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RESUMEN: La caries dental es una de las enfermedades mas prevalentes en la poblacion mundial y mas aun en los
paises en desarrollo, por lo que se necesitan nuevas medidas para su prevencion. Estudios previos sefialan que el efecto
de cepas probidticas inhibe la colonizacidon de los patégenos 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 (LCR32) y Lactobacillus johnsonii (LA1) sobre le crecimiento in vitro de Streptococcus mutans.
Se midié el efecto in vitro de las cepas de dos probioticos comercializados en Chile; Lactobacillus casei variedad rhamnosus
(LCR32) contenidas en Lactil® y 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 adiciona-
ron cuatro diluciones diferentes de cada probidtico y se midié el halo de inhibicién de los Streptococcus mutans con un pie
de metro. Los probidticos con las cepas Lactobacillus casei variedad rhamnosus (LCR32) y Lactobacillus johnsonii (LA1)
inhiben el crecimiento sobre Streptococcus mutans. Ambos probidticos en las dos concentraciones mas altas no obtuvieron
diferencias significativas en relacion a los halos de inhibicién. Sin embargo, el probidtico con la cepa Lactobacillus casei
variedad rhamnosus (LCR35), mostro halos de inhibicién mas significativos en comparacion a la cepa Lactobacillus johnsonii
(LA1). Las cepas probioticas Lactobacillus casei variedad rhamnosus (LCR35) y Lactobacillus Johnosonii (LA1) disminuyen
la colonizacion de las principales bacterias productoras de caries dental, de tal forma estos probioéticos podrian ser utiliza-
dos como apoyo en la prevencion y profilaxis de la enfermedad en pacientes de alto riesgo cariogénico, en forma adicional
a otros medios de prevencion.
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INTRODUCTION

La caries dental es un proceso multifactorial que
provoca la desmineralizacion y subsecuente cavitacion
de los dientes, producto de la presencia de un alto
numero de bacterias cariogénicas, especialmente el
Streptococcus mutans. Otros factores asociados a este
proceso como la dieta, el huésped y el tiempo, son
responsables de su aparicion; si son interceptados,
pueden detener la progresion de la enfermedad
(Teughels et al., 2008). Esta enfermedad es frecuente

en paises en desarrollo como Chile, en donde el ac-
ceso a atencion dental es limitada y se necesita desa-
rrollar de nuevas medidas preventivas de bajo costo-
beneficio como el uso de probidticos.

El término probidtico fue definido en 2002 por la
Organizacion mundial de la Salud (FAO/WHQO) como:
“microorganismos vivos que al ser administrados en
cantidades suficientes promueven efectos fisioldégicos
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beneficiosos sobre el huésped” (Araya et al., 2002).
Se cree que los probidticos actian a través de una
variedad de mecanismos, como la competencia con
los posibles agentes patdgenos, degradacién de
toxinas,produccién de sustancias antimicrobianas e
inmunomoduladores locales y sistémicos (Meurman
& Stamatova, 2007). Estos mecanismos de accion se
han obtenido exclusivamente a partir de estudios
gastrointestinales, creando la necesidad de su aplica-
cion en estudios relacionados con la salud oral. La
boca representa la primera parte del tracto
gastrointestinal, por lo tanto, hay razones para creer
que al menos algunos mecanismos de los probibticos
pueden desempefiar un papel importante a nivel oral
(Meurman, 2005). El nimero de productos que con-
tienen probidticos ha aumentado, aunque algunas
especies contenidas en estos se asocian a la progre-
sion de caries dental como los Lactobacillus sp., que
a pesar de ser productoras de acido lactico la capaci-
dad amortiguadora de los productos lacteos que las
contienen contrarresta la acidez protegiendo la super-
ficie dental e inhibiendo la adhesion del Streptococcus
mutans (Pérez-Luyo, 2008). Al mismo tiempo los
Lactobacillus han sido los de mayor interés en la in-
vestigacion dental por varias décadas, desarrollando-
se modernas técnicas moleculares en las que estas
bacterias se asocian mas en las etapas tardias que al
inicio del proceso de las lesiones de caries dental
(Twetman & Stecksén-Blicks, 2008).

Actualmente, los probidticos son utilizados como
agentes bioterapéuticos por los potenciales beneficios
que otorgan al organismo, principalmente a nivel di-
gestivo y del sistema inmune. Al poseer caracteristi-
cas que los hacen ideales para su consumo, ya que
son inocuos, no colonizan en forma permanente el
tracto digestivo, actuan como inmunomoduladores y
se mantienen vivos por largos periodos de tiempo.

En esta investigacion, se evalud el efecto de
dos probioticos Chamyto y Lacti comercializados en
Chile, sobre el crecimiento in vitro de los Streptococcus
mutans, cuyos resultados aportarian al desarrollo en
la prevencion de caries dental en pacientes con alto
riesgo cariogénico.

MATERIAL Y METODO

Se realizé un disefio de tipo experimental, utili-
zando el método de difusion de agar estandarizado,
de uso comun en el laboratorio de microbiologia. Este
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método se basa en la obtencion de resultados cuanti-
tativos obtenidos mediante la determinacion de la con-
centracion minima inhibitoria (Cona, 2010).

Se utilizaron dos cepas probidticas que se ob-
tuvieron de los productos “Lactil®” (Laboratorio Chile)
que contiene la cepa Lactobacillus casei variedad
rhamnosus (LCR35) liofilizada, en una proporcién de
108 UFC en 1 g, probidtico administrado via oral di-
suelto en agua y “Chamyto” (Nestlé), que contiene
Lactobacillus johnsonii (La1), en una proporcion de 107
UFC por ml, probiético administrado por via oral.

El probidtico Lactil® (Laboratorio Chile) que con-
tiene la cepa Lactobacillus casei variedad rhamnosus
(LCR32) liofilizada, fue rehidratada en un tubo de en-
sayo con 5 ml de agua bi destilada, durante 24 h .

Se cultivé la cepa Lactobacillus casei variedad
rhamnosus (LCR32) hidratada en medio de cultivo BHI,
en condiciones de microaerofilia durante 24 h para
comprobar su viabilidad.

Se prepararon 15 placas Agar Mitis Salivarius
(BIOMARK). Se cultivaron los Streptococcus mutans
3sp 5209 del cepario en 5 placas de Agar Mitis
Salivarius con 20% de sacarosa en condiciones de
microaerofilia. Después de 24 h se ajustaron al patrén
0,5 McFarland; se preparo con el siguiente protocolo:
Una alicuota de 0,5 ml (0,048 m/l) de BaCL, (1,175%
p/v BaCL, x 2H,0) se agrego 99,5 ml de H,SO, (0,12
mol/L) (1% v/v) manteniéndolo en el agitador Vortex
por 10 s para mantener la turbidez correcta).

A partir de 5 ml de Lactil® y Chamyto conteni-
dos en un tubo de ensayo (dilucion directa) se realiza-
ron diluciones seriadas 1/10, 1/100 y 1/1000,
obteniéndose cuatro diluciones distintas para cada
probiotico a partir de la directa (1). Estas se realizaron
a partir de 1 ml de probidtico y 9 ml de suero fisiologi-
co, cada una agitada previamente en agitador Vortex
V1 (Plus msh300).

Cada una de las 8 placas de Agar cultivadas se
perforaron en 3 puntos con sacabocado estéril, de tal
manera de obtener pocillos de siembra y 2 placas se
perforaron en 2 puntos, en un pocillo se aplicé un con-
trol positivo y uno negativo, clorhexidina 0,12% y sue-
ro fisiologico respectivamente.

Los Streptococcus mutans que se ajustaron al
patrén 0,5 McFarland se tomaron 100 ml con
micropipetas y puntas estériles, para ser llevadas a
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las 10 placas de Agar Mitis salivarius perforadas, se
sembraron con cotones estériles cada una de las pla-
cas y al mismo tiempo en cada placa de agar perfora-
da con un pocillo, se adicion6 una alicuota de 80 ml
de cada una de tres diluciones distintas (directa, 1/10,
1/100 y 1/1000) de cada probidtico previamente pasa-
das por agitador Vortex.

Las 10 placas fueron cultivadas por un periodo
de 48 h en condiciones de microaerofilia en jarras de
Gaspack y se llevaron a la estufa a 37,8°C. Entre las
24 y 48 h se midi6 con pie de metro el halo de inhibi-
cion para las cepas de Lactobacillus casei variedad
rhamnosus (LCR35) y Lactobacillus johnsonii (LA1).
El experimento se realizé en triplicado.

. 1. Placas con Chamyto (A) y Lactil (B) en dilucién directa.

RESULTADOS

En este estudio dos cepas de bacterias conte-
nidas en dos probidticos fueron analizadas en cuatro
diluciones distintas. Los Streptococcus mutans que se
ajustaron a patrén 0,5 McFarland, se inocularon en
medio selectivo Agar mitis salivarius que contenian los
pocillos de siembra con las cepas probidticas
Lactobacillus casei variedad rhamnosus (LCR35) y
Lactobacillus johnsonii (LA1) en; dilucién 1 (directa),
1/10,1/100 y 1/1000, resultando diferentes halos de
inhibicion en mm después de 24 h (Fig. 1). Se obtu-
vieron los resultados mostrados en la Tabla | y expre-
sados en el grafico (Fig. 2).

El valor de significancia entre ambos
probiéticos Lactil y Chamyto fue de un p=0,82
y entre concentraciones para Lactil y Chamyto
un p = 0,00.

DISCUSION

En el presente estudio se mostraron
los halos de inhibiciobn sobre los
Streptococcus mutans de dos probidticos
que contenian las cepas Lactobacillus casei
variedad rhamnosu (LCR35) y Lactobacillus
Jjohnsonii (LA1), en distintas concentracio-
nes. De acuerdo al analisis no existen dife-
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rencias significativas entre los valores me-
dios de ambos probidticos ya que se obtu-
vo un resultado de p = 0,082 (p> 0,05). Sin
embargo si existen diferencias significativas
entre las concentraciones dentro de cada
probidtico ya que se obtuvo un p= 0.00
(p<0.05).

Esto quiere decir que para ambos
probioticos en concentraciones 1y 1/10 no

Lactil Chamyto  Clorhexidina Suero

Tratamiento
Fig. 2. Halos de inhibicion para los cuatro tratamientos.

Tabla |. Valores promedio de concentracién para cada probidtico (Me-

obtuvieron diferencia significativas entre si,
al igual que las concentraciones 1/100 y 1/
1000. Sin embargo si se obtuvieron diferen-
cias significativas entre las dos primeras y
las dos segundas, siendo el probidéticos con
la cepa Lactobacillus casei variedad
rhamnosus (LCR35), la que mostré halos

dia + DE). de inhibicion mas grandes en comparacion
1 1110 1/100 111000 3 |a cepa Lactobacillus johnsonii (LA1).

Lactil 17,5+3,0 17,2 £ 2,1 26+0,0 0,0+£0,0

Chamyto 17,227 152+38  00:00 0,020, Todas las concentraciones para am-
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bos probidticos se realizaron a partir de dosis tera-
péuticas por lo tanto su uso nos haria pensar que
efectivamente podria causar algun cambio sobre
microflora oral al momento de consumirlos.

Los resultados obtenidos en este estudio se
relacionan con los obtenidos por Ahola et al. (2002),
Nikawa et al. (2004) y Caglar et al. (2006), quienes
usaron probidticos con cepas de Lactobacillus que
disminuyeron la cuenta de Streptococcus mutans
después de haber usado distintos medios de admi-
nistracion, durante un tiempo determinado y en gru-
pos etareos diferentes. En un estudio hecho por
Caglar et al. (2005) se concluy6 que los sujetos que
consumen diariamente bioyogurt con L. rhamnosus
GG, albergaron a este microorganismo en su saliva
hasta dos semanas después de suspender el con-
sumo de los probidticos. Meurman demostré que el
consumo a largo plazo de algunos probidticos redu-
ce significativamente el riesgo de caries en nifos,
ya que estos podrian colonizar temporalmente la
cavidad oral.

Seria de gran utilidad estudiar los mecanismos
por los cuales actuan estas cepas sobre los
Streptococcus mutans y sus posibles efectos in vitro,
realizar estudios in vivo para determinar el tiempo que
estas bacterias contenidas en probidticos son capa-
ces de colonizar la cavidad oral, al mismo tiempo rea-
lizar estudios sobre las cepas probidticas que se es-
tén utilizando y su potencial capacidad para modifi-
car la microflora oral. El evaluar las vias de adminis-
tracion mas adecuadas para efecto terapéutico y be-
néfico en la cavidad oral en pacientes de alto riesgo
con alta carga bacteriana.

Como se seiala en estudios realizados por
Meurman, Teughels et al. y Haukioja et al. (2008), es
necesario obtener datos para mostrar el efecto
inhibidor de los probidticos sobre la caries dental.

CONCLUSIONES

Se observaron diferencias significativas sobre
el uso de cuatro concentraciones distintas de
probidticos comercializados en Chile que contienen dos
cepas de Lactobacillus que inhiben al Streptococcus
mutans, esto supone la disminucién de la coloniza-
cion de dichas bacterias con el uso de estos
probidticos, ya que modifican uno de los factores pro-
ductores de la caries dental correspondiente a los
microorganismos que actuan y son parte de su pro-
duccién, se piensa que estas bacterias actuan
inhibiendo el crecimiento ya que a través de la com-
petencia por el sitio de colonizacion no permiten la
llegada del Streptococcus mutans.

El desarrollo y demostracién de que algunas
cepas probiodticas como Lactobacillus casei variedad
rhamnosus (LCR35) y Lactobacillus johnsonii (LA1)
disminuyen la colonizacion de las principales bacte-
rias productoras de caries dental, pueden ser utiliza-
dos como apoyo en la prevencion y profilaxis de la
enfermedad en pacientes de alto riesgo cariogénico,
como ayuda en la prevencion como: el uso de fluoruros,
promocién de higiene oral o cambios en el consumo
de carbohidratos, proporcionando efectos favorables
para la salud, especialmente en pacientes pediatricos,
ya que son de facil consumo y de un bajo costo.

REBOLLEDO, M.; ROJAS, E. & SALGADO, F. Effect of two probiotics containing Lactobacillus rhamnosus and Lactobacillus
Johnsonii variety on the in vitro growth of Streptococcus mutans. Int. J. Odontostomat., 7(3):415-419, 2013.

ABSTRACT: Dental caries is one of the most prevalent diseases in the world and even more in the population of developing

countries, so it is necessary to use new measures for prevention. Previous studies indicate that the effect of probiotic strains inhibit
colonization of pathogens responsible for dental caries such as Streptococcus mutans, preventing the onset of dental caries. The
aim was to measure the effect of the probiotic strains Lactobacillus casei variety rhamnosus (LCR32) and Lactobacillus johnsonii
(LA1) on in vitro growth will Streptococcus mutans. We measured the effect in vitro of two probiotic strains marketed in Chile;
Lactobacillus casei variety rhamnosus (LCR32) contained in Lactyl ® and Lactobacillus johnsonii (LA1) contained in Chamyto on
in vitro growth of Streptococcus mutans. Culture media were made selective for Streptococcus mutans to which were added four
different dilutions of each probiotic and measured the zone of inhibition of Streptococcus mutans with a foot tube. The probiotic
strains Lactobacillus casei variety rhamnosus (LCR32) and Lactobacillus johnsonii (LA1) inhibit the growth of Streptococcus
mutans. Both probiotics in the two higher concentrations no significant differences in relation to the zones of inhibition. However,
the probiotic strain Lactobacillus casei rhamnosus variety (LCR35) showed the most significant zones of inhibition compared to
the strain Lactobacillus johnsonii (LA1). The probiotic strains Lactobacillus casei rhamnosus variety (LCR35) and Lactobacillus
Johnosonii (LA1) decreased the colonization of the main dental caries producing bacteria, so these probiotic could be used as
support in the prevention and prophylaxis of the disease in high-risk cariogenic patients, additionally in other means of prevention.

KEYWORDS: caries, probiotic, bacterial strains, Lactobacillus, Streptococcus mutans.
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