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Resumen

Los probidticos son beneficiosos para la salud. Hoy dia se usan para equilibrar la flora
bacteriana evitando muchas enfermedades. En la actualidad se implementan en cavidad oral para
inhibir microorganismos causantes de caries dental evitando asi una de las enfermedades mas
prevalentes del mundo.

OBJETIVO: Determinar la accion inhibitoria de probidtico Bifidobcterium breve sobre
Lactobacillus acidophilus y determinar el efecto mediante revision bibliografica de Lactobacillus
rhamnosus sobre Lactobacillus spp.

MATERIALES Y METODOS: El propdsito del estudio fue determinar el efecto inhibitorio del
probidtico Bifidobacterium breve sobre Lactobacillus acidophilus, mediante un experimento in
vitro, se incubaron las cajas de Petri inoculadas masivamente con L. acidophilus y a su vez
inoculadas en el centro con B. breve para observar el efecto inhibitorio de este ultimo sobre L.
acidophilus, midiendo el halo de inhibicién formado alrededor del probiético después de la
incubacion. Se manejo la variable, efecto inhibitorio de Bifidobacterium breve sobre L.
acidophilus, determinada por el halo de inhibicion (mm) formado alrededor del probidtico y se
realiz6 revision de la literatura para determinar el efecto inhibitorio de L. rhamnosus sobre
Lactobacillus spp.

RESULTADOS: Se determind que Bifidobacterium breve tiene efecto inhibitorio sobre
Lactobacillus acidophilus, y una revision de la literatura revela que Lactobacillus rhamnosus tiene

efecto inhibitorio sobre Lactobacillus spp.

CONCLUSION: Se determiné que existe un efecto inhibitorio de Bifidobacterium breve
sobre Lactobacillus acidophilus. Se logré determinar por medio de revision bibliografica que

Lactobacillus rhamnosus tiene efecto sobre Lactobacillus spp

Palabras clave: Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium breve, in vitro, efecto inhibitorio.



Abstract

Probiotics have been beneficial to health. Today they are used to balance bacterial flora
avoiding many sicknesses. They are implemented in the oral cavity to inhibit microorganisms that
cause dental cavities avoiding one of the most prevalent sicknesses on planet earth.
OBJECTIVE: Determine the inhibitory action of probiotic Bifidobcterium breve over
Lactobacillus acidophilus and determine the effect through bibliographic revision of Lactobacillus
rhamnosus over Lactobacillus spp.

METHODS AND MATERIALS: The purpose of this study was based on determining the
inhibitory effect of the probiotics Bifidobacterium breve over Lactobacillus acidophilus, in an in
vitro study cultivated in petri boxes inoculated with L. acidophilus in a massive form, they were
inoculated in the center with B. breve to observe the inhibitory effect of this last one over L.
acidophilus, measuring a halo of inhibition. Variables that were evaluated had, inhibitory effect of
Lactobacillus and Bifidobacterium spp. over L. acidophilus, determined by a halo of inhibition
(mm) formed around each probiotic colony It was complemented with a qualitive documental
study based on a revision of literature to determine the inhibitory effect of Lactobacillus
rhamnosus over Lactobacillus spp.

RESULTS: It’s determined that Bifiobacterium breve has inhibitory effect over Lactobacillus
acidophilus, a revision of literature from different scientific studies revealed that Lactobacillus
rhamnosus has an inhibitory effect over Lactobacillus spp.

CONCLUSION: It’s determined that there exists an inhibitory effect of Bifidobacterium breve
over Lactobacillus acidophilus. Determined by a bibliographic revision that Lactobacillus

rhamnosus has inhibitory effect over Lactobacillus spp

Key words: Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium breve, in vitro, inhibitory effects.



Introduccion

La caries dental es un problema de salud bucodental en la mayoria de paises. Es una
enfermedad dinamica cronica que ocurre la estructura dentaria en contacto con los depdsitos
microbianos y por la pérdida de equilibrio entre la sustancia dental y el fluido de la placa
circundante, lo que ocasiona una pérdida de mineral de la superficie dental, cuyo signo es la
destruccion localizada de los tejidos duros. Se considera una enfermedad infecciosa de causas
multiples, tanto bioldgicas, sociales, econémicas, culturales y ambientales. Su formacion y
desarrollo estan condicionados por el modo y estilo de vida de las personas (Jiménez R, Castafieda

M, Corona M, Pereira G, Quinzon M, 2016).

Microorganismos como Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus y Lactobacillus
entre otros, contribuyen a la formacion de biopeliculas dentales. Durante el metabolismo de
carbohidratos liberan acido lactico que se difunde de la placa dental al esmalte, disolviendo el
mineral, con la pérdida neta de minerales que puede generar una cavidad. La saliva desempefia
funciones protectoras como la dilucion y eliminacion de azicares, amortiguacion del pH, limpieza,
lubricacién y mantenimiento de la integridad de las mucosas, accion antimicrobiana y
sostenimiento del equilibrio desmineralizacion/remineralizacion (Martinez M, Morales S,

Martinez C. 2013).

Hoy existen nuevas maneras de pensamiento por la mejor comprension respecto a la
microbiologia oral en odontologia debido a la hipétesis de la placa ecologica. Marsh, postula que
infecciones orales como la caries o las enfermedades periodontales vendria a ser el resultado de

los cambios ocurridos en el equilibrio de la microbiota que reside en la placa, como consecuencia



de la modificacion de las condiciones medioambientales locales. Por ejemplo, un consumo
continuado de tabaco alteraria las condiciones en la placa bacteriana, lo que favoreceria el
desarrollo de una mayor cantidad de bacterias patdgenas periodontales (Zalba JI, Fernandez AJ.

2013).

Como consecuencia de este concepto propuesto por Marsh sobre el cambio ecoldgico
microbiano como mecanismo que conlleva al inicio de la enfermedad, aparecen nuevas estrategias
dirigidas a potenciar un ambiente saludable para poder prevenir el desarrollo de estas infecciones
oportunistas a través de emplear estrategias multiples, entre ellas el uso de probioticos, para

mantener el equilibrio ecoldgico de la biopelicula. (Zalba et al. 2013).

El término probidtico literalmente significa "para la vida™ y fue propuesto por primera vez
en la década de 1960. De acuerdo con el informe de la Organizacion mundial de la salud (OMS) y
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAQO) (2002), los
probidticos son microorganismos vivos que cuando se administran en adecuadas cantidades
confieren un beneficio para la salud del hospedero. Es a partir de esta visién que nace el concepto
“bacterioterapia”, término utilizado cuando una cepa inofensiva se implanta en la microflora del
huésped para mantener o restablecer un microbioma natural por la interferencia y/o la inhibicion
de otros microorganismos, especialmente patdgenos, lo cual es concordante con la definicién de

probidticos (Fierro C, Aguayo C, Lillo F, Riveros F. 2017).

La bacterioterapia conduce a formas alternativas de lucha contra enfermedades infecciosas,

con menos efectos colaterales que los farmacos convencionales, y también ayuda en el tratamiento
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de trastornos que parecen no tener nada que ver con las bacterias, tales como asma, obesidad y
diabetes. Bajo este punto de vista la evidencia cientifica ha demostrado que los probidticos pueden
mejorar el estado de pacientes con los trastornos médicos, tales como diarrea, gastroenteritis,
sindrome de intestino corto, enfermedades inflamatorias intestinales, cancer, estados
inmunosupresores, alergias pediatricas, retraso del crecimiento, hiperlipidemia, enfermedades
hepaticas, infecciones por Helicobacter pylori e infecciones del tracto genitourinario. Durante la
ltima década, el uso de probidticos ha ganado interés dentro de la comunidad odontoldgica,
desarrollando estudios con enfoque en la reduccion de la incidencia de caries dental, mejorar el
prondstico de la periodontitis, desaparecer la halitosis e infecciones como la candidiasis oral

(Fierro et al 2017)
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Problema

Planteamiento del problema

La enfermedad bucal que més prevalencia tiene es la caries dental, afecta a mas del 90 %
de la poblacion y se clasifica como una enfermedad irreversible, multifactorial que guarda relacion
directa con un deficiente nivel educativo, habitos higiénicos inadecuados y el consumo de
tabaquismo a edades tempranas. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la define como un
proceso localizado de origen multifactorial que se inicia después de la erupcién dentaria,
determinando el reblandecimiento del tejido duro del diente y evoluciona hasta la formacion de

una cavidad (Rojas Pereda M, Vera Gonzalez F, 2014).

La caries causa cierta presion sobre el huésped para que resuelva la condicion. No es algo
que sea tanto una molestia como una varicela, pero de lo que si pueden estar seguros y si es
importante es que el diente es un 6rgano esencial y de alto valor y esta directamente involucrado
en la funcion de la alimentacién, digestion, defensa personal, habla, comunicacién y hasta

atraccion sexual (Craig J. 2019).

Entre las estrategias con potencial para el control de la caries dental se encuentran las
acciones de deteccion temprana, el control de los factores de riesgo, el incremento de la higiene
oral, el control de la dieta, la aplicacion de fluoruros y sellantes y el control bioldgico. Entre los
métodos preventivos de caries dental se encuentra el uso de probidticos, que son microorganismos
viables que cuando se administran en cantidades adecuadas, proporcionan un beneficio para la

salud del huésped, han sido utilizados con éxito para controlar enfermedades intestinales y parecen
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actuar a traves de resistencia a la colonizacion y modulacion del sistema inmune. Estudios sugieren
que los probidticos tienen el potencial de modificar la microbiota oral y estan siendo investigados
para prevenir o tratar enfermedades de la cavidad oral, tales como la caries dental y las
enfermedades periodontales, que estan asociados con un cambio en la composicién microbiana y
la actividad de la biopelicula, las cepas pertenecientes a Lactobacillus y Bifidobacterium son

investigados con mayor frecuencia en lo que respecta a los probioticos (Allaker R, Abish. 2017).

Estudios experimentales y los ensayos clinicos han demostrado que ciertas bacterias
gastrointestinales, incluyendo Lactobacillus y Bifidobacterium spp., tienen el potencial para
controlar el crecimiento de microorganismos orales, incluyendo los Estreptococos cariogénicos
dentro de la cavidad oral, los mecanismos de accion probiotica posiblemente se pueden sugerir a
partir de estudios gastrointestinales anteriores, por lo que se pueden sugerir estos microorganismos

como una herramienta terapéutica para el control de la enfermedad oral (Allaker et al 2017).

“La caries dental es un problema que afecta actualmente al 90% de la poblacién mundial”
(OMS 2018). Esto sucede por el &cido lactico producido por Streptococcus mutans y Lactobacillus
acidophilus entre otros. L. acidophilus es uno de los principales microorganismos causantes de la
caries dental por su capacidad de producir acido lactico mediante fermentacion de carbohidratos,
“puede formar la caries dental sin presencia de Streptococcus mutans” (Kyrill S, 2019). Es una
problematica que afecta mayormente a la poblacion que por sus condiciones socioeconémicas no
tienen acceso a los pocos métodos preventivos existentes. Esto le da una gran importancia a esta
investigacion por comprobar este estudio, agregando asi mayor contenido cientifico para futuras

investigaciones. Es importante comprobar la accién inhibitoria de probiéticos orales tales como L.
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rhamnosus y B. breve sobre L. acidophilus uno de los principales involucrados en la formacion de
esta enfermedad dental. Todo esto con el fin de obtener esta informacion ya que no existe literatura

especifica del efecto inhibitorio de estos probioticos sobre L. acidophilus.

Formulacion del problema

La caries es una enfermedad que afecta a toda la poblacion mundial causada por
microorganismos como el Lactobacillus acidophilus, Streptococcus mutans, Actinomyces.
Inicialmente, Streptococcus mutans era considerado el principal patégeno involucrado en el
proceso de la caries, Sin embargo, ahora se conoce que la caries se puede formar sin la presencia
de Streptococcus mutans, con la presencia de Lactobacillus acidophilus se puede obtener &cidos
lcticos para iniciar un proceso cariogénico (Kyrill S, Ueffing H, Dalpke A, Wolff B, Frese C,

Wolff D, Boutin S. 2019).

Lactobacillus acidophilus ha sido encontrado en altas cantidades en lesiones cariosas
superficiales y profundas y se ha determinado que se encuentra tanto en el inicio de la caries como
durante el progreso de la misma. Se ha demostrados que la capacidad de L. acidophilus de formar
biofilm se incrementa, cuando éste trabaja en conjunto con Streptococcus mutans (May-Lei M,

Chun-Hung C, Kan-Hung L, Ching-Ming C, Chin-Man E 2013).

L. acidophilus y S. mutans producen &cido lactico de la azlcar fermentada y tienen la
capacidad de sobrevivir en ambientes altamente &cidos, por este motivo, el nombre de L.

acidophilus debido a su capacidad de sobrevivir en estos ambientes extremos. L. acidophilus y S.
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mutans son consideradas las dos bacterias mas importantes asociadas a caries de esmalte y dentina

(May-Lei M et al 2013).

Hajikand T y col realizaron experimentos donde encontraron que la mayoria de las
bacterias probidticas pertenecen a los géneros Lactobacillus o Bifidobacterium y estas bacterias se
afladen comunmente a las bebidas probio6ticos o productos de yogur. Estudios recientes han
demostrado que los probidticos juegan un papel positivo en la salud oral, y pueden afectar la micro-
ecologia oral mediante el cambio de la composicion de proteina de la placa dental. Esto ha
estimulado la investigacion para estudiar el efecto anti-caries de los probidticos (Hajikand T et al
2015).

Los mecanismos de accién probiotica se han dilucidado de estudios gastrointestinales
anteriores en los que se le atribuye a los probioticos un alto potencial para alterar la colonizacion
de microorganismos patdgenos y modular el sistema inmune, proporcionando una mejor respuesta
del huésped, estos estudios sugieren realizar investigaciones que permitan saber si estos
microorganismos probidticos podrian funcionar como herramienta terapéutica para el control de
la caries dental, que afecta a una gran proporcion de la poblacion mundial, siendo considerada en
la actualidad la enfermedad humana mas prevalente en la poblacion mundial, producida por varios
microorganismos patogenos (Allaker R et al. 2017). De acuerdo con lo mencionado anteriormente
surge la siguiente pregunta: ¢Los probioticos Lactobacillus rhamnosus y Bifidobacterium breve

tienen efecto inhibitorio sobre Lactobacillus acidophilus?
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Objetivos

Objetivo general
Determinar la accién inhibitoria del probidtico Bifidobcterium breve sobre Lactobacillus
acidophilus y mediante revision de la literatura determinar el efecto inhibitorio de Lactobacillus

rhamnosus sobre Lactobacillus spp.

Objetivos especificos
Identificar la actividad inhibitoria de Bifidobacterium breve sobre Lactobacillus

acidophilus

Identificar la actividad inhibitoria de Lactobacillus rhamnosus, mediante revision

bibliogréfica, sobre Lactobacillus spp.

Determinar mediante revision de la literatura la accion de probidticos sobre cepas

cariogénicas
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Revision Bibliografica

La boca es la puerta de entrada del cuerpo humano al ambiente externo y representa uno
de los mayores complejos bioldgicos. Consta de una membrana mucosa cubierta con un epitelio
escamoso estratificado queratinizado y un epitelio no queratinizado, la superficie papilar de la
lenguay las estructuras duras no mudables de los dientes encima y por debajo del margen gingival,
con diferentes superficies, ranuras y huecos. Estos sitios constituyen nichos ecoldgicos o
ecosistemas primarios que poseen diferentes caracteristicas fisicas, quimicas y nutricionales que
permiten el desarrollo de unas u otras especies microbianas. Los ecosistemas primarios orales son:
mucosa, dorso de la lengua, superficies dentales, surco gingival, materiales biocompatibles, saliva,
la pelicula adquirida y las placas dentales, ademas de otros sistemas que comprenden la piel, el
sistema digestivo y urogenital (Zezhang W, Liao S, Bitoun J, Jorgensen A, Feng S, Xu X, Chain

P, Caufield P, Yihong H. 2017).

La boca es un complejo ecosistema en el que existe gran variedad de bacterias, se estima
que mas de 700 especies diferentes, en donde encuentran las condiciones de temperatura, humedad
y nutrientes ideales para su desarrollo, esto dificulta su control y favorece la alta prevalencia de
infecciones cronicas que pasan muchas veces desapercibidas, como periodontitis, gingivitis,

periimplantitis, pericoronitis, caries, fistulas, abscesos, etc. (Zalba JI et al. 2013).

Es en boca donde se suceden las primeras fases del proceso digestivo y por ende esta
abundantemente dotada con funciones sensoriales (gusto, olor, temperatura y textura).

Actualmente, estudios de salud oral han reafirmado un concepto anterior que la salud oral se



17

encuentra intimamente ligada a la salud general y viceversa (Zezhang W et al 2017).

Las enfermedades que se encuentran localizadas en alguna parte del cuerpo pueden
reflejarse en la boca y, como resultado, la saliva es cada vez méas reconocida como un fluido
diagnostico clave. Es por esto que la boca es una de las principales interfaces entre el cuerpo y el
ambiente externo, y puede actuar como un sitio de entrada para algunos patégenos microbianos,
especialmente a partir del aire o a través de la ingestion de la dieta. EI mantenimiento de una
cavidad oral saludable, en consecuencia, es de vital importancia para la autoestima de la persona

y el bienestar general (Zezhang W et al 2017).

El enfoque tradicional tanto en la fase preventiva como en la terapéutica ha estado
fundamentado en tratar de eliminar la mayor parte de las bacterias. Un uso excesivo de antibiéticos,
e incluso de procedimientos mecanicos realizado por los profesionales del sector dental, ha servido

para comprender las limitaciones de este tipo de abordaje (Zalba JI et al 2013).

Las bacterias con potencial para causar enfermedad de esta manera se denominan
“patogenos oportunistas”, y muchos microorganismos orales tienen la capacidad de comportarse
de esta manera. De hecho, la mayoria de las personas sufren en algin momento de su vida
episodios localizados de enfermedad en la boca causada por desequilibrios en la composicién de
su micro flora residente, en los que ciertos microorganismos se ven favorecidos por las condiciones

establecidas a partir del hospedero y el ambiente (Zezhang W et al 2017).

Respecto a los microorganismos causantes de la caries dental, durante los afios sesenta y setenta



18

fueron identificadas unas bacterias encontradas en alta proporcion en lesiones cariosas. Durante
este periodo, se establecio la importancia de Streptococcus mutans y organismos relacionados en
la etiologia de la caries dental. Otro grupo de bacterias encontradas en gran proporcién en lesiones
cariosas son los Lactobacillus acidogénicos y acido tolerantes como Lactobacillus acidophilus,
que al igual que S. mutans convierten los carbohidratos fermentables en &cido lactico, generando

asi la desmineralizacion de los dientes (Diaz M. 2016).

Las manifestaciones clinicas mas comunes de dichos desequilibrios son la caries dental y
la enfermedad periodontal, las cuales son muy frecuentes en sociedades industrializadas y ahora
se encuentran en aumento en paises en desarrollo; otras infecciones agudas y cronicas se originan,

pero con menos frecuencia (Zezhang W et al. 2017).

La caries dental es una de las enfermedades de la cavidad oral més prevalentes de mundo,
Afecta la calidad de vida de las personas. Lactobacillus acidophilus y Streptococcus mutans son
los microorganismos principalmente involucrados en la iniciacion y progresion de la misma (Minal

Ketal).

Caries Dental

Es una de las enfermedades infecciosas multifactoriales mas comunes en todo el mundo,
caracterizada por la progresiva desmineralizacién de los dientes o de las superficies radiculares
después de la accion del acido producido principalmente del metabolismo de los carbohidratos

fermentables en la dieta por las bacterias que colonizan la superficie del diente (placa dental). Los
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principales factores que predisponen al inicio del proceso de las caries son: la presencia de las
especies bacterianas capaces de disminuir el pH hasta valores criticos de 5.5, la ausencia de higiene
oral adecuada, una respuesta inmune anti-caries ineficiente, el tipo de dieta alimentaria y la

estructura de los dientes (27,33) (Zezhang W et al. 2017).

La caries dental es una patologia multifactorial que, como tal cuenta con unos factores
causales, una patogénesis, sus manifestaciones clinicas y una serie de factores riesgo
predisponentes. Se considera una infeccion bacteriana caracterizada por la destruccion de los
tejidos calcificados del diente, debido a la accidn de los microorganismos que integran la placa
dental. Es una enfermedad transmisible y la mayoria de los nifios adquieren las bacterias

cariogénicas de manera vertical de la saliva de sus madres o cuidadores (Monserrat et al 2014).

La caries dental es una patologia multifactorial que, como tal cuenta con unos factores
causales, una patogenesis, sus manifestaciones clinicas y una serie de factores causales, una
patogénesis, sus manifestaciones clinicas y una serie de factores de riesgo predisponentes. Se
considera una infeccion bacteriana caracterizada por la destruccion de los tejidos calcificados del
diente, debido a la accion de los microorganismos que integran la placa dental. Es una enfermedad
transmisible y la mayoria de los nifios adquieren las bacterias de manera vertical de sus padres o

cuidadores (Ceron X 2015).

El biofilm oral adquiere nuevas especies microbianas en cada etapa de su desarrollo,
incluyendo Lactobacillus casei, S. sanguis, S. mutans, S. mitis y S. sobrinus, que por su

patogenicidad podrian dafar el tejido esmalte y las encias. Las enfermedades aparecen en este
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micro-medio ambiente cuando hay. una falta de equilibrio en el ecosistema de la biopelicula
bacteriana formada, y por lo tanto la eliminacion mecanica de la biopelicula es un factor importante

a la prevencion de la caries y enfermedades periodontales (Zezhang W et al 2015).

En el modelo clasico desarrollado por Keyes en el afio 1960, el cual se representa en el
diagrama de Venn. Los microorganismos de la placa, el sustrato fermentable de carbohidratos, una
superficie susceptible de diente, y el tiempo estan implicados en la iniciacion y progresion de la
caries dental; este ultimo factor fue después agregado, el cual es fundamental para el desarrollo de
la enfermedad. Es imprescindible que los cuatro factores deban estar presentes y actuar juntos para

que se produzca y progrese la caries (Zezhang W et al).

Estudios realizados desde 1890, utilizando métodos de cultivo microbiol6gicos
convencionales, demostraron que Streptococcus mutans y Lactobacillus estaban asociados a caries

dental (Figueroa-Gordon M, Alonso, Guillermina, Acevedo AM. 2009).

Se ha demostrado en estudios que Lactobacillus acidophilus ha sido encontrado en altas
cantidades en lesiones cariosas superficiales y profundas y se encuentran tanto en el inicio de la
caries como en el progreso de la misma. La capacidad de formar biofilm de Lactobacillus
acidophilus esta demostrado que se incrementa si trabaja en conjunto con Streptococcus mutans.
L. acidophilus y S. Mutans tienen la capacidad de tolerar ambientes altamente acidogénicos,

producto de la fermentacion de azucares. Lactobacillus acidophilus y Streptococcus mutans son
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considerados las dos bacterias mas importantes asociadas con la caries en esmalte y dentina esto
determina que las dos estan presentes tanto en la iniciacion como en el progreso de la caries. (May-

Lei M et al 2013).

Respecto a los microorganismos de cavidad oral con caries, durante los afios sesenta fueron
identificadas unas bacterias encontradas en ala proporcién en lesiones cariosas. Durante este
periodo, se establecio la importancia de Streptococcus mutans y organismos relacionados (S.
sobrinus, S. cricetus, S. rattus, S. downii y S. macacae) en la etiologia de la caries dental. Otro
grupo de bacterias encontradas en gran proporcion en lesiones cariosas son los Lactobacillus
acidogénicos y acido tolerantes, que al igual que el Streptococcus mutans convierten los
carbohidratos fermentables en &cido lactico, generando asi la desmineralizacion de los dientes

(Angarita M, 2016).

La salud bucodental es un componente de la salud general, resulta vital para un adecuado
crecimiento y desarrollo del nifio y adolescente, se asocia a la nutricion, comunicacion, fonacion,
y estética, con ello a la autoestima. La caries dental es una enfermedad cronica, infecciosa,
multifactorial y transmisible, muy prevalente durante la infancia, por su magnitud y trascendencia
constituye un importante problema de salud publica. Suele aparecer en nifios y adultos jovenes,
pero afecta cualquier persona. Aunque se ha observado un claro descenso en los paises
desarrollados, no sucede lo mismo en los menos ricos, lo que ha provocado el interés de los
investigadores en estudiar el perfil epidemiolédgico, asi como su prevalencia. Segun La
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) es un proceso localizado que se inicia después de la

erupcion dentaria, determina el reblandecimiento del tejido duro del diente y evoluciona hacia la
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formacion de una cavidad, si no se atiende oportunamente afecta la salud general y la calidad de
vida de los individuos de todas las edades. Para Fejerskov, citado por Nufiez D, la lesion cariosa
es un mecanismo dinamico de desmineralizacion y remineralizacion resultado del metabolismo
microbiano sobre la superficie dentaria, que, con el tiempo, origina pérdida neta de mineral y
formacion de una cavidad. Actualmente se plantea que la etiopatogenia de la caries es
multifactorial con interaccion de cuatro factores principales: huésped, microflora, el sustrato y el
tiempo. Para que se forme caries es necesario que las condiciones de cada factor sean favorables;
es decir, un huésped susceptible, una flora oral cariogénica y un sustrato apropiado que debera
estar presente durante un periodo determinado de tiempo. Estos factores etiol6gicos se consideran
primarios y entre los factores secundarios o de riesgos que no influyen directamente se recogen:
la personalidad, nivel de vida y nivel cultural, factores psicoldgicos, la edad, factores genéticos, el
contenido de fluoruros en las aguas, habitos alimentarios, desarrollo socioeconémico y nivel de
educacion sanitaria. En Venezuela se han llevado a cabo tres estudios epidemioldgicos nacionales
sobre el estado de salud bucal: el de la planificacion integral en la odontologia, por Cova y
colaboradores en 1972; el proyecto Fundacredesa, por Méndez y colaboradores en 1995; y el
estudio basal de prevalencia de caries y fluorosis en nifios escolarizados, por Acevedo y

colaboradores en 1997 (Gonzalez S et al. 2014).

A pesar de la universalizacion del empleo del cepillado dental, los dentifricos con fluor y
otros métodos preventivos (selladores dentales, seda dental, profilaxis profesional), las infecciones
de la boca como caries, o los problemas de encias, contintdan siendo enfermedades orales que

afectan a la gran mayoria de la poblacion mundial. Otros problemas habituales que se encuentran
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hoy a nivel oral son el mal-aliento y las enfermedades de los implantes dentales (protesis para la

sustitucion de piezas dentales) como la mucositis o la periimplantitis. (Zalba JI et al. 2013).

Cuando se produce un consumo frecuente de azUcares, los microorganismos de cavidad
oral los metabolizan creando &cidos fuertes que favorecen el predominio de las especies
cariogénicas y la desmineralizacion del diente. Segun estos conceptos la enfermedad periodontal,
la caries dental y otras enfermedades orales serian la consecuencia de cambios ecoldgicos,
producto de un medio local alterado, donde microorganismos potencialmente patdgenos tendrian
una ventaja competitiva bajo condiciones apropiadas, pudiendo alcanzar, en ciertos lugares
especificos, un numero tal que pudiera predisponer el desarrollo de la enfermedad (Zalba JI et al.

2013).

Esta enfermedad cronica afecta a personas de cualquier edad, sexo y raza, con una mayor
presencia en sujetos de bajo nivel socioeconémico. Esta situacion guarda relacion directa con un
deficiente nivel educativo, una mayor frecuencia en el consumo de alimentos ricos en sacarosa
entre las comidas y la ausencia de habitos higiénicos. (Paez Y, Tamayo B, Pefia Y, Béarbara Y,

Sanchez M. 2017)

Concluyendo que la caries es el signo de la enfermedad y no la enfermedad en si. En la
actualidad el concepto mas encontrado en la literatura es el que recoge las Guias practicas clinicas
de estomatologia, donde se define a la caries dental como un proceso o enfermedad dindmica
cronica que ocurre en la estructura dentaria en contacto con los depdsitos microbianos que debido

al desequilibrio entre la sustancia dental y el fluido de la placa circundante, trae como resultado
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una pérdida del mineral de la superficie dental, cuyo signo clinico es la destruccion localizada de

tejidos duros (Gonzélez S et al. 2014).

Probi6ticos y caries dental

Dado que existen numerosos estudios que han probado el papel de los probiéticos en las
afecciones gastrointestinales, y teniendo en cuenta que la cavidad oral representa la puerta de
entrada al tracto digestivo, Meurman y cols sugieren que, al menos, algunas cepas probidticas
también podran alcanzar algun cometido en la cavidad bucal. Asimismo, también insintan que la
micro flora oral podria contener microorganismos residentes con capacidad probidtica,
cohabitando en la placa dental y contribuyendo en la formacion y desarrollo de los diferentes
biofilms orales. Para que una bacteria probiodtica ejerza un efecto anticariogénico debe,
progresivamente, ser capaz de adherirse a la superficie del diente, adaptarse al biofilm y competir
con los microorganismos cariogénicos, reduciendo su colonizacion. La determinacion de los
mejores probidticos para el fomento de la salud oral es una linea de investigacion abierta. Comelli
y cols. Elaboraron un estudio in vitro con el fin de determinar qué cepas probidticas podian
desempefiar un papel preventivo en la patogénesis de la caries dental (Robert P, Allaker, Abish S.
2017). Para ello dispusieron de 23 bacterias probidticas acido lacticas, pertenecientes a dos
especies (Streptococcus thermophilus y Lactococcus lactis) y cinco cepas de microorganismos
orales (S. sobrinus, S. oralis, A. naeslundii, V. dispar y F. nucleatum). Observaron cémo S.
thermophilus y L. lactis eran capaces de adherirse a la hidroxiapatita y crecer en el biofilm, del
mismo modo en que lo hace el cariogénico S. sobrinus. Ademas, L. lactis modulo el crecimiento
de las bacterias orales, disminuyendo la colonizacion de cuatro especies representativas de la placa

supragingival: S. oralis, V. dispar, A. naeslundii y S. Sobrinus. (Robert P, Allaker, Abish S. 2017)
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Aunque la mayoria de tratamientos con probioticos estan indicados a la prevencion de
enfermedades relacionadas con el tracto gastrointestinal, otras areas del cuerpo, como la boca, el
tracto urogenital y la piel, también son consideradas para el tratamiento con estos productos por lo
tanto los probidticos pueden desempefiar un importante papel en la odontologia (Vandenplas Y,

Huys G, Daube G. 2015).

Los probioticos son microorganismos que, si se administran en cantidades adecuadas,
pueden tener un efecto positivo sobre el huésped. Los probioticos mas usados y comercializados
son cepas de Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus y Streptococcus. Anteriormente se
enfocaba su uso en equilibrar la flora gastrointestinal. Actualmente Se usan sobre microorganismos
causantes de la caries dental, enfermedad periodontal etc. Extendiendo aln mas su uso para
mantener y reformar la flora bacteriana considerada actualmente un excelente método para la

prevencion y tratamiento de estas enfermedades (Wu C, Jung S, Mar K, Hsu C, Hung S. 2019).

Existe evidencia cientifica de que el género Lactobacillus tiene un rol protector basado en
la produccién de diferentes tipos de bacteriocinas, sustancias proteinicas con diferentes
mecanismos de accion inhibitoria contra Streptococcus mutans. Se sabe que Lactobacillus spp.
Pertenece a la microbiota oral y su capacidad para producir bacteriocinas exhibe una capacidad
adhesiva significativa, y estas cepas también pueden reducir la cantidad de Streptococcus mutans

de la superficie del diente cubierta por saliva (Torrez W, Zulema Susy Bueno Bravo 2020).

Asi mismo, en la actualidad, se ha demostrado que el papel de la microbiota es muy

importante en la patogenia de muchas enfermedades. Existen evidencias cientificas del beneficio
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de la prescripcion de probioticos y simbioticos, especialmente en la patologia digestiva, puesto
que modifican y reponen la microbiota del tubo, induciendo una inmunomodulacion y potenciando
la capacidad antioxidante del individuo. Se ha comprobado que determinadas cepas de
Lactobacillus inhiben el crecimiento de microorganismos responsables de la aparicion de
gingivitis, como pueden ser Treponema denticola, Tannarella forsythia o A.
actinomycetemcomitans, por este motivo la administracién de probidticos puede tener un rol

importante en el ecosistema oral (Kaur G, Mantha S, Murthi S, Sura H, Kadaru P, Kumar J.2015).

Muchos tipos de bacterias son reconocidas como probidticos, estos tienen diferentes
beneficios, pues no todos los probioticos son iguales, actualmente la literatura reporta que existen
dos tipos: bacterianos y levadura. Entre los bacterianos, los mas comunes son Lactobacillus spp y
Bifidobacterium spp, conformados por distintas especies. Otros probioticos bacterianos de
distintas especies. Otros probioticos bacterianos de distintas especies corresponden los géneros
Lactococcus, Enterococcus y Bacillus y entre los probidticos de levadura el Gnico reconocido es
el Saccharomyces baoularddi, y sobre sus ventajas se han publicado multiples investigaciones que
evidencian su eficacia en distintas formas de diarreas, y establecen sus propiedades y mecanismos

de accion sobre las diferentes con los probioticos bacterianos (Castafieda C. 2018).

Accidn inhibitoria de probidticos Lactobacillus rhamnosus sobre Lactobacillus spp.

Los probioticos son bacterias beneficiosas que pueden mejorar el equilibrio de la micro-
ecoldgica oral. La mayoria de las bacterias probioticas pertenecen a los géneros Lactobacillus o
Bifidobacterium y estas bacterias se afladen comunmente a las bebidas probioticos o productos de

yogur. Estudios recientes han demostrado que los probi6ticos juegan un papel positivo en la salud
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oral, y pueden afectar la micro-ecologia oral mediante el cambio de la composicion de proteina de
la placa dental. Esto ha estimulado la investigacion para estudiar el efecto anti-caries de los

probidticos (Hajikand T, Lundberg U, Eldh C, Twetman S. 2015)

Existe evidencia cientifica de que el género Lactobacillus tiene un rol protector basado en
la produccion de diferentes tipos de bacteriocinas, sustancias proteinicas con diferentes
mecanismos de accion inhibitoria contra Streptococcus mutans. Se sabe que Lactobacillus spp.
Pertenece a la microbiota oral y su capacidad para producir bacteriocinas exhibe una capacidad
adhesiva significativa, y estas cepas también pueden reducir la cantidad de Streptococcus mutans

de la superficie del diente cubierta por saliva (Torrez W, Zulema Susy Bueno Bravo 2020).

Muchos estudios han demostrado que la caries es causada por el desequilibrio ecoldgico en
la cavidad oral, cuando las bacterias de caries relacionadas aumentan y bacterias beneficiosas se
reducen, la placa dental se puede transformar de placa no cariogénico a la placa cariogénico. Por
lo tanto, el control de la caries debe estar orientado a mantener el equilibrio ecoldgico eficaz de la

flora bucal (Hajikand T et al. 2015).

Lactobacillus spp esta relacionado con la etiologia y patogénesis de la caries dental. Las
especies Lactobacillus son microorganismos que se asocian mayormente con la colonizacién de
zonas retentivas creadas por las lesiones en las que quedan atrapados fisicamente, aumentando en
numero durante la progresion y avance de la caries (Giancaman R, Mufioz C, Bravo E, Cerda F.

2013).
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Estudios in vitro han demostrado que Lactobacillus rhamnosus y L. paracasei puede
reducir la cantidad de S. mutans significativamente. En un estudio se recolecto la placa dental de
los nifios con caries activa y se mezclan estos organismos con lactobacilos probioticos, para
calcular el nimero de Streptococcus mutans y Lactobacillus, en las biopeliculas. El resultado final
en el estudio fue que si hubo inhibicion de S. mutans por ende también disminucion de caries

dental. El valor exacto de la reduccion de S. mutans fue del 22% (Hajikand T et al. 2015).

El estudio anterior ha demostrado que cinco cepas de Lactobacillus probioticos fueron
capaces de inhibir la formacién y crecimiento de biofilm, probablemente mediante la produccion
de un medio acido, los polipéptidos similares a bacteriocina 0 ambos. Aqui se comparo el efecto
de cuatro Lactobacillus comunes, con cepas cariogénicas aisladas clinicamente y biopeliculas
mixtas de los nifios con caries activas para explorar el valor practico de los probidticos en la

prevencion de caries (Hajikand T et al. 2015).

Sustancias antibacterianas producidas por lactobacilos probioticos incluyen el acido
lactico, que puede inhibir el crecimiento microbiano mediante la reduccién el pH, perdxido de
hidrogeno, que puede inhibir la sintesis de ADN bacteriana y bacteriocinas, que pueden destruir
las membranas celulares bacterianas para matar las bacterias Gram-positivas como S. mutans y
bacterias cariogénicas es posible que las sustancias antibacterianas en los probidticos pueden ser

principalmente bacteriocinas o proteinas similares a bacteriocina (Hajikand T et al. 2015).

Estudios han demostrado que Lactobacillus reuteri y Lactobacillus plantarum mostraron

efectos inhibitorios significativos sobre el S. mutans y bacterias cariogénicas debido a la
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produccidn de bacteriocinas. En el estudio, el nimero de S. mutans y S. sanguinis en el biofilm de
la placa mixta, disminuyeron significativamente cuando se co-cultivaron con lactobacilos, lo que
indica que los lactobacilos probidticos desempefian un papel positivo en la prevencion de la caries

(Hajikand T et al. 2015).

Estudios clinicos recientes han demostrado que cepas de L. rhamnosus tienen efecto
inhibitorio sobre S. mutans y especies cariogéenicas como Lactobacillus spp. Se ha visto una
disminucion muy alta al observar placa y saliva luego de su efectiva aplicacion. En el estudio se

demostro un efecto inhibitorio significativo sobre Lactobacillus spp. (Villavicencio J et al. 2017).

Cepas probidticas como Lactobacillus casei, L. rhamnosus y Lactobacillus johnsonii
disminuyen la colonizacion de las principales bacterias productoras de caries dental, pueden ser

utilizadas como apoyo en la prevencién de la caries dental (Rebolledo M et al. 2013).

L. rhamnosus como agente probidtico, tiene un efecto de interferencia contra patégenos a
través de varios mecanismos, reduccion de biofilm y acidogenicidad después del consumo de estos
probidticos. Esta claro que L. rhamnosus inhibe la formacién de biofilm y bacterias orales, los
mecanismos que utilizan estos Lactobacillus no estan tan claros, sin embargo, uno de los
mecanismos es la produccion de biosurfactante. Se determind que Lactobacillus rhamnosus tiene

un efecto biosurfactante sobre la formacion de biofilm (Arezoo T et al 2019).

Bifidobacterium breve— Lactobacillus rhamnosus sobre Lactobacillus spp.

El consumo de yogurt podria mejorar la funcion inmune basado en su composicion de los
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probidticos, zinc, vitamina B6 y proteinas, que se asocian con el realce inmune. Entre estos
componentes, los probioticos son considerados como los mas importantes en términos de estimular
el sistema inmunologico. Muchos estudios han demostrado que la ingesta de algunas cepas pro
biodticas puede afectar la respuesta inmune con diferentes manifestaciones. Con Bifidobacterium
animalis y Lactobacillus paracasei podria ser un medio eficaz para mejorar la funcion
inmunoldgica al aumentar la respuesta inmune sistémica a desafiar los microorganismos
patdgenos. Se Mostrd que el consumo de yogur fermentado con Lactobacillus delbrueckii ssp
aumenta la efectividad de las células natural killer (NK) la actividad células beta y reduce el riesgo

de infeccidn en individuos de edad avanzada (Yousuf A et al. 2015).

Entre estos componentes, los probidticos se consideran los mas importantes para mejorar
la eficiencia del Sistema inmunoldgico en todos los sentidos. Muchos estudios ya han demostrado
que los probiodticos pueden modificar el ambiente otros microorganismos y el Sistema
inmunoldgico en si. La suplementacion con Bifidobacterium animalis ssp. Lactis (BB-12%)
y Lactobacillus paracasei ssp. paracasei (L. casei 431®) pueden ser una manera efectiva de
mejorar la funcion del Sistema inmunoldgico mejorandola respuesta inmediata del mismo

haciendo que controlar microorganismos patogenos sea mas facil (Yousuf A et al. 2015).

Se demostrd que el consumo de yogur fermentado con Lactobacillus delbrueckii ssp,
aumentaba la efectividad de células natural killer (NK)-cell, de esta manera reduciendo el riesgo
de infeccion para personas de edad avanzada. Adicionalmente se observd que Lactobacillus
plantarum tiene un efecto beneficioso en mejorar y complementar la efectividad de los linfocitos,

mejorando asi la respuesta del sistema inmune evitando de esta manera la infeccion para todo tipo
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de paciente. También, algunos estudios demuestran que probidticos Lactobacillus tratados con

calor, generan beneficio sobre el huésped mejorando el sistema inmune. (Yousuf A et al. 2015).

La mayoria de las bacterias probidticas pertenecen a los géneros Lactobacillus o
Bifidobacterium. Estudios recientes han demostrado que los probidticos juegan un papel positivo
en la salud oral, y pueden afectar a la micro-ecologia oral mediante el cambio de la composicion
de proteinas de la placa dental, esto ha estimulado la investigacion para estudiar el efecto anti-

caries de los probioticos (Xiaolong Lin, Chen Xi, Yan Ma, Wang Sa, Hui Chen. 2017).

Bifidobacterium ha sido ampliamente utilizada como probidtico y se encuentra actualmente
considerado como una especie segura para su uso, sin producir efectos adversos ni complicaciones
en los pacientes. Los mecanismos con efectos beneficiosos incluyen, exclusion competitiva,
alteracion del pH, que inhibe la capacidad tampdn que tienen los microorganismos patdégenos y
efectos inmunoestimuladores. Existe una hipétesis de que Bifidobacterium, inactivado por calor,
reduce el efecto cariogénico producido por especies cariogénicas, in vitro, lo que llevo a realizar
un estudio que concluyo que esta cepa inactivada por calor, tiene efectos como coagregacién o anti
adhesién y efectos antimicrobianos, reduciendo la cariogenicidad de la biopelicula dental en

cavidades de la dentina, y no en esmalte (Schwendicke F, Horb K, Kniest S, Christof R. 2104).

La caries dental es una de las enfermedades de la cavidad oral mas prevalentes a nivel
mundial afectando a mas del 90% de la poblacion. (OMS) 2018. Esta problematica despierta el
interés por obtener mayor cantidad de métodos efectivos que permitan disminuir este porcentaje

que afecta a casi toda la poblacion.
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En conclusién, se logré determinar que probidticos como Bifidobacterium breve tiene
efecto inhibitorio sobre bacterias involucradas en gran parte en la formacion de la caries dental
como Lactobacillus acidophilus esto se determind mediante un estudio in vitro donde se observo
el efecto inhibitorio de este ultimo sobre L. acidophilus, midiendo el halo de inhibicién formado
alrededor del probidtico después de la incubacion. Se formo un halo de inhibicion (mm) alrededor
de cada colonia del probidtico. El efecto inhibitorio de Lactobacillus rhamnosus sobre los
principales Lactobacillus spp. Esto se encuentra soportado en la revision elaborada en este estudio.
Esta investigacién es importante porque aporta nueva informacion cientifica que suma al
desarrollo en este campo y ayudara a dar soporte en que los probidticos son efectivos para la

prevencion de la caries dental.
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Disefio metodologico

Tipo de investigacion

Se realiz6 un estudio de tipo experimental in vitro, mediante un experimento se llegé a la
causa del fendmeno, su esencia consistio en someter el objeto de estudio a la influencia de ciertas
variables en condiciones controladas y conocidas por el investigador. (Vanegas M, Gonzalez L,

Arévalo S. 2010).

Se complemento6 con una revision sistematica de la literatura. Las revisiones sistematicas
son investigaciones cientificas en las cuales la unidad de analisis son los estudios originales

primarios. (Ferreira I, Urrutia G, Coello P. 2011)

Poblacion y muestra

La poblacidn y muestra esta constituida por la cepa probiética de B. breve ATCC 15700 y
el agente patogeno L. acidophilus ATCC 314 y por los 50 articulos de revision bibliografica
publicados del afio 2010 al afio 2020 en buscadores conocidos como Pubmed, Science direct y
Scielo, los articulos son de revistas indexadas revistas indexadas como Frontiers in Microbiology
y Journal of clinical and diagnostic research entre otros, base de datos de la Universidad Antonio

Narifio.

Criterios de inclusion y exclusion
Criterios de Inclusion. Cepas certificadas de los microorganismos objeto de la investigacion,

cepas con fecha de vencimiento no expirada, cepas certificadas procedentes de laboratorios
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reconocidos comercialmente.
En la revision sistematica de la literatura los criterios de inclusion fueron articulos de cualquier
pais, articulos en cualquier idioma, articulos indexados, enfocados en probioticos y caries dental,

articulos con textos completos y lo mas actuales posible.

Criterios de exclusion. Otros microorganismos causantes de caries dentales diferentes a L.
acidophilus ATCC 314, otros microorganismos con caracteristicas probidticas diferentes a L.
rhamnosus ATCC 9595 y B. breve ATCC 15700, tesis de pre grado, articulos incompletos,

articulos de afios menores al 2010.

Variables

Variables dependientes. Efecto inhibitorio de Bifidobacterium breve sobre L. acidophilus
determinado por un halo inhibitorio igual o mayor a 2mm.

Variables independientes. Concentraciones de las cepas microbianas.

Variables intervinientes. Temperatura, pH, tiempo de incubacion, métodos de siembra de L.

acidophilus

Materiales y métodos
El desarrollo de la investigacion se realizo en el laboratorio de Ciencias Basicas de la universidad
Antonio Narifio Sede Cucuta, la investigacion inicio con la adquisicion de los insumos y elementos

requeridos para ejecucion del mismo, se utilizaron como probidticos las cepas certificadas de L.
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rhamnosus ATCC® 53103™ y Bifidobacterium breve ATCC® 15700™. Como agente patdgeno

se evaluara L. acidophilus ATCC® 314

Inicialmente se procedio a preparar los medios de cultivo y de siembra, en este caso caldo
de infusién cerebro corazon (BHI) y Mann Rogosa Sharpa (MRS), también se prepard un agar
solido de MRS, estos se prepararon suspendiendo 55.25 g de polvo en 1 litro de agua purificada
segun lo indica la casa fabricante, se dejo reposar durante cinco minutos, procediendo a calentar
con agitacion frecuente hasta alcanzar ebullicion durante uno a dos minutos. Finalmente se
depositd la solucion en tubos de ensayo para el caso del caldo BHI 2ml, se esterilizaron en

autoclave durante 15 minutos con presion de 15 libras y 121 grados centigrados. (Anexos F, G, H)

Los tres microorganismos L. rhamnosus ATCC® 53103™, Bifidobacterium breve
ATCC® 15700™ vy L. acidophilus ATCC® 314, fueron activados seglin recomendacion de la casa
comercial fabricante de la siguiente manera, se dejaron la bolsa del empaque de KWIK-STIK sin
destapar a temperatura ambiente, propiciando por un equilibrio de temperatura interna con la
temperatura ambiente. Se abrio la bolsa por la muesca indicada y se retird la unidad KWIK-STIK.
Se presiond una unica vez, la parte superior de la ampolla que contenia el fluido hidratante dando
ligeros golpes para que este bajara hacia la punta del hisopo donde se encontraba la cepa liofilizada,
se dej6 actuar durante unos minutos, asegurando tener el hisopo hidratado, se procedio a realizar
la siembra en el caldo BHI respectivo y el adecuado descarte de los elementos sobrantes del

proceso de activacion de la cepa. (Anexo E)

Los dos probidticos se activaron nuevamente en condiciones de anaerobiosis, esta

condicion se obtuvo implementando una jarra con sobres de anaerobiosis (Anaerogen), utilizando
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como medio de cultivo un caldo Mann Rogosa Sharpa (MRS) luego se realizd incubacion a

temperatura de 37°C durante 48 a 72 horas (Vanegas M, Gonzaélez L, Arévalo S. 2010).

El agente patdgeno se activé usando caldo MRS, incubando a 37 °C en condiciones de

anaerobiosis (Xuepeng Lv, Liu G, Sun X, Chen H, Sun J, feng Z. 2017).

En este paso de la investigacion, se dispuso de tres tubos de ensayo, cada uno con un
microorganismo activo, considerado concentracion pura, posteriormente, se prepard un cuarto tubo
con medio de cultivo liquido BHI, en el cual se agreg6 un ml del caldo con L. rhamnosus activo y
un ml de caldo con Bifidobacterium breve activo, obteniendo asi, la concentracion pura de la

mezcla de los dos probiéticos a utilizar (cuadro 1) (Gamboa F. 2014).

Se procedié a realizar diluciones seriadas a partir de la concentracion pura de cada
microorganismo. Para esta actividad, se alistaron 7 tubos de ensayo por cada microorganismo
activo en caldo nutritivo, 25 tubos en total. A cada tubo se le agrego 4,5 ml del caldo nutritivo;
para los probidticos se utilizé caldo MRS y para el agente patdgeno caldo de infusién cerebro
corazon. Paso a seguir, del primer tubo donde se encontraba la solucion inicial “cepa activa,
concentracion pura” se tomé 0,5 mly se agrego a un nuevo recipiente con 4,5 ml de caldo nutritivo,
se agito hasta homogenizar, este segundo frasco se rotulo dilucion 101, Este proceso se repitid
hasta obtener dilucion 107 se observo efecto inhibitorio. Este proceso se repitié con cada
microorganismo (Tabla 1). (Castillo P, Betancur C, Pardo E. 2018) (Ramirez J, Parra V Adalucy

A. Sf).
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Tabla 1. lustracion del proceso de dilucién seriada con cada uno de los microorganismos

Concentraciones/diluciones
11102 | 10° | 10* | 10° | 10°% | 10

T
j
I

Microorganismo

o
i

Puro

L. rhamnosus

Bifidobacterium breve

L. rhamnosus mas
Bifidobacterium breve

==l o
|
e =L
|
@@‘I_

@i c=i_ =1

L. acidophilus

*Las imagenes y colores son simbdlicas tabla 1.

Se procedid a preparar el agar solido de MRS en 30 cajas de Petri. Una vez fue realizado
este procedimiento, existiendo las cajas de Petri con el agar MRS ya solidificado y conservado, se
procedié a tomar y sembrar 1 ml de la dilucién 10 de L. rhamnosus en una caja de Petri; a su vez,
esta siembra se le realizo en un adicional de cuatro cajas de Petri, para un total de cinco cajas para
L. rhamnosus obteniendo de la dilucion 1071, Este proceso se repitié con las diluciones 102 hasta
107 de L. rhamnosus siendo estas diluciones los mas estandares, obteniendo igualmente cinco
cajas de Petri por cada dilucion. Finalmente, este proceso se realiz6 idéntico a partir de la dilucion
10 hasta 10 de Bifidobacterium y de L. rhamnosus unido con Bifidobacterium (Cuadro 2)
(Castillo P, Betancur C, Pardo E. 2018) (Ramirez J, Parra VV Adalucy A. Sf).

La siembra del microorganismo en el agar Mann Rogosa Sharpa, se realiz6 utilizando un
Asa en L previa dispensacion. El Asa fue deslizada en tres direcciones con un angulo aproximado
de 60°C hasta que quedo totalmente homogenizado. (Sanchez L, Pefia J. 2016) En todos los casos,
la incubacion se realizd a 37°C durante 48 a 72 horas en condiciones de anaerobiosis. Se esperd
observar formacion de UFC de cada probiético y la siembra de la mezcla de los dos probidticos

evaluados (Fisher 2018).
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Tabla 2. llustracion del proceso de siembra del microorganismo en cajas de Petri

Cajas de Petri

Microorganismo | diluciones Caja Caja Caja Caja | CajaN°
N° 1 N° 2 N° 3 N° 4 5
10 1 OO o DO
[ © | © | © | @ | ©
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Las imégenes y colores son simbolicas

Se preparo un total de 1050 ml de agar infusion cerebro corazon BHI (25 ml por cada caja
de Petri “son 105 cajas™), se agreg6 0,01 ml del caldo en concentracion 10 y/o 107 que contenia
el microorganismo patogeno L. acidophilus, obteniendo asi, un medio liquido con inoculacion de

L. acidophilus, posterior a observar formacion de colonias visibles, se procedio a verter sobre cada
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caja de Petri con formacion de UFC de los probidticos, 25 ml del caldo liquido de infusion cerebro
corazon que previamente se le agrego 0,01 ml del caldo nutritivo en concentracion 10 y/o 107
que contenia el microorganismo patdgeno L. acidophilus; se continud con el proceso de colocar
nuevamente estas cajas de Petri en incubacion a 37°C por 48 a 72 horas en condiciones de

anaerobiosis ( Sanchez L, Pefia J. 2016).

La accion inhibitoria de los probidticos evaluados (Bifidobacterium breve) sobre L.
acidophilus se evalu6 con base en la formacion de un halo de inhibicién (mm) alrededor de la
colonia del probidtico. Este halo se observé como una zona transparente alrededor de la colonia;
en esta investigacion se considerd la condicion de un efecto inhibitorio con la formacion de un
halo mayor a 2 mm basados en estudios anteriores que han implementado esta medida, como la
mas estandarizada para considerar un efecto inhibitorio (Vanegas M, Gonzalez L, Martinez A,

Arévalo S. 2016).

De forma simultanea con el vertimiento del agar nutritivo de infusion cerebro corazén con
el microorganismo patégeno, se sembro en tres cajas de Petri con agar de infusion cerebro corazon
un ml de caldo nutritivo que contenia L. acidophilus. Se realiz6 incubacion a 37°C durante 48 a
72 horas en condiciones de anaerobiosis. Esto con la finalidad de tener un grupo control en el cual
se realizd seguimiento del crecimiento del microorganismo (Castillo P, Betancur C, Pardo E.

2018).

La investigacién se organizd bajo un modelo completamente al azar. La variable que se
registré y se evalu6 fue el halo de inhibicion (mm) formado alrededor de cada colonia del

probiético, Bifidobacterium.
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En el trabajo se incluye Lactobacillus rhamnosus ATCC® 53103™ 2 que el estudio se
realizd y se logrd enfrentamiento de Bifidobacterium breve sobre Lactobacillus acidophilus. El
paso que no se logro fue el enfrentamiento de Lactobacillus rhamnosus sobre Lactobacillus

acidophilus por el ordenamiento del gobierno a confinamiento como respuesta al Covid-19.

Para la revision sistematica de la literatura se seleccion0 la muestra basado en una revision
de articulos cientificos, empleando bases de datos como Pubmed, Scielo, Scopus, Science Direct
y la base de datos de la universidad Antonio Narifio, realizando la basqueda por medio de palabras
como probioticos y caries dental (Probidticos orales que inhiben bacterias cariogénicas,
Lactobacillus acidophilus y caries dental, Lactobacillus rhamnosus como probidtico, caries
dental) la basqueda se realiz6 entre Septiembre del afio 2017 a Mayo del afio 2020 la seleccion
fue enfocada en buscar articulos indexados, en cualquier tipo de idioma y de cualquier pais. Se
seleccionaron 50 articulos.

Cada articulo tenia un enfoque especifico:

e 18 articulos sobre probi6ticos orales

e 13 articulos sobre caries dental

e 12 sobre bacterias acido génicas

e 1 catélogo de microbiologia

e 1 articulo sobre metodologia de investigacién

e 5articulos sobre materiales y métodos en experimentos in vitro

Posterior a esta seleccion se realizd la lectura correspondiente de los articulos y se
identifico el efecto inhibitorio que tienen los probidticos Lactobacillus rhamnosus-

Bifidobacterium breve sobre Lactobacillus spp.



41

Se agregd una tabla para organizar los articulos por autores, afio de publicacion y tema
especifico (Anexo A).
Anélisis estadistico
Los 50 articulos de la revision bibliografica se describieron y se ordenaron en tablas en

orden alfabético, con fecha de publicacién y titulo de articulo cientifico y breve descripcion.
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Resultados

En la presente investigacion se determiné que  Bifidobacterium breve tuvo efecto
inhibitorio sobre Lactobacillus acidophilus, mostrando un halo de inhibicion promedio de 3.4 mm
en la dilucion 101, La fase experimental no se pudo completar debido a la emergencia sanitaria
producida por el covid-19 a nivel mundial lo cual imposibilitd la culminacion de la fase
experimental. Ver Tabla 3

Tabla 3. Valores de resistencia y sensibilidad de Lactobacillus acidophilus frente a
Bifidobacterium breve

Probiético Dilucién Rep #1 Rep #2 Rep #3 Rep #4 Rep#5 Promedio

101 3(S) 3(S) 4(S) 3(S) 4(S) 3.4 mm

Bifidobacteriu

m breve 1072 2(S) 2(S) 2(S) 2(S) 3(S) 2.2mm
10’3 2(S) 2(S) 2(S) 2(S) 2(S) 2 mm
10 1(R) 2(S) 1(R) 1(R) 1(R) 1.2 mm

S: Cepa sensible con un halo > 2 mm; R: Cepa resistente con un halo <2 mm tabla 1.

Actividad inhibitoria de Bifidobacterium breve sobre Lactobacillus spp

Se realiz6 una revision bibliogréfica de 50 articulos cientificos de diversos autores los cuales
fueron ordenados alfabéticamente en una tabla. En 2 articulos con afios de publicacion 2012 —

2017, reportan que L. rhamnosus tiene efecto inhibitorio sobre Lactobacillus spp, con lo que se
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logro determinar que si hay efecto inhibitorio de Lactobacillus rhamnosus sobre Lactobacillus
spp. (Anexo A)
Tabla 4.

Efecto inhibitorio de Lactobacillus rhamnosus sobre Lactobacillus spp.

Resultados Autores

Determinaron por medio de un estudio in vitro
que cepas de Lactobacillus rhamnosus tienen
efecto inhibitorio sobre especies cariogénicas

Lactobacillus spp. Villavicencio J, Villegas L, Arango M, Arias

S, Triana F (2017).

Domagoj Glavina, Kristina Goreta, Ilija
Comprobaron que Lactobacillus rhamnosus | krinjari, Dubravka Negoveti Vrani, Ketij
neutraliza el pH de Lactobacillus spp y aumenta | Mehuli and Karlo Ko ul (2012)

la capacidad amortiguadora salival.

Villavicencio y col determinaron que cepas de Lactobacillus rhamnosus tienen efecto
inhibitorio sobre especies cariogénicas tales como Lactobacillus spp y S. mutans. Se vio una
disminucion del recuento de Lactobacillus spp al observar placa y saliva en pacientes de 3-4 afios.
En el estudio realizado la muestra estuvo compuesta por nifios de 3 a 4 afios, estos participantes
fueron incorporados de 5 centros de desarrollo en una zona de Cali, Colombia. Todos tenian el
consentimiento informado para participar. Se realiz6 con nifios saludables, sin desordenes
sistémicos, sin intolerancia a la lactosa y tampoco bajo tratamiento antibiotico. El protocolo
publicado tenia estipulado un estudio durante 12 meses, pero finalmente se modificé a un periodo
alternativo de 9 meses, al cabo de los cuales, se observo que el recuento de UFC/mL de S. mutans
estuvo mas bajo en comparacion con el grupo de control, sin embargo, las diferencias no lograron

un cambio estadisticamente significativo, (p=0.173). Los resultados que mostraron diferencia
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estadisticamente significativa entre grupo intervenido y el grupo control fueron los de
Lactobacillus spp después de la intervencién (p=0.002). Estos autores, también determinaron el
efecto neutralizante que ejerce L. rhamnosus sobre el pH, al disminuir la acidogenicidad del medio

creado por S. mutans y Lactobacillus spp.

Domagoj G y col en 2013 mediante un estudio determinaron que L. rhamnosus tiene efecto
inhibitorio sobre Lactobacillus spp al neutralizar el pH disminuyendo el efecto acidogénico de
Lactobacillus spp y aumentando la capacidad amortiguadora salival ayudando asi a disminuir el
recuento de Lactobacillus spp y Streptococcus mutans. En este estudio donde la muestra estuvo
conformada por 25 pacientes de 6-10 afios de edad que participaron voluntariamente, habiendo
firmado por parte de sus padres o tutores el consentimiento informado, a los cuales les fue
explicado el procedimiento, los beneficios y posibles riesgos de la investigacion, pacientes que
cumplieron con los criterios de inclusion, completamente sanos al momento de realizar los
procedimientos y que no estaban consumiendo ningun tipo de antibidtico ni probidtico. A cada
paciente se le suministré 200g de yogurt (Bioaktiv LGG, Dukat, Croatia) diario, conteniendo
Lactobacillus rhamnosus por un tiempo de 30 dias, al cabo de los cuales se realizd un recuento de
S. Mutans, Lactobacillus spp. y capacidad amortiguadora salival, utilizando un sistema CRT (Test
de Riesgo de Caries marca registrada por IVOCLAR VIVADENT). Se determind que hubo un
aumento en la capacidad amortiguadora de la saliva, esto fue un cambio significativo que
incremento a los 30 dias del inicio del estudio, esta capacidad amortiguadora aumento al 86% en
comparacion con el 64% que tenian al inicio. El recuento de S. mutans disminuy6 de un 80% a
52%, en relacion al recuento de Lactobacillus spp. Del cual se observé una disminucion después
de 14 dias de consumo del yogurt de un 68% a un 48% (Domagoj G, Goretal K, Negoveti D, Ketij

M, Ko'ul K 2012).
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Accidn de probioticos sobre cepas cariogénicas

Rebolledo My col en estudios in vitro pudieron comprobar que cepas probioticas como L.
casei, L. rhamnosus y L. johnsonii disminuyen la colonizacién de las principales bacterias
productoras de caries dental, pueden ser utilizadas como apoyo en la prevencion como: uso de
fluoruros, promocion de higiene oral o cambios en el consumo de carbohidratos, proporcionando
efectos favorables para la salud, especialmente en pacientes con alto riesgo de caries. Se realiz6 el
estudio utilizando el método de difusion de agar estandarizado, de uso comun en el laboratorio de
microbiologia. Método que se basa en la obtencion de resultados cuantitativos obtenidos mediante
la determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI). Se utilizaron dos cepas probidticas
que se obtuvieron de los productos Chamyto y Lactil de la marca Nestlé que contienen la cepa
Lactobacillus casei variedad rhamnosus (LCR35), en una proporcion de 108 UFC/ml, probi6tico
administrado por via oral disuelto en agua y Lactobacillus johnsonii (LA1) en una proporcion de
107 UFC/ml. En este estudio las dos cepas de bacterias contenidas en dos probioticos fueron
analizadas en cuatro diluciones distintas. Los S. mutans que se ajustaron al patron 0,5 Mcfarland,
se inocularon en medio selectivo Agar mitis Salivarius que contenian los pocillos de siembra con
las cepas probidticas Lactobacillus casei variedad rhamnosus (LCR35) y Lactobacillus johnsonii
(LAL) en dilucion 1 (directa), 1/10,1/100 y 1/1000, resultando diferentes halos de inhibicion en
mm después de 24 h. Se demostré que L. casei variedad rhamnosus tenia mayor capacidad
inhibitoria que Lactobacillus johnsonii, el valor de significancia entre ambos probi6ticos Lactil y

Chamyto fue de p=0,82. (Rebolledo M et al. 2013).

Arezoo Ty col mediante experimentos in vitro determinaron que Lactobacillus rhamnosus

como agente probidtico, tiene un efecto de interferencia contra patdgenos cariogénicos a través de
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varios mecanismos, como la reduccion de biofilm y acidogenicidad. Esta claro que Lactobacillus
rhamnosus inhibe la formacion de biofilm y bacterias orales, los mecanismos que utiliza
Lactobacillus rhamnosus no estan tan claros, sin embargo, uno de los mecanismos es su
produccidn de biosurfactante. En el estudio in vitro la cepa # 22 S. mutans fue previamente aislada
de la placa dental en el laboratorio y seleccionada entre 40 aislados debido a su mayor capacidad
de formacién de biopeliculas y S. mutans ATCC 35668 se utilizo también en el estudio. Las cepas
se cultivaron en agar mitis salivarius y agar sangre e incubadas a 37°C en una atmosfera
enriquecida con CO. Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 se us6 como probidtico en caldo MRS.
Las gotas de biosurfactante resultaron en una gota colapsada, lo que indica el efecto biosurfactante
en la reduccion de la tension superficial. La composicion molecular del biosurfactante derivado de
L. rhamnosus se analiz6 utilizando espectroscopia infrarroja de transformacién de Fourier (FTIR).
Al culminar el estudio se determin6 que L. rhamnosus tiene efecto inhibitorio por medio de un

mecanismo de produccion biosurfactante (Arezoo T et al 2019).

Hajikand T y col realizaron experimentos donde encontraron que la mayoria de las
bacterias probidticas pertenecen a los géneros Lactobacillus o Bifidobacterium y estas bacterias se
afladen comunmente a las bebidas probio6ticos o productos de yogur. Estudios recientes han
demostrado que los probiéticos juegan un papel positivo en la salud oral, y pueden afectar la micro-
ecologia oral mediante el cambio de la composicion de proteina de la placa dental. Esto ha
estimulado la investigacién para estudiar el efecto anti-caries de los probiéticos (Hajikand T et al
2015).

Haijkand T y col en un estudio in vitro determinaron que sustancias antibacterianas

producidas por probidticos Lactobacilos, pueden inhibir el crecimiento microbiano mediante la
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reduccién del pH, que puede inhibir la sintesis de ADN bacteriano y a su vez destruir las
membranas celulares bacterianas de las bacterias cariogénicas. Es posible que las sustancias
antibacterianas en los probidticos puedan ser principalmente bacteriocinas o proteinas similares a
bacteriocinas. La investigacion empled un disefio aleatorizado. El grupo de estudio consistié de
138 nifios sanos de 2-3 afios que fueron reclutados consecutivamente después de firmar el
consentimiento informado por parte de los padres. Los padres del grupo de prueba fueron
instruidos en dar a su hijo una tableta de masticacion por dia que contiene tres cepas de bacterias
probidticas vivas (ProBiora3®) y el grupo placebo consiguié tabletas idénticas sin bacterias. La
duracion fue de un afio y la prevalencia y el incremento de las lesiones iniciales de caries se
examinaron al inicio y al final del estudio. A todos los padres se les instruyo que cepillaran los
dientes de sus hijos dos veces al dia con pasta de dientes con fldor. Al finalizar el estudio alrededor
de 2/3 de los nifios cumplieron con las instrucciones lo cual fue aceptable. El indice de caries fue
significativamente menor en el grupo de prueba en comparacién con el grupo placebo, 0,2 frente
a 0,8 (p < 0,05). La reduccion del riesgo fue de 0,47 (IC del 95% 0,24-0,98). No se mostraron
diferencias entre los grupos con respecto a la presencia de placa visible o sangrado en el cepillado

y no se notificaron efectos secundarios (Hajikand T et al. 2015).

Torrez y col lograron determinar que Lactobacillus tiene un rol protector basado en la
produccién de diferentes tipos de bacteriocinas, sustancias proteinicas con diferentes mecanismos
de accidn inhibitoria contra Streptococcus mutans. Se sabe que Lactobacillus spp. pertenece a la
microbiota oral y su capacidad de producir bacteriocinas es alta y exhibe una capacidad adhesiva
significativa, también puede reducir la cantidad de Streptococcus mutans de la superficie del diente

cubierta por saliva. El objetivo de este trabajo fue identificar alguna especie del género
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Lactobacillus productor de sustancias inhibitorias contra Streptococcus mutans en saliva de nifios.
Se aislaron diferentes cepas de Lactobacillus de saliva de 60 nifios con caries y sin caries activa
(rehabilitados) y libres de caries, a las cuales se les estudid su capacidad antagonica contra cepas
de Streptococcus mutans, mediante ensayos en doble capa, test del pocillo y sobre crecimiento
bacteriano. Las cepas que elaboran sustancias con mayor capacidad antagonica fueron
identificadas como Lactobacillus fermentum mediante el sistema Api test 50 CH. Se demostro que
Lactobacillus fermentum esta presente en mayor porcentaje en el grupo de nifios sin caries, lo cual

podria sugerir un efecto natural de control bioldgico en la cavidad oral de este grupo de nifios.

Los objetivos planteados para este trabajo se resumen en determinar la actividad inhibitoria
de probidtico Bifidobacterium breve sobre Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus
sobre Lactobacillus spp y probiéticos sobre cepas cariogénicas teniendo en cuenta que éste ultimo,

juega un papel muy importante en la produccion de caries.
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Discusion
La presente investigacion consistio en determinar la accién inhibitoria del probidtico
Bifidobcterium breve sobre Lactobacillus acidophilus y mediante revision de la literatura

determinar el efecto inhibitorio de Lactobacillus rhamnosus sobre Lactobacillus spp.

Villavicencio y col demostraron por medio de estudios clinicos recientes que cepas de
Lactobacillus rhamnosus tienen efecto inhibitorio sobre Streptococcus mutans y especies
cariogénicas Lactobacillus. Se ha visto una disminucion muy alta al observar placa y saliva luego
de su efectiva aplicacion. En un estudio se demostré un efecto disminucion de Streptococcus
mutans y Lactobacillus spp como componente primario y secundario la disminucion de caries
dental (Villavicencio J et al. 2017). Comparado con el presente estudio, donde se logr6 determinar
que Lactobacillus rhamnosus tiene efecto inhibitorio sobre Lactobacillus spp. por medio de una

revision bibliogréfica.

Es demostrado que cepas de Lactobacillus rhamnosus y Bifidobacterium spp tienen efecto
inhibitorio sobre Streptococcus mutans y especies cariogénicas de Lactobacillus. Se ha visto una
disminucion muy alta al observar placa y saliva luego de su efectiva aplicacion. En un estudio se
demostro un efecto disminucion de Streptococcus mutans y Lactobacillus spp como componente
primario y secundario la disminucion de caries dental (Villavicencio J et al. 2017). En el presente
estudio se determind que B. breve tiene efecto inhibitorio sobre Lactobacillus acidophilus y
mediante revision bibliografica, que L. rhamnosus tiene efecto inhibitorio sobre bacterias

cariogénicas como S. mutans y Lactobacillus spp.
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Domagoj G y col determinaron que Lactobacillus rhamnosus no tiene efecto significativo
sobre Lactobacillus spp, sin embargo, este probiotico si se aplica genera neutralizacion del pH
disminuyendo el efecto acidogénico de Lactobacillus spp y aumenta la capacidad amortiguadora
salival ayudando asi a disminuir el recuento de Lactobacillus spp y Streptococcus mutans.
(Domagoj G, Goretal K, Negoveti D, Ketij M, Ko'ul K 2012). Teniendo en cuenta lo reportado
por diferentes autores, en contraposicion a Domagoj y colaboradores, se determin0 a través de
revision de la literatura que Lactobacillus rhamnosus tiene efecto inhibitorio sobre las principales
bacterias cariogénicas entre esas Streptococcus mutans y Lactobacillus spp. mediante reduccion

del pH lo cual inhibe la acidogenicidad de bacterias cariogénicas.

Rebolledo M y col determinaron que los probioticos al ser administrados en cantidades
suficientes promueven efectos fisioldgicos beneficiosos sobre el huésped y actlan a través de una
variedad de mecanismos, como la competencia con los posibles agentes patdgenos, degradacion
de toxinas, produccion de sustancias antimicrobianas e inmunomoduladores locales y sistémicos.
(Rebolledo M et al. 2013). Para Rebolledo y col existe efecto inhibitorio a través de mecanismos
como los que estos autores mencionan, sin embargo, se requieren mas estudios para determinar
especificamente sobre que bacterias cariogénicas tienen esos efectos, estudios que, a través de la
revision bibliografica, mostraron que especificamente, L. rhamnosus y B. breve, inhiben

crecimiento de microorganismos cariogéenicos.

Arezoo y col demostraron que Lactobacillus como agente probiotico, tiene un efecto de
interferencia contra patdgenos a través de varios mecanismos, como a travées de la reduccion de

biofilm y acidogenicidad después del consumo de estos probidticos. Esta claro que Lactobacillus
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spp inhiben la formacion de biofilm y bacterias orales, los mecanismos que utilizan estos
Lactobacillus no estan tan claros. Sin embargo, uno de los mecanismos es su produccion de
biosurfactante. Determinaron que Lactobacillus rhamnosus tiene un efecto biosurfactante sobre la
formacion de biofilm (Arezoo T et al 2019). Para Arezoo y col la produccion de biosurfactantes
inhibe la adhesion de biofilm en cavidad oral, elemento indispensable para iniciar la colonizacion

de microorganismos con capacidad cariogénica, como S. mutans y Lactobacillus spp.

Hajikand y col demostraron que cinco cepas de Lactobacillus probidticos fueron capaces
de inhibir la formacion y crecimiento de biofilm, probablemente mediante la produccién de un
medio &cido, los polipéptidos similares a bacteriocina 0 ambos (Hajikand T et al. 2015). El estudio
realizado por Hajikand y col esté en correspondencia con los resultados descritos por otros autores
que comprueban que probidticos Lactobacillus tienen efecto inhibitorio sobre bacterias

cariogénicas a traves de diferentes mecanismos como la produccion de bacteriocinas.

Torrez y col lograron determinar que Lactobacillus tiene un rol protector basado en la
produccidn de diferentes tipos de bacteriocinas, sustancias proteinicas con diferentes mecanismos
de accidn inhibitoria contra Streptococcus mutans. Se sabe que Lactobacillus spp. Pertenece a la
microbiota oral y su capacidad de producir bacteriocinas es alta y exhibe una capacidad adhesiva
significativa, también pueden reducir la cantidad de Streptococcus mutans de la superficie del
diente cubierta por saliva. El estudio realizado por Torrez y col esta en correspondencia con los
resultados descritos por otros autores que comprueban que probioticos Lactobacillus tienen efecto
inhibitorio sobre bacterias cariogénicas a través de mecanismos tales como la produccion de

bacteriocinas y la disminucién de la capacidad adhesiva de estos microorganismos.
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Igualmente a traves de diversos estudios se ha comprobado el beneficio que conlleva para
la salud en otros varios aspectos generales, el consumo de probioticos, sin embargo, con respecto
a sus efectos en la salud oral y la lucha contra la caries, a partir de experiencias y conocimientos
obtenidos, la ciencia ha intentado desarrollar probidticos, entre las que se encuentran los
probidticos, Lactobacillus spp y Bifidobacterium spp cuya finalidad es el control selectivo de los

agentes etioldgicos de la caries y el mantenimiento de la homeostasis oral.

El uso de probioticos en las ciencias de salud es aceptado a nivel mundial por gobiernos e
instituciones serias, como la Organizacion mundial de la salud (OMS) y la Organizacion de
alimentos y agricultura (FAQO), y se resume en el uso de “microorganismos vivos, principalmente
bacterias, que son seguros para el consumo humano, y cuando son ingeridos en suficiente cantidad,

tienen efectos benéficos en la salud humana.
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Conclusiones

Se determind que existe un efecto inhibitorio de Bifidobacterium breve sobre Lactobacillus
acidophilus esto se pudo determinar mediante el halo de inhibicion formado alrededor del

probidtico que dio un promedio de 3.4 mm de la dilucion 10 al realizar la confrontacion.

Mediante la revision de la literatura se determind que, a través de diferentes mecanismos
como la produccion de bacteriocinas, reduccion del pH, liberacion de biosurfactantes existe efecto

inhibitorio de Lactobacillus rhamnosus sobre Lactobacillus spp.

Los autores anteriormente mencionados respaldan con sus estudios, que el consumo de
probioticos tiene efectos positivos como el aumento de la capacidad amortiguadora salival, que

disminuye el recuento de bacterias cariogénicas en cavidad oral.

La diversidad microbiana existente de la cavidad oral es muy amplia y diversas técnicas
probioticas se han desarrollado con el objetivo de inhibir el crecimiento bacteriano de bacterias
patdgenas que crean enfermedad como la caries dental. Gracias a este estudio se ha demostrado
que existen diversas técnicas probi6ticas que podrian beneficiar al ser humano. Se ha demostrado
que Bifidobacterium breve tiene gran potencial inhibitorio sobre Lactobacillus acidophilus. Se
puede determinar con revision bibliografica que Lactobacillus rhamnosus tiene efecto inhibitorio

sobre Lactobacillus spp.
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Recomendaciones
El presente estudio conlleva una responsabilidad especial que implica el uso a futuro de
probidticos como tratamiento de alta eficacia en la prevencién de la caries; ya que en algunos
paises como Colombia no existen productos desarrollados especificamente para el control de esta

enfermedad.

Se recomienda continuar con la linea de investigacion y determinar el efecto inhibitorio de
Lactobacillus rhamnosus sobre Lactobacillus acidophilus ya que la fase experimental no se pudo

completar debido a la emergencia sanitaria producida por el covid-19 a nivel mundial.

En un futuro se recomienda utilizar probidticos Lactobacillus rhamnosus y

Bifidobacterium breve en bebidas o cremas dentales.
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Anexo B. Registro del halo de inhibicion (mm) observado alrededor de cada colonia de los
probioticos

UNIVERSIDAD ANTONIO NARINO - ODONTOLOGIA

Fecha: Investigador:

UFC por Cajas de Petri
cajadePetri | N°1 | N°2 | N°3 | N° 4 \ N° 5
ColoniaN° 1
Colonia N° 2
1/10 Colonia N° 3
Colonia N° 4
Promedio
ColoniaN° 1
Colonia N° 2
1/100 Colonia N° 3
Colonia N° 4
Promedio
ColoniaN° 1
Colonia N° 2
1/1000 Colonia N° 3
Colonia N° 4
Promedio
ColoniaN° 1
Colonia N° 2
1/10000 Colonia N° 3
Colonia N° 4
Promedio
Colonia N° 1
Colonia N° 2
1/100000 | Colonia N° 3
Colonia N° 4
Promedio
ColoniaN° 1
Colonia N° 2
1/1000000 | Colonia N° 3
Colonia N° 4
Promedio
ColoniaN° 1
Colonia N° 2
1/10000000 | Colonia N° 3
Colonia N° 4
Promedio
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ATCC

Product Sheet
Lactobacillus rhamnosus

(ATCC® 9595™)

Please read this FIRST

Intended Use

This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.

Citation of Strain

If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner. Lactobacillus rhamnosus (ATCC® 9595™)

American Type Culture Collection
PO Box 1549

Manassas, VA 20108 USA
www.atcc.org

800.638.6597 or 703.365.2700

Fax: 703.365.2750
Email: Tech@atcc.org

Or contact your local distributor

Page 10of 2

Anexo B. Certificacion Lactobacillus rhamnosus

e Description

Designation: 4R2127 [ATCC 11979, BUCSAV 226, LD5, NCDO 207, NCIB 7473, NCIB 8019, NCTC 7473]
Deposited Name: Lactobacillus casei (Orla-Jensen) Hansen and Lessel

-:
hd Propagation

Medium
ATCC® Medium 416: Lactobacilli MRS Agar/Broth

Growth Conditions
Temperature: 37.0°C

Propagation Procedure

1. Open vial according to enclosed instructions.

2: Using a single tube of #416 broth (5 to 6 ml), withdraw approximately 0.5 to 1.0 ml with a Pasteur or 1.0
ml pipette. Rehydrate the entire pellet.

3 Aseptically transfer this aliquot back into the broth tube. Mix well.

4. Use several drops of the suspension to inoculate a second tube of broth, a slant and/or plate.

5. Incubate all tubes and plates at 37°C in an atmosphere of 5% CO, for 24-48 hours. Loosen screw caps
of all test tubes during the incubation period.

@ Notes

After 24-48 hours, growth is evident by turbidity in the broth and the formation of small colonies on the slant
and/or plate. Growth is best in broth culture or on biphasic slants. Only scant growth is observed on agar.

E References

References and other information relating to this product are available online at www.atcc.org.

’Q\ Biosafety Level: 1

Appropriate safety procedures should always be used with this material. Laboratory safety is discussed in
the current publication of the Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories from the U.S.
Department of Health and Human Services Centers for Disease Control and Prevention and National Institutes
for Health.

ATCC Warranty

ATCC® products are warranted for 30 days from the date of shipment, and this warranty is valid only if the
product is stored and handled according to the information included on this product information sheet. If the
ATCC® product is a living cell or microorganism, ATCC lists the media formulation that has been found to be
effective for this product. While other, unspecified media may also produce satisfactory results, a change in
media or the absence of an additive from the ATCC recommended media may affect recovery, growth and/or
function of this product. If an alternative medium formulation is used, the ATCC warranty for viability is no
longer valid.

Disclaimers

This product is intended for laboratory research purposes only. It is not intended for use in humans.
While ATCC uses reasonable efforts to include accurate and up-to-date information on this product sheet,
ATCC makes no warranties or representations as to its accuracy. Citations from scientific literature and
patents are provided for informational purposes only. ATCC does not warrant that such information has been
confirmed to be accurate.
This product is sent with the condition that you are responsible for its safe storage, handling, and use. ATCC
is not liable for any damages or injuries arising from receipt and/or use of this product. While reasonable effort
is made to insure authenticity and reliability of materials on deposit, ATCC is not liable for damages arising from
the misidentification or misrepresentation of such materials.

Please see the enclosed Material Transfer Agreement (MTA) for further details regarding the use of this
product. The MTA is also available on our Web site at www. atcc.org

Additional information on this culture is available on the ATCC web site at www.atcc.org.
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Lactobacillus rhamnosus
(ATCC® 9595™)

Please read this FIRST

Intended Use

This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.

Citation of Strain

If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: Lactobacillus rhamnosus (ATCC® 9595™)

American Type Culture Collection
PO Box 1549

Manassas, VA 20108 USA
www.atcc.org

800.638.6597 or 703.365.2700

Fax: 703.365.2750
Email: Tech@atcc.org

Or contact your local distributor
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Anexo C. Certificacion Bifidobacterium breve

Bifidobacterium breve
(ATCC® 15700™)

e Description

Please read this FIRST

Te
Frozen: -80°C or
colder
Freeze-Dried: 2°C
to 8°C
Live Culture: See

Propagation

Section

Intended Use

This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.

Designation: S1 (Variant a)
Deposited Name: Bifidobacterium breve Reuter
Product Description: Type strain. Produces restriction endonuclease BbeSl. Biolog quality control strain.

<
hd Propagation

Medium
ATCC® Medium 2107: Modified Reinforced Clostridial

Growth Conditions
Temperature: 37°C
Atmosphere: Anaerobic

Propagation Procedure

1. Open vial according to enclosed instructions or visit www.atcc.org for instructions.

2. Under anaerobic conditions aseptically rehydrate the entire pellet with approximately 0.5 mL of #2107
broth. Aseptically transfer the entire contents to a 5-6 mL tube of #2107 broth. Additional test tubes
can be inoculated by transferring 0.1 mL of the primary broth tube to these secondary broth tubes
Best practice dictates the use of pre-reduced media.

3. Use several drops of the primary broth tube to inoculate a Brucella plate and/or agar slant.

4. Incubate in an anaerobic atmosphere at 37°C for 24-48 hours. Incubate one agar plate aerobically at
37°C to check for contamination.

ANAEROBIC CONDITIONS:
Anaerobic conditions for transfer may be obtained by the use of an anaerobic gas chamber or placement of
test tubes under a gassing cannula system connected to anaerobic gas.

Anaerobic conditions for incubation may be obtained by any of the following:
e Loose screw caps on test tubes in an anaerobic chamber
e Loose screw caps on test tubes in an activated anaerobic gas pack jar
e Use of sterile butyl rubber stoppers on test tubes so that an anaerobic gas headspace is retained

Citation of Strain

@ Notes

If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: Bifidobacterium breve (ATCC® 15700™)

American Type Culture Collection
PO Box 1549

Manassas, VA 20108 USA
www.atcc.org

800.638.6597 or 703.365.2700

Fax: 703.365.2750
Email: Tech@atcc.org

Or contact your local distributor

Page 10of 2

Anaerobe Systems Brucella Blood Agar plates (AS-111 or AS-141) are recommended for analyzing colony
morphology and purity.

Purified genomic DNA of this strain is available as ATCC® 15700D-5™

Additional information on this culture is available on the ATCC® web site at www atcc.org.

E References

References and other information relating to this product are available online at www.atcc.org.

’Q‘ Biosafety Level: 1

Appropriate safety procedures should always be used with this material. Laboratory safety is discussed in
the current publication of the Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories from the U.S.
Department of Health and Human Services Centers for Disease Control and Prevention and National Institutes
for Health.

ATCC Warranty

ATCC® products are warranted for 30 days from the date of shipment, and this warranty is valid only if the
product is stored and handled according to the information included on this product information sheet. If the
ATCC® product is a living cell or microorganism, ATCC lists the media formulation that has been found to be
effective for this product. While other, unspecified media may also produce satisfactory results, a change in
media or the absence of an additive from the ATCC recommended media may affect recovery, growth and/or
function of this product. If an alternative medium formulation is used, the ATCC warranty for viability is no
longer valid.




Disclaimers

This product is intended for laboratory research purposes only. It is not intended for use in humans.
ATCC While ATCC uses reasonable efforts to include accurate and up-to-date information on this product sheet,
ATCC makes no warranties or representations as to its accuracy. Citations from scientific literature and
. - ce patents are provided for informational purposes only. ATCC does not warrant that such information has been
e . confirmed to be accurate.
B'ﬂdObacrer'um breve This product is sent with the condition that you are responsible for its safe storage, handling, and use. ATCC

ATC C® 1 5700TM is not liable for any damages or injuries arising from receipt and/or use of this product. While reasonable effort
( ) is made to insure authenticity and reliability of materials on deposit, ATCC is not liable for damages arising from

the misidentification or misrepresentation of such materials.
Please see the enclosed Material Transfer Agreement (MTA) for further details regarding the use of this
Please read this FIRST product. The MTA is also available on our Web site at www_atcc.org

Stora Temt Additional information on this culture is available on the ATCC web site at www.atcc.org
o © ATCC 2019. All rights reserved. ATCC is a registered trademark of the American Type Culture Collection. [05/17]

Frozen: -80°C or

colder

Freeze-Dried: 2°C

to 8°C

Live Culture: See

Propagation

Section

Intended Use

This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.

Citation of Strain

If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: Bifidobacterium breve (ATCC® 15700™)

American Type Culture Collection
PO Box 1549

Manassas, VA 20108 USA
www.atcc.org

800.638.6597 or 703.365.2700

Fax: 703.365.2750
Email: Tech@atcc.org

Or contact your local distributor

Page 2 of 2



Anexo D. Certificacion Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus
(ATCC® 314™)

Please read this FIRST

Te
Frozen: -80°C or
colder
Freeze-Dried: 2°C
to 8°C
Live Culture: See

Propagation

Section

Intended Use

This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.

Citation of Strain

If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner. Lactobacillus acidophilus (ATCC® 314™)

American Type Culture Collection
PO Box 1549

Manassas, VA 20108 USA
www.atcc.org

800.638.6597 or 703.365.2700

Fax: 703.365.2750
Email: Tech@atcc.org

Or contact your local distributor

Page 10of 2

Q Description

Designation: [43]
Deposited Name: Bacillus acidophilus Moro

-
hﬂ Propagation

Medium
ATCC® Medium 416: Lactobacili MRS Agar/Broth

Growth Conditions
Temperature: 37°C
Atmosphere: 5% CO,

Propagation Procedure

. Open vial according to enclosed instructions.

. From asingle tube of #416 broth (5 to 6 mL), withdraw approximately 0.5 to 1.0 mL with a Pasteur or
1.0 mL pipette and use to rehydrate the entire pellet.

Aseptically transfer the rehydrated pellet back into the broth tube. Mix well

. Use several drops of this suspension to inoculate a second tube of broth, a slant and/or a plate.
Incubate tubes and plate at 37°C in an atmosphere of 5% CO, for 48 hours. Loosen screw caps of all

[

o w

test tubes during the incubation period.

@ Notes

After 48 hours, growth is evident by turbidity in the broth and the formation of small colonies on the slant
and/or plate. Growth is best in broth culture or on biphasic slants. Only scant growth is observed on agar.
Colonies on #416 plates appear irregular, flat, smooth, glistening and translucent.

Additional information on this culture is available on the ATCC® web site at www atcc.org

E References

References and other information relating to this product are available online at www.atcc.org.

’Q Biosafety Level: 1

Appropriate safety procedures should always be used with this material. Laboratory safety is discussed in
the current publication of the Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories from the U.S.
Department of Health and Human Services Centers for Disease Control and Prevention and National Institutes
for Health.

ATCC Warranty

ATCC® products are warranted for 30 days from the date of shipment, and this warranty is valid only if the
product is stored and handled according to the information included on this product information sheet. If the
ATCC® product is a living cell or microorganism, ATCC lists the media formulation that has been found to be
effective for this product. While other, unspecified media may also produce satisfactory results, a change in
media or the absence of an additive from the ATCC recommended media may affect recovery, growth and/or
function of this product. If an alternative medium formulation is used, the ATCC warranty for viability is no
longer valid.

Disclaimers

This product is intended for laboratory research purposes only. It is not intended for use in humans.
While ATCC uses reasonable efforts to include accurate and up-to-date information on this product sheet,
ATCC makes no warranties or representations as to its accuracy. Citations from scientific literature and
patents are provided for informational purposes only. ATCC does not warrant that such information has been
confirmed to be accurate.
This product is sent with the condition that you are responsible for its safe storage, handling, and use. ATCC
is not liable for any damages or injuries arising from receipt and/or use of this product. While reasonable effort
is made to insure authenticity and reliability of materials on deposit, ATCC is not liable for damages arising from
the misidentification or misrepresentation of such materials.

Please see the enclosed Material Transfer Agreement (MTA) for further details regarding the use of this
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Lactobacillus acidophilus
(ATCC® 314™)

Please read this FIRST

Frozen: -80°C or
colder
Freeze-Dried: 2°C
to 8°C

Live Culture: See

Propagation

Section

Intended Use

This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.

Citation of Strain

If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: Lactobacillus acidophilus (ATCC® 314™)

American Type Culture Collection
PO Box 1549
Manassas, VA 20108 USA

800.638.6597 or 703.365.2700
Fax: 703.365.2750
Email: Tech@atcc.org

Or contact your local distributor

Page 2 of 2

product. The MTA is also available on our Web site at www.atcc.org

Additional information on this culture is available on the ATCC web site at www.atcc.org
© ATCC 2018. All rights reserved. ATCC is a registered trademark of the American Type Culture Collection. [08/17]
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Anexo E. Caldo de cultivo M.R.S. (Man rogosa sharpe)

B0221305 B0221306

M.R.S. Caldo

uso

Medio de cultivo apropiado para el enriquecimiento de lactobacilos
y otras bacterias 4cido l4cticas a partir de muestras clinicas y ali-
mentos (especialmente productos lacteos).

FUNDAMENTO

El Caldo MR.S. fue desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe, y por
su formulacién permite el adecuado desarrollo de de lactobacilos y
otras bacterias 4cido lacticas

La proteosa peptona, el extracto de carne, el extracto de levaduray
la glucosa constituyen la fuente nutritiva ya que aportan nitrogeno,
carbono, vitaminas y minerales. El monoleato de sorbitan, las sales
de sodio, magnesio y manganeso proveen cofactores para el creci-
miento bacteriano y pueden inhibir el desarrollo de algunos micro-
organismos. El citrato de amonio actda como agente inhibitorio del
crecimiento de bacterias Gram negativas.

CONTENIDO Y COMPOSICION
Cédigo B0221305: envase x 100 g.
Cédigo B0221306: envase x 500 g.

FORMULA (en gramos por litro)

PROTEOSA PEPTONA N° 3 100
EXTRACTO DE CARNE 100
EXTRACTO DE LEVADURA. 50
GLUCOSA 20.0
SORBITAN MONOLEATO 1ml
FOSFATO DIPOTASICO 20
ACETATO DE SODIO 50
CITRATO DE AMONIO 20
SULFATO DE MAGNESIO 02
SULFATO DE MANGANESO. 0.05

pHFINAL: 65 02

INSTRUCCIONES
Suspender 55,25 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Reposar
5 minutos. Calentar con agitacién frecuente y llevar a ebullicién

durante 1 6 2 minutos para disolucién total. Distribuir en recipientes
apropiados y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

CARACTERISTICAS DEL PRODUCTO

Medio de cultivo deshidratado: color beige, homogéneo, no presen-
ta libre deslizamiento.

Medio de cultivo preparado: color &mbar oscuro.

ALMACENAMIENTO
Medio de cultivo deshidratado a 2-8 °C.
Medio de cultivo preparado a 2-8 °C.

PROCEDIMIENTO
Siembra
Por inoculacién directa del material a analizar.

Incubacion
En aerobiosis, a 35-37 °C hasta 3 dias 6 a 30 °C hasta 5 dias.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
El crecimiento microbiano se evidencia por la presencia de turbi-
dez.

CONTROL DE CALIDAD

MICROORGANISMOS CRECIMIENTO
Lactobacillus fermentum Satisfactorio
ATCC 9338

Lactobacillus casei Satisfactorio
ATCC 393

Escherichia coli Inhibido
ATCC 25922

CONTROL DE ESTERILDAD RESULTADO
Medio sin inocular Sin cambios

HOJA 1DE2
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M.R.S. Caldo

MATERIALES NECESARIOS NO PROVISTOS

Equipos y material de laboratorio, microorganismos para control de
calidad, reactivos y medios de cultivo adicionales segun requeri-
miento.

PRECAUCIONES

- Solamente para uso diagnéstico in vitro. Uso profesional exclu-
sivo.

- No utilizar el producto si al recibirlo su envase esta abierto o da-
fiado.

- No utilizar el producto si existen signos de contaminacién o dete-
rioro, asi como tampoco si ha expirado su fecha de vencimiento.

- Utilizar guantes y ropa protectora cuando se manipula el produc-
to.

- Considerar las muestras como potencialmente infecciosas y ma-
nipularlas apropiadamente siguiendo las normas de bioseguridad
establecidas por el laboratorio.

SIMBOLOS UTILIZADOS
DIAGNOSTICO CODIGON° ELABORADOR ESTERIL N°DE LOTEN®

IN VITRO DETERMINACIONES

- Las caracteristicas del producto pueden alterarse si no se conser-
va apropiadamente.

- Descartar el producto que no ha sido utilizado y los desechos del
mismo segun reglamentaciones vigentes.

REFERENCIAS

- De Man, J.C., Rogosa, M. and Sharpe, M.E. (1960). A Medium for
the Cultivation of Lactobacilli. J. Appl. Bacteriol,, 23 (1), 130.

- MacFaddin. 1985. Media for isolation-cultivation-identification-
maintenance of medical bacteria, vol. 1. Williams & Wilkins, Balti-
more, Md.

- Corry, JEL,, Curtis, GD.W, Baird, RM. 2003. Handbook of Culture
Media for Food Microbiology, volume 37, Elsevier Science.

INDICACIONES AL CONSUMIDOR
Utilizar el producto hasta su fecha de vencimiento.
Conservar el producto segtn las indicaciones del rétulo.

I m

LIMTE DE
TEMPERATURA

FECHA DE
VENCIMIENTO

INSTRUCCIONES
DEUSO

HOJA2 DE2

I LABORATORIOS BRITANIA S.A.

WWw.

info@
britanialab.com britanialab.com

112015 - REV .01



Anexo F. Agar M.R.S. (Man rogosa Sharpe)
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B0220505 B0220506

M.R.S. Agar

uso

Medio de cultivo apropiado para el aislamiento y recuento de lac-
tobacilos y ofras bacterias 4cido lacticas a partir de muestras clini-
cas y alimentos (especialmente productos lacteos).

FUNDAMENTO

El Agar MR.S. fue desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe, y por su
formulacién pemite el adecuado desarrollo de lactobacilos y otras
bacterias 4cido lacticas

La proteosa peptona, el extracto de carne, el extracto de levadura
y la glucosa constituyen la fuente nutritiva ya que aportan nitroge-
no, carbono, vitaminas y minerales. EI monoleato de sorbitén, las
sales de sodio, magnesio y manganeso proveen cofactores para el
crecimiento bacteriano y pueden inhibir el desarrollo de algunos mi-
croorganismos. El citrato de amonio actiia como agente inhibitorio
del crecimiento de bacterias Gram negativas. El agar es el agente
solidificante.

CONTENIDO Y COMPOSICION
Cédigo B0220505: envase x 100 g.
Cédigo B0220506: envase x 500 g.

FORMULA (en gramos por litro)

PROTEOSA PEPTONA N° 3. 100
EXTRACTO DE CARNE 100
EXTRACTO DE LEVADURA 50
GLUCOSA 200
MONOLEATO DE SORBITAN ceenrsemmsmssnmsssmamanamssssssssnn 1ml
FOSFATO DIPOTASICO 20
ACETATO DE SODIO 50
CITRATO DE AMONIO. 20
SULFATO DE MAGNESIO. 02
SULFATO DE MANGANESO 0.05
AGAR 130

pHFINAL: 64 0.2

INSTRUCCIONES

Suspender 68,25 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Reposar
5 minutos. Calentar agitando frecuentemente y llevar a ebullicién
durante 1 6 2 minutos para disolucién total. Distribuir en recipientes
apropiados y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
Enfriar y distribuir en placas de Petri estériles.

CARACTERISTICAS DEL PRODUCTO

Medio de cultivo deshidratado: color beige, homogéneo, libre des-
lizamiento.

Medio de cultivo preparado: color &mbar oscuro.

ALMACENAMIENTO
Medio de cultivo deshidratado a 2-8 °C.
Medio de cultivo preparado a 2-8 °C.

PROCEDIMIENTO

Siembra

Por inoculacién directa del material en estudio, estriando la super-
ficie del medio de cultivo.

Incubacién
En atmésfera con 5% de CO,, a 85-37 °C durante 24-72 horas.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Observar la morfologia y el color de las colonias.

CONTROL DE CALIDAD

MICROORGANISMOS CRECIMIENTO
Lactobacillus fermentum Satisfactorio
ATCC 9338

Lactobacillus casei Satsfactorio
ATCC 393

Escherichia coli Inhibido
ATCC 25922

CONTROL DE ESTERILIDAD RESULTADO

Medio sin inocular Sin cambios

MATERIALES NECESARIOS NO PROVISTOS

Equipos y material de laboratorio, microorganismos para control de
calidad, reactivos y medios de cultivo adicionales segin requeri-
miento.

HOJA1DE2
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M.R.S. Agar

PRECAUCIONES

- Solamente para uso diagnéstico in vitro. Uso profesional exclu-
sivo.

- No utilizar el producto si al recibirlo su envase esté abierto o da-
fiado.

- No utilizar el producto si existen signos de contaminacién o dete-
rioro, asi como tampoco si ha expirado su fecha de vencimiento.

- Utilizar guantes y ropa protectora cuando se manipula el produc-
to.

- Considerar las muestras como potencialmente infecciosas y ma-
nipularlas apropiadamente siguiendo las normas de bioseguridad
establecidas por el laboratorio.

- Las caracteristicas del producto pueden alterarse sino se conser-
va apropiadamente.

- Descartar el producto que no ha sido utilizado y los desechos del

mismo segun reglamentaciones vigentes.

REFERENCIAS

- De Man, J.C., Rogosa, M. and Sharpe, M.E. (1960). A Medium for
the Cultivation of Lactobacilli. J. Appl. Bacteriol, 23 (1), 130.

- MacFaddin. 1985. Media for isolation-cultivation-identification-
maintenance of medical bacteria, vol. 1. Williams & Wilkins, Balti-
more, Md.

- Corry, J.EL,, Curtis, G.D.W, Baird, RM. 2008. Handbook of Culture
Media for Food Microbiology, volume 37, Elsevier Science.

INDICACIONES AL CONSUMIDOR
Utilizar el producto hasta su fecha de vencimiento.
Conservar el producto segtn las indicaciones del rétulo.

SIMBOLOS UTILIZADOS
W = A 2 4 m
DIAGNOSTICO CODIGON® ELABORADOR ESTERIL N'DE LOTEN® FECHA DE LIMTEDE INSTRUCCIONES HOJA2 DE2
IN VITRO DETERMINACIONES VENCIMIENTO TEMPERATURA DE USO
WWW.

I LABORATORIOS BRITANIA S.A.

info@
britanialab.com britanialab.com

112015 - REV .01



- - A
Britania

Anexo G. Manejo de Medio de Cultivo infusion Cerebro Corazén

B0214705 B0214706

Cerebro Corazon Infusion Agar

uso
Medio sélido apropiado para el cultivo de bacterias y hongos, inclu-
yendo los de dificil desarrollo.

FUNDAMENTO

Es un medio muy rico en nutrientes, que proporciona un adecuado
desarrollo microbiano. La infusién de cerebro de ternera, lainfusién
de corazén vacuno y la peptona, son la fuente de carbono, nitrége-
no, y vitaminas. La glucosa es el hidrato de carbono fermentable, el
cloruro de sodio mantiene el balance osmético y el fosfato disédico
otorga capacidad buffer. El agar es el agente solidificante.

El agar cerebro corazén mantiene los mismos principios que el cal-
do para el cultivo de estreptococos y otras bacterias exigentes.
Puede ser suplementado con sangre ovina desfibrinada estéril o
con sangre equina desfibrinada estéril, permitiendo asi el desarro-
llo de hongos de dificil crecimiento. Con el agregado de 10% de
sangre de caballo desfibrinada, fue utilizado para el crecimiento de
Histoplasma capsulatum y de hongos patégenos.

Por tratarse de un medio que contiene glucosa, no es un agar san-
gre apropiado para la observacién de reacciones de hemdlisis.
Con el agregado de 20 Ul de Penicilina y 40 pg/ml de estreptomi-
cina, se utiliza este medio para el aislamiento selectivo de hongos
patégenos.

CONTENIDO Y COMPOSICION
Cédigo B0214705: envase x 100 g.
Cédigo B0214706: envase x 500 g.

FORMULA (en gramos por litro)

INFUSION DE CEREBRO DE TERNERA .o emememmemmsneme 2000
INFUSION DE CORAZON 2500
PEPTONA 100
CLORURO DE SODIO 50
GLUCOSA 20
FOSFATO DISODICO 25
AGAR 150

pHFINAL: 74 £ 02

INSTRUCCIONES

Disolver 52 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Calentar con
agitacién frecuente y llevar a ebullicién hasta su disolucién total.
Distribuir en recipientes apropiados y esterilizar en autoclave du-
rante 15 minutos a 121°C.

Distribuir en placas de Petri estériles.

En caso de preparar agar sangre, proceder de la siguiente manera:
agregar 5-10 % de sangre ovina desfibrinada estéril (Britasheep)
al medio esterilizado, fundido y enfriado a 45-50 °C. Homogeneizar
y distribuir en placas de Petri estériles.

CARACTERISTICAS DEL PRODUCTO

Medio de cultivo deshidratado: color beige, homogéneo, libre des-
lizamiento.

Medio de cultivo preparado: color dambar claro.

Suplementado con sangre: color rojo.

ALMACENAMIENTO
Medio de cultivo deshidratado a 10-35 °C.
Medio de cultivo preparado a 2-8 °C.

PROCEDIMIENTO
Siembra
Directa, sobre la superficie del medio de cultivo por estria.

Incubacion

El tiempo, la temperatura, y la atmdsfera de incubacién, dependeran
del microorganismo que se quiera recuperar.

En general se recomienda:

Bacterias de fécil crecimiento: en aerobiosis, a 35-37 ° C durante
18 a 24 horas.

Bacterias exigentes en sus requerimientos nutricionales: en atmés-
fera con 5 % de CO,, a 356-37 °C durante 24-48 horas.

Hongos: en aerobiosis, a 20-25 °C hasta 7 dias. Dependiendo del
hongo puede requerirse mayor tiempo de incubacién.
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Observar las caracteristicas de las colonias.

CONTROL DE CALIDAD

MICROORGANISMOS CRECIMIENTO
Escherichia coli Satisfactorio
ATCC 25922

Staphylococcus aureus Satisfactorio
ATCC 25923

Candida albicans Satisfactorio
ATCC 10231

Cerebro Corazon Infusion Agar suplementado con 5% de san-
gre ovina.

MICROORGANISMOS CRECIMIENTO
Streptococcus pyogenes Satisfactorio
ATCC 19615

Streptococcus pneumoniae Satisfactorio
ATCC 6305

Streptococcus pneumoniae Satisfactorio
ATCC 49619

Trichophyton mentagrophytes Satisfactorio
ATCC 9533

CONTROL DE ESTERILIDAD RESULTADO
Medio sin inocular Sin cambios

LIMITACIONES

Este medio puede ser suplementado con sangre pero no es re-
comendado para la visualizacién e interpretacién de reacciones de
hemdlisis.

MATERIALES NECESARIOS NO PROVISTOS
Equipos y material de laboratorio, microorganismos para control de

calidad, reactivos y medios de cultivo adicionales seguin requeri-
miento.

PRECAUCIONES

- Solamente para uso diagnéstico in vitro. Uso profesional exclu-
sivo.

- No utilizar el producto si al recibirlo su envase esta abierto o da-
fiado.

- No utilizar el producto si existen signos de contaminacién o dete-
rioro, asi como tampoco si ha expirado su fecha de vencimiento.

- Utilizar guantes y ropa protectora cuando se manipula el produc-
to.

- Considerar las muestras como potencialmente infecciosas y ma-
nipularlas apropiadamente siguiendo las normas de bioseguridad
establecidas por el laboratorio.

- Las caracteristicas del producto pueden alterarse si no se conser-
va apropiadamente.

- Descartar el producto que no ha sido utilizado y los desechos del
mismo segun reglamentaciones vigentes.

REFERENCIAS

- MacFaddin. 1985. Media for isolation-cultivation-identification-
maintenance of medical bacteria, vol. 1. Williams & Wilkins, Balti-
more, Md.

- Murray PR, Baron, Pfaller, Tenover and Yolken. 1999. Manual of
clinical microbiology, 7th ed. American Society for Microbiology,
Washington, D.C.

INDICACIONES AL CONSUMIDOR
Utilizar el producto hasta su fecha de vencimiento.
Conservar el producto segun las indicaciones del rétulo

INDICACIONES AL CONSUMIDOR
Utilizar el producto hasta su fecha de vencimiento.
Conservar el producto segtn las indicaciones del rétulo.
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