivo de agar sangre, prueba 15 min (grupo I) muestra control, con
crecimiento de S. mutans, después de 24 hr. de incubacion. microfotografia tomada
con estéreomicroscopio.
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Figura 18. Cultivo TSA prueba 15 min (grupo I) muestra experimental, con visible halo de
inhibicion, después de 24 hr de incubacion. Microfotografia tomada con estéreomicroscopio.

Figura 19. Cultivo de TSA prueba 15 min (grupo I) muestra control, con crecimiento de S.
mutans sobre la superficie del esmalte, después de 24 hr de incubacion. Microfotografia tomada
con estéreomicroscopio.
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Figura 20. Cultivo de agar sangre prueba 30 min (grupo II) muestra experimental, con
visible halo de inhibicion, después de 24 hr de incubacion. Microfotografia tomada con
estéreomicroscopio.

Figura 21. Cultivo de agar sangre prueba 30 min (grupo II) muestra control, con crecimiento
de S. mutans sobre la superficie del esmalte, después de 24 hr de incubacion. Microfotografia
tomada con estéreomicroscopio.

42|Pagina




il

FACULTAR

o

COUNTORNGA

UNAM
1904

Figura 22. Cultivo de TSA prueba 30 min (grupo II) muestra experimental, con visible halo de
inhibicion, después de 24 hr de incubacion. Microfotografia tomada con estéreomicroscopio.

Figura 23. Cultivo de TSA prueba 30 min (grupo II) muestra control, con crecimiento de S. mutans
sobre la superficie del esmalte, después de 24 hr de incubacion. Microfotografia tomada con
estéreomicrosconio.
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Figura 24. Cultivo de agar sangre prueba 60 min (grupo III) muestra experimental, con visible halo
de inhibicion, después de 24 hr de incubacion. Microfotografia tomada con estéreomicroscopio.

Figura 25. Cultivo de agar sangre prueba 60 min (grupo III) muestra control, con crecimiento de S.
mutans sobre la superficie del esmalte, después de 24 hr. de incubacion. microfotografia tomada
con estéreomicroscopio.
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Figura 26. Cultivo de TSA prueba 60 min (grupo III) muestra experimental, con visible halo de
inhibicion, después de 24 hr de incubacion. fotografia tomada con estéreomicroscopio.

Figura 27. Cultivo de TSA prueba 60 min (grupo III) muestra control, con crecimiento de S. mutans
sobre la superficie del esmalte, después de 24 hr de incubacion. Microfotografia tomada con
estéreomicroscopio.
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IX. Discusion

Los efectos de los probidticos en la salud oral son relativamente una nueva area de
investigacion. Los Lactobacillus sp. y bifidobacterias son generalmente
considerados como microorganismos cariogénicos, asi que la idea de que los
probidticos sean beneficiosos desde un punto de vista dental puede parecer

controvertido. 20

Sin embargo, estudios clinicos existentes, apoyan la idea de los efectos beneficios
que poseen estos microorganismos en lugar de efectos nocivos que pudieran tener
sobre la salud bucal. Eva M. Sdderling quien evalué efectos de los probidticos sobre
S. mutans, menciona que la formacion de biopeliculas de S. mutans fue inhibida por

todos los tipos de Lactobacillus estudiados.?

Por otra parte, Mette Kirstine Keller quien utilizdé cepas aisladas de Streptococcus
mutans de adultos jovenes libres y susceptibles de caries, las cuales fueron
procesadas con ocho cepas de Lactobacillus probidticos comerciales, reporté que
todos los Lactobacillus probiodticos utilizados, inhibieron el crecimiento de

Streptococcus mutans en los grupos experimentales.??

Asi mismo R. Teanpaisan trabajé con un total de 357 cepas que comprenden 10
especies de Lactobacillus orales y las utilizé para producir un efecto inhibitorio
contra un panel de indicadores para periodontitis y patégenos relacionados con la
caries. Demostré que la mayoria de los Lactobacillus orales fueron capaces de
inhibir el crecimiento de patdégenos relacionados tanto con la periodontitis como con
la caries, principalmente al Streptococcus mutans ATCC 25175 en el modelo de
biopelicula.?
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Por tal motivo el objeto de este estudio consisti6 en comprobar lo reportado en la
literatura con una variante, que fue el empleo de muestras de esmalte dental
obtenidas de dientes de bovino, las cuales fueron inoculadas en un medio de cultivo
liquido, que contenia una cepa de Bacillus coagulans, que posteriormente fueron
puestas en interaccion con placas de agar sangre y TSA sembradas con

Streptococcus mutans.

Al término de este estudio fue posible observar la similitud de los resultados
obtenidos en comparacion con los de otros autores, ya que el crecimiento del S.
mutans fue inhibido por la accion de los Bacillus, debido a que éstos se adhirieron

firmemente a la superficie del esmalte impidiendo la adhesion S. mutans a la misma.

Sin embargo, al ser un estudio realizado de manera in vitro, donde unicamente
existid la interaccidon y antagonismo entre dos tipos de bacterias presentes en el
microbiota oral, y no las casi 700 especies de microorganismos que la conforman
ademas de variables como la saliva y el tipo de alimentacion, solo podemos tener
un panorama general del efecto que podrian tener estos probidticos en la salud

bucodental del ser humano, por lo que es necesario continuar con investigaciones

futuras que contengan variables semejantes a la cavidad oral.
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X. Conclusiones

En la busqueda de mejores tratamientos que promuevan la disminucién en la

incidencia de la caries dental, se han investigado diferentes alternativas, el uso de

probidticos con tales fines, ha sido un area poco profundizada, sin embargo, los

estudios que han sido realizados demuestran l|la capacidad que estos
microorganismos poseen para la modulaciéon de la microflora oral y los efectos

benéficos que confieren a la salud bucodental.

En este trabajo, fue posible comprobar que B. coagulans posee un mecanismo de
adhesion muy eficiente a la superficie del esmalte dental. Y que su adhesion o
posiblemente, alguno de sus productos tiene la capacidad de inhibir la adherencia
del Streptococcus mutans a las muestras y a su alrededor, generando asi halos de

inhibicion.
Por lo que con nuestros resultados se genera un area de investigacion novedosa y

prometedora encaminada a desarrollar una nueva terapéutica asociada al control

de microorganismos patdgenos en la cavidad oral.
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