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“El principio basico para alcanzar una meta, es entender que puede ir tan lejos
como sus ojos alcanzan a ver, y cuando llegue, siempre sera capaz de ver mas
lejos todavia”.

Zig Ziglar.
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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo fundamental determinar la
eficacia inhibitoria in vitro de un bioyogurt con cepas probidticas de
Lactobacillus Reuteri, Lactobacillus Rhamnosus y Lactobacillus Johnsonii,
sobre el crecimiento del Porphyromona Gingivalis, para la realizacion de este
trabajo se dispuso de cepas certificadas de Porphyromona Gingivalis, asi
mismo se dispuso de materiales y la autorizaciébn para el uso de los

laboratorios de la Universidad Catoélica de Santa Maria.

Corresponde a un estudio experimental, prospectivo, transversal, comparativo y
de nivel experimental. Primero se procedio a la preparacion de los medios de
cultivo: Agar Rogosa, Caldo Tioglicolato y Agar Sangre, y a la posterior
reactivacion de las cepas ATCC, una vez activadas se procede a replicar las
bacterias en 12 Placas Petri, a cada repeticion se le aplicé discos con el
bioyogurt inhibidos con los Lactobacillus Reuteri, Rhamnosus y Johnsonii,
mediante el método de Kirby — Bauer o discos de difusion, una vez realizado se
coloca en la camara de anaerobiosis a 37°C y 10% de CO2 por el lapso de 24
horas, para luego realizar las lecturas de las placas e interpretacion de
resultados, que consisti6 en medir los diametros del halo de inhibicién,
utilizando un calibrador de Vernier o una regla milimetrada.

Palabras clave: Enfermedad periodontal, lactobacillus, probidticos, bacterias
anaerobias.
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ABSTRACT

The present research has as its fundamental objective to determine the efficacy
inhibitory in vitro of a bioyogurt with probiotic strains of Lactobacillus Reuteri,
Lactobacillus Rhamnosus, Lactobacillus Johnsonii, on the growth of the
Porphyromona Gingivalis, for the realization of this work available strains
certified Porphyromona Gingivalis, as well as available materials and the
authorization for the use of the laboratories of the Catholic University of Santa

Maria.

Corresponds to a pilot study, prospective, cross-sectional, comparative and
experimental level. First it is proceeded to the preparation of the culture media:
Agar Rogosa, Broth, Thioglycolate and Blood Agar, and subsequent
reactivation of the ATCC strains, once activated they proceed to replicate the
bacteria in 12 Petri dishes, each repetition was applied discs with the bioyogurt
inhibited the Lactobacillus Reuteri, Rhamnosus, Johnsonii, using the method of
Kirby — Bauer or disk diffusion, once placed in the chamber of anaerobiosis at
37°C and 10% CO2 for the span of 24 hours, and then perform the readings of
the plates and interpretation of results, which consisted in measuring the

diameters of the halo of inhibition, using a caliper of Vernier or a ruler sharp.

Key words: Periodontal disease, lactobacillus, probiotic, anaerobic bacteria.
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INTRODUCCION

Existen diversas infecciones en la cavidad oral, la enfermedad periodontal es
una de las mayores afecciones que compromete la salud bucal de la poblacion,
es definida como un proceso inflamatorio, asociada con la presencia
subgingival de una gran microbiota variada y numerosa, muchas de ellas
anaerobias gram negativas, desencadenando la destruccion de los tejidos de
soporte dentario, ligamento periodontal, cemento, hueso alveolar y por dltimo la

pérdida de la pieza dentaria.

La cavidad oral es un complejo ecosistema en el que se desarrollan variadas
especies, con diferentes requerimientos nutricionales, atmosféricos y fisico -
quimicos, sin embargo las comunidades microbianas llegan a una homeostasis
con el huésped. Los cambios en el ambiente bucal, ya sean por enfermedad,
conductas, dieta o medicamentos, alteran la homeostasis y es entonces
cuando los patdgenos potenciales pueden obtener una ventaja competitiva y

predisponer enfermedad. (Cassell, Ellen, & Mangan, 2005).

La Porphyromona Gingivalis es considerada una de las bacterias
predominantes y comensales de la periodontitis cronica, pero asi como esta
bacteria habita en la cavidad bucal, existen otras que por lo contrario son
especies beneficiosas tales como los estreptococos, bifidobacterias, levaduras
y lactobacilos, todos ellos considerados como bacterias probidticas. El término
probidtico deriva del griego “pro” a favor y “bio” vida, la OMS los define como
microorganismos vivos que administrados en cantidades adecuadas, ejercen
un efecto beneficioso sobre la salud del huésped. (FAO, 2001).

De aqui parte el interés de numerosas investigaciones de buscar nuevas
opciones de antibioterapia y reducir el nivel de patdégenos, debido a la
resistencia que dichas cepas estan mostrando frente a los antibidticos

comunmente utilizados.
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Por todo ello es que realicé la presente investigacion, con la finalidad de
comprobar la eficacia de algunos probidticos sobre la principal bacteria

causante de la enfermedad periodontal, la Porphyromona Gingivalis.

Con tal objetivo y para su mejor entendimiento la tesis consta de tres capitulos.
En el Capitulo I, denominado Planteamiento Tedrico se aborda el problema, los

objetivos, el marco teodrico y la hipotesis.

En el Capitulo Il, se aborda lo que corresponde al Planteamiento Operacional y
recoleccion que consiste en las técnicas, instrumentos y materiales, asi como
el campo de verificacion, y las estrategias de recoleccion y manejo de los
resultados.

En el tercer capitulo, se da a conocer los resultados de la investigacién que
consiste en las tablas, interpretaciones y graficas, asi como la discusion, las

conclusiones y recomendaciones.

Finalmente se incluye la Bibliografia, la Hemerografia, Informatografia, y los

Anexos correspondientes.
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l.- PLANTEAMIENTO TEORICO

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Determinacion del problema

La salud bucodental, es fundamental para gozar de una buena salud y una
buena calidad de vida, se puede definir como la ausencia de dolor orofacial,
cancer de boca o de garganta, infecciones y llagas bucales, enfermedades
periodontales, caries, pérdida de dientes y otras enfermedades y trastornos que
limitan a la persona afectada la capacidad de morder, masticar, sonreir y hablar,

al tiempo que repercuten en su bienestar psicosocial.

Las enfermedades periodontales y la caries constituyen la mayor parte de las
enfermedades de la cavidad oral, actualmente existen nuevos agentes que
estan ayudando a combatir los microorganismos patégenos causantes de

dichas enfermedades.

Los probidticos tienen el potencial de brindar beneficios muy importantes para la
salud humana, diversos estudios confirman que administrados en cantidades
adecuadas, también ejercen su accién sobre los diversos microorganismos de

la cavidad oral.

1.2. Enunciado del Problema

“Estudio in vitro del efecto inhibitorio de un bioyogurt con cepas

probidticas: L. Reuteri, L. Rhamnosus, L. Johnsonii, sobre el crecimiento
del Porphyromona Gingivalis, en los laboratorios de la UCSM, Arequipa
2016.”
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1.3. Descripcién del Problema

1.3.1. Area del conocimiento

a. Area General : Ciencias de la Salud

b. Area Especifica : Odontologia

c. Especialidad : Periodoncia

d. Linea o tépico : Microbiologia Periodontal

1.3.2. Operacionalizacion de variables

INDICADORES SUB INDICADORES

VARIABLE

INDEPENDIENTE

VI, L. Reuteri

VI, L. Rhamnosus

VI3 L. Johnsonii

DEPENDIENTE

Halo de inhibicion de | Formacion del halo Medida en mm

crecimiento in vitro del de inhibicion.

P. Gingivalis.
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1.3.3. Interrogantes Basicas

a. ¢Cudl sera el efecto inhibitorio del bioyogurt con L. Reuteri

sobre el crecimiento del Porphyromona Gingivalis, en los

laboratorios de la UCSM, Arequipa 2016.”?

b. ¢Cual sera el efecto inhibitorio del bioyogurt con L. Rhamnosus
sobre el crecimiento del Porphyromona Gingivalis, en los
laboratorios de la UCSM, Arequipa 2016.”?

c. ¢Cual serd el efecto inhibitorio del bioyogurt con L. Johnsonii
sobre el crecimiento del Porphyromona Gingivalis, en los
laboratorios de la UCSM, Arequipa 2016.”?

d. ¢Cual probidtico posee mayor efecto inhibitorio sobre el
crecimiento del Porphyromona Gingivalis, en los laboratorios de
la UCSM, Arequipa 2016.”?

1.3.4. Taxonomia de la investigacion

TIPO DE ESTUDIO

Por | Por el n° de A .2 . |
orla or el n°de ore N
ABORDAJE o Por el tipo | mediciones ] _ DISENO NIVEL

técnica de muestras o ambito de

y de dato dela ) »
recoleccién ) poblaciones | recoleccién
variable
Cuantitativo | Experimental | Prospectivo | Transversal | Comparativo | Laboratorio Cuasi Experimental
Experimental
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1.4. Justificacion
1.4.1. Originalidad

Esta investigacion posee originalidad debido a que propone ser

una nueva alternativa de tratamiento odontologico.
1.4.2. Relevancia Cientifica

Ampliar los conocimientos que existen sobre la utilizacion de los
probidticos, no sélo de forma preventiva sino también para el
tratamiento de otras enfermedades de la cavidad oral, por lo que
esta investigacion espera ser un aporte para ampliar el
conocimiento cientifico y ser una alternativa de tratamiento

odontoldgico.
1.4.3. Viabilidad

Las condiciones de este estudio son viables debido a que se
cuenta con disponibilidad de los materiales, infraestructura,
equipos y tiempo necesario para realizar la investigacion
pertinente.

1.4.4. Interés

El interés personal, la contribucion e incremento de conocimientos
gue propone esta nueva alternativa, asi como también optar por

Titulo Profesional de Cirujano Dentista.
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2. OBJETIVOS

2.1. Determinar la eficacia del Bioyogurt con Lactobacillus Reuteri, sobre el
crecimiento in vitro del Porphyromona Gingivalis, en los laboratorios de la
UCSM, Arequipa 2016.

2.2. Determinar la eficacia del Bioyogurt con Lactobacillus Rhamnosus, sobre
el crecimiento in vitro del Porphyromona Gingivalis, en los laboratorios de
la UCSM, Arequipa 2016.

2.3. Determinar la eficacia del Bioyogurt con Lactobacillus Johnsonii, sobre el
crecimiento in vitro del Porphyromona Gingivalis, en los laboratorios de la
UCSM, Arequipa 2016.

2.4. Determinar el probiético que posee mayor efecto inhibitorio sobre el
crecimiento in vitro del Porphyromona Gingivalis, en los laboratorios de la
UCSM, Arequipa 2016.

3. MARCO TEORICO
3.1. Conceptos basicos

3.1.1. Enfermedad Periodontal
El término enfermedad periodontal 0 enfermedad
gingivoperiodontal alude a procesos patolégicos que conllevan a
la alteracion de las estructuras del periodonto, y se clasifican en

dos grupos, la gingivitis y la periodontitis. (Negroni, 2009).

El periodonto estd constituido por los tejidos de proteccion y
apoyo del diente; se compone de encia (periodonto de
proteccion), ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar
(periodonto de insercidn); estos tejidos estan sujetos a variaciones
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morfoldgicas y funcionales, asi como a cambios motivados por la
edad.

3.1.2. Gingivitis
La gingivitis es una condicion reversible de los tejidos blandos
gingivales, que, como consecuencia de un proceso inflamatorio,
sangran y pueden cambiar de color, tamafio y consistencia. El
proceso inflamatorio es de origen infeccioso, debido a la
progresiva aparicion de gérmenes anaerobios estrictos, como
demuestra el cultivo de bacterias en las localizaciones que
presentan una gingivitis establecida, frente a bacilos aerobios, y

anaerobios facultativos propios del estado de salud gingival.

La presencia de inflamacién en la porcion marginal de la encia se
puede valorar mediante el sondaje o a partir del cambio de color de

la encia.

Estudios epidemiolégicos han demostrado que la gingivitis es mas
prevalente y severa en adolescentes, observandose una tendencia
decreciente después de esta edad. Con el paso de los afios

algunas de estas gingivitis se transforman en periodontitis.

Desde un punto de vista histopatologico y atendiendo a un grado
de lesion tisular creciente, se ha clasificado la gingivitis como fase |
o lesién inicial, gingivitis subclinica con predominio de PMN vy
vasculitis subepitelial, fase Il o lesiébn precoz, con sangrado al
sondaje y eritema gingival, predominio de linfocitos y fase Ill o
lesion establecida, fase de gingivitis cronica con cambios de color,

tamafio y textura con predominio de células plasmaticas.
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Atendiendo a la intensidad de los signos clinicos, principalmente
el sangrado, la coloracion y el aumento de volumen de la encia,

se ha clasificado la gingivitis como leve, moderada y grave.*

3.1.3. Periodontitis

La Periodontitis se puede desarrollar a partir de una gingivitis
pre-existente en pacientes inmunosuprimidos, en presencia de
factores de riesgo y mediadores pro- inflamatorios, asi como
también ante la presencia de flora  microbiana

predominantemente periodontopatogénica.

Bajo estas circunstancias la inflamacién gingival puede
entonces extenderse a estructuras mas profundas del sistema
de sostén del diente. Las consecuencias incluyen destruccion de
colageno y pérdida de hueso alveolar (pérdida de sostén).

El epitelio de union se degenera a un epitelio de “saco”, el cual
prolifera apical y lateralmente. Se forma un verdadero saco
periodontal, tal saco es un lugar predilecto y un reservorio para
oportunistas, las bacterias patogénicas estas bacterias sustentan
la periodontitis y aumentan el progreso de los procesos de la

enfermedad.

En el margen gingival, las caracteristicas de la periodontitis son
similares a las de la gingivitis, pero los procesos inflamatorios se
extienden mas alla, dentro de la estructura periodontal mas
profunda (hueso alveolar y ligamento periodontal). Se forman

bolsas periodontales verdaderas y el acoplamiento del tejido

! (Manual SEPA de periodoncia y terapéutica de implantes: fundamentos y guia
practica, Bs As, Médica Panamericana, 2005, pag. 27)
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conectivo se pierde. La pérdida de tejidos blandos y duros es

usualmente localizada y no generalizada.

Se puede clasificar la periodontitis como crénica (tipo 1) o
agresiva (tipo 1llI), con grados de severidad variantes.
Aproximadamente el 90% de todos los casos son caracterizados

como “periodontitis cronica”.?

3.1.4. Microbiologia Oral

La cavidad oral es una de las zonas anatomicas de nuestro
organismo con mayor numero y variedad de bacterias aerobias y
anaerobias. Estos microorganismos interaccionan tanto entre si
como con el medio oral estableciendo un complejo ecosistema
dindmico donde se pueden encontrar de forma simultanea

bacterias resistentes y transelntes ocasionales.?

La citada situacion se refleja de forma peculiar en cada nicho
ecologico (lengua, encia, surco gingival, etc.), en el que
podemos apreciar especies bacterianas en proporciones
diferentes. Asi por ejemplo, en el dorso de la lengua, asociada
con otras bacterias Gram positivas anaerobias facultativas,
predomina la especie Streptococcus salivarius, y en el surco
gingival predominan Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis

y oralis.*

2 PERIODONTITIS — UNA ENFERMEDAD MULTIFACTORIAL (PAG 22 ETIOLOGIA'Y
PATOGENESIS - PERIODONTITIS)

3 MOUTON C. Robert. “Bacteriologia bucodental”, Principales bacterias orales .Barcelona: Masson
S.A. pag. 49-87

4 LIEBANA URENA. “Microbiologia oral” 2da ed. Interamericana-McGraw Hill, 2002. Composicién y
ecologia de la microbiologia oral. Pag. 402-407
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3.1.4.1. Porphyromona Gingivalis

Como Actinobacillus actinomycetemcomitans, la otra
bacteria periodontopatdégena por excelencia se
aisla preferentemente en el surco gingival, de forma
especial cuando hay lesiones periodontales avanzadas; mas
raramente puede detectarse, quizas a modo de reservorio,

en el dorso de la lengua, amigdalas y saliva.

No se le considera como parte integrante de la microbiota
oral normal sino como un patégeno exdégeno ausente en
individuos sanos. Se le relaciona con multitud de procesos
patolégicos: gingivitis, pulpitis, abscesos periodontales y
periapicales, etc, pero su asociacion mas importante es con

la destruccion y progresion de algunos tipos de periodontitis.

Para su aislamiento, los medios de cultivo deben incluir
vitamina K y de forma especial, por su dependencia del
hierro, hemina o sangre, habitualmente la de carnero lacada,
esto es, congelada y descongelada para que, al romperse la
membrana de los hematies, se liberen mejor los nutrientes.
Para hacer los medios selectivos se afiaden antibiéticos no
activos sobre P. Gingivalis; es el caso de kanamicina,
tobramicina, acidonalidixico, colistina o bacitracina (el medio
pre-conizado por Hunt contiene los tres ultimos

compuestos).

Las colonias, claramente diferenciadas, aparecen tras
una incubacion de al menos 48 horas a 36 +1°C; muestran la
tipica pigmentacion marrén oscura o negra y no fluorescente
bajo una luz ultravioleta. Las caracteristicas in vitro para su

identificacion son, aparte delas propias del género, la
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produccion de indol apartir del triptofano y el hecho de
poseer una enzima proteolitica semejante a la tripsina que
hidroliza un sustrato incoloro, la benzoil-D,L-arginina-i3-
naftilamida (BANA),dando origen a un compuesto coloreado
(B-naftilamida).

Para explicar su importante participacion en procesos
patologicos en la cavidad oral y de forma especial en el
periodonto, se implican numerosos factores de virulencia
gue basicamente provocan la destruccion tisular y la evasion
de las defensas del hospedador; entre ellos cabe destacar

los siguientes:

e Capsula:

Es de naturaleza polisacarida, que, aparte de permitir la
subdivision de la especie en seis serotipos, tiene una

accion anti fagocitaria por su efecto antiopsonico.

e Membrana externa:
Tiene gran interés fisiopatolégico por:

a) Poseer proteinas que se comportan como adhesinas que
participan en fenomenos de adhesion y coagregacion
bacteriana y, por tanto, en la colonizacion de células
epiteliales y fibroblastos y en la formacion y mantenimiento
de la placa subgingival; con respecto a esto Ultimo caben
destacar los procesos coagregativos de P. Gingivalis
con A. actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum
y Actinomyces naeslundii (también localizados

frecuentemente en el surco gingival).
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b) La endotoxina asociada al lipopolisacarido (LPS) cuya
actividad endotOxica, con respectoa otras bacterias

gramnegativas, no parece muy importante.

c) Formar vesiculas superficiales que se liberan con
facilidad del resto del soma celular; dichas vesiculas
atraviesan barreras impermeables a la célula completa
y transportan, de esta forma, factores de virulencia que
serian trasladados  a distancia (p. e€j., proteasas

0 endoxinas de mayor efecto toxico.

e Fimbrias:

Como las proteinas de la membrana externa y con sus
mismas consecuencias, se comportan como adhesinas e
intervienen en fendmenos de coagregacion y adhesion a
superficies epiteliales y dentales, en este ultimo caso con la

mediacion de la saliva.

e Proteasas:

P. Gingivalis produce una amplia gama de  enzimas
proteoliticas; algunas se asocian a la membrana externa y
otras se liberan al exterior 0 son transportadas a distancia
por las vesiculas superficiales. Gracias a ellas, P.
Gingivalis obtiene nutrientes a partir de tejidos del
hospedador provocando importantes dafios tisulares;
esto, ademas, favorece su multiplicacion y su capacidad

de penetracion y diseminacion.

El efecto destructivo de estas enzimas se extiende
también a elementos del sistema inmunitario, permitiendo
la evasion bacteriana de la respuesta del hospedador. Se

comprende que estas proteasas, al
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comportarse como agresinas e impedinas, desempefien
un papel fundamental en el surco gingival para producir
periodontitis. La clasificacion de estas enzimas es
compleja y no estd exenta de confusion; una forma

esquematica y simple es la siguiente:

— Enzimas proteoliticas semejantes a tripsina, que son en
realidad proteasas tidlicas y caseinoliticas. Las proteasas
tiblicas contienen cisteina, son conocidas como
gingipainas y poseen en muchos casos una gran
especificidad sobre proteinas que contienen determinados
aminoacidos (arginina o lisina). Sus principales efectos

biologicos son:

a) Se comportan como colagenasas que degradan el
colageno de tipo | y tipo IV, su accién se traduce en la
destruccion del ligamento periodontal y el tejido conectivo

del diente y reabsorcion ésea.

b) Accion hemolitica con destruccion de hematies para

obtener hierro, que es vital para P. Gingivalis.

c) Accion destructora de proteinas reguladoras; con la
consecuencia de un incremento de la permeabilidad
vascular en el surco gingival, inflamaciony un mayor
namero de nutrientes disponibles para las bacterias, el
resultado es que el proceso inflamatorio se perpetua.

d) Provocan la destruccion de inmunoglobulinas
(IgAl1,1gA2 e IgG)

e) Pueden captar hierro de moléculas que lo contengan
(p. €j., transferrina, lactoferrina o hemoglobina); esto se
debe, como se comentdé, a la dependencia de P.

Gingivalis de este metal; por ello, in vitro es fundamental
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la sangre (contiene compuestos férricos
como hemoglobina, mioglobinao meta-hemoglobina);
ademas, P. Gingivalis es capaz de almacenarlo
acumulandolo superficialmente, de ahi el color marrén
oscuro o negruzco de las colonias, para metabolizarlo en

condiciones deficitarias.

f) activacion de precursores inactivos de metaloproteasas,
gue de esta forma se encuentran en la matriz extracelular
de las células epiteliales que rodean el diente; el resultado
es la destruccion tisular.

e Metabolitos toxicos tisulares:

Son Aacidos grasos de cadena corta, amoniaco,
compuestos azufrados volatiles, metilmercaptano, que

aumenta la permeabilidad de la mucosa oral, indol, etc.

e Moléculas antibacterianas:

Muchos de los metabolitos citados ejercen un efecto
competitivo con otras bacterias; a ellos hay que afiadir la
produccién de bacteriocinas por parte de algunas cepas
de P. Gingivalis.

Todas estas moléculas estan implicadas en las amplias
interrelaciones que las bacterias establecen en la cavidad

oral.®

> LIEBANA URENA. “Microbiologia oral” 2da ed. Interamericana-McGraw Hill, 2002. composicién y
ecologia de la microbiologia oral. Pag. 375-377.
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3.1.4.2. Porphyromona Gingivalis y enfermedades sistémicas

Durante las bacteriemias se han encontrado mas de 30
especies bacterianas responsables de patologias como
fiebre reumatica, valvulopatias y endocarditis bacteriana;
entre esas especies, Porphyromona Gingivalis, como se
menciond antes, a través de sus fimbrias se adhiere e
invade las células epiteliales y endoteliales, se multiplica
dentro de ellas, evade la respuesta inmune y altera su

funcién normal

Estudios clinicos han demostrado asociacion entre
enfermedades periodontales destructivas y riesgo
creciente de complicaciones ateroescleroticas (ruptura de
la placa), incluyendo infarto al miocardio (IM) y accidente

cerebrovascular.

3.1.4.3. Mecanismos de asociacion entre enfermedades
periodontales y riesgo cardiovascular

La asociacibn de Porphyromona Gingivalis con
ateroesclerosis involucra la entrada de Dbacterias
provenientes del periodonto a la circulacion, evento que
contribuye directamente en la formacion del proceso
ateromatoso y a la alteracion de los procesos inflamatorios,
gue involucran tanto a la enfermedad periodontal como a la

ateroesclerosis y a la enfermedad cardiovascular.

Las bacterias periodontales ingresan al torrente sanguineo
y se transforman en potentes agentes trombogénicos por
tener la capacidad de inducir la adhesién y la agregacion
plaguetaria por mimetismo de los sitios de union al
colageno tipo | y Illl. Las fimbrias de Porphyromona

Gingivalis permiten adherirse e invadir las células
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epiteliales y endoteliales, entran por procesos de
endocitosis, se multiplican dentro de ellas, evaden la

respuesta inmune y alteran su funcion normal. Fig. 1.

Figl. Representacion de la adhesiébn molecular de Porphyromona
Gingivalis a células epiteliales.

Fuente: Fandifio, Mufioz, Parra, Salgado, 2013.

La asociacién entre Porphyromona Gingivalis y el riesgo de
sufrir ateroesclerosis se debe, entre otros, a los efectos
sistémicos de los lipopolisacaridos (LPS) bacterianos
liberados en el periodonto infectado e inflamado vy
transportados por el torrente sanguineo para anclarse a
receptores de las células sub-epiteliales; esta unién, activa
vias de transduccion de sefales y conduce a la
sobrexpresion de moléculas de adhesién de las células
endoteliales, estas moléculas de adhesion endoteliales
permiten la fijacibon y entrada de monocitos al sub-
endotelio. Fig. 2
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Figura 2. Representacion del efecto de los LPS de P.
Gingivalis sobre el proceso aterogénico.

3.1.4.4. Mecanismos de asociacion entre enfermedades

respiratorias y Porphyromona Gingivalis

En la boca, algunos microorganismos son aspirados hacia
los pulmones. Este proceso surge cuando se inicia una
colonizacion bacteriana a causa de: primero, placa
acumulada; segundo, enzimas asociadas con la enfermedad
periodontal que modifican las superficies mucosas para
promover la adhesion y la colonizacibn de patdgenos y
tercero, las citocinas procedentes de tejidos periodontales
pueden alterar el epitelio respiratorio para promover la
infeccién por patégenos respiratorios. Existe relacion directa
entre enfermedades respiratorias agudas y una inadecuada

higiene oral.

Se han reportado casos de pacientes con enfermedad

pulmonar obstructiva cronica y alteraciones periodontales,
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en las cuales, uno de los patébgenos causante es

Porphyromonas gingivalis.®

3.1.5. Tratamiento Periodontal
Toda terapia periodontal busca retardar, detener o revertir la
destruccion periodontal y prevenir la recurrencia de la enfermedad,
para evitar en lo que sea posible la pérdida de piezas dentales.
(Collins, 1993), manifestd: Un tratamiento exitoso no solo esta
basado en el mejoramiento de los pardmetros clinicos e idealmente
en la regeneracion de las estructuras perdidas y la recuperacion de
la funcién normal, sino que también, en cambios cualitativos y

cuantitativos dentro de la microbiota subgingival.

La terapia periodontal convencional se basa en la supresion de los
focos infecciosos subgingivales a través del desbridamiento
mecanico, (cuyo procedimiento consiste en la remocion de placa
bacteriana y calculo supra y subgingival), raspado radicular,
eliminacion de factores de retencién de placa, si el caso lo amerita
cirugia periodontal.

(Bollen, 1996) La estrategia microbiologica de la terapia periodontal
tiene como objetivo principal eliminar las bacterias patogenas
especificas, y permitir la subsecuente recolonizacion por una
microbiota compatible con salud. El destartaje y el raspado radicular
resuelven el proceso de inflamacién y detienen el curso de la
periodontitis, sin embargo, areas problematicas como permanencia

de bolsas periodontales profundas, defectos 6seos y furcaciones, no

® http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-
971X2015000100006
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responden optimamente al desbridamiento mecanico como Unica
terapia necesitando complementarla con el uso de antibiéticos.
(Collins, 1993) La antibioterapia periodontal considera 3 aspectos
fundamentales: tipo de farmacos, especies de microorganismos
patdgenos, y caracteristicas del huésped, puede ser local o

sistémica.

3.1.5.1. Terapia Antibiotica local

La antibioterapia local consiste en depositar el farmaco en el
lugar afectado por el foco infeccioso, estd demostrado que
los antibiéticos de liberaciébn local alcanzan mayores
concentraciones que los de tipo sistémico. La cantidad de
medicamento liberado a menudo alcanza concentraciones
que exceden los 1000ug/ml, este nivel es considerado
bactericida para la mayoria de las bacterias que presentan
resistencia a las concentraciones sistémicamente liberadas.

(Walker, 2004) No existen reacciones adversas ni efectos
secundarios asociados a los antimicrobianos de
administracion local, esta terapia puede ser utilizada también
para antibidticos que son demasiados toxicos para ser
administrados por via sistémica y podria considerarse
exitoso para microorganismos confinados en determinados
focos infecciosos. (Walker, 2004) (Mombelli, 2004), refirio:
“‘Una desventaja obvia de la terapia sistémica, es que solo
una pequefia proporcion de la dosis total alcanza la
microbiota subgingival y el saco periodontal, mientras que el
remanente es “perdido” en el resto del cuerpo”. Por lo tanto
se ha establecido como desafio principal que, Ila

administracion local de antibi6ticos es el de mantener una
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alta concentracién de la droga sobre un area determinada

por un prolongado periodo de tiempo.

Desde el punto de vista microbioldgico, se considera casi
ideal la aplicacion de antimicrobianos de liberacion local para
el tratamiento de sitios bien definidos. Debido a que la
terapia mecanica sirve para desorganizar y eliminar el biofilm
bacteriano, los 42 antibioticos administrados localmente al
alcanzar concentraciones mayores que los de origen
sistémico, permiten una O6ptima eliminacién de bacterias.
(Walker, 2004) Entre los antibiéticos empleados en la terapia
periodontal de uso local tenemos:

- Doxiciclina
- Tetraciclina

- Minociclina.

3.1.5.2. Terapia Antibidtica sistémica

(Mombelli, 2004), manifestd: Los antibidticos de tipo
sistémico, penetran y afectan todos los nichos ecoldgicos de
los microorganismos de la cavidad oral en forma total, de
sitios enfermos y sanos.

Esto podria ser una ventaja en situaciones donde los
periodontopatégenos estan distribuidos a travées de la
totalidad de la boca, como ha sido visto en algunos pacientes,
incluyendo sitios como el dorso de la lengua y las amigdalas.

El uso en conjunto de antibiéticos sistémicos y tratamiento
mecanico convencional, puede mejorar los resultados clinicos
y hace predecible la eliminacién de bacterias fuertemente
asociadas con la patologia. Se ha utilizado una gama de los
antibidticos para el tratamiento de las enfermedades
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periodontales, entre los que se encuentran las tetraciclinas,
clindamicina, metronidazol y otros de la familia de las

penicilinas.

(Slots, 1996) En cuanto a las caracteristicas del hospedero,
ocasionalmente se pueden desarrollar diversas reacciones

adversas entre las cuales se ha documentado aquellas que

aparecen en la siguiente tabla.

Antibidtico Reacciones adversas
Metronidazol Nausea, vomito 12%
Clindamicina Diarrea 7%
Penicilina (amoxicilina) Hipersensibilidad (rash) 5%, diarrea 5%
Tetraciclina Fotosensibilidad
Azitromicina Diarrea 5%
Claritromicina Diarrea 3%
Quinolonas ( ciprofloxacino) Nausea, vomito 5%
Fotosensibilidad
Riesgo de lesion en tendon de Aquiles
( desordenes con el gjercicio)

Tablal. Lista de reacciones adversas de antibidticos usados en la terapia periodontal
Fuente: Systemic Antibiotics in Periodontics Periodontol, 2004.

Se ha demostrado que pacientes con periodontitis crénica con
historial de terapias recientes con penicilina demostraron
elevados niveles de Prevotella intermedia resistente a la
penicilina, también, se ha documentado casos que luego de
terapias con tetraciclinas, la microbiota subgingival de
pacientes con periodontitis contiene un numero elevado de

bacterias resistentes a este antibiotico.
(Slots, 1996) (Socransky & Haffajee, 1992), mencionaron: La

presencia de bacterias patogénicas resistentes a los
antibiéticos, resultado de un inapropiado uso sistémico de
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ellos, se ha convertido en un serio problema clinico de salud
publica.

Por lo tanto, se considera prioritario el desarrollo de
modalidades alternativas para tratar las infecciones en la

medicina moderna y esto incluye infecciones de la boca.’

Especies Periodontitis Periodontitis Periodontitis

cronica agresiva localizada agresiva

Ageregatibacter 28.2% 81.8% 40.9%
actinomycetemeomitans

Porphyromonas gingivalis 53.8% 13.3% 79.6%
Prevotella intermedia 50.2% 53.4% 71.4%
Tannerella forsythia 50.6% 0 50.8%
Campylobacter rectus 40.3% 12.5% 47.8%

. Prevalencia de las especies microbianas asociadas con diferentes
formas clinicas de periodontitis.
Fuente: Newman, Takei, Klollenvold, &Carranza, 2014.

3.1.6. Biofilms bacterianos

Los biofilms se definen como comunidades de microorganismos que
crecen embebidos en una matriz de exopolisacaridos y adheridos a

una superficie inerte o un tejido vivo.

La capacidad de formacion de biofilm no parece estar restringida a
ningun grupo especifico de microorganismos y hoy se considera que
bajo condiciones ambientales adecuadas todos los microorganismos
son capaces de formar biofilms.

7 http://www.dspace.uce.edu.ec/bitstream/25000/6678/1/T-UCE-0015-338.pdf
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Aungue la composicion del biofilm es variable en funcion del sistema
en estudio, en general, el componente mayoritario del biofilm es el

agua, que puede representar hasta un 97% del contenido total.

Ademas de agua y de las células bacterianas, la matriz del biofilm es
un complejo formado principalmente por exopolisacaridos
secretados por las propias células que forman parte del mismo. En
menor cantidad se encuentran otras macromoléculas como
proteinas, DNA y productos diversos procedentes de lisis de las

bacterias.

La caracteristica que mejor distingue las infecciones cronicas
relacionadas con biofilms de las infecciones agudas es su respuesta
a tratamientos antibiéticos. Mientras que las infecciones agudas
pueden ser eliminadas tras un breve tratamiento antibittico, las
infecciones por biofilms normalmente no consiguen ser
completamente eliminadas, producen episodios recurrentes y la

mayoria de las veces deben resolverse sustituyendo el implante.

Esto se debe a que las bacterias del biofilm pueden ser hasta 1000
veces mas resistentes a los antibioticos que esas mismas bacterias

crecidas en medio liquido.8

8 https://www.semicrobiologia.org/pdf/actualidad/SEM37 14.pdf
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Tabla 1. Lista parcial de infecciones humanas en las que estdn involucrados biofilms bacterianos (Costerton et al.,

Infeceion o enfermedad

Especie bacteriana formadora de biofilm

Caries dental

Periodonditis

Otitis media

Infecciones del masculo-esqueleto
Fascitis necrotizante
Osteomelitis

Prostatitis bacteriana
Endocarditis de la valvula nativa
Neumaonia por fibrosis quistica
Meloidosis

Infecciones nosocomiales:
Neumonia [cuidados intensivos)
Suturas

Orificios de salida

Vias arteriovenosas

Bucles esclerales

Lentes de contacto

Cistitis por catéteres urinarios
Peritonitis por dialisis peritoneal
DIU

Tubos endotraqueales

Catéteres hickman

Catéteres centrales venosos
Valvulas mecanicas del corazon
Injertos vasculares

Blogueo del conducto biliar
Dispositivos ortopédicos

Protesis del pene

Cocos grame-positivos acidogénicos (ej. Streptococcus)

Bacterias anaerdbicas orales gram-negativas

Cepas no tipables de Haemophilus influenzae

Cocos gram-positivos (e). Staphylococcus)

Streptococos Grupo A

Varias especies bacterianas y fingicas, generalmente mezcladas
Escherichin coli y otras bacterias gram-negativas

Streptococcus del grupo “viridans®

Pseudomonas aeruginosa v Burkholderin cepacia

Pseudomonas pseudomallei

Bacilos gram-negativos

Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus
5. epidermidis y 8. aureus

5. epidermidis y 8. aureus

Cocos gram-positivos

P. gemiginosa v cocos gram-positivos

E. coli y otros bacilos gram-negativos

Una variedad de bacterias y hongos

Actinomyces israelll y muchos otros microorganismos
Una variedad de bacterias y hongos

5. epidermidis y Candida albicans

5. epidermidis y otros

5. epidermidis y S. aureus

Cocos gram-positivos

Una variedad de bacterias entéricas y hongos

5. epidermidis y S. aureus

5. epidermidis y S. aureus

3.1.7. Probidticos

3.1.7.1.

Historia de los Probi6ticos

Hace un siglo, Elie Metchnikoff (cientifico ruso, premio
Nobel, y profesor del Instituto Pasteur en Paris) postulé que
las bacterias acido lacticas (BAL) ofrecian beneficios a la
salud que llevaban a la longevidad.
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Sugiri6 que la “autointoxicacion intestinal” y el
envejecimiento resultante podrian suprimirse modificando la
microbiota intestinal y utilizando microbios dtiles para
sustituir a los microbios proteoliticos como Clostridium —
productores de sustancias téxicas que surgen de la digestion
de proteinas, entre las que se encuentran fenoles, indoles, y
amoniaco —. Desarroll6 entonces una dieta con leche
fermentada por la bacteria, a la que denomind “bacilo
bulgaro.” En 1917, antes del descubrimiento de Alexander
Fleming de la penicilina, el profesor aleman Alfred Nissle
aisl6 una cepa no patégena de Escherichia coli de las heces
de un soldado de la Primera Guerra Mundial que no habia
desarrollado enterocolitis durante un brote grave de
shigellosis. Los trastornos del tracto intestinal
frecuentemente eran tratados con bacterias no patdgenas

viables, para cambiar o reemplazar la microflora intestinal.

La cepa de Escherichia coli de Nissle 1917 es uno de los
pocos ejemplos de un probiético no BAL. Henry Tissier (del
Instituto Pasteur) aislé por primera vez una Bifidobactera de
un lactante alimentado a pecho, a la que denominé Bacillus

bifidus communis.

Tissier postulaba que las bifidobacterias desplazarian a las
bacterias proteoliticas que provocan la diarrea y recomendo
la administracién de bifidobacteria a lactantes que padecian
de este sintoma.

El término “probidtico” fue introducido por primera vez en
1965 por Lilly y Stillwell; a diferencia de los antibioticos, se
defini6 al probidtico como aquel factor de origen
microbiolégico que estimula el crecimiento de otros

organismos. En 1989, Roy Fuller enfatiz6 el requisito de
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viabilidad para los probidticos e introdujo la idea de que

tienen un efecto beneficioso para el huésped.

3.1.7.2. Definiciéon de Probidticos

Los probioticos son microbios vivos que pueden incluirse
en la preparacion de una amplia gama de productos,
incluyendo alimentos, medicamentos, y suplementos
dietéticos.

Las especies de Lactobacillus y Bifidobacterium son las
usadas mas comunmente como probidticos, pero la
levadura Saccharomyces cerevisiae y algunas especies de
E. coli y Bacillus también son utilizados como probidticos.
Las bacterias de &cido lactico (LAB), entre las que se
encuentra la especie Lactobacillus, han sido utilizadas para
la conservacion de alimentos mediante fermentacion
durante miles de afios; pueden ejercer una funcién doble,
actuando como agentes fermentadores de alimentos,
pudiendo ademas generar efectos beneficiosos a la salud.

En términos estrictos, sin embargo, el término “probiotico”
debe reservarse para los microbios vivos que han
demostrado en estudios humanos controlados producir un
beneficio a la salud. La fermentacion de alimentos brinda
perfiles de sabor caracteristicos y reduce el pH, lo que
impide la contaminacion provocada por posibles patégenos.
La fermentacion se utiliza a nivel mundial para el

mantenimiento de una gama de materiales agricolas sin
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procesar (cereales, raices, tubérculos, frutas y hortalizas,

leche, carne, pescado etc.).?

3.1.7.3. Mecanismo de accién de los Probiéticos

La accion de los probiéticos no se conoce demasiado bien,
pero se piensa que intervienen en realidad varios

mecanismos de accion (Kaur y cols. 2009), entre ellos:

1) Los probidticos liberan componentes antimicrobianos como
acidos organicos, acidos grasos libres, peréxido de
hidrégeno y bacteriocinas, las cuales pueden inducir una
accion antagonista contra los organismos patdgenos.
Ademas, la acumulacion de tales metabolitos puede reducir
el pH del medio ambiente, lo que puede directamente
inhibir el crecimiento de organismos dafiinos. El probiotico
mejor caracterizado que presenta estas propiedades es el
Lactobacillus casei cepa GG.

Las bacterias de &cido lactico también liberan sustancias
antimicrobianas como reuterinas y bacteriocinas. Esta es la

teoria mas ampliamente aceptada.

2) Competicion por los nutrientes en el tracto gastrointestinal.

3) Competicion por los receptores, donde los probibticos
compiten contra los patégenos por el limitado nimero de
receptores presentes sobre la superficie del epitelio

intestinal.

9

http://www.innovacion.gob.sv/inventa/attachments/article/1182/19 probioticos prebi
oticos_es.pdf
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4) Aumento de la secrecibn de mucina que produce un
aumento de la uniébn de las bacterias probiodticas a la
mucosa intestinal. Esta accion bloquea la union de los

enteropatdgenos a los receptores epiteliales.

5) Los probiéticos pueden también modificar los receptores de
toxinas y bloquear las enfermedades mediadas por toxinas.

6) Los probidticos también pueden promover la estimulacion
no especifica del sistema inmune del huésped, incluyendo
proliferacion celular inmune, aumento de la actividad
fagocitica de los macréfagos, y el aumento de la

produccion de inmunoglobulinas secretoras IgA e IgM.

7) La estabilizacion de la permeabilidad intestinal limita la
colonizacion por los patégenos, elimina a los antigenos
extrafios que han penetrado en la mucosa y regula la

respuesta inmune especifica de antigeno.

8) Las bacterias probidticas estimulan el tejido linfoide del
intestino y la inmunomodulacion de la respuesta del tejido

epitelial y linfoide del intestino.®

10 http://www.sepa.es/images/stories/SEPA/PDF/21-3.pdf#page=20
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Fig. Mecanismos de accién de los probidticos.

3.1.7.4. Bacterias Acido Lacticas

Los bactericidas quimicos y antibiéticos empleados para
prevenir las infecciones bacterianas a menudo generan
disturbios en la microbiota de la cavidad oral y del tracto
digestivo, lo cual favorece el desarrollo de resistencia en
algunos microorganismos, por lo que pierden su
efectividad. Un numero muy pequefio de estudios ha
abordado con éxito la busqueda de agentes naturales para
ser empleados como antimicrobianos contra patdégenos
orales.

La bacterioterapia se basa en combatir las infecciones
bucales mediante la administracion de bacterias inocuas
gue producen bacteriocinas (0 sustancias similares a
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bacteriocinas), o de alimentos probidticos que contienen
microorganismos con habilidades particulares, los que, al
ser suministrados en cantidades suficientes, dan lugar a
efectos fisiologicos benéficos en la salud del huésped.
Actualmente, probioticos y prebioticos son utilizados en la
elaboracion de alimentos con el fin de prevenir algunas
enfermedades de los tractos intestinal o urinario, e
infecciones vaginales, entre otras.

Hace algunas décadas, la terapia con antibidticos de las
enfermedades bucales, principalmente de caries vy
periodontitis, fue reemplazada por el uso de algunos
probiéticos en el tratamiento de la caries.

Las bacterias lacticas (BAL), consideradas esenciales
durante centurias en la producciébn de alimentos
fermentados, son sustancias generalmente reconocidas
como seguras (GRAS) por la FDA (Food and Drug
Administration), la que resguarda su uso en la ingesta
humana.9 Este grupo de microorganismos despertdé un
interés creciente debido a que,

mediante sus diferentes vias metabdlicas, influyen en las
caracteristicas sensoriales de los alimentos, aumentan su
valor nutricional por la produccion “in situ” de vitaminas,
otorgan beneficios adicionales a la salud humana gracias a
sus propiedades pro bidticas, y generan metabolitos (como
acidos organicos, peroxido de hidrégeno, diéxido de
carbono, diacetilo y bacteriocinas o sustancias parecidas a
bacteriocinas) con efecto antagonico al crecimiento de
microorganismos indeseables, tales como los

microorganismos cariogénicos.
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Varios estudios obtuvieron resultados satisfactorios en la
evaluacion del antagonismo de cepas bacterianas contra el
establecimiento de Streptococcus mutans en el biofilm
dental.

El objetivo de este trabajo fue aislar, purificar y conservar
cepas de Streptococcus spp. y Lactobacillus spp. de la
cavidad bucal y enfrentarlas, “in vitro”, a bacterias lacticas

productoras de bacteriocinas.!?

3.1.7.5. Lactobacillus

Los lactobacilos tienen forma bacilar, variando desde
bacilos largos y delgados a cortos y curvados, no
esporulados, aerotolerantes y anaerobios, aciddricos o
acidofilos (pH entre 1.0 y 5.0), de requerimientos
nutricionales complejos. Los limites de temperatura para
desarrollar van desde 2° a 53°C con optima de 30 a 40°C.
(Jay, 2000; Madigan y col., 2004).

El género Lactobacillus es el mas grande, comprendiendo
alrededor de 80 especies reconocidas y organizadas en
tres grupos basados principalmente en las caracteristicas
fermentativas. El grupo 1 incluye especies

homofermentativas estrictas.

11 Metabolitos de bacterias lacticas antagénicos al crecimiento de microorganismos
cariogénicos Articulo en Revista de la Asociacion Odontoldgica Argentina - Marzo 2015
https://www.researchgate.net/profile/Olga_Vasek/publication/282731487 Metabolitos _de

bacterias_lacticas_antagonicos_al_crecimiento _de _microorganismos _cariogenicos/link
s/561a4ccd08ae044edbb208bd.pdf
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El grupo 2 esta formado por especies heterofermentativas
facultativas. ElI grupo 3 estd formado por especies

heterofermentativas estrictas.

Las especies homofermentativas se asocian principalmente
con el hombre y animales, ya que se les puede encontrar
en la cavidad oral, contenido intestinal y vagina de
mamiferos; mientras que las especies heterofermentativas
estan asociadas con los alimentos, en donde llevan a cabo
fermentaciones  controladas o causan  deterioro
especialmente en productos empacados refrigerados, se
pueden aislar facilmente de productos carnicos, lacteos,
pescados, aguas residuales, cerveza, fruta, verduras y

ensilados.

Generalmente resisten mejor las condiciones de acidez que
las restantes bacterias del acido lactico y pueden crecer
bien a valores de pH alrededor de 4 o 5. Esta propiedad
permite su aislamiento selectivo a partir de muestras
naturales, empleando medios de cultivo de pH acido que

contengan carbohidratos (Madigan y col., 2004).12

3.1.7.6. Lactobacillus Reuteri

Lactobacillus Reuteri es una de las pocas especies
probidticas cuyo habitat natural es el tracto digestivo de

mamiferos y aves. Es una de las primeras especies

12

https://www.uaeh.edu.mx/docencia/Tesis/icbi/licenciatura/documentos/Suscep
tibilidad%20de%20bacterias%20acido%?20lacticas.pdf
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bacterianas para establecerse de forma natural en la
microbiota normal del recién nacido, la mayoria de las otras
cepas probidticas son solamente temporales o transitorios
habitantes del tracto gastrointestinal, derivadas de Ila

ingesta de alimentos. (Nootriment, 2013).

En los seres humanos Lactobacillus Reuteri se ha aislado a
partir de:

* La leche materna

* La boca (saliva)

* El estomago

* El intestino delgado (duodeno y el ileon)
* El colon (intestino grueso)

» Excrementos

* La vagina (Nootriment, 2013)

Lactobacillus Reuteri fue reconocida y registrada en las
clasificaciones cientificas de bacterias del acido lactico,
agrupada por error como miembro de Lactobacillus
fermentum. Pero en la década de 1960, el microbiologo
aleman Gerhard Reuter pudo distinguir Lactobacillus reuteri
de Lactobacillus fermentum y reclasificé la especie como
“Lactobacillus fermentum biotipo II”. (BioGaia, 2013)

En 1980 Kandler et al, identifico a la bacteria como una
especie distinta, y eligieron el nombre de la especie como
‘reuteri” en honor a su descubridor Gerhard Reuter. La
primera cepa de Lactobacillus reuteri para uso humano fue
aislado en 1990 de la leche materna de una madre peruana
gue vivia en los Andes, esta cepa fue depositada en la
Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC) como
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Lactobacillus reuteri SD 2112 (SD = fuerte), y mas tarde se
le dio el numero ATCC 55730. (BioGaia, 2013)

En el afio 2007, Lactobacillus reuteri ATCC 55730 fue
reemplazada por la "version hija", cuya Unica diferencia
entre las cepas es la pérdida de dos plasmidos de ATCC
55730 que llevaron a la resistencia a la tetraciclina y la
lincomicina, respectivamente. Sin embargo en la actualidad
se ha demostrado la irrelevancia de los genes de los
plasmidos a las funciones de la cepa, ademas se confirmé
gue todas las funciones relacionadas con probidticos
probados de Lactobacillus reuteri DSM 17938, se retienen
de los

Lactobacillus reuteri ATCC 55730, otras cepas humanas
gue se utilizan comercialmente son Lactobacillus reuteri
ATCC PTA 5289 y ATCC PTA 6475. (BioGaia, 2013) En el
afio de 1985, el profesor Steven Lindgren de la Universidad
Sueca de Ciencias Agricolas en Uppsala, Suecia, y el
profesor Walter Dobrogosz de la Universidad Estatal de
Carolina del Norte, EE.UU, descubrieron las propiedades
antimicrobianas de L. reuteri cuando observaron la
capacidad de la bacteria para producir una sustancia
llamada reuterina que posee una actividad de amplio

espectro contra los patbgenos intestinales comunes.*®

3 http://www.dspace.uce.edu.ec/bitstream/25000/6678/1/T-UCE-0015-338.pdf
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3.1.7.7. Lactobacillus Rhamnosus

Lactobacillus rhamnosus es una bacteria que originalmente
fue considerada una subespecie de L. casei, pero mas
tarde la investigacion genética encontrado que es una
especie propia. Se trata de un corto Gram positivas
anaerobias facultativas barra que aparece a menudo en las
cadenas.

Algunas cepas de L. rhamnosus bacterias estan siendo
utilizados como probidticos, y son particularmente Gtiles en
el tratamiento de mujeres con infecciones relacionadas,
mas particularmente, muy dificil de tratar los casos de
vaginosis bacteriana (o "BV"). El Lactobacillus rhamnosus,
L. reuteri especies se encuentran mas comunmente en la
hembra saludables tracto genito-urinario y son mas utiles
para complementar con el fin de recuperar el control sobre
el crecimiento bacteriano durante una infeccion activa. L.
rhamnosus a veces se utiliza en el yogur y productos
lacteos tales como la fermentacion de la leche

pasteurizada y queso semicurado.

Mientras que con frecuencia se considera un organismo
benéfico, L. rhamnosus no puede ser tan beneficioso para
ciertos subgrupos de la poblacion; en raras circunstancias,
especialmente aquellos que involucran principalmente el
sistema inmunoldgico debilitado o bebés, no puede haber

ninguna ventaja.

Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103) es una cepa

de L. rhamnosus que fue aislado en 1983 desde el tracto
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intestinal de un ser humano sano; presentada por patente
en 17 de abril de 1985, por Sherwood Gorbach y

Barry Goldin, y el " GG " se deriva de las primeras letras de
sus apellidos. La patente se refiere a una cepa de "L.
acidophilus GG" con American Type Culture Collection
(ATCC) numero de accesion 53103; posteriormente
reclasificados como una cepa de L. rhamnosus. Las
reivindicaciones de la patente de la L. rhamnosus GG
(ATCC 53103) de la cepa es acido y bilis-estable, tiene una
gran avidez por humanos de la mucosa intestinal de
células, y produce &cido lactico. Desde el descubrimiento
de la L. rhamnosus GG de la cepa, se ha estudiado
ampliamente en sus diversos beneficios para la salud y en
la actualidad es el mas estudiado del mundo, bacteria

probidtica con méas de 800 estudios cientificos.

Mientras Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103) es
capaz de sobrevivir al acido y a la bilis del estbmago y el
intestino, se reivindica para colonizar el tracto digestivo, y
para el equilibrio de la microflora intestinal, la evidencia
sugiere que los Lactobacillus rhamnosus es probable que
un transitorio habitante, y no autdctonos a Pesar de todo,
se considera un probi6tico util para el tratamiento de
diversas enfermedades, como funciona en muchos niveles.
La mayoria de los mecanismos moleculares que no se

conocen, sin embargo.

El uso de L. rhamnosus GG para probiético terapia ha sido

asociado con casos muy raros de la sepsis en ciertos
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grupos de riesgo, principalmente aquellos con un sistema

inmunoldégico debilitado y bebés. 4

3.1.7.8. Lactobacillus Johnsonii

Lactobacillus johnsonii es uno de los muchos
microorganismos que residen en el intestino humano. Como
todas las especies del género Lactobacillus, es un
anaerobio, bacteria Gram-positiva, que tiene una varilla de
forma similar y no se someten a la formacion de esporas.

El tracto gastrointestinal del ser humano en la que L.
johnsonii reside es abundante con los nutrientes y se basa
en mas de 500 especies de microbios que habitan en el fin
de desarrollar y funcionar correctamente. Especificamente L.
johnsonii y otros tracto gastrointestinal microbios ayuda en
polisacaridos y proteinas la digestion y también generar una
variedad de nutrientes, incluyendo vitaminas y acidos grasos
de cadena corta que componen el 15% de la de un ser

humano de la ingesta caldrica total.

Ademas, debido a que L. johnsonii es capaz de someterse a
fermentacién y por lo tanto puede hacer que el acido lactico,
que juega un papel importante en la fermentacién y
conservacion de diversos alimentos, tales como los
productos lacteos, la carne, los productos vegetales, y

cereales.

Por ultimo, L. johnsonii es caracterizado como parte del

complejo del género Lactobacillus. Este complejo se

4 https://en.wikipedia.org/wiki/Lactobacillus rhamnosus
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compone de seis especies de Lactobacillus que se cree que
estan involucrados en probidtico actividades, lo que significa
gue son capaces de someterse a los procesos que se cree
gue es beneficioso para los humanos, la salud general y el
bienestar. Tal probioticos beneficios especialmente atribuido
a L. johnsonii incluyen la inmunomodulacion, la inhibicién de

patdgenos, y el apego de las células epiteliales.

3.1.7.9. Administraciéon de los Probi6ticos

Los agentes probioticos han sido clasificados dentro del
grupo de los alimentos funcionales, estos son aquellos que
en forma natural o procesada, contienen componentes que
ejercen efectos beneficiosos para el organismo que van mas
alla de la funciébn nutritiva. (Instituto de Nutricion vy
Tecnologia de los Alimentos INTA, 2011) (Caglar, Kargul, &
Tanboga, 2005), enumeraron las formas en las que pueden

ser suministrados los probiéticos y son las siguientes:

a) Agregados a una bebida o alimento como un cultivo
concentrado.

b) Inoculado dentro de fibras prebidticas (ingredientes no
digestibles que se encuentran en los alimentos que
favorecen el crecimiento de los probioticos).

c) Inoculado dentro de productos lacteos como yogurt,

leche, queso.
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d) Concentrado y envasado como suplementos dietéticos
(capsulas, polvo, tabletas, gomas de mascar y gotas).
(Pérez Luyo, 2008)*°

3.1.8. Probidticos y su relacion con Odontologia

Gorbach y Goldin (1985) aislaron del intestino humano el
Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) que es la bacteria probiética
mas ampliamente estudiada. Se demostré que produce una
sustancia con un potencial inhibitorio contra la actividad de
diferentes especies bacterianas, incluyendo las especies
cariogénicas como los Streptococcus spp. Nase y col. (2001), en
un estudio en nifios de 1 a 6 afos, en Finlandia, examinaron
Lactobacillus rhamnosus GG: LGG en leche, y se encontr6 que

reduce significativamente el riesgo de caries.

Se concluyd que el uso de leche que contenga la bacteria
probidtica LGG brinda efectos benéficos en la salud oral de esos
nifios. Grudianov y col. (2002) encontraron que los probiéticos se
adhieren al tejido dental, establecen un efecto cariostatico y
pueden formar parte del biofilm que lucha contra las bacterias

cariogeénica.

Ahola y col. (2002) determinaron que la intervencion con
probidticos: LGG y Bifidobacterium spp. reduce el riesgo de
elevados niveles de Streptococcus mutans. Wei y col. (2002)

produjeron altas concentraciones de anticuerpos contra las

> http://www.dspace.uce.edu.ec/bitstream/25000/6678/1/T-UCE-0015-
338.pdf
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bacterias cariogénicas humanas: Streptococcus mutans vy
Streptococcus sobrinus, en calostro de leche fermentada de
bovino. Vancikova y col. (2003), basandose en el estudio anterior,
observaron que los probiéticos mejoran la respuesta oral inmune
(9). Von Bultzingslowen y col. (2003) determinaron que cepas
probioticas selectas como L. plantarum refuerzan la cavidad oral y
el tracto gastrointestinal mediante una diseminacion bacteriana, lo
cual mejora la ingesta de alimentos y el peso corporal en animales

a los cuales se les realizé quimioterapia.

Esto tiene un efecto positivo en el campo de la oncologia, ya que
durante la quimioterapia, en casos de cancer, se pueden presentar
infecciones sistémicas por una alteracion en la microflora
orofaringea y gastrointestinal, causando inmunosupresion. Hatakka
y col. (2005), en un estudio en adultos mayores, los cuales
consumieron queso probiético, mostraron que los probibticos
reducen la prevalencia de Candida spp. Oral, y también la
hiposalivacion. Esta observacion es interesante teniendo en cuenta

el incremento de la resistencia a las drogas de la Candida spp.

3.1.9. Efecto de los probioticos en las condiciones periodontales

Las enfermedades periodontales, junto a la caries dental,
representan la mayor parte de las enfermedades orales. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud, la mayoria de los nifios presentan
signos de gingivitis y entre los adultos las etapas iniciales de la
enfermedad periodontal son altamente prevalentes.

El biofilm bacteriano, que se forma en los tejidos duros y blandos de

la cavidad oral, es considerado como el principal factor etiolégico en
la mayoria de las condiciones patoldgicas de la cavidad oral.
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La acumulacion de bacterias dentro del biofilm, facilitado por un
pobre mantenimiento de la salud oral, predispone a cambios en la
comunidad microbiana, conduciendo a la aparicion de la inflamacién
periodontal. La complejidad de la microbiota periodontal se asemeja
a la microbiota del tracto gastrointestinal, donde las enfermedades
infecciosas son tratadas mediante probidticos. En la cavidad oral, la
terapia de reemplazo muestra beneficios en la prevencion de la
caries dental, aunque aun existen pocos estudios que muestren la
efectividad del uso de probidticos en el tratamiento de la
periodontitis.

En la Tabla 1 se resume las especies probidticas usadas para
aplicacion oral en general. Teniendo en cuenta las dos mayores
estrategias contra las enfermedades periodontales: la eliminacion de
patdgenos especificos y la supresion de la respuesta destructiva del
huésped, el enfoque de la terapia con probiéticos puede ser de
utilidad para lograr el objetivo de estos tratamientos.

Grudianov y col. (2002) examinaron tabletas probidticas con
Bifidobacterium spp. En un tratamiento de gingivitis y diferentes
grados de periodontitis. El tratamiento de los pacientes del grupo

control fue con “Tantum verde”.

Los casos de gingivitis y periodontitis fueron tratados con
probidticos, el efecto de ellos para la normalizacién de la microflora

fue mayor en comparacion con el grupo que recibié Tantum verde.

Ishikawa (2003) demostrd que cepas de Lactobacillus spp. Son utiles
en la reduccion de la inflamacién gingival y en el nimero de bacilos
pigmentados como Porphyromonas gingivalis, en saliva y placa
subgingival. Burton y col. (2005) concluyeron que las cepas
bacterianas probiéticas originarias de la microbiota oral de humanos
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sanos, tienen una aplicacion potencial para la prevencion y

tratamiento de la halitosis.

En este estudio se empled el Streptococcus salivarius, el cual segun
(xilitol) en el otro, encontrando que la administracion oral del
probiotico Lactobacillus salivarius WB21 disminuye
significativamente el indice de placa y la profundidad de bolsa de los
pacientes fumadores, lo que sugiere una mejoria clinica de las
condiciones periodontales mediante el uso del probidtico.

El Aggregatibacter actinomycetemcomitans es considerado como un
periodontopatégeno clave y estd asociado con la periodontitis
agresiva. La periodontitis ~asociada con  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans es dificil de tratar Unicamente mediante la
remocion mecanica del biofilm subgingival, por lo que es necesario
el tratamiento complementario con antibiéticos sistémicos.

De ahi la importancia de este estudio que muestra una alternativa

diferente a la antibioterapia.

Inhibicion de patdgenos especifiicos : Modulacion de la respuesta del huésped

* > -+ * -~ -+
| | | | | |
1 1 1 1 1 1
1 Imlbl' d 1 1 1 1 1
inhibirla | ' : : : :
crecimiento
adhesliany | |
1+ del patogena 1 I
oolonlzaclon del i i i i i
| mediante | Inhibir h Modular los | X .
pamr:;dsl ! susiancias ! colagenasas ! mecanismos ! Prevenir la ! Modular la !
1 antimicroblanas shcklos ! pro- 1 apoptosis | respuesta 1
! yr r da | Inflamatorios ! Inducida por ! Inmune del H
1 I hllar::c:sm 1+ producidos por citocinas | hugsped
: i | Ins patogenos !
| | |
1 1 I
1 1 I
: : |

Posibles mecanismos mediante los cuales las especies probidticas
podrian incidir positivamente sobre la salud periodontal.
(Adaptado de Stamatova y Meurman 2009).
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Tabla 1. Especies de probidticos y su efecto en la salud en la cavidad oral (resultado
de investigaciones clinicas).

Especies de Efecto Medios de Referencia
Probiodticos Administracion
L reuten ATCC 55730 |Reducdtn en los niveles Pastillas Caglaretal. 2008
L. reuled ATCC PTAS280 | salivales de S. mutans
L reuten ATCC 55730 |Reducadnde S mutans Tabletas Caglar etal 2006
L rhamnosus GG, Reduccion del nesgo de Queso
ATCC 53103 niveles elevados de

S. mutans
L rhamnosus GG, Reducoon en los nveles Leche
ATCC 53103 salivales de S. mutans
Bifidobactenum Supreson del cedmiento Yogurt
DN-173010 de baclenas negras

pigmentadas en

muestras de saliva

implicadas con halilosis
S. salvanus K12 Reducodn de gingivils Enpuagatonios

y placa bucdes
L reuten Formmulacion

probidtica
L casei 37 Apdsito
penocdontal

L. mhamnosus GG(ATOC | Mejora de periodontiis|  Queso
53103), L rhamnosus | en reladion a signos y
LCT0S Popornbacenumn | sintomas

http://www.scielo.cl/pdf/piro/v3n3/art07.pdf
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Tabla 1 Algunos de los productos probidticos, relacionados
con la industria alimenticia, comercializados en Espafia.

Empresa Marca Cepa probigtica
Dlanone Acthaz Bifidobactarium infantis

Actimal Lactobacillus casai

Dlanatan Lactabacillus heheticus
Nectle Lct Lactobacillus johnsoni

Plstna Bifidobacterium lacts

Adickng Prarmivm B. lactis
Kl Bififdetaairrs Bifidabactariuim *

Vits L. haheticus

Actf Lactobacillus rhamnosus GG
Clesa Actiy Bificlus Bifidobactarium

Activ Lb Casal L. casai
Asturans MNaturactva L. casai

Bificusactho Bifidobactarium
Garcia Baguearo Gueso Bifidus Lactabacillus acidophilus v B. lactis
Priggols Sirrib L. casai, L. acdophilus y B. lacts
Wirar Yingur bifickus Bifidabactariuim *

* La marca comancial ng especiics b espenie; B ot Bifidobacterium lactis; L hebetcus: Lactobacillus
hedeticiis; L. cases: Lactobaclies cass; L ecidophiua: Lectobscilus acdophilus.

3.1.10. Accion de los probioticos sobre el biofilm oral

Se espera que los mecanismos de accion de los probiéticos
sobre la boca sean similares a los observados en otras partes
del cuerpo. Por ejemplo, las bacterias probitticas orales deben
adherirse y colonizar los tejidos periodontales incluyendo las
superficies duras, y debe convertirse en parte del biofilm. No
deben fermentar los azlcares, ya que posteriormente
disminuye el pH y puede ser perjudicial, dando lugar a caries.

De lo que si hay pruebas es de que los probibticos ejercen su
efecto sin colonizar o solo con una colonizaciéon temporal del
huésped. Tan pronto como se detiene su consumo, las
bacterias probidticas son excretadas. Incluso sin  una

colonizacion permanente, puede preverse que el uso repetido
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diario de productos probidticos, durante un largo periodo de

tiempo, favorecera un mayor nivel de cepas probiéticas en la

cavidad oral.

Especies de Efecto administraci Referencia
Probioticos On
L. Reuteri ATCC Reduccion  en  los Tabletas Caglar et al.
55730 nmiveles  salivales de 2008
Streptococcus mutans v Krasse v
Disminucion del Matsuoka 2006
sangrado gingival vy
reduccion de gingivitis
Lactobacillus Reduccion  de los Leche v Caglar et al
rthamnosus GG niveles  salivales de Queso 2006
ATCC 53103 Streptococcus mutans
Bifidobacterium Supresion del Yogurt Nise 2001
DN- 173010 crecimiento de bacterias
negras pigmentadas en
muestras de  saliva
implicadas con halitosis
Lactobacillus salivarius Reduccion de indice Tabletas Shimauchi
WwB2 de placa v profundida 2008
de bolsa periodontal

Fuente: Mufioz Salas & Alarcon Palacios, 2010

PROBIOTICOS ADMINISTRACIO EFECTO AUTOR
N
Mezcla de Tabletas “Acilact™ v Reduccion de patdgenos Grudianov y
probidticos “Bifidobacterium™ periodontales cols (2002)
Lactobacillus casei Cemento periodontal Reduceion de signos de Volozhin y
gingivitis v pericdontitis cols (2004)
Lactobacillus reuteri Tabletas de L. reuteri Reduccion de placa v Krasse v cols
Zingivitis ( 2006)
Streptococcus Aplicacion de Recolonmizacion Theguels y
Sanguis, S. Salivarius, | Streptococcus después subgingival retardada cols (2007)
5. Mitis de raspados
Lactobacillus brevis Tabletas de L. brevis Mejora de signos v Ricecia y cols
sintomas de periodontitis (2007)
Lactobacillus reuteri Tabletas Mejora parametros Vivekananda
Prodentis clinicos v microflora en (2010)
periodontitis

Fuente: Vicario Juan, 2012
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3.1.11. Medios de Cultivo

Son preparados que intentan reproducir artificialmente las
condiciones del habitat natural de los agentes bacterianos. Sus
componentes deben cubrir todas las necesidades nutricionales
de las bacterias que se van a estudiar y deben incorporarse en
una mezcla justa y equilibrada; esto permitira su crecimiento y
multiplicacion, obteniéndose lo que se denomina un cultivo
microbiano. La inoculacion del microorganismo (o la muestra
clinica que contenga) en un medio de cultivo se denomina

siembra.

No todas las bacterias tienen las mismas caracteristicas
nutricionales; hay algunas poco exigentes que crecen en la
mayoria de los medios, otras que necesitan algunas sustancias
en particular, otras que son mas dificiles de cultivar e incluso
las hay que no crecen en ningan medio conocido hasta la
fecha. Composicién. Hay una gran cantidad de sustancias que
se afiaden a los medios de cultivo, ya que como se ha

sefalado, deben satisfacer todas las necesidades nutricionales.
A continuacién se sefialan las mas importantes:

e Agua.

e Peptonas.

¢ Hidratos de carbono.

e Extracto de carne.

e Extracto de levadura.

e Suero o0 sangre de caballo o de carnero, liquido ascitico y

vitaminas.
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e Cloruro de sodio.

e Minerales y otras sustancias que los microorganismos no

pueden sintetizar.

e Agentes solidificantes.

Clasificacién de los medios de cultivo
Segun su contenido

¢ Definidos o sintéticos
¢ No sintéticos 0 empiricos

Segun su estado

e Liquidos

e Semisolidos

e Solidos

Segun su utilizacién en el laboratorio
e Basicos o comunes

e Enriquecidos

¢ Selectivos®

Eleccion del medio de cultivo

La eleccion del método depende de las necesidades locales y de

los recursos disponibles.t’

Pruebas de inhibicién del crecimiento bacteriano

La prueba de sensibilidad antimicrobiana es una de las tantas

armas con la que se cuenta en el laboratorio para ayudar a los

16 | IEBANA URENA. O. Cit. Pag. 83 -86
17 KONEMAN, Elmer “Diagnostico Microbioldgico” 6ta Ed. Madrid: Editorial Medica Panamericana
2006. pag. 569
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profesionales en medicina, controlar los procesos infecciosos

gue se desarrolla en los pacientes.

Pero para poder desarrollar todo el potencial con que se cuenta
hay que cumplir con un requisito fundamental es necesario
lograr el aislamiento del agente productor del cuadro clinico

mediante los cultivos correspondiente.*®

Ya que no se puede predecir la susceptibilidad de las bacterias,
hongos y virus a los agentes antimicrobianos, con frecuencia es
necesario estudiar la sensibilidad individual de cada patégeno a
estas drogas, pudiendo elegir entonces el agente apropiado, que
proporciona mayores posibilidades de una evolucién favorable.
Por supuesto, el resultado terapéutico final depende de muchas

otras variables.1®

Para el estudio de la sensibilidad in vitro de las bacterias es

necesario poder conocer algunos conceptos basicos.

Rango.

Es el intervalo de concentraciones de un antibiotico en el que se
sittia la sensibilidad de una serie de cepas pertenecientes a una
misma especie bacteriana (p.ej.,0.125ug/ml-64ug/ml), indica que
estudiando el conjunto de cepas de una misma especie, la mas
sensible es inhibida con la primera concentracién y la mas

resistente con la segunda).

Media.

18 HERRERA, Marco Luis. Pruebas de sensibilidad antimicrobiana:
metodologia de laboratorio. Rev. méd. Hosp. Nac. Nifios. 1999, vol.34.
http://www.scielo.sa.cr/scielo.php?pid=S1017-
85461999000100010&script=sci_arttext

19 http://microbiologia3bequipo5.blogspot.pe/2014/10/halos-de-inhibicion.html
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Corresponde a la concentracion que por término medio inhibiria
el crecimiento de las cepas estudiadas pertenecientes a una
misma especie. Concentracion minima inhibitoria (CMI). Es la
menor concentracion del antimicrobiano, expresada en ug/ml o
mg/l, que inhibe el crecimiento visible de inéculo bacteriano

estandarizado.

Concentracion minima bactericida (CMB).

Es la menor concentracion de antibiético, expresada en ug/ml o
mg/l, que es capaz de matar al 99,9% de las bacterias de un
cultivo estandarizado. CMI 90 y CMI 50.

Es la concentracion minima de antimicrobiano, expresada en
ug/m, que inhibe, respectivamente, el 90 o el 50% de los
microorganismos estudiados.

Valoraciéon de la actividad in vitro

Para establecer el tratamiento de la mayoria de las
enfermedades infecciosas resulta de gran ayuda conocer los
agentes responsables de las mismas y la actividad que los
antimicrobianos ejercen sobre ellos. El laboratorio de
microbiologia dispone de métodos que permiten evaluar la

actividad in vitro de los antibiéticos.

e Difusidon en agar (disco-placa).

o E-test.

e Dilucion en agar.

e Dilucion en caldo. 110

¢ Actividad bactericida del suero (ABS).
e Curva de letalidad.

¢ Efecto post-antibiético (EPA).

e Estudio de la asociacion de los antibi6ticos.
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e Método de dilucion.

Diluciéon en agar

Se inoculan placas con concentraciones dobles progresivas de
antibidtico y wuna testigo sin farmaco con varias cepas
bacterianas. Tras la incubacion pertinente se determinara la CMI
de acuerdo con los criterios ya expuestos.

Dilucién en caldo
Puede hacerse en forma de macrodilucion o microdilucion. Se
emplea un indculo bacteriano estandarizado y diluciones dobles

progresivas de antibidtico.

Tras la incubacion se hacen subcultivos en placas, y de esta
forma se calculan las CMI y CMB en relacion a un control sin

farmaco.?°

Método difusion (kirby — Bauer)
Es una prueba de inhibicibn que se emplea para determinar la
sensibilidad de un agente microbiano frente a un antibiético o

quimioterapéutico.??

Esta técnica consiste en que sobre el medio de cultivo incluido
en una placa de Petri con un in6culo bacteriano estandarizado
se colocan discos de antibioticos de una concentracion

determinada.

Segun el diametro de los halos de inhibicibn medidos en
milimetros y de acuerdo con parametros previamente

establecidos, se obtienen diferentes calificaciones:

S, sensible, el antibiético puede usarse en dosis terapéuticas

20 | IEBANA URENA. O. Cit. P4g. 115-119

21 http://microbiologia3bequipo5.blogspot.pe/2014/10/halos-de-inhibicion.html
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R, resistente, el antibiético no puede emplearse

Cuando los didmetros de los halos son inferiores a la calificacion
S pero superiores a la de R, surge la categoria | o intermedia;
esta plantea dos alternativas, la primera cuando el
antimicrobiano tienen un margen de seguridad de no producir
efectos secundarios, con lo que podr4 usarse en dosis
superiores a las habitualmente consideradas como terapéuticas,
y la segunda cuando el antibidtico carece de esos margenes de

seguridad y no podra usarse en dosis altas.

3.2. Revisiéon de Antecedentes Investigativos

a. Titulo: EFECTO DE LOS PROBIOTICOS EN LAS CONDICIONES
PERIODONTALES

Autor: Marco Alarcéon Palacios
Fuente: Revista Scielo Afio 2010

Resumen: Los probidticos se definen como microorganismos que,
administrados en cantidades adecuadas, brindan un beneficio en la
salud del huésped. El efecto del tratamiento con probiéticos viene
siendo estudiado extensamente en una diversidad de indicaciones
sistémicas y desOrdenes médicos. Recientemente existe un gran
interés en el control probidtico contra las infecciones orales mas
comunes como la caries dental y la periodontitis, sin embargo, la
informacion disponible sobre los efectos de probiéticos en la salud
periodontal y sus condiciones clinicas es aun limitada. La presente
revision describe el conocimiento actual en bacterioterapia con

probidticos desde una perspectiva en la salud oral y periodontal.
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b. Titulo: LACTOBACILLUS REUTERI PRODENTIS COMO AGENTE
PROBIOTICO EN LA SALUD PERIODONTAL.

Autor: Ménica Vicario Juan

Fuente: Repositorio de Tesis de la Universidad Internacional de

Cataluia.

Resumen: La presente investigacion tuvo como objetivo analizar si el
agente probidtico usado por el paciente causé algun efecto
secundario adverso no deseado, asi como la observacion del factor
“‘cumplimiento” por parte del paciente a la hora de seguir con las

pautas asignadas por el protocolo de estudio.

Un total de 20 participantes fueron divididos aleatoriamente en dos
grupos, el grupo test o en el grupo control. Los sujetos continuaron
con sus normas habituales de dieta y de higiene oral y no pudieron
usar durante el periodo de experimentacion de 30 dias ningun tipo de
colutorio antiséptico o pauta antibiética. Ninguno de ellos recibid
tratamiento periodontal (ni profilaxis, ni raspados y alisados

radiculares) durante el periodo de estudio.

Los hallazgos obtenidos sugieren que el uso del probidtico
(Lactobacillus Reuteri Prodentis) en comprimidos orales es (til para el
tratamiento de la inflamacién y de los signos clinicos y pardmetros
microbiolégicos involucrados en la periodontitis crénica inicial -

moderada en pacientes adultos no fumadores.

En conclusién, la administracion del agente probidtico Lactobacillus
Reuteri Prodentis consiguié mejorar los parametros clinicos de
reduccion de sondaje, sangrado al sondaje y niveles de placa
bacteriana en pacientes no fumadores con periodontitis cronica
iniciales — moderadas a corto plazo. Asi mismo, se consiguié una
reduccion de la carga bacteriana total y en particular de
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Porphyromona Gingivalis especialmente implicada en la destruccion

de los tejidos periodontales.

c. Titulo: EFECTO INHIBITORIO IN VITRO DE UN BIOYOGURT CON
CEPAS PROBIOTICAS SOBRE EL CRECIMIENTO DE
STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 25175.

Autor: Rios Caro, Teresa y Quispe Dionicio, Gary
Fuente: Revista Vision Dental, Edicion Junio 2013.
Resumen:

Se realiz6 un estudio experimental, longitudinal y prospectivo. La
poblacion bajo estudio estuvo conformada por la totalidad de las
placas petri de laboratorio conteniendo los microorganismos
especificos dentro de su correspondiente medio de cultivo. Se
excluyeron aquellas muestras de cultivos en los que se observo
deficiencias en la manipulacién. La presente investigacion se
ajusta a un disefio de pre prueba - post prueba en dos grupos

experimentales.

Estableciéndose asi una muestra conformada por 16 evaluaciones
para cada grupo de estudio. EI material biolégico utilizado estuvo
constituido por: Cultivo de Streptococcus mutans ATCC 25175,
Bioyogurt LAIVE, conteniendo las 3 cepas probioticas
(Lactobacillus paracasei subsp. Casei, Lactobacillus acidophilus, y
Bifidobacterium) comercializado por la empresa Laive S.A. y
Yogurt LAIVE, comercializado por la empresa Laive S.A. Se
usaron 10 litros de bioyogurt y 10 litros de yogurt y se ajust6 el pH
en un rango de 6,5 a 7,0; luego se distribuy6é en recipientes de
plastico a razén de 100 ml cada uno, hasta alcanzar un total de 21
recipientes del yogurt y 21 recipientes del bioyogurt; luego, se
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procedi6 a taparlos. Todos los recipientes fueron pasteurizados en
bafio maria a 90 °C por 2 min, se enfri6 a temperatura ambiente y

se midio el pH para tener un dato inicial de referencia.

Se conformaron dos sistemas de ensayos: Sistema 1 (Grupo
Control): 21 recipientes con el cultivo de Streptococcus mutans
ATCC 25175 con 100 ml del yogurt cada uno, el cual no contiene
cepas probidticas. Sistema 2 (Grupo Problema): 21 recipientes
con el cultivo de Streptococcus mutans ATCC 25175 con 100 ml

de bioyogurt con cepas probioticas cada uno.

Se determind el efecto inhibitorio in vitro de cepas probidticas
presentes en un bioyogurt comercial sobre el crecimiento de
Streptococcus mutans ATCC 25175, comparado con un yogur
comercial sin cepas probidticas sobre una muestra de 16

repeticiones para cada uno de los sistemas de ensayo.

El efecto inhibitorio comparado de ambos yogures establece una
diferencia altamente significativa sobre crecimiento de
Streptococcus mutans ATCC 25175 (p< 0.05).

d. Tema: EFECTO DE DOS PROBIOTICOS QUE CONTIENEN CEPAS
DE LACTOBACILLUS CASEI VARIEDAD RHAMNOSUS Y
LACTOBACILLUS JOHNSONII SOBRE EL CRECIMIENTO IN
VITRO DE STREPTOCOCCUS MUTANS
Autor: M. Rebolledo; E. Rojas, F. Salgado.

Fuente: Revista Scielo, Afio 2012

Resumen: Estudios previos sefialan que el efecto de cepas
probidticas inhibe la colonizacién de los patdégenos responsables
de la caries dental como el Streptococcus mutans, previniendo la
aparicion de la caries dental. El objetivo fue medir el efecto de las
cepas probidticas Lactobacillus casei variedad rhamnosus
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(LCR32) y Lactobacillus johnsonii (LA1) sobre el crecimiento in
vitro de Streptococcus mutans. Se midié el efecto in vitro de las
cepas de dos probidticos comercializados en Chile; Lactobacillus
casei variedad rhamnosus (LCR32) contenidas en Lactil® vy
Lactobacillus johnsonii (LA1) contenidas en Chamyto, sobre el
crecimiento in vitro de Streptococcus mutans. Se realizaron
medios de cultivo selectivos para Streptococcus mutans a los
cuales se les adicionaron cuatro diluciones diferentes de cada
probidtico y se midi6é el halo de inhibicion de los Streptococcus
mutans con un pie de metro. Los probiéticos con las cepas
Lactobacillus casei variedad rhamnosus (LCR32) y Lactobacillus
johnsonii  (LA1) inhiben el crecimiento sobre Streptococcus
mutans. El probidtico con la cepa Lactobacillus casei variedad
rhamnosus (LCR35), mostroé halos de inhibicion mas significativos
en comparacién a la cepa Lactobacillus johnsonii (LA1). Las cepas
probidticas Lactobacillus casei variedad rhamnosus (LCR35) y
Lactobacillus Johnsonii (LA1) disminuyen la colonizacion de las
principales bacterias productoras de caries dental, de tal forma
estos probidticos podrian ser utilizados como apoyo en la
prevencion y profilaxis de la enfermedad en pacientes de alto
riesgo cariogénico, en forma adicional a otros medios de

prevencion.

e. Tema: EL CONTROL DEL BIOFILM Y LOS PROBIOTICOS

Autor: Margarita Iniesta, Eduardo Montero, Milena Zurbriggen y David

Herrera

Fuente: Revista Sepa Espafa.
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Resumen: En los ultimos afios, ha habido un creciente interés por los
productos probidticos debido a su accion moduladora sobre la
microbiologia. El término “probidtico” se usa actualmente para
designar a las bacterias que tienen un efecto beneficioso sobre los
humanos y los humanos; y la literatura cientifica ha podido avalar este
efecto beneficioso sobre la salud humana. Los probidticos también se
estan usando en el campo de las enfermedades periodontales, y la
razon por la que los probidticos podrian tener una oportunidad en el
cuidado de la salud periodontal estaria relacionada con el cuidado de
las mismas: el biofilm dental. Por lo tanto es imprescindible aclarar si
los probidticos pueden ejercer efecto sobre la microbiologia

periodontal.

Los antibidticos se utilizan de manera universal para prevenir y tratar
las infecciones causadas por microorganismos enddgenos y
exdgenos. La gran facilidad para disponer de antibiéticos eficaces y
baratos en la Gltima mitad del siglo XX ha revolucionado el tratamiento
de las enfermedades infecciosas y ha reducido el porcentaje de la
mortandad, al menos en los paises desarrollados. Sin embargo, el
desarrollo de resistencias a un numero cada vez mas amplio de
antibiéticos por parte de algunos patdgenos, es una de las razones
por la que la investigacion de los probioticos se ha convertido en un

tema de actualidad.

En los dltimos afos, la investigacion sobre los probiéticos ha
progresado considerablemente, lograndose avances en la
caracterizacion de cepas probiéticas concretas, en las cantidades y
frecuencia de administracion necesarias para obtener un efecto
beneficioso, en su relacién con ciertas patologias y en la seguridad
en su consumo (Khani y cols. 2012.)
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Desde luego, la mayor cantidad de investigacion se ha realizado en el
campo de las enfermedades extraorales, pero en relacion con las
patologias que puedan afectar a la cavidad oral existen numerosas
areas de aplicacion abiertas, como son la caries, la candidiasis, la
halitosis y las enfermedades periodontales, que requieren estudios de

investigacion que las avalen.

4. HIPOTESIS

Dado que, los probiéticos se definen como microorganismos que, liberan
componentes antimicrobianos como acidos organicos, acidos grasos libres,
peréxido de hidrogeno y bacteriocinas, los cuales pueden inducir una accién
antagonista contra los organismos patdégenos y administrados en cantidades
adecuadas, brindan un beneficio en la salud del huésped.

Es probable que, alguna de las cepas probidticas: L. Reuteri, L. Rhamnosus o
L. Johnsonii tenga mayor capacidad de inhibir el crecimiento in vitro del

Porphyromona Gingivalis.
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CAPITULO 11

PLANTEAMIENTO
OPERACIONAL
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Il.- PLANTEAMIENTO OPERACIONAL

1. TECNICAS, INSTRUMENTOS Y MATERIALES DE VERIFICACION
1.1. Técnica:
a. Precisién de latécnica

Se realizar4 mediante la observacion y mediciébn microbioldgica

laboratorial.

b. Estructura del instrumento

VARIABLE TECNICA INSTRUMENTO

Inhibicion del _ _
=y Ficha laboratorial de
Porphyromona Medicion A
T recoleccion de datos
Gingivalis

c. Descripcion de latécnica

1) La técnica se caracterizara por la realizacion de un bioyogurt
casero, al que se le adicionaran las cepas probioticas,

conformando tres grupos de muestra.

2) Se procedera a la reactivacion de la cepa P. Gingivalis y su
posterior siembra en caldos de cultivo para su crecimiento, las

cuales se mantendran en condiciones de anaerobiosis.
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3) Se realizara la prueba de sensibilidad antimicrobiana con discos
de papel filtro estériles, los que seran sumergidos con cada una de

las muestras de yogurt con las cepas probidticas a investigar.
1.2. Instrumentos
a. Instrumento Documental:
1. Precision del instrumento

Se utilizaran instrumentos de tipo elaborado, denominado FICHA
LABORATORIAL

2. Estructura del instrumento

Medicion Especie Indicadores ITEMS
Post test
Cepa
24 horas | Porphyromona Halo de Medida en
Gingivalis inhibicion mm

3. Modelo del instrumento:
Véase en anexos.
1.3. Materiales
b. Instrumentos mecéanicos

- Hojas de papel

- Lapicero
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- Computadora y accesorios

- Placas Petri

- Asas estériles

- Tubos de ensayo

- Hisopos

- Mecheros

- Refrigeradora

- Autoclave

- Incubadora

- Pinzas

- Rejilla

- Cocina

- Cémara fotografica
c. Materiales o insumos

- Agar sangre

- Papelfiltro
2. CAMPO DE VERIFICACION
2.1. Ambito Espacial

La investigacion se llevara a cabo en la ciudad de Arequipa, en los

laboratorios de la Universidad Catoélica de Santa Maria.
2.2.  Ambito Temporal

La investigacion se llevara a cabo en Setiembre y Octubre del 2016.

2.3. Unidades de Estudio
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a. Unidades de anélisis

Muestras bioldgicas (Placas Petri)
b. Alternativa de manejo

Grupos
c. ldentificacion de los grupos

La muestra total para la investigacion es de tamarfio 36, que se divide
en tres submuestras de 12 unidades cada una.

d. Control de los grupos

d.1. Criterios de inclusion

Cepas certificadas de Porphyromona Gingivalis (ATCC33277)

Cepas comerciales de Lactobacillus Reuteri

Cepas comerciales de Lactobacillus Rhamnosus

Cepas comerciales de Lactobacillus Johnsonii

d.2. Criterios de exclusién

- Cepa de Porphyromona Gingivalis que no se la haya mantenido en
refrigeracion previo a su activacion.

- Cultivos en los que no se respeten los parametros establecidos de
temperatura e incubacion.

- Cultivos que no se respeten su condicion esteéril.

- Cultivos en los que no se respete su condicidn anaerobia.
2.4. Cuantificacion de los casos

Para la comparacion entre las tres cepas probidticas se empleara una
prueba No Paramétrica (Kruskal Wallis).

Para obtener una muestra apropiada se trabajara con:
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a) Nivel de confiabilidad (1-a) del 95%, por lo que a=5%
b) Nivel de potencia (1- B) de 40%

c¢) Error maximo permitido (expresados en desviaciones estandar) A=0.05;
es decir que el error maximo sera igual a una desviacion estandar de

los datos.

Para calcular la muestra aplicamos la siguiente férmula con sus

parametros correspondientes:

Datos:

e 1n = Tamafo de la muestra
e ) lLambda=0.575

e A Delta = nivel de error
Reemplazando:

A 0.575 4
A 005

n=

Entonces el nimero total de las muestras por cada subgrupo es de 12,

siendo 36 la muestra total para la investigacion.

3. ESTRATEGIA DE RECOLECCION DE DATOS
3.1. Organizacion
e Autorizacion del coordinador del laboratorio de la Universidad Catolica

de Santa Maria.
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e Coordinacion con el encargado del laboratorio a utilizar.
e Preparacion de las unidades de estudio
e Formalizacién de las unidades de estudio

e Recoleccion de datos

3.2. Recursos
a. Recursos Humanos
Investigadora : Daniela Apaza Huamani
Asesora : Dra. Maria del Socorro Barriga Flores
b. Recursos Fisicos

Estan dados por la Infraestructura de la Universidad Catdlica de

Santa Maria.
c. Recursos Econdmicos

El presupuesto para la investigacion sera aportado por la

investigadora.

4. ESTRATEGIA PARA MANEJO DE DATOS

4.1. Nivel de sistematizacién

4.1.1. Tipo de procesamiento

El procedimiento de datos se realizard manualmente.

4.1.2. Plan de procesamiento
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e Clasificacion de datos
Toda la informacién obtenida se ordenard en una matriz de
sistematizacion cuyo detalle aparecera en los anexos.
e Plan de recuento
Se realizara una matriz de datos y se contabilizaran
manualmente.
e Plan de analisis de datos
Se realizara un analisis cuantitativo.
e Plan de graficacion
Se utilizaran graficos considerando la exigencia de los cuadros.
e Plan de tabulacion

Se emplearan cuadros simples, que se ajusten a las necesidades

de andlisis y a los objetivos.

4.2. Nivel de estudio de datos

4.2.1 Metodologia de interpretacion

La interpretacion se realizara en base a la comparacion de datos y por

la apreciacion critica.

4.2.2. Modalidad interpretativa

Se optara por una interpretacién subsiguiente a cada cuadro y una

discusién global de los datos.
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CAPITULO Il

RESULTADOS

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LOS DATOS

Tabla N°1. Mediciones de los halos de inhibicién para las cepas probidticas

Formacion del halo de inhibicién
. . L.
Repeticiones £ RSV L. rhamnosus (mm) johnsonii
(mm) (mm)
1 8 10 8
2 10 12 8
3 10 10 6
4 8 10 9
5 8 13 6
6 10 10 8
7 10 14 8
8 10 12 6
9 8 10 8
10 10 12 6
11 9 11 8
12 10 12 8

En la tabla N°1 se muestran las mediciones de los halos de medicion de las
cepas probioticas (L. Reuteri, L. Rhamnosus y L. Johnsonii) sobre la cepa

Porphyromona Gingivalis.
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Gréafico N°1. Valores maximos de halos de inhibiciéon (mm) de las cepas

probioticas sobre la Porphyromona Gingivalis
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En el Gréfico N°1 se observa los valores maximos de inhibicion en el
crecimiento de la Porphyromona Gingivalis es 14 mm de halo de inhibicion
con la cepa L. rhamnosus, le sigue la cepa L. Reuteri con 10 mm y finalmente

la L. johnsonii con 9 mm de inhibicion.
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Gréafico N°2. Efecto de inhibicion de las cepas probidticas sobre la

Porphyromona Gingivalis
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En el gréfico N°2 se muestra el efecto de inhibicion de las cepas probidticas
sobre la Porphyromona Gingivalis, los valores mostrados es el promedio de
las mediciones obtenidas donde de las tres cepas L. Rhamnosus es la que ha
mostrado tener el mas alto efecto antibacteriano sobre la Porphyromona
Gingivalis con 11.33 mm de halo de inhibicibn y el que menor efecto
antibacteriano es la cepa L. johnsonii con 9 mm de halo de inhibicion.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

i ~=~CATOLICA
TESIS UCSM —~®  DE SANTA MARIA

Analisis Estadistico de los datos

Se realizo el andlisis estadistico para lo cual se uso el software EXCEL vy
SPSS ® Statistics Version 22 con la finalidad de evaluar las mediciones de los
halos de inhibicién del crecimiento de la cepa Porphyromona Gingivalis para
cada una de las cepas probidticas usadas en el ensayo, y determinar si hay
diferencia significativa en el efecto antibacteriano entre las tres cepas

probidticas.

Se evaluo los halos de crecimiento medidos en milimetros (mm), de las cuales

para cada cepa probidtica se hizo 12 repeticiones.

Las mediciones de los halos de inhibicién de cada cepa probidtica sobre la
cepa Porphyromona Gingivalis fueron evaluadas mediante el Analisis
Descriptivo.

Posteriormente se evalud los supuestos de normalidad y varianzas
homogéneas, para luego determinar la diferencia de medias a través de
andlisis de ANOVA DE UN SOLO FACTOR, en el caso que no se cumpla con
los supuestos en menciébn se utiliza el analisis de PRUEBAS NO
PARAMETRICAS.

1. Andlisis de la variable

e Variable: Efecto antibacteriano

¢ Indicador: Halo de Inhibicion (mm)
e Tipo de variable: Cuantitativo

e Escala de mediciéon: Razoén

2. Estadistica descriptiva

El analisis de la variable se realiz6 a través de la estadistica descriptiva en
Excel Office ®.
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Tabla N° 2. Estadistica descriptiva

L. L.
L. Reuteri Rhamnosus Johnsonii
(mm) (mm) (mm)

Media 9.25 11.33 7.42
Error tipico 0.28 0.40 0.31
Mediana 10.00 11.50 8.00
Moda 10.00 10.00 8.00
Desviacion
estandar 0.97 1.37 1.08
Coeficiente de 10.07 16.58 15.83
variacion
Varianza de la
muestra 0.93 1.88 1.17
Curtosis -1.86 -0.69 -1.38
Coeficiente de
asimetria -0.59 0.55 -0.52
Rango 2.00 4.00 3.00
Minimo 8.00 10.00 6.00
Maximo 10.00 14.00 9.00
Suma 111.00 136.00 89.00
Cuenta 12.00 12.00 12.00
Mayor (1) 10.00 14.00 9.00
Menor(1) 8.00 10.00 6.00
Nivel de
confianza
(95.0%) 0.61 0.87 0.69

Segun la tabla N°2 hay un limite superior e inferior de los datos, siendo los
halos de inhibicion mas pequefios (de 6 a 9) para la cepa L. Johnsonii, le
sigue la cepa L. Reuteri (de 8 a 10) y finalmente la mas alta es la cepa L.
Rhamnosus (de 10 a 14).

El andlisis de las variables (3 cepas) permite tener tanto las medidas de

tendencia central (media, mediana y moda) y las de variabilidad (varianza,
desviacion estandar y coeficiente de variacion).
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Es asi que en la Tabla N°2 para las tres cepas tanto los valores de la media,
mediana y moda estan muy cerca entre ellos lo que podria indicar que los
datos se encuentran dentro de la curva normal con una desviacién estandar
de los datos de 0.97 para L. Reuteri (Que es la mas baja de las tres, lo que
permitiria presumir que hay poca variabilidad en sus datos), de 1.37 para

L. rhamnosus y 1.08 para L. johnsonii.

Cabe mencionar, sin embargo, éstos no determinan el comportamiento
normal de las variables, solo nos dan la dispersion y distribucion de los datos.
La normalidad se determina por pruebas de Normalidad (descrito

posteriormente).

La variabilidad en los datos para cada una de las variables segun su
coeficiente de variacion y varianza es baja, como se presumia anteriormente
para la cepa L. Reuteri con un coeficiente de variacion de 10% de variacion
de sus datos, mientras que para L. rhamnosus hay un coeficiente de
variacion de 16.58% (es el mas alto de las tres cepas) y de 15.83 para L.
johnsonii, en éstos dos ultimos hay mayor variacion de los datos en sus

repeticiones.

Ademas en los tres casos en los valores de la media, mediana y moda; la
media es el menor valor de las tres, la mediana es mayor que la media, la
moda (valor que mas se repite) para el caso de L. Reuteri es igual a la
mediana por lo cual existe una distribucion asimétrica con cola a la izquierda
(sesgada a la izquierda o asimetria negativa) con un coeficiente de asimetria
de 0.55.

Este comportamiento se observa claramente en el histograma (Grafico N°3)
donde la barra entre los halos de inhibicion de 9.50 y 10.50 hay una

frecuencia de repeticion de 7 veces.
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Grafico N°3. Histograma de la cepa L. Reuteri
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Para el caso de L. rhamnosus la mediana es mayor que la media y la moda es

menor que la media por lo cual existe una distribucion asimétrica con cola a la

izquierda (ligeramente sesgada a la izquierda o asimetria negativa) con un

coeficiente de asimetria de 0.55.

Este comportamiento se observa claramente en el histograma (Grafico N°4)

donde la barra del halo de inhibicibn de 10 mm se presenta con una

frecuencia de repeticion de 5 veces.

Grafico N°4. Histograma de la cepa L. rhamnosus
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Grafico N°5. Histograma de la cepa L. johnsonii

Media=742
Desviacion estandar = 1 084
2

4

Frecuencia

T T T
5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00

Halo de inhibicion (mm)

Para el caso de L. Johnsonii la mediana es mayor que la media y la moda es
igual que la mediana y mayor que la media, por lo cual existe una distribucion
asimétrica con cola a la izquierda (sesgada a la izquierda o asimetria
negativa) con un coeficiente de asimetria de -0.52. Este comportamiento se
observa claramente en el histograma (Grafico N°5) donde la barra del halo de
inhibiciébn de 8 mm se presenta con una frecuencia de repeticion de 7 veces.
Siendo entre las tres cepas, esta Ultima, la de menor halo de inhibicion y la de

mayor inhibicién la cepa L. rhamnosus.
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Grafico N° 6. Diagrama de cajas de las cepas probidticas
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En el grafico N°6 se observa el diagrama de cajas o bigotes la cual sirve para
evaluar graficamente la distribucién de las variables; donde para las tres
cepas la distancia entre la mediana y los cuartiles varia bastante, ya que la
linea que corresponde a la mediana no esta ubicada en el centro de la caja
mas si existiendo una tendencia al lado superior (mayores valores). Lo que
corrobora anteriormente en los graficos de los histogramas; es decir
presentan una asimetria negativa.

Cabe destacar que segun el diagrama de cajas no se observan datos

extremos u outliers para ninguna de las tres cepas probioticas.
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3. Evaluacion de supuestos de normalidad y homogeneidad

Tabla N° 3. Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov?2 Shapiro-Wilk
Estadis Estadist
tico gl Sig. ico gl Sig.

L. rhamnosus ,251 12 ,035 ,849 12 ,036
L. johnsonii

,371 12 ,000 741 12 ,002
L. Reuteri

,365 12 ,000 ,680 12 ,001

a. Correccion de significacién de Lilliefors

En el software SPSS ® Statistics Version 22 se realizé la prueba de
Normalidad (Tabla N°3), donde los valores de significancia (Sig.) son
menores a 0.05 (p) por lo que las cepas probioticas utilizadas no poseen una

distribucion normal (0.036; 0.02 y 0.01 son menores que 0.05).

Al no poseer una distribucion normal, estas variables no cumplen con los
requisitos para aplicar el ANOVA, por lo que se le aplicaran un anélisis NO
PARAMETRICO.

4. Analisis no paramétrico

Dentro del andlisis no paramétrico, se utilizé la prueba de Kruskal Wallis; la
cual fue realizada usando el software SPSS ® Statistics Version 22. Para lo

cual se definié una hipétesis y determiné los estadisticos.
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e Definicién de Hipétesis:

Ho: No hay diferencia significativa entre las tres cepas probioticas frente a la

Porphyromona Gingivalis.

Hi: Si hay diferencia significativa en al menos una de las tres cepas

probidticas frente a la Porphyromona Gingivalis.

e Estadistico de Kruskal Wallis:

Segun la Tabla N°4 siendo el estadistico de Chi cuadrado (6000) y el valor de

Sig, asintética 0.423 mayor que 0.05 (p), se acepta la hipétesis nula (Ho), es

decir, no hay diferencia significativa entre las tres cepas probioticas frente a

la Porphyromona gingivalis a un 95% de significancia.

Tabla N°4. Estadisticos de prueba a,b

L. L. L.
Reuteri Rhamnosus Johnsonii
Chi-cuadrado 6,000 6,000 6,000
Gl 6 6 6
Sig. Asintotica 423 423 423

a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacion: Repeticiones
c. Se basa en 10000 tablas de muestras con una semilla de inicio 2000000.

Sin embargo, de las tres cepas el L. Rhamnosus posee el mayor efecto

inhibitorio de crecimiento contra la Porphyromona Gingivalis, le sigue el L.

Reuteri y el de menor efecto antibacteriano es el L. Johnsonii.
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CONCLUSION:

Los datos de las mediciones de los 3 halos de inhibicibn no presentan una
normalidad segun la Prueba de normalidad realizada, por lo que no se puede
realizar un ANOVA (ANDEVA). Por lo tanto, se realiz6 una prueba no
paramétrica. Segun el analisis no paramétrico de Kruskal Wallis no existe
diferencia significativa de los efectos antibacterianos entre las cepas
probidticas L. Rhamnosus, L. Reuteri y L. Johnsonii frente a la
Porphyromona Gingivalis a un 95% de confianza.

De estas tres cepas se observa un mayor halo de inhibicién para la cepa L.
Rhamnosus (11.33 mm), le sigue el L. Reuteri (9.25 mm) y el de menor
efecto antibacteriano es el L. Johnsonii (7.42 mm).
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DISCUSION

Actualmente, tras numerosas investigaciones se asocia a la enfermedad
periodontal con alteraciones sistémicas, como resultados adversos del
embarazo, enfermedades cardiovasculares, respiratorias y diabetes mellitus,
debido a la gran cantidad de superficie de epitelio ulcerado de las bolsas que

permite el paso de numerosas bacterias.

Uno de los tratamientos para la periodontitis es el pulido y alisado radicular,
con el objetivo de controlar la infeccién, eliminando los microorganismos
patogénicos que se encuentran en el biofilm subgingival y en otros nichos,
sin embargo este tratamiento no siempre es efectivo, dado que las bacterias,
agentes patogenos y el agente hospedero estan demostrando resistencia
incluso a terapia antibidtica, por este motivo es que se estd buscando

nuevas modalidades de tratamiento.

Se ha reportado que tras la administracion de probidticos existe mayor nivel
de insercion clinica y disminucion de la profundidad al sondaje, indice de
placa, indice de sangrado y recuento de periodontopatbgenos en los
pacientes con periodontitis crénica.

Roberts y Darveu, 2002: En el campo de la enfermedad periodontal, se
sugiere que los probiéticos podrian suprimir la apariciéon de los patégenos
enddgenos, o prevenir la sobreinfeccion con patogenos exdgenos, o incluso
podrian también protegernos a través del fomento de una respuesta del

huésped beneficiosa.

En la investigacion los datos de las mediciones de los 3 halos de inhibicién
no presentan una normalidad segun la Prueba de normalidad realizada, por
lo que no se puede realizar un ANOVA (ANDEVA).

Por lo tanto, se realiz6 una prueba no paramétrica, segun el analisis no

paramétrico de Kruskal Wallis no existe diferencia significativa de los efectos
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antibacterianos entre las cepas probidticas L. Rhamnosus, L. Reuteri y L.

Johnsonii frente a la Porphyromona Gingivalis a un 95% de confianza.

De estas tres cepas se observa un mayor halo de inhibicion para la cepa L.
Rhamnosus (11.33 mm), le sigue el L. Reuteri (9.25 mm) y el de menor
efecto antibacteriano es el L. johnsonii (7.42 mm).

De esta manera se verifico la afirmacion anterior; es decir que en ningun
caso se pudo afirmar que dos probidticos produjeron halos de igual

magnitud.

Coincidiendo con las investigaciones anteriores se confirma que no todos los

probidticas tienen efecto inhibitorio sobre ciertas bacterias orales.
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CONCLUSIONES

PRIMERA

e Se determiné mediante el presente estudio que el Lactobacillus
Reuteri, posee un efecto inhibidor sobre el crecimiento in vitro de
Porphyromona Gingivalis, microorganismo predominante en la
enfermedad periodontal crénica, con un halo de inhibicion de
(9.25 mm).

SEGUNDA

e Se determindé que Lactobacillus Rhamnosus presenta un efecto
inhibidor sobre el crecimiento in vitro de Porphyromona Gingivalis,

con un halo de inhibicion de (11.33 mm).

TERCERA

e Se determind6 que Lactobacillus Johnsonii posee un efecto
inhibidor sobre el crecimiento in vitro de Porphyromona Gingivalis,

con un halo de inhibicion de (7.42 mm).

CUARTA

e Se determind que el probibtico que posee mayor efecto inhibitorio
es el Lactobacillus Rhamnosus.

QUINTA

e Con estas conclusiones queda verificada la hipo6tesis de

investigacion.
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RECOMENDACIONES

PRIMERA

e A pesar de que en la actualidad existen numerosas
investigaciones cientificas que respaldan a la bacterioterapia o
terapia probidtica, se recomienda realizar mas estudios in vitro
gue determinen el efecto inhibidor de otro tipo de bacterias
probidticas del género Lactobacillus o Bifidobacterium sobre

Porphyromona Gingivalis.

SEGUNDA

e Realizar estudios in vitro que determinen el efecto inhibidor de
bacterias probidticas sobre otros géneros de bacterias

periodontopatégenos.

TERCERA

e Realizar estudios “in vivo” que evaluen el comportamiento de las
cepas probioticas Lactobacillus Reuteri, Lactobacillus Johnsonii
y Lactobacillus Rhamnosus en la cavidad oral.
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ANEXO N° 1

Autorizacion del uso de laboratorio
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UCSM-COORD.LAB-024-2016- 201 6

APAZA HUAMANI, DANIELA

Arequipa, 2016-10-11

Pase a los Asistentes de Laboratorio:
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Se autoriza el uso del LABORATORIO.!‘.(.‘.‘.’.?’..?. para que el Sr(a)(ta)(s) alumno(a)(s)

de ODONTOLOGIA, pueda ejecutar el trabajo de investigacién titulado:
"ESTUDIO IN VITRO DEL EFECTO INHIBITORIO DE UN BIOYOGURT CON

CEPAS PROBIOTICAS: L.REUTERI, L. RHAMNOSUS, L. JOHNSONII SOBRE EL
CRECIMIENTO DEL PORPHYROMONA GINGIVALIS, EN LOS LABORATORIOS

DE LA UCSM, AREQUIPA, 2016"., previa coordinacion de horario.

Atentamenie,

BSSMARIZAMET  JSALASDECALLE
COORDINADORA 1% LABORATORIOS
Y CARSETES

[NIVERSIDAD CATOLICA DE SANTAMARIA
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FICHA DE OBSERVACION LABORATORIAL

Muestras

Halo de inhibicién (mm)

L. Reuteri

L. Rhamnosus

L. Johnsonii

10

11

12
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ANEXO N°3
MATRIZ DE SISTEMATIZACION DE DATOS
Halo de inhibicién (mm)

Muestras L. Reuteri L. Rhamnosus | L. Johnsonii
1 8 10 8
2 10 12 8
3 10 10 6
4 8 10 9
5 8 13 6
6 10 10 8
7 10 14 8
8 10 12 6
9 8 10 8
10 10 12 6
11 9 11 8
12 10 12 8

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM S DE SANTA MARIA

ANEXO N°4

SECUENCIA FOTOGRAFICA
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2. Medios de cultivo
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4. Medios autoclavados, para el plaqueado correspondiente.
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7. Crecimiento de Lactobacillus en Agar Rogosa y replicacion en
caldo Tioglicolato

8. Inoculados los probidticos en el bioyogurt, se realiza la
preparacion del campo para colocar los agentes antimicrobianos
con discos de difusion.
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9. Colocados los discos de difusion en cada resiembra, estas
son guardadas en la cAmara de anaerobiosis por el lapso de 24
horas, para observar el halo de inhibicién de cada probiotico y
continuar con la medicion correspondiente.

MA | ERIAL BIOLOGICO
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