=, Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
S 5| Altiplano

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA PROFESIONAL DE ODONTOLOGIA

% Vo
it

Y - 0N,
NACIONAL DEL

]
UNIVERSIDAD
ONV1dILTV
| (L1 -

“ESTUDIO IN VITRO DEL EFECTO INHIBITORIO DE DOS
YOGURES CON CEPAS PROBIOTICAS ANTE LA
PROLIFERACION DEL Streptococcus mutans BUCAL- PUNO 2017”

TESIS

PRESENTADA POR:

CLAUDIA LIGUE CATI
EDWIN RENE QUISPE RONCALLA

PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE:

CIRUJANO DENTISTA

PUNO - PERU
2017

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis



Universidad

TESIS UNA - PUNO [ Nacional del
Altiplano

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA PROFESIONAL DE ODONTOLOGIA

ESTUDIO IN VITRO DEL EFECTO INHIBITORIO DE DOS YOGURES CON
CEPAS PROBIOTICAS ANTE LA PROLIFERACION DEL Streptococcus
mutans BUCAL - PUNO 2017.

PRESENTADA POR:

CLAUDIA LIGUE CATI
EDWIN RENE QUISPE RONCALLA

PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE:

nd
E2
\DAD OE
D IESTIGACION
LS

APROBADO POR EL JURADO DICTAMINADOR CONFORMADO POR:

CIRUJANO DENTISTA

N\

PRESIDENTE: \g/

Dr. JORGE LUIS y?ﬁ\RCADO PORTAL

PRIMER MIEMBRO: 3l D

CD. BETSY QUISPE QUISPE

SEGUNDO MIEMBRO:

Area : Ciencias De La Salud
Tema : Medicina Estomatologica

Fecha de sustentacion: 13/12 /2017

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO ' Nacional del
i Altiplano

DEDICATORIA

Nuestro trabajo de investigacion va dedicado con
todo carifio a nuestros queridos padres quienes
nos dieron vida, educacion, apoyo Yy consejos
durante toda nuestra formacion personal y

profesional.

A nuestros preciosos hijos Eddan Rafael y Briana
Yulieth quienes son nuestro principal motivo para

seguir adelante.

A nuestra familia principalmente a hermanos por
el apoyo incondicional en cada paso de nuestras

vidas.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
Altiplano

AGRADECIMIENTOS

Agradecemos a nuestra primera casa de estudios
Universidad Nacional del Altiplano Puno, a la
Escuela Profesional De Odontologia, alma mater
que nos acogié para poder realizarnos como
profesionales de éxito.

Agradecemos a cada uno de nuestros docentes
quienes aportaron de manera substancial en
nuestra  formacion académica profesional,
principalmente a nuestro asesor: Dr. Cesar A.
Molina, a nuestros jurados: Dr. Jorge L. Mercado
P., Dra. Betsy Quispe Q., Dra. Nelly B. Quispe
M. a nuestro asesor de laboratorio Lic. Bidlogo
Lorgio Palacios F. a todos ellos por su gran
aporte para la ejecucion y elaboracion del
presente trabajo de investigacion.

Agradecemos a Dios por guardarnos 'y
bendecirnos  durante  todo este tiempo,
primordialmente por darnos fortaleza, sabiduria y
salud.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO L3 Nacional del
Altiplano
INDICE GENERAL

INDICE DE FIGURAS ... 7
INDICE DE TABLAS ... 8
INDICE DE GRAFICOS ... 9
INDICE DE ACRONIMOS.....cooouriiiimimeemeiresnsesssssssssssssssessssssesssssssssasssssssssesssessneens 10
RESUMEN ..o 11
ABSTRACT ... s 12
CAPITULO | ottt 13
1. INTRODUCCION ..ottt 13
1.1 EL PROBLEMA DE LA INVESTIGACION.......ccoomirinriniirrernceeeeeieeens 13

1.2 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION. ......ccocovmriinreierereireinens 16

1.3 FORMULACION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION................... 19

1.4 IMPORTANCIA'Y UTILIDAD DEL ESTUDIO .....c.ccooeiiiiiiiiiiie 19

1.5 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION ......cccoiiiiiiiiii 19
CAPITULO e s 21
2.1. MARCO TEORICO .......ooiiiiiiiiiie e 21
2.1.1. PROBIOTICO ..o s 21
2.1.2. DIFINICIONES DE PROBIOTIOS. ..o 21
2.1.3. PROBIOTICOS Y SALUD ORAL. .....ccceriviriiiiirississsesssessse s 22
2.1.4.  MECANISMOS DE ACCION.......cccoiiiiiiiiieee s 24
2.1.5.  CARACTERISTICAS ..o 26
2.1.6.  TIPOS DE PROBIOTICOS.....ociiiiiiirirneinissenessessesssssssessesssssssessasenns 27
2.1.7.  FORMAS DE ADMINISTRACION ......coomiiriiriniinnirneineiessneesseeessanenns 28
2.1.9  YOGUR ENRIQUECIDO CON CULTIVOS PROBIOTICOS .............. 29
2.1.10. RIESGOS EN EL CONSUMO DEL YOGUR CON PROBIOTICOS. ... 29

2.2. STREPTOCOCOS MUTANS........cooiiiiriii 30
2.3. HIPOTESIS ..o 35

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO ' Nacional del
Altiplano

CAPITULO Hl.ooooeeeveeeeeeeee e sses s 36
3. MATERIALES Y METODOS........ccomvemrieeenreeseeissessssesessees s 36
3.1. TIPOY DISENO DE LA INVESTIGACION ......ccovvrrrerrererrreersrerienenn. 36

3.2. POBLACION Y MUESTRA ......cooieiireeieeerissesseesessesnsessessesnsesssnsesnsenneos 36

3.3, GRUPOS DE ESTUDIO ......ooooiieciereeeeieeieeiesses st 37

3.4, OPERACIONALIZACION DE VARIABLES........ccooovvieererreerssrssrinnnns 38

3.5. TECNICA E INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS............ 38
3.5.1. INSTRUMENTOSPARA LA RECOLECCION DE DATOS................. 38
(07X =] 1 10 110 31 1V 2P 47
41 RESULTADOS ...ooiiiieeeerereeseieseeesssssessesssssesssesssnssesssssssssnsssnssesensenens 47
4.2 DISCUSION .......ooiiieiieeeerce ettt 55
CONCLUSIONES ..ot sess s ess s ssss s nsss s 58
RECOMENDACIONES........cooverieeeieeeeeeesiessesssssiessesssssssssssssssesssss s nsssnsssssssssssssansons 59
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oooveveeieeeeveeeessessesssesseesseesiessssss s 60
ANEXOS ...ttt 63

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO [ Nacional del
Altiplano

INDICE DE FIGURAS

1. Figura N° 1: Mecanismo de accion de 10S probidticos. ..........ccccovirerviicnicninnenn 25
2. Figura N° 2: Principales Caracteristicas De L0s Probidticos...........cccccvevveiivennene. 26
3. Figura N° 3: Bacterias Empleadas Como ProbidtiCos..........c.ccecvevveviverveieseennn, 27

4.  Figura N° 4: Criterios mas importantes para la clasificacion del Género

R LT 0] (o To{0 Lo o1 S J RPN 30

5. Figura N° 5: Grupos de especies de Streptococcus sobre la base del andlisis de

secuencia de rRNA de subunidades PeqUERAs ..........cccovrereeiiereneneseseseseeeees 31

6. Figura N° 6: TABLA DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES........... 38

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO [ Nacional del
Altiplano

INDICE DE TABLAS

1. TABLA N° 1.CAPACIDAD INHIBITORIA DE YOGUR 1 CON CEPAS
PROBIOTICAS ANTE LA PROLIFERACION DEL Streptococcus mutans A

LAS 24 Y 48 HORAS. ... s 47

2. TABLA N° 2. CAPACIDAD INHIBITORIA DE YOGUR 2 CON CEPAS
PROBIOTICAS ANTE LA PROLIFERACION DEL Streptococcus mutans a las

24 Y AB NOKAS. ..ecveecieeie ettt et teeae e nre s 49

3. TABLA N° 3. COMPARACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE
YOGUR 1 CON YOGUR 2 CON CEPAS PROBIOTICAS ANTE LA

PROLIFERACION DEL Streptococcus mutans a las 24 HORAS. ..................... 51

4. TABLA N° 4. COMPARACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE
YOGUR 1 CON YOGUR 2 CON CEPAS PROBIOTICAS ANTE LA

PROLIFERACION DEL Streptococcus mutans a las 48 HORAS. ..................... 53

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO [ Nacional del
: Altiplano

INDICE DE GRAFICOS

1. GRAFICO N° 1. Contraste de Tukey (gI=18, o = 0,05), para encontrar
diferencias entre la zona de inhibicion con yogur 1 en tiempos de 24 y 48 horas,

frente a la proliferacion de la bacteria Streptococcus mutans. .........ccocceeeeevvenenne. 48

2. GRAFICO N° 2. Contraste de Tukey (gl=18, a = 0,05), para encontrar
diferencias entre la zona de inhibicion con yogur 2 en tiempos de 24 y 48 horas,

frente a la proliferacion de la bacteria Streptococcus mutans. ..........ccccveveeernene 50

3. GRAFICO N° 3. Contraste de Tukey (gl=18, a = 0,05), para encontrar
diferencias entre la zona de inhibicién con yogur 1 y yogur 2 a las 24 horas,

frente a la proliferacion de la bacteria Streptococcus mutans. ...........cccceveveennene 52

4. GRAFICO N° 4. Contraste de Tukey (gl=18, a = 0,05), para encontrar
diferencias entre la zona de inhibicion con yogur 1 y yogur 2 a las 48 horas,

frente a la proliferacion de la bacteria Streptococcus mutans. ..........ccccveveenene 54

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




TESIS UNA - PUNO

Universidad
Nacional del
Altiplano

INDICE DE ACRONIMOS

Yogur N°1  :Yogur enriquecido con cepas probidticas, el cual es un producto de
elaboracion y alcance nacional.

Yogur N°2  :Yogur enriquecido con cepas probidticas, el cual es un producto de
elaboracion y alcance en nuestro medio local.

rRNA. : El &cido ribonucleico ribosémico o ribosomal.

SM. : Bacteria Streptococcus mutans Bucal.

DMS. : Valor denominado Diferencia Minima Significativa.

OMS : Organizacion Mundial De La Salud

OPS : Organizacion Panamericana de la Salud

PNCS : Plan Nacional Concertado de Salud del PERU.

LCR32 : low molecular weightcysteinerich 32

LA - bacterias Lactobacillus acidophilus

UFC : Unidades Formadoras de Colonias.

ATCC : American Type Culture Collection

BAL - LAB  : Bacterias Acido Lacticas.

FAO : Food and Agricultural Organization

GEN°1 : Grupo experimental numero 1

GE N° 2 : Grupo experimental numero 2

GE N° 3 : Grupo experimental numero 3 (grupo control)

D.E : Desviacion Estandar

LI : Limite Inferior

LS > Limite Superior

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO |l Nacional del
: Altiplano

RESUMEN

El objetivo del presente estudio de investigacion fue estudiar si existe efectividad
inhibitoria de dos diferentes yogures que contienen cepas probioticas ante la
proliferacion del Streptococcus mutans bucal in vitro: Materiales y Métodos:
Investigacion in vitro responde al estudio de tipo experimental, prospectivo y
longitudinal; donde la fase experimental fue dividido en tres grupos experimentales:
(GE N°l)ensayo sometido con (yogur N°1), (GE N°1) ensayo sometido con (yogur
N°2)y (GE N°3) grupo control donde se empled un yogur de consumo comun. Las
cuales fueron inoculados en un numero equitativo de 10 Placas Petri para cada ensayo
mismas que contenian cultivo del aislado de Streptococcus mutans Bucal (cepas
nativas); cepas de SM que fueron obtenidas mediante procedimientos de aislamiento
selectivo y corroborados por medio de pruebas bioquimicas; total de placas sometidas a
incubacion de 37°C para su posterior evaluacion luego de las 24 y 48 horas. Como
Resultado queda demostrado amanera objetiva en los promedio de halos de inhibicion:
(GE N°1) = 15.39mm correspondiente a (Yogur N°1), (GE N°2) =
12.64mmcorrespondiente a (Yogur N°2), teniendo unadiferencia de 2.75 mm en favor
del Yogur N°1 con un mejor comportamiento a las 24 h.(GE N° 3) = Omm
correspondiente al grupo control. La prueba de tukey arrojé un resultado significativo
(Tukey Alfa = 0,05 DMS = 0,41874) para el Yogur N° 1y (Tukey Alfa = 0,05 DMS =
0,41103) para el Yogur N° 2. A manera comparativa entre ambas existe una diferencia
significativa a favor del (Yogur N°1) efecto inhibitorio evaluada a las 24 horas (Tukey
Alfa = 0,05 DMS = 0,41351). Conclusién: Los dos yogures enriquecidas con cepas
probioticas si poseen efecto inhibitorio de caracter significativo ante la proliferacion del
Streptococcus mutans bucal in vitro. Por lo cual el consumo del yogur enriquecido con
cepas probioticas podria ser una alternativa de prevencion para contrarrestar el
crecimiento y proliferacion del Streptococcus mutans bucal principal agente

cariogénico.

Palabras clave.
Cepas Probidticas, inhibicion, Streptococcus Mutans.
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ABSTRACT

The objective of the present research study was to study if there is inhibitory
effectiveness of two different yogurts containing probiotic strains before the
proliferation of oral mutans Streptococcus mutans: Materials and Methods: In vitro
research responds to the experimental, prospective and longitudinal type study; where
the experimental phase was divided into three experimental groups: (GE N° 1) test
submitted with (yogurt N° 1), (GE N° 1) test submitted with (yogurt N° 2) and (GE N°
3) group control where a yoghurt of common consumption was used. Which were
inoculated in an equitable number of 10 Petri dishes for each same assay that contained
culture of the isolate of Streptococcus mutans Buccal (native strains); strains of SM that
were obtained by selective isolation procedures and corroborated by means of
biochemical tests; total of plates subjected to 37 ° C incubation for later evaluation after
24 and 48 hours. As a result is demonstrated objectively in the average inhibition halos:
(GE N ° 1) = 15.39mm corresponding to (Yogurt N ° 1), (GE N ° 2) = 12.64mm
corresponding to (Yogurt N ° 2), having a difference of 2.75 mm in favor of Yogurt N °
1 with a better behavior at 24 h (GE N ° 3) = 0 mm corresponding to the control group.
The tukey test yielded a significant result (Tukey Alpha = 0.05 DMS = 0.41874) for
Yogurt No. 1 and (Tukey Alfa = 0.05 DMS = 0.41103) for Yogurt No. 2. By way of
comparative between both there is a significant difference in favor of (Yogurt N ° 1)
inhibitory effect evaluated at 24 hours (Tukey Alfa = 0.05 DMS = 0.41351).
Conclusion: The two yogurts enriched with probiotic strains if they have significant
inhibitory effect against the proliferation of oral mutans Streptococcus mutans.
Therefore, the consumption of yogurt enriched with probiotic strains could be a
prevention alternative to counteract the growth and proliferation of buccal

Streptococcus mutans main cariogenic agent

Keywords.

Probiotics trains, inhibition, Streptococcus Mutans.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

11 EL PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

Como lo sefialan muchos investigadores en el campo de la salud bucal, las acciones
preventivas son la mejor estrategia de afrontar los diversos problemas de salud desde el
espacio geografico de una comunidad hasta los de una nacion y desde el orden
individual hasta un orden poblacional. Por ello es necesario implementar nuevas
estrategias, técnicas, y métodos en este caso el efecto del consumo de yogur probidtico
en la prevencién de la caries dental, se observé estudios en el cual actia como

antimicrobiano, inhibiendo el crecimiento de los Streptococcus mutans.

La caries dental ha sido de las afecciones de mayor prevalencia, y pese a que algunas
investigaciones han sefialado una marcada disminucion en su aparicion, la caries sigue
siendo de los principales problemas de salud publica en el mundo (Roberson, 2007). Por
su parte (Thylstrup&Fejerskov, 1986) explicaron citando a Miller (1890) la etiologia de
la caries, determinando mediante estudios en la placa dental que ciertos
microorganismos existentes en ella, son los responsables de la lesion cariosa, entre estos
el Streptococcus mutans que actGa desmineralizando la superficie dentaria. Mas
adelante se plantea un tratamiento restaurativo para dicha patologia, pero actualmente
existen numerosas terapias preventivas que gracias al conocimiento de la etiopatogenia
de la caries permiten desarrollar medidas eficaces que ayudan a su control (Seif R.
1997). Con respecto a la prevencion de caries mediante el uso de probidticos que

inhiben el crecimiento de ciertas bacterias cariogénicas como el Streptococcus mutanst

En el reporte de la organizacién mundial de la salud (OMS) Salud bucodental mediante
la Nota informativa N°318 Abril de 2012 menciona como datos principales que el 60%-
90% de los escolares y casi el 100% de los adultos tienen caries dental en todo el
mundo, Las caries dentales pueden prevenirse manteniendo de forma constante una baja
concentracion de fluoruro en la cavidad bucal, Las enfermedades periodontales graves,
que pueden desembocar en la pérdida de dientes, afectan a un 15%-20% de los adultos
de edad media (35-44 afios), Alrededor del 30% de la poblacion mundial con edades
comprendidas entre los 65 y los 74 afios no tiene dientes naturales, Las dolencias

13

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO 2 Nacional del

bucodentales, tanto en nifios como en adultos, tienden a ser mas frecuentes entre los
grupos pobres y desfavorecidos, Son factores de riesgo para el padecimiento de
enfermedades bucodentales, entre otros, la mala alimentacion, el tabaquismo, el
consumo nocivo de alcohol y la falta de higiene bucodental, aunque existen también

diversos determinantes sociales. 2

La Salud Bucal en el Peru constituye un grave problema de Salud Pablica, por lo que es
necesario un abordaje integral del problema, aplicando medidas eficaces de promocion
y prevencion de la salud bucal. La poblacion pobre al igual que la no pobre, presenta
necesidades de tratamiento de enfermedades bucales, solo que la poblacion pobre, tiene

que verse en la necesidad de priorizar, entre gasto por alimentacion y gasto por salud.®

Segun el Estudio Epidemioldgico a nivel nacional realizado los afios 2001-2002 la
prevalencia de caries dental es de 90.4%; ademas en lo que se refiere a caries dental el
indice de dientes cariados, perdidos y obturados (CPOD), a los 12 afios es de
aproximadamente 6, ubicandose segun la Organizacion Panamericana de la Salud —
OPS en un Pais en estado de emergencia; segun un estudio del afio 1990, la prevalencia
de enfermedad periodontal fue de 85% y en estudios referenciales se estima que la

prevalencia actual de mal oclusiones es del 80%. 3

El Plan Nacional Concertado de Salud (PNCS) identifica los problemas sanitarios del
PerG y las iniciativas politicas de concertacion para dirigir los esfuerzos y recursos a fin
de mitigar esos dafios, entre ellos sefiala la Alta Prevalencia de Enfermedades de la
Cavidad Bucal como uno de los 12 principales problemas sanitarios en el Pert y el
estado peruano tiene como respuesta a este problema sanitario, la estrategia sanitaria

nacional de salud bucal. 3

La resistencia antibidtica con la emergencia de cepas multiresistentes es un problema
global que va en aumento; este desarrollo lamentable ha llevado a los cientificos a
buscar otras formas de combatir las enfermedades infecciosas. Un nuevo método, el
enfoque probidtico, es investigado con respecto a la eliminacion de los
microorganismos patogénicos. Los probidticos son microorganismos vivos, los cuales,
administrados en cantidades adecuadas, brindan un beneficio en la salud del huésped.

Las bacterias probioticas pueden ocasionar beneficios en la salud del huésped

14
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brindandole nutrientes y cofactores, compitiendo directamente con los patdgenos,
interactuando con los factores de virulencia de éstos y estimulando la respuesta inmune
del huésped. El efecto del tratamiento con probidticos ha sido estudiado extensamente
para una diversidad de indicaciones sistémicas y desdrdenes médicos. Por ejemplo, los
beneficios potenciales de los probidticos han sido estudiados en desérdenes
gastrointestinales ginecoldgicos y entre otras. Recientemente hay un interés creciente

en el control probidtico contra las infecciones orales. >4

Las infecciones orales constituyen las formas mas comunes de las infecciones en
humanos. La cavidad oral es un ecosistema complejo en el cual se desarrolla una
microbiota diversa. EI amplio rango de pH, la disponibilidad de nutrientes, las
superficies deslizantes y no deslizantes, la saliva, los fluidos creviculares y las
comunidades microbianas fluctGan en composicion y en actividad metabdlica, pero
llegan a una especie de homeostasis con el huésped. Los cambios en el ambiente, ya
sean por enfermedad, conductas, dieta o medicamentos, alteran la homeostasis y
permiten las infecciones enddgenas o la susceptibilidad a las infecciones exdgenas. La
microflora oral residente es diversa y estd compuesta por especies con diferentes
requerimientos nutricionales (sacaroliticos, proteoliticos, consumidores secundarios),
atmosféricos (aerdbicos, anaerobicos, facultativos, microaerofilicos, capnofilicos) y
fisico-quimicos (pH, co-factores). Las enfermedades dentales son una consecuencia de
los cambios en la ecologia sefialada anteriormente. Si el ambiente local es perturbado,
entonces los patdgenos potenciales pueden ganar una ventaja competitiva y, bajo
condiciones apropiadas, alcanzar numeros que predisponen a enfermedad.
Presumiblemente la administracion oral de probidticos puede beneficiar la salud oral
previniendo el crecimiento de la microbiota nociva 0 modulando la inmunidad de la
mucosa en la cavidad oral. Los estudios de los potenciales Probidticos orales se han
enfocado en la prevencién de la caries, especialmente en la posibilidad de reducir el
numero de Streptococcus mutans cuando se usan productos conteniendo ciertas cepas de
probidticas. También se han investigado otras posibles aplicaciones, como la reduccion
del nimero de Candida oral o de la microflora asociada con la halitosis. Sin embargo,
existe limitada informacién disponible con respecto al efecto de los probidticos en la

salud periodontal y sus condiciones clinicas. 4
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1.2 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION.

1.2.1 ANTECEDENTES INTERNACIONALES.

Rebolledo et al. (2013) (Concepcidn, Chile) Objetivo: fue medir el efecto de las cepas
probidticas Lactobacillus casei variedad rhamnosus (LCR32) y Lactobacillus johnsonii
(LA1) sobre el crecimiento in vitro de Streptococcus mutans. Se midio el efecto in vitro
de las cepas de dos probidticos comercializados en Chile; Lactobacillus casei
variedad rhamnosus (LCR32) contenidas en Lactil® y Lactobacillus johnsonii (LAL)
contenidas en Chamyto, sobre el crecimiento in vitro de Streptococcus mutans.
Metodologia: Se realizaron medios de cultivo selectivos para Streptococcus mutans a
los cuales se les adiciona- ron cuatro diluciones diferentes de cada probiotico y se midio
el halo de inhibicion 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. Resultados:
Ambos probioticos en las dos concentraciones mas altas no obtuvieron diferencias
significativas en relacion a los halos de inhibicion. Sin embargo, el probidtico con la
cepa Lactobacillus casei variedad rhamnosus (LCR35), mostré halos de inhibicion mas
significativos en comparacion a la cepa Lactobacillus johnsonii (LA1). Conclusion:
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 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. °

Valdéz J. (2016) (Quito, Ecuador) Objetivo de la presente investigacion fue
determinar si el Lactobacillus casei (variedad rhamnosus) del yogurt Toni LGG y de las
capsulas de Bacilor son efectivos para inhibir el crecimiento in vitro de Streptococcus
mutans. Metodologia consistio en una experimentacion in vitro cuantitativa y
comparativa Resultados revelando que el Probidtico Lactobacillus casei (variedad
rhamnosus) del yogurt Toni posee un mayor efecto inhibitorio sobre el S. mutans que el
de las capsulas de Bacilar. Conclusiones El Probidtico Lactobacillus casei (variedad
rhamnosus) del yogurt Toni LGG y de las capsulas de Bacilar poseen un efecto
inhibidor sobre el crecimiento in vitro del Streptococcus mutans, principal

microorganismo causante de caries dental. El Probidtico Lactobacillus casei (variedad
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rhamnosus) del yogurt Toni LGG posee mayor efecto inhibitorio sobre el crecimiento in

vitro del Streptococcus mutans.*

Hasslof et al. (2010) (Umed, Suecia) Objetivo del estudio fue investigar la capacidad
de una seleccion de cepas de lactobacilos, usadas en productos probioticos
comercialmente disponibles, para inhibir el crecimiento de los estreptococos orales
mutans y C. albicans in vitro. Métodos Ocho cepas de probidtico lactobacilos fueron
probados para la inhibicion del crecimiento en tres cepas de referencia y dos aislados
clinicos de mutans estreptococos, asi como dos cepas de referencia y tres aislados
clinicos de Candida albicans con un método de superposicion de agar. Resultados A
concentraciones que oscilaban entre 109 y 105 UFC / ml, todas las cepas de lactobacilos
inhibian completamente el crecimiento de los estreptococos de mutans con la excepcién
de L. acidophilus La5 que ejecutaban sélo una ligera inhibicién de algunas cepas a
concentraciones correspondientes a 107 y 105 UFC / ml. En la concentracion celular
mas baja (103 UFC / ml), s6lo L. plantarum 299v y L. plantarum 931 mostraron una
inhibicidn total del crecimiento mientras que se observé una ligera inhibicion para las
cinco cepas de Streptococcus mutans por L. rhamnosus LB21, L. paracasei F19, L.
Reuter PTA 5289 y L. reuteri ATCC 55730. Todas las cepas de lactobacilos
ensayadas redujeron el crecimiento de candida pero el efecto fue generalmente mas
débil que para los Streptococcus mutans. Las dos cepas de L. plantarum y L. reuteri
ATCC 55730 mostraron la mayor inhibicion de Candida albicans. No se observaron
diferencias significativas entre las cepas de referencia y los aislados clinicos.
Conclusion Las cepas probidticas seleccionadas mostraron una capacidad significativa,
pero algo variable para inhibir el crecimiento de los Streptococcus mutans orales y

Candida albicans in vitro. ©

Shakir et al. (2013) (El Cairo, Egipto) Objetivo: evaluar el posible efecto inhibitorio
de determinadas cepas bacterianas probidticas frente a Streptococcus mutans (SM) e
identificar el producto lacteo méas adecuado en el que la mas potente cepa probidtica
Exhibira actividad inhibidora contra SM. Material y métodos: Seis cepas probiéticas
incluyendo (Lb reuteri ATCC 23272, Lb rhamnosus ATCC7469, Lb acidophilus ATCC
4356, Lb acidophilus TISTR 450, Lb Plantarum ATCC 14917 y Bifibifidium DSM
20082) se ensayaron contra SM. Bioyogur, agitado fermentado Leche y queso kareishy

se probaron como vehiculo de entrega para la cepa probidtica mas potente. Resultados:
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Todos los probidticos en el grupo 1-6 reducen significativamente el porcentaje de
supervivencia de SM en todos los subgrupos de relacién, es decir, A - C (relacién de 3:
1, 1: 1y 1: 3 SM: cepa probidtica, respectivamente), con excepcion del grupo 6 en la
relacion subgrupo A. Con Excepcion de los grupos 4 y 5 en la proporcion subgrupo A,
diferencia estadisticamente significativa entre todos los probidticos en la Actividad
inhibidora frente a SM en todos los subgrupos de relacion probados (A - C). Lb reuteri
ATCC 23272 mostrada mas fuerte Actividad inhibidora seguida por Lb. Rhamnosus
ATCC7469, Bifi. Bifidium DSM 20082, Lb. Plantarum ATCC 14917 entonces Lb.
Acidophilus ATCC 4356 y la ultima Lb. Acidophilus TISTR 450 mostrd los inhibidores
mas débiles actividad. Lb reuteri ATCC 23272 en leche fermentada agitada mostro la
actividad inhibitoria mas fuerte contra SM, Conclusion: Diferentes probidticos en
estudio reducir el transporte oral de SM con grados variables. Movido La leche
fermentada que contiene Lb reuteri ATCC 23272 se considera el mejor vehiculo de
entrega de probidticos para la prevencion de caries dental.’

1.2.2 ANTECEDENTES NACIONALES.

Rios et al. (2013) (Lima, Peru) Objetivo: Determinar el efecto inhibitorio in vitro, de
un bioyogurt con cepas probioticas sobre el crecimiento de Streptococcus mutans ATCC
25175. Materiales y método: El estudio de tipo longitudinal, prospectivo y
experimental se ajustd a un disefio de pre prueba - post prueba en dos grupos
experimentales. Se utilizaron dos sistemas: sistema 1 constituido por bioyogurt sin
cepas probidticas y sistema 2 constituido por yogurt con cepas probidticas, ambos
fueron inoculados con la suspension de Streptococcus mutans ATCC 25175,
evaluandose mediante recuento bacteriano a los 0, 4, 8, 12, 16, 20, y 24 horas.
Resultados: El bioyogurt comercial con cepas probioticas, produjo una inhibicion del
crecimiento de Streptococcus mutans de 1,4 x109 UFC/ml a 0.083 x109 UFC/ml
(p<0.001), mientras el yogurt comercial sin cepas probidticas, de 14 x 108 UFC/ml a
11,97 x 108UFC/ml. Conclusiones: El bioyogur LAIVE que contiene las cepas
Lactobacillus paracasei sus. CaseilLactobacillus acidophilus, y Bifidobacterium tiene
accion efecto inhibitorio “in vitro” sobre el crecimiento de Streptococcus mutans ATCC
25175, mostrando una alta significancia p <0.001, por lo que puede ser beneficioso en la

prevencion de la caries.
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1.2.3 ANTECEDENTES LOCALES.
No existen antecedentes y referencia bibliografica sobre estudios que hayan tratado con

cepas probioticas en nuestra localidad.

1.3 FORMULACION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

En el Peru se constituye un grave problema de Salud Publica problemas que aquejan
principalmente la salud bucal, especificamente los altos indices de caries dental
teniendo a Streptococcus mutans como principal agente cariogénico, por lo que es
necesario un abordaje integral del problema, aplicando medidas eficaces de promocion
y prevencion de la salud bucal; por ello formulamos que si ¢el yogur con cepas
probioticas posee efectos inhibitorios ante del crecimiento, desarrollo y proliferacion del

Streptococcus mutans bucal?

14 IMPORTANCIA Y UTILIDAD DEL ESTUDIO

Resultados obtenidos y sefialados por investigaciones que anteceden a nuestro estudio y
resultados obtenidos en el presente estudio recomendamos a las autoridades pertinentes
del estado a promover programas de abordaje a las poblaciones mas vulnerables e
incluir en sus dietas de alimentacion saludables, Alimentos enriquecido con cepas
probidticas podrian ser utilizados como apoyo en la prevencion y profilaxis de las

enfermedades a nivel bucal y como para la salud en general.

1.5 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.5.1. OBJETIVO GENERAL
1. Estudiar el efecto inhibitorio de dos yogures con cepas probioticas ante la

proliferacion del Streptococcus mutans bucal in vitro.

1.5.1. OBJETIVOSESPECIFICOS
1. Evaluar La Capacidad Inhibitoria Del Yogur N° 1 Con Cepas Probioticas Ante
La Proliferacion Del Streptococcus Mutans Bucal a Las 24 Y 48 Horas.
2. Evaluar La Capacidad Inhibitoria De Yogur N° 2 Con Cepas Probioticas Ante
La Proliferacién Del Streptococcus Mutans Bucal a Las 24 Y 48 Horas.
3. Comparar La Capacidad Inhibitoria entre el Yogur N° 1 y el Yogur N° 2 con

Cepas Probioticas Ante La Proliferacion Del Streptococcus Mutans Bucal A Las
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24 Horas.

4. Comparar La Capacidad Inhibitoria entre el Yogur N° 1 y el Yogur N° 2 con
Cepas Probioticas Ante La Proliferacion Del Streptococcus Mutans Bucal A Las
48 Horas.

1.6 CARACTERIZACION DEL AREA DE INVESTIGACION

1.6.1 AMBITO GENERAL

El &mbito en que se llevo acabo la ejecucion del presente estudio de investigacion experimental
corresponde a la Universidad Nacional Del Altiplano de la ciudad de Puno, la misma que se
encuentra ubicado en la ciudad, provincia y departamento de Puno, ubicado en la parte sureste
del territorio peruano, caracterizado por ser una ciudad que se alza a las riveras del majestuoso
lago Titicaca. Estratégicamente sus limites son: por el norte con los departamentos de Cusco y
Madre de Dios; por el sur con los departamentos de Moquegua y Tacnha; por el oeste con los
departamentos de Cusco y Arequipa Yy por el este con la Republica de Bolivia se encuentra en el
altiplano entre los 3812 y 5500 msnm, cuenta con diversos atractivos de caracter natural (Lago
Titicaca, lagunas, rios, ceja de selva, flora, fauna, etc.) ruinas arqueoldgicas, templos coloniales

y variado folclore.

1.6.1 AMBITO ESPECIFICO

Especificamente el estudio experimental se realizd6 en los laboratorios de zoologia y
microbiologia de la escuela profesional de ciencias bioldgicas y para la toma de muestras en la
Clinica Odontologica De La Escuela Profesional De Odontologia, ambas instituciones
pertenecientes a la entidad de educacién superior Universidad Nacional Del Altiplano Puno,
teniendo como direccion legal en la Av. Sesquicentenario N° 1150 de la ciudad de Puno.
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CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA

2.1. MARCO TEORICO

2.1.1. PROBIOTICO

El término “Probiotico” fue introducido por primera vez en 1965 por Lilly y Stillwell; a
diferencia de los antibioticos, se definié al probidtico como aquel factor de origen
microbioldgico que estimula el crecimiento de otros organismos. En 1989, Roy Fuller
enfatizo el requisito de viabilidad para los probioticos e introdujo la idea de que tienen

un efecto beneficioso para el huésped.*

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. Sugirié que la “autointoxicacion intestinal” y el
envejecimiento resultante podrian suprimirse modificando la microbiota intestinal y
utilizando microbios Utiles para sustituir a los microbios proteoliticos como Clostridium
productores de sustancias tdxicas 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 alemén Alfred Nissle
aislé una cepa no patdgena 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. La cepa de Escherichia coli de Nissle 1917 es uno de los pocos ejemplos de
un probiotico no BAL. Henry Tissier (del Instituto Pasteur) aislo por primera vez una
Bifidobactera de un lactante alimentado a pecho, a la que denomind Bacillus bifidus

communis. °

2.1.2. DIFINICIONES DE PROBIOTIOS

Los probidticos son microbios vivos que pueden incluirse en la preparacién 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 Saccharom y cescerevisiae y algunas
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especies de E. coli y Bacillus también son utilizados como probiéticos. Las bacterias de
acido 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 funcion doble, actuando como agentes fermentadores de
alimentos, pudiendo ademas generar efectos beneficiosos a la salud. En términos
estrictos, sin embargo, el término “probidtico” 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
qgue impide la contaminacién provocada por posibles patdgeno. La fermentacion se
utiliza a nivel mundial para el mantenimiento de una gama de materiales agricolas sin

procesar (cereales, raices, tubérculos, frutas y hortalizas, leche, carne, pescado etc.).*

También se define a los probi6ticos como suplementos alimenticios que contienen
microorganismos Vvivos cuyo efecto es beneficioso sobre quienes los consumen y
aclaran que al no ser farmacos su finalidad es profilactica o preventiva mas que

curativa. 1

De manera semejante también se determinan como microorganismos que renuevan el
equilibrio microbioldgico sobre todo a nivel de sistema digestivo lo que evitaria el
desarrollo de enfermedades por colonizacion de patdgenos, es por ello que los

denominaron como agentes en pro o a favor de la vida y la salud.

En el afio 2002, la Food and Agricultural Organization (FAO) y la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) definen a los probidticos como productos que contienen
microorganismos vivos que, administrados en cantidades adecuadas, ejercen un efecto
benéfico en la salud humana o animal. En suma, un agente probidtico ("para la vida"),
puede ser definido como una formulacion dietoterdpica que contiene un nudmero
adecuado de micro-organismos Vvivos, los cuales poseen la capacidad de modificar la

microbiota ejerciendo un efecto positivo y beneficioso para la salud. *3

2.1.3. PROBIOTICOS Y SALUD ORAL.
El cuerpo humano funciona como un sistema coordinado, asi los problemas de salud
general afectan a la salud de la boca y viceversa. Ante enfermedades consideradas

complejas y multifactoriales (la vida moderna, el estrés, tabaco, malos habitos
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alimenticios, el consumo excesivo de medicamentos,) como son las de la boca, cada vez
mas, los enfoques son multidisciplinares donde los abordajes son locales y sistémicos.
Asi las infecciones bucales cronicas en tejidos blandos provocan procesos inflamatorios
liberando sustancias pro-inflamatorias como citoquinas, que a través del sistema
circulatorio acceden a cualquier area del organismo aumentando el riesgo de problemas
cardiovasculares, musculares, digestivos, partos prematuros, diabetes, lesiones
deportivas. Por ello, la resolucion de las enfermedades cronicas orales y el
mantenimiento de la salud de la boca deben considerarse como un activo en la

prevencion de problemas sistémicos para la salud general .4

Los probidticos han sido ampliamente estudiados para la promocién de la salud, se
desarrollaron para la prevencion de las infecciones intestinales y en el tratamiento de la
diarrea asociada al empleo de antibioticos, asi como de la mala funcién intestinal, y se
han establecido efectos positivos para su uso terapéutico en los Gltimos100 afios.
Debido al hecho de que pueden competir con otras bacterias patdgenas, han sido objeto
de investigacion en la prevencion de las enfermedades bucodentales, puerta de entrada
del sistema digestivo, como la caries dental, periodontal enfermedad, periimplantitis,
mal-aliento...En términos generales, los probidticos promueven la salud mediante la
exclusion competitiva o positiva de las bacterias patdgenas.’* Los estudios en la
utilizacion de probidticos en cavidad bucal, para el control y/o prevencién de
enfermedades infecciosas bucales en humanos, requieren bacterias con gran potencial
de competir por el sitio, inhibiendo el crecimiento de los micro-organismos patégenos y
permaneciendo en el sitio de la cavidad bucal, ademas de tener influencia positiva en la

respuesta del sistema inmunoldgico.®®

Actualmente existe un probiotico para uso odontoldgico que es un producto para la
higiene bucal que combate la placa, la gingivitis y las bacterias cariogénicas mediante la
combinacion patentada de dos cepas de Lactobacillus reuteri. Es 100% natural, ya que
reside en el tracto gastrointestinal en humanos y produce una sustancia antibidtica de
amplio espectro llamada “reuterina”, que en suficiente cantidad causa el efecto
antimicrobiano deseado para mantener la microbiota intestinal intacta. Su uso diario
estd recomendado tanto en nifios como en adultos para una higiene bucal 6ptima, para
personas que estén atravesando momentos de mucho estrés y agitacion, o para quienes

tengan un riesgo elevado de problemas periodontales como embarazadas, diabéticos,
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fumadores o0 ancianos, y para personas que toman medicamentos que aumentan la

sensibilidad delas encias como los anticonceptivos orales o los antihistaminicos.!3

Las enfermedades bucales por su alta prevalencia incidencia, y su influencia en la salud
general del individuo, presentan unos rasgos generales que requieren de un enfoque
preventivo. Nuevas maneras de pensamiento desarrollan estrategias dirigidas a
potenciar un ambiente saludable de la boca para poder prevenir el desarrollo de
infecciones oportunistas a través de emplear estrategias multiples, entre ellas el uso de
probidticos, con el fin de mantener el equilibrio ecoldgico de la bio-pelicula. Los micro-
organismos probi6ticos pueden desarrollar un papel importante en la salud bucal, si son
capaces desincorporarse a la pelicula adquirida y crecer junto a microbiota autoctona de
la placa bacteriana o biofilm, a la vez que disminuyan la colonizacion de micro-
organismos patdgenos, ademas de poder estimular una respuesta positiva del sistema
inmunoldgico. Si bien son pocos los estudios disponibles sobre la accion de estos
probidticos en la cavidad oral, los resultados son prometedores, e indican que éstos
tendrian alguna efectividad clinica en la prevencion de las enfermedades mas comunes

de la cavidad oral.'® 1°

2.1.4. MECANISMOS DE ACCION
De manera general, los probidticos promueven la salud alterando el balance ecolégico
mediante la exclusién competitiva de bacterias patdgenas. Estudios in vivo e in vitro,
utilizando diferentes cepas de Lactobacillus, han demostrado dicha competencia,
mecanismo conocido como "inhibicion competitiva”. Los probioticos ejercen su accion
a través de maltiples mecanismos, entre los cuales se destacan:

- promocion de la fagocitosis;

- inhibicidn del crecimiento bacteriano;

- modulacion local de la respuesta inmune; e

- inhibicion competitiva. 18

El mecanismo de accion de los probidticos no esta plenamente establecido, aunque en
lineas generales se acepta que son capaces de mantener su viabilidad tras haber entrado
en contacto con los acidos gastricos, alcanzando y adhiriéndose a la mucosa intestinal,
desde donde ejercen sus funciones compitiendo con los microorganismos patdgenos y

aumentando la inmunidad y resistencia a la infeccion por parte del huésped *
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Figura N° 1: Mecanismo de accion de los probioticos.

Segln Tormo, podemos resumir los mecanismos de accion de los probidticos en los
siguientes

- Las bacterias probidticas son aciddfilas, acidogénicas y aciddricas. Es decir,
pueden desarrollarse en pH acido, generar acidos (generalmente acido lactico)
que impidan el crecimiento de gérmenes patdgenos y seguir descendiendo el pH
por debajo de 4, expresando su maxima eficiencia.

- Los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium promueven la maduracion del
intestino y su integridad. Son antagdénicos de patdégenos y contribuyen a la
modulacién de la inmunidad intestinal.

- Ejercen influencia en la transferencia de plasmidos y en el establecimiento de
trans conjugados en el intestino.

- Poseen la capacidad de adherirse a enterocitos y colonocitos y afectan a la
composicion del ecosistema intestinal, incrementando el efecto barrero no
dependiente del sistema inmunoldgico.

- Desempefian un efecto competitivo con otras bacterias, ocupando sus lugares de
nidacion e inhibiendo el crecimiento de especies enteropatdgenas.

- Aumentan la expresiébn de las mucinas ileocolénicas coadyuvando al
recubrimiento del intestino de una capa de moco, eficaz en la lucha
antibacteriana.

- Compiten con nutrientes de la flora intestinal patogena. Dificultan la

translocacion bacteriana.
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- Pueden influir y modular las respuestas inmunitarias, en parte mediadas por el
tejido linfoide asociado al intestino.

- Son capaces de aumentar la produccion de a-interferon por parte de linfocitos y
macrofagos. Estimulan las células T helper, productoras de citoquinas y

responsables de la inmunidad celular. ¥’

2.1.5. CARACTERISTICAS
Los probidticos fomentan una buena salud por exclusion competitiva de los

microorganismos dafiinos, es decir estas bacterias poseen la propiedad de luchar por el
sitio, evitando el desarrollo de las bacterias patogenas. Por otra parte (Rebolledo et al.,
2013) mencionaron que los probidticos son microorganismos inofensivos lo que los
hacen aptos y seguros para su consumo, pueden vivir por largos periodos de tiempo,
incluso pueden resistir a condiciones &cidas, aunque no permanecen de forma fija,
también poseen la capacidad de unirse a células epiteliales y pueden llegar a regular el

sistema inmune, aumentando su capacidad para fabricar anticuerpos. °

(Ortega et al., 2002) relataron que la mayor parte de estos microorganismos son
bacterias acido lacticas, que ayudan a la conservacion de alimentos por fermentacion,
asi los encontramos en el yogurt, leches, quesos y también en presentacion de capsulas
como microorganismos liofilizados. La fermentacion reduce el pH, asi se evita la

inoculacion por bacterias patdgenas *

Figura N° 2: Principales Caracteristicas De Los Probioticos
PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LOS PROBIOTICOS

- Seguridad total
- Inofensivo
- Resistencia a la acidez gastrica y secreciones pancreaticas
- Adhesion a células epiteliales
- Actividad antimicrobiana
- Inhibicién de la adhesion de microorganismos patdgenos
- Sensibilidad a los antibioticos
- Viabilidad alimentaria
- Cepas humanas
- Eficacia contrastada en ensayos clinicos
Fuente: (Lopez Brea & Domingo, 2007). Antibioticoterapia con Probi6ticos. Revista
Espafiola de Quimioterapia. Pags. 170-181.
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2.1.6. TIPOS DE PROBIOTICOS

Las bacterias que se usan para enriquecer alimentos o para el uso como terapia
interoceptiva con fines de contrarrestar dolencias que son causadas por agentes
patogenos. Por lo general, las bacterias empleadas como probidticos y que son
exclusivamente bacterias acido lacticas, pertenecientes a géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium, mientras que en la Tabla 2se muestran los distintos géneros de

bacterias que han sido utilizadas hasta el momento como probioticos.

Figura N°3: Bacterias Empleadas Como Probidticos'®

Lactobacillus Bifidobacterium | Streptococcus | Enterococcus | Otros

L. acidophilus B. bifidum S. thermophilus | E. faecium Saccharomycesb
L. bulgaricus B. breve S. salivarius E. faecalis oulardii

L. casei B. longum S. equinus Propionibacteri
L paracasei B. adolescentis um.

L. caseiShirota B. lactis freudenreichii
L. rhamnosus GG | B. infantis E. coli

L. johnsonii La1l | B. animalis Lactococcuslact
L. helveticus is

L. plantarum

L. salivarius

L. reuteri

L. lactis L1A

L. thermophilus

L. gasseri

L. crispatus

El género Lactobacillus pertenece al grupo de bacterias productoras de acido lactico
(BAL) a partir de los carbohidratos de la dieta, facilitando la fermentacion de los
alimentos. Son bacterias comensales muy comunes en el tracto digestivo de los
mamiferos. Algunas especies de Lactobacillus y Bifidobacterium son residentes
normales 0 que frecuentemente transitan por el aparato digestivo. L. acidophilus es la
bacteria dominante en el intestino delgado, donde se hace la mayor parte de la digestion,
mientras que Bifidobacterium bifidum reside en el intestino grueso donde se procesan
los desechos para ser evacuados. Bifidobacterium es la bacteria anaerdbica
predominante en el intestino delgado y juega un papel clave en el mantenimiento del
equilibrio de la flora intestinal. En la cavidad oral el género Bifidobacterium prevalece
en las lesiones de caries profundas y tiene un papel clave en la progresion de la caries al
igual que el género Lactobacillus. Sin embargo, los lactobacilos estdn més asociados
con la caries de dentina. A finales de 1980 una amplia gama de productos que contenian
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especies del género Bifidobacterium fueron introducidos en el mercado en multiples
paises, y diversos estudios validaron la supervivencia y los efectos positivos de
Bifidobacterium DN-173 010 dentro del tracto gastrointestinal. Como resultado de sus
propiedades cariogénicas, el género Lactobacillus ha sido tema de gran interés en las

investigaciones en el campo de la odontologia durante varias décadas. °

2.1.7. FORMAS DE ADMINISTRACION

En la actualidad, la evidencia sugiere que los probioticos se pueden aplicar al control de
la caries dental. En particular, los géneros de Lactobacillus y Bifidobacterium, pueden
ejercer efectos beneficiosos en la cavidad oral mediante la inhibicion de Streptococcus y
Candida sp. Los probioticos han sido probados en contra de miembros especificos de la
microbiota, a menudo debido al papel central de estos microorganismos en la caries
dental, los probioticos se pueden utilizar como una medida de auto-aplicacion por via
oral proporcionados por los diferentes vehiculos en una de las cuatro formas bésicas:

a. Concentrados afadidos a las bebidas (por ejemplo, el jugo de frutas),
Inoculadas en fibra prebidtica que promueven el crecimiento de bacterias
probidticas,

c. Inoculadas en los alimentos lacteos o productos lacteos (por ejemplo, bebidas
de leche, yogurt, queso) y

d. Como células liofilizadas, secos envasados como suplementos dietéticos

(comprimidos, masticar goma,).

El consumo diario de productos de yogurt y productos lacteos, parece ser la forma mas
natural de la ingestion de las bacterias probidticas, teniendo en cuenta los beneficios
nutricionales de estos alimentos La administracion de Lactobacillus reuteri y
Lactobacillus rhamnosus sugiere el descenso de los recuentos salivales de
Streptococcus mutans (MS) y recientemente un estudio demostrdé in vitro la
congregacion Lactobacillus/MS especialmente de Lactobacillus paracasei y L.
rhamnosus. Otro estudio muestra que cuatro cepas de Lactobacillus, cominmente
utilizados como probidticos, incluyendo L. rhamnosus, interfieren con la formacion de
biofilm con S. mutans in vitro. Méas adn, un estudio clinico randomizado y controlado
con 7 meses de seguimiento muestra una reduccién de la incidencia de caries en un

grupo de nifios que consumieron leche con L. rhamnosus.?°
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2.1.9 YOGUR ENRIQUECIDO CON CULTIVOS PROBIOTICOS

Dentro de los alimentos con probidticos se encuentras los yogures los cuales al
momento de su elaboracion son agregados bacterias vivas que deben mantenerse
estables y viables durante el almacenamiento del producto y en nimero suficientemente
elevado que permita sobrevivir a las barreras defensivas naturales y al ecosistema del
hospedador y que al ser ingeridas muestren efectos beneficiosos tanto en la prevencion
como en el tratamiento de desordenes en el ecosistema estomatognatico. El yogurt
probidtico es basicamente cualquier yogurt con cultivos activos vivos, lo que significa
que el yogur més natural o artesano es un alimento probiético. Contiene probioticos o
bacterias de diversos tipos que se consideran beneficiosas para el cuerpo. Yogur
probidtico es el mas comercializado y consumido como digestivo y es perfectamente
seguro para consumir la mayoria de la gente, como lo harian con el yogurt normal. En la
elaboracion los fabricantes de yogurt probiotico, agregan bacterias beneficiosas que
seleccionan para sus productos tienen méas probabilidad de sobrevivir a la digestion.
Esto significa que puede ser mas eficaz para ayudar a los males digestivos y para
regularizar la digestion. Las empresas que fabrican estos yogures utilizan bacterias de
marca registrada que no estan disponibles en otros yogures, y creen que sus estudios

justifican la superioridad al yogur normal.?

2.1.10. RIESGOS EN EL CONSUMO DEL YOGUR ENRIQUESIDO CON
PROBIOTICOS.

Desde un punto de vista teorico, al tratarse de microorganismos que normalmente
forman parte de nuestra propia flora, dificilmente podrian causar problemas infecciosos,
por lo que es muy baja la probabilidad de presentar efectos adversos por consumir
probidticos. De las pocas personas que si los han tenido, algunas sufrieron diarrea, y
solo unas cuantas que estaban muy enfermas o que tenian debilitado el sistema
inmunitario contrajeron septicemia. Por otro lado, estos raros efectos secundarios no
parecen tener relacion con la cantidad de probidticos ingeridos. Algunas céapsulas de
probidticos que se consiguen en las dietéticas contienen hasta 10.000 millones de
microorganismos cada una, y se han realizado estudios con dosis de hasta 360.000

millones de bacterias sin que las personas presenten problemas. 22

Los probidticos o bacterias "amistosas" se consideran muy seguros como suplementos

nutricionales. Las bacterias probi6ticas, como |. acidophilus, se han utilizado con éxito

29

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis



http://saludok.com/probioticos-para-el-sistema-digestivo.html

Universidad

TESIS UNA - PUNO Nacional del
| Attiplano

para tratar docenas de dolencias comunes con muy poco riesgo de efectos secundarios,
interacciones con medicamentos u otros resultados no deseados. Sin embargo, como
todos los suplementos nutricionales, existen algunos riesgos al tomar grandes cantidades
de probidticos y suplementos, lo cual puede no ser adecuado para todas las personas
ocasionando problemas como: Problemas digestivos, Infeccion, Sobre estimulacion,

Cambios metabdlicos, entro otros. 22

2.2. STREPTOCOCOS MUTANS

a.  Generalidades

Los Streptococcus son cocos Gram positivos que se asocian en parejas y cadenas cortas
o largas, dependiendo del producto patolégico y del medio de cultivo; no tienen
movimiento, no forman esporas. Carecen de catalasa y son anaerobios facultativos;
cuando se desarrollan en presencia de aire, su crecimiento se ve favorecido por una
atmosfera de 5-10 por 100 CO?. La temperatura 6ptima de crecimiento es de 36 +1°C.
Su metabolismo es fermentativo, produciendo abundantes acidos que descienden el pH,
lo que obliga a utilizar medios amortiguados para evitar su muerte. Son catalasa y
oxidasa negativos, propiedad que, junto con la tincion de Gram, diferencia los
Streptococcus de las especies de Neisseria. Representan un amplio grupo de
microorganismo: algunos forman parte de la microbiota normal, sin que se haya
demostrado su patogenicidad; otros, por el contrario, se comportan como saprofitos,
comensales e incluso como patdgenos, produciendo diversas infecciones en los

mamiferos.?*

b. Taxonomia.
La clasificacion de los estreptococos se ha realizado basdndose en diversos criterios, 1o
que ha motivado que exista una importante confusion en cuanto a su taxonomia y

nomenclatura.

Figura N° 4: Criterios mas importantes para la clasificacion del Género
Streptococcus.?®

Criterio Fundamento

Tipo de hemdlisis en

Agar sangre Distingue los estreptococos alfa, beta y gama hemoliticos.
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En funcién de los antigenos de grupo, es posible dividirlos
estreptococos grupo especificos y no agrupables que carecen de
dichos antigenos (sero grupos de Lancefield). Estos a su vez,
pueden dividirse en serotipos en funcién de proteinas parietales
superficiales o asociadas a acidos lipoteicoicos y fimbrias. Por
otro lado, los estreptococos no agrupables pueden dividirse en
sero tipos en funcién de polisacaridos capsulares, parietales o
proteinas superficiales.

Estructura antigénica

Mediante un nimero especifico de pruebas convencionales se

Caracteristicas . - .
pueden relacionar estas caracteristicas con determinados

fisioldgicas
serogrupos.
Caracteristicas Algunos dependen para su desarrollo de compuestos
nutricionales azufrados (dependientes detiol).

Se basan en estudios de proporciones de C+ Gen el ADN
cromosémico, de homologia ADN-ADN,ARN-ARNoOARN-
ADN, vy la secuencia deARNr (16S). También se fundamentan
en el andlisis de perfiles proteicos, de la estructura de la pared
celular o de acidos grasos.

Caracteristicas genéticas
y quimicas estructurales

Criterios clinicos Diferenciacion entre estreptococos piogénicos y no piogénicos.

Habitualmentep-hemoliticos, diferenciables por los antigenos
Streptococcus no viridans de los grupos de Lancefield. Tiene escaso interés en la cavidad
oral.

Habitualmente no B-hemoliticos y dificilmente diferenciables
por los sero grupos de Lancefield. A nivel ecoldgico y desde el
punto de vista de su patogenicidad, los estreptococos viridans
son los més importantes en la cavidad oral.

Streptococcus viridans

El género Streptococcus, que contiene los patdgenos humanos méas importantes, puede

ser dividido operacionalmente en siete grupos, como se observa a continuacion:

Figura5: Grupos de especies de Streptococcus sobre la base del analisis de secuencia
de rRNA de subunidades pequefias?®

Grupo Nombre Miembros Habitats

| Grupo piégeno S. pyogenes;
S. agalactiae; Seres Humanos
S. equisubespecie equi; Caballos, burros
S. equisubespecie zooepidemicus; Muchos animales
S. dysgalactiaesubespecie dysgalactiae; Cerdos, ganado
S. dysgalactiae subespecie equisimilis; bovino
S. canis;
S. iniae;
S. porcinus;
S. phocae;
S. didelphis;
S. urinalis

1 Grupo sanguis S. parasanguis(S. paransanguinis) S. sinensis Seres Humanos
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11 Grupo mitis S. mitis
S. oralis
S. crista (S. cristatus)
S. peroris
S. infantis
S. australis Seres Humanos
S. oligofermentans
S. gordonii
S. sanguis (S. sanguinis)
S. sinensis
S. mutans Seres Humanos
v Grupo mutans S. sobrinus Seres Humanos
S. cricetus Hamsters, ratas
S. downei Monos
S. rattus (S. ratti) Ratas
S. macacae Monos
S. ferus Ratas
\Y Grupo S. salivarius Seres Humanos
salivarius S. vestibularis Seres Humanos
S. infantarius Seres Humanos
S. thermophilus Productos
S. hyointestinalis lacteos Hembras
porcinas
VI Grupo S. constellatus, subespecies Seres Humanos
anginosus S. anginosus
S. intermedius
S. bovis/S. equinus Ganado bovino,
\1 S. gallolycticus subespecies gallolycticus (S. caballos
bovisl) Humanos,
Grupo bovis S. gallolycticus subspecies pasteurianus (S. koalas, 0s0s
bovis 11.2) Seres Humanos
Ambiental
S. gallolycticus subspecies macedonicus (quesos)
Seres Humanos,
S. infantarius subspecies infantarius (S. bovis ganado
11.1) Seres Humanos
Cerdos, Perros,
S. infantarius subspecies coli Pollos
S. alactolyticus Cerdos,
S. suis Ganado,
Humanos
S.uberis/S.parauberis ggpggso bovino
S. hyomte_stmglls Ganadobovino,
S. hyovaginalis ovejas Ganado
S. thoraltensis bovino
S. pluranimalium Ganadobovino
Otros S. enteriticus Ovejas Pollos
S. ovis. Perros, Gatos,
S. gallinaceus Ganado
S.minor
C. Streptococcus mutans.

Es una bacteria Gram positiva, anaerobia facultativa que se encuentra normalmente en
la cavidad bucal humana, formando parte de la placa dental o biofilm dental, el cual es

uno de los principales microorganismos cariogénicos asociados a la caries dental. De
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acuerdo con la hipdtesis de la placa ecoldgica, la caries dental es la consecuencia de
cambios en el balance natural de la microflora de la placa dental causados por la
alteracion de las condiciones ambientales locales (homeostasis microbiana oral). El
estudio de su participacion en la colonizacion de tejidos dentales, implantacion e
interaccién con otros microrganismos es de mucha importancia para la comprension de
la dindmica de las biopeliculas dentales. De las enfermedades infecciosas que afectan a
los seres humanos, la caries dental es probablemente la mas prevalente. Se describe la
caries dental como un proceso dinamico de desmineralizacion y remineralizacion,
producto del metabolismo bacteriano sobre la superficie dentaria, que con el tiempo
puede producir una pérdida neta de minerales y posiblemente, aunque no siempre,
resultard en la presencia de una cavidad. Las bacterias orales pertenecen a una
comunidad compleja de numerosas especies que participan en la formacion de la placa
bacteriana (biofilm o biopelicula) con todas sus funciones, interacciones y propiedades.
Streptococcus mutans (S. mutans) es el agente mas importante asociado a ella. La caries
y la periodontitis son causadas por un desequilibrio en las poblaciones bacterianas de
biopeliculas que se forman naturalmente y ayudan a mantener el estado normal de la

cavidad oral. ¥’

Clasificacion de Streptococcus mutans Con base en la composicion y los enlaces de los
polisacaridos de la pared celular, estreptococos del grupo mutans se pueden clasificar en
8serotipos:

Streptococcus mutans (serotipos ¢, €, fy k),

T o

Streptococcus sobrinus (serotipos d y g),

Streptococcus cricetus (serotipo a),

a o

Streptococcus rattus (serotipo b),
e. Streptococcus ferus (serotipo c),
f. Streptococcus macacae (serotipo ¢) y
g. Streptococcus downei (serotipo h).
Se sabe que el serotipo “c” de S mutans es el tipo predominante en la cavidad oral

humana mas que las cepas e, d, y k.28

d. Transmision, Colonizacién y estabilidad de Streptococcus mutans en
cavidad oral

La caries dental es una enfermedad dental transmisible en la cual los estreptococos del
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grupo mutans juegan un papel principal. Como en muchas enfermedades infecciosas, se
requiérela colonizacion de un patégeno antes de que ocurra la infeccion. Hay un rango
de factores de virulencia importante para el establecimiento de Streptococcus mutans en
la compleja comunidad microbiana de la biopelicula dental. Estudiar los factores de
virulencia de S. mutans y su correlacion con la biodiversidad de especies es
fundamental para entender el papel que juega en la colonizacion por los diferentes
genotipos en el mismo individuo la expresion de las caracteristicas que puedan 0 no
influenciar su capacidad de virulencia y su habilidad para sobrevivir bajo diferentes

condiciones ambientales.?®

El papel de los Streptococcus del grupo mutans, especialmente Streptococcus mutans y
Streptococcus sobrinus, en la etiologia de la caries dental ha sido extensamente
investigado y claramente demostrado. La evidencia indica que una forma importante de
transmision de S. mutans durante los primeros afios de vida es la que se produce de
madre a hijo por contacto directo (transmision vertical), mientras que el contacto con
otros familiares, incluidos el padre, los hermanos y demas posibles cuidadores
constituye otra via de transmision (transmision horizontal) que cobra importancia
durante edades posteriores. Este fendmeno es conocido como persistencia “intra
individual” y revela la relativa estabilidad que estos alcanzan en un hospedador y la
relacién cola expresion de caracteristicas fenotipicas que les pueden dar ventajas para la
supervivencia, como la capacidad de formar biopeliculas, de adherirse y soportar
fluctuaciones del pH. Se ha considerado comUnmente que la colonizacion de la cavidad
oral de los nifios por S. mutans (“ventana” de infeccion) ocurre al producirse la erupcion
del primer diente, es decir, alrededor de los seis meses de edad. Sin embargo, es l6gico
pensar que en nifios expuestos a factores que facilitan los procesos de transmision, la

colonizacion se produzca antes de la aparicion de los primeros dientes. 2

Hay dos factores que sugieren que S. mutans pueda aparecer durante la etapa presentar:
1) Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus son capaces de colonizar superficies
mucosas. 2) Algunos nifios desarrollan lesiones de caries poco después de la erupcion
dental. La colonizacién temprana de la cavidad oral (antes de la erupcién dental) por S.
mutan puede aumentar el riesgo de caries y hacer que su desarrollo se produzca a

edades mas tempranas.?’
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e. Factores De Virulencia.

- Acidogenicidad: El S. mutans puede fermentar los azucares de la dieta para
producir principalmente &cido lactico como producto final del metabolismo.
Esto hace que baje el pH y se desmineralice el esmalte dental.

- Aciduricidad: Es la capacidad de producir acido en un medio con pH bajo.

- Acidofilicidad: ElI S. mutan puede resistir la acidez del medio bombeando
protones de (H)"fuera de la célula, esta condicién hace que el microorganismo
cambie su fisiologia

- Sintesis de fructanos y glucanos: por medio en enzimas como glucosil fructosil
transferasas (GTF y FTF), se producen los polimeros glucanos y fructano, a
partir de la sacarosa. Los glucanos insolubles pueden ayudar a la célula a
adherirse al diente ser usados como reserva de nutrientes.

- Sintesis de polisacaridos intracelulares: la célula almacena glucdgenos que
ante la falta de ingreso de azucares por via exdgena con la dieta puede
metabolizarse por la accion de la aglucogeno fosforilaza. Ante un incremento de
productos intermediarios de la glucolisis.

- Produccion de dextranasa: ademdas de movilizar reservas de energia esta
enzima puede regular la actividad de las glucosil trasferasas removiendo
productos finales de glucano. La infeccion ocurre generalmente por miembros de
la familia especialmente por la madre.

- Adhesinas: presenta adhesianas de superficie de la familia de adhesinas Spa
también llamada antigeno | / 1l participan en el proceso de adherencia a las
glicoproteinas salivales y a otros microorganismos.

- Proteinas asociadas a la pared celular: le permiten adherirse a las caras libres
de las piezas dentarias y participar en la adherencia dependiente de la sacarosa,

pero su papel en la cariogénesis no es claro.?®

2.3. HIPOTESIS

Ho: El yogur con cepas probioticas Si poseen un efecto inhibitorio significativo ante la
proliferacion y crecimiento del Streptococcus mutans bucal in vitro.

Hi: El yogur con cepas probioticas No poseen un efecto inhibitorio significativo ante la
proliferacion y crecimiento del Streptococcus mutans bucal in vitro.
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CAPITULO IlIlI

MATERIALES Y METODOS

3.1. TIPO Y DISENO DE LA INVESTIGACION

TIPO DE INVESTIGACION:

- De acuerdo al analisis y alcance de los resultados: Tipo Experimental; Donde
existe intervencion por parte de nosotros y los datos no revelan la evolucion
natural de los eventos.

- Segun el tiempo de ocurrencia de los hechos y registros del estudio:
Prospectivo; Donde los datos que recogimos fueron a propoésito de la
investigacion

- Segun el periodo y secuencia del estudio: longitudinal; donde Las variables de

estudio fueron medidas dos ocasiones.

DISENO DE INVESTIGACION:
- Explicativo: Se Investigd los origenes de problema, estableciendo relaciones de

causa - efecto entre la variable independiente y la variable dependiente.

3.2. POBLACIONY MUESTRA

POBLACION

- Cepas de Streptococcus Mutan bucal.

MUESTRA
- Concordante al de tipo probabilistico, porque todas las muestras tienen la

probabilidad de ser incluidas en la investigacion.

TAMANO DE MUESTRA

FORMULA PARA TAMANO DE MUESTRA

n = 2(Zy)y + Z5)%(DE)?/d?
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Se us6 la férmula para comparar dos 0 mas medias:
n : Tamario de cada grupo de estudio
o : Probabilidad de cometer error tipo I
: Probabilidad de cometer error tipo II
: Valor estandar de la distribucién normal asociada a un tipo de error
DE : Desviacion estandar

d : Diferencia entre promedios para rechazar igualdad de medias

Considerando los requerimientos de una confianza del 99% (a =0.05, Z = 2.57) y una
potencia en la prueba del 80% (=0.20, Z =0.84), para (DE/d=0.50)

n=2(2.57+0.84)? (0.5)?

n=5.8

n=6
Por ende, determinamos que cada placa Petri contendréd de 6 repeticiones; Toméandol10
placas petri para cada Grupo Experimental se obtuvo un total de 60 aplicaciones para

cada grupo experimental y 180 aplicaciones para todo el experimento.

3.3. GRUPOS DE ESTUDIO

a) Disefio de los Grupos experimentales:

- Grupo experimental 1 (GEi): Cultivos de Streptococcus mutans bucal
Sometidas con Yogur N° 1 Contenidas de Cepas Probioticas (yogur de
produccion nacional)

- Grupo experimental 2 (GEz): Cultivos de Streptococcus mutans bucal
Sometidas con Yogur N° 2 Contenidas de Cepas Probioticas (yogur de
produccion local)

- Grupo control (GEs) Cultivos de Streptococcus Mutan bucal Sometidas

con Yogur comun (yogur de produccion alcance nacional.)

b) Criterios de seleccién de muestra:
Criterios de inclusion.
- Placas con siembra adecuada de Streptococcus mutans bucal.
- Placas que después del proceso de incubacion presentaron halos de

inhibicion.
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Criterios de exclusién.

- Placas que después del proceso de incubacién no mostraron halos de

3.4.

inhibicion.

a. Variable independiente:

b. Variable dependiente:

Yogur con Cepas probioticas

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES.

Efecto Inhibitorio Frente a la proliferacion del Streptococcus mutans.

Figura N° 6: TABLA DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES.

L Naturaleza
. Definicion . . . Escala de
Variable Dimensiones | Indicadores de la L
conceptual X medicion
variable
(Variable Yogur que | Capacidad de | Yogur con | Cualitativa | Si inhibe.
independiente) | contiene inhibir la | cepas / nominal
Yogur con | Microorganismo | proliferacion probioticas No
Cepas s vivos que, | del de acuerdo a inhibe.
probioticas suministrados Streptococcus | la
adecuadamente | mutans procedencia;
promueven Nacional vy
beneficios en la Local
salud.
(Variable Capacidad  de | Concentracion | Halos de | Cuantitativ | De razon
dependiente) una  sustancia |y inhibicion a/ordinal. | a:
Efecto quimica natural | susceptibilidad | del Tamario
Inhibitorio 0 sintetizada que | bacteriana  a | crecimiento en (mm)
Frente a la|es capaz de|las 24 y 48 | bacteriano a del halo
proliferacién inhibir la | horas. las 24 y 48 de
del proliferacion del horas. inhibicion
Streptococcus Streptococcus
Mutans. mutans.

Fuente: elaboracion propia de los autores.

3.5.

3.5.1.
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3.5.2. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS PARA LA RECOLECCION DE
DATOS.

Para realizar la recoleccion de datos se utilizd la teécnica de la observacion directa
tomando en cuenta los criterios de inclusion y exclusion, cumpliendo estrictamente las
medidas de seguridad e indicaciones y de nuestro asesor de laboratorio que controla
todos procedimientos, y como también bajo las indicaciones y observacion sugeridas de
nuestro asesor de tesis; de tal manera que no se desarrolle algan tipo de contaminacion

cruzada que interfiera en nuestros resultados.

3.5.3. RECURSOS Y MATERIALES

RECURSOS HUMANOS.

- Director de tesis : CD. Cesar Augusto Molina delgado

Asesor de laboratorio : Lic. Lorgio Balbino Palacios Frisancho.

Jurados : Dr. Jorge Luis Mercado Portal (Presidente)
CD. Betzy Quispe Quispe (Primer miembro)
CD. Nelly B. Quispe Maquera (Segundo miembro)

Tesistas : Bach. Claudia Ligue Cati

Bach. Edwin Rene Quispe Roncalla

RECURSOS INSTITUCIONALES.
- Universidad nacional del altiplano puno.
- Laboratorio de microbiologia de la facultad ciencias bioldgicas de la
UNAP.
- Clinica odontoldgica de la escuela profesional de odontologia de la
UNAP.

3.5.4. INSTRUMENTAL Y MATERIALES DE LABORATORIO
MICROBIOLOGICO
- Medios de cultivo:
I. Agar Mueller Hinton.
ii.  Agar sangre.
- Jarra Microbioldgica de Anaerobios.

- Placas Petri
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- Pliegos de papel kraft
- Pabilos
- Cinta de masking tape.
- Autoclave (horno a presion de calor himedo).
- Microscopio Optico Compuesto con objetivo de inmersion
- Estufa de Incubadora Microbiologica.
- Matréz
- Tubos de ensayo
- Mechero Bunsen
- Hisopos estériles
- Bandeja porta objetos
- Placa milimetrada de recuento de colonias
- Regla metalica milimetrada para medir espacios
- Safranina, alcohol cetona, lugol y violeta de genciana.
- Solucion peptonada.
- Solucién para medio de transporte.
- Agua destilada y suero fisioldgico.
- Cocina eléctrica
- Jeringas desechables de 5 ml. y tuberculina.
- Reactivos:
i Agua destilada
ii.  Alcohol al 96%
iii.  Solucion fisiolégica al 0.9%

iv.  Ampollas de agua destilada de 5ml.

3.5.5. ELEMENTOS AUXILIARES DE REGISTRO Y PROCESAMIENTO DE
DATOS

- Cémara fotografica digital.

- Equipo de procesamiento de datos (laptop core i3)

- Vernier digital

- Materiales de escritorio: papel, lapiz, lapiceros, marcador indeleble,

rotuladores, entre otros.
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3.5.6. INSTRUMENTAL Y MATERIALES DE USO ODONTOLOGICO
Instrumental y materiales que se usé exclusivamente para la toma de muestras de tejido
dentario cariado.
- Equipo basico de abordaje: explorador bucal, pinzas porta algoddn,
espejos bucales,
- Curetas maillefer

- Algodon y gasas.

3.5.7. ELEMENTOS DE BIOSEGURIDAD
- Guantes quirdrgicos esteriles
- Mascarilla desechable
- Anteojos transparentes
- Detergente, desinfectantes y jabon carbolico.
- Escobilla para lavado de manos.
- Mandil color blanco

- Gorra color blanco

3.6 DESCRIPCION DE LA TECNICA

3.6.1 Obtencion del yogur con cepas probioticas

- Para el yogur N° 1 correspondiente al yogur de produccion nacional, a
las grandes entidades comerciales, realizando una seleccion obtuvimos
yogur natural con un mayor numero de cepas probioticas sin
edulcorantes ni saborizantes, los cuales cumplen con el requerimiento
solicitado para el presente proyecto de investigacion in vitro;

- Para el yogur N° 2 Correspondiente al yogur de produccion local nos
apersonamos a una planta de produccion de yogur solicitando que

elabore yogur natural sin edulcorantes ni saborizantes.

3.6.2 Obtenciodn del yogur sin cepas probioticas.
- Para el yogur sin cepas probioticas nos apersonamos a los kioscos
donde se expenden yogur comun de consumo cotidiano el cual es de

elaboracion y alcance nacional.
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3.6.3 Preparacion De Las Muestra De Experimentacion.

a. Preparacion Del Medio De Cultivo
La preparacion de los medios de cultivo comprende los siguientes tiempos
fundamentales:

- Pesamos adecuadamente de los ingredientes y disolucion con calor.

- Agregamos las substancias de sostén: Agar-Agar,

- Luego realizamos el ajuste del pH. Por lo general las bacterias
exigen una reaccion neutra o ligeramente alcalina pH 6,8 - 7,2. Un
pH alto o bajo retarda o inhibe el crecimiento de las bacterias.

Para determinar el pH, se ha empleado los siguientes métodos:

- Meétodo del papel indicador universal de pH

- Método colorimétrico

b. Preparacion de agar sangre
Para el procedimiento realizamos lo siguiente:
- Colocamos en Bafio Maria un frasco o balén con 100 ml de Agar
nutritivo estéril hasta que licué completamente.
- Luego dejamos enfriar hasta 45 - 50°C.
- A la cual se le afiadi6 asépticamente sangre (humana) en
proporcion del 5-8%.
- Agitamos suavemente para homogenizar la solucién.
- Luego lo repartimos equitativamente en placas Petri en un nimero
de 30.
- El color de este medio es rojo — cereza el cual almacenamos bajo
estrictos controles de temperatura y esterilidad hasta el momento de

la siembra

C. Obtencion del Streptococcus mutans bucal.
Para la obtencidn de cepas del Streptococcus mutan bucal realizamos lo siguiente los
cuales acorde a las explicaciones e indicaciones de nuestro asesor de laboratorio:

- Previa solicitud y aprobacion para la toma de muestras de tejido

dentario cariado en la Clinica Odontolégica De La Universidad
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Nacional Del Altiplano — Puno, nos preparamos para la toma y
transporte de muestra.

- Preparamos 4 tubos ensayo con soluciéon peptonada (caldo agar
nutritivo) en una cantidad de 3 ml.

- Bajo la supervision del coordinador de la clinica abordamos 4
pacientes de los cuales tomamos las muestras de tejido dental
cariado en cada tubo de ensayo previamente rotulado.

- El transporte de las muestras se realizd cuidadosamente
sometiéndonos a medidas de esterilidad los cuales inmediatamente
se llevo a la incubadora por 24 horas a 37°C. Transcurrido este
tiempo se realizé la siembra en Agar sangre.

- Luego de la identificacion se aisl6 y se hizo una resiembra un
medio selectivo para Streptococcus mutans bucal colocandolos en
una campana de anaerobiosis para ser cultivadas por 24 horas a
37°C.

- La identificacion de colonias de Streptococcus mutans, se realizd
en base a la observacion de la morfologia colonial y la adherencia
de la colonia al agar.

- Luego se hizo el diagnostico microscopico a través de frotis y
tincion de Gram de una muestra de la colonia aislada. Para
confirmar la identificacion plena del Streptococcus mutans se

complementd con pruebas bioquimicas

d. Preparacion del inoculo por el Método de KirbyBauher

El indculo del Streptococcus mutans, fue preparado en un tubo de ensayo, suspendiendo
las colonias puras aisladas en 0.5 ml de suero fisiologico hasta obtener una turbidez de
0.5 de Mac Farland, que corresponde a una concentracion de 1.5x10? alfa unidades

formadoras de colonias de Streptococcus mutans por 1ml (UFC/ml)

e. Siembra
Se realizd la siembra por Trasplante. Que significa que la siembra se realiza de una
muestra liquida a un medio sélido. EI material contiene una sola especie bacteriana, y se

realiz6 con la finalidad de conservar el microorganismo renovando su medio de cultivo
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para conocer sus propiedades biolégicas y bioguimicas.

Procedimiento:

-  Esterilizar el asa por flameado.

- Dejarla enfriar.

- Se tomé con la mano izquierda el tubo con la muestra se le dio leve
inclinacion para evitar, contaminacion con microorganismo del medio
ambiente, al ser destapado.

- Con la mano derecha, se sostuvo el asa y ayudado con el dedo
mefiique de esta misma mano, se saco la lamina metalica del tubo con
la cepa.

- Flamear la boca del tubo, e introducir el asa sin tocar las paredes y
cargarla con la suspension o cepa. Retirar el asa.

- Flamear de nuevo la boca del tubo, y tapar con la lamina metélica.

- Inmediatamente tomar con la mano izquierda el tubo con el medio de
cultivo solido estéril, destapar con cuidado de esterilidad e introducir
el asa hasta el fondo, y apoyando la aguja sobre la superficie, hacer
una linea o estria sin romper el medio de cultivo.

- Flamear la boca del tubo y el asa de Kolle.

- Rotular la Placa, con el nombre y fecha

- Incubar en la estufa a 37°C por 24 a 48 horas.

- Transcurrido el tiempo se realiza la observacion:

f. Disefio de los grupos de experimentacion

- Para el grupo experimental N° 1 Se considerd las cepas probioticas
contenidas en el yogur N° 1 de elaboracion nacional, el tiempo de
crecimiento y el halo de inhibicion en mm.

- Para el grupo experimental N° 2 Se consider6 las cepas probioticas
contenidas en el yogur N° 2 de elaboracion local, el tiempo de
crecimiento y el halo de inhibicién en mm.

- Para el grupo control se emple6 el yogur comun de elaboracion local
donde se considero el tiempo de crecimiento y el halo de inhibicién en

mm.
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g. Fase experimental

Inoculacion del yogur con cepas probioticas

Para el grupo experimental N° 1 se tomo6 10 placas Petri en los cuales se realizo los
pocillos en un nimero de 6 repeticiones por placa para luego introducir en cada una de
ellas un disco de antibiograma estéril, consiguientemente se aplicd con una pipeta
automatica el tratamiento con cepas probioticas contenidas en el yogur N° 1 sobre los
discos de antibiograma, todo ello bajo las estrictas medidas de seguridad y esterilidad a
fin de evitar cualquier contaminacién cruzada durante el procedimiento, luego se llevé a

incubar la totalidad de las muestras a una temperatura de 36°C por 24 y 48 horas.

Para el grupo experimental N° 2 se tom6 10 placas Petri en los cuales se realizo los
pocillos en un nimero de 6 repeticiones por placa para luego introducir en cada una de
ellas un disco de antibiograma estéril, consiguientemente se aplicd con una pipeta
automaética el tratamiento con cepas probioticas contenidas en el yogur N° 2 sobre los
discos de antibiograma, todo ello bajo las estrictas medidas de seguridad y esterilidad a
fin de evitar cualquier contaminacién cruzada durante el procedimiento, luego se llevé a

incubar la totalidad de las muestras a una temperatura de 36°C por 24 y 48 horas.

Inoculacion del yogur sin cepas probioticas del grupo control

Para el grupo control; se tomd las 10 placas petri restantes se realiz6 los pocillos en un
numero de 6 repeticiones por placa para luego introducir en cada una de ellas un disco
de antibiograma estéril, consiguientemente se aplicd con una pipeta automatica el
tratamiento con cepas probioticas contenidas del yogur comun, sobre los discos de
antibiograma, todo ello bajo las estrictas medidas de seguridad y esterilidad a fin de
evitar cualquier contaminacion cruzada durante el procedimiento, luego se llevé a

incubar la totalidad de las muestras a una temperatura de 36°C por 24 y 48 horas.

h. Meétodos realizados para la medicion de los halos de inhibicion.
Para la precision del recuento y medicion de los halos de inhibicion se tomd en cuenta
la totalidad de los 6 pocillos con tratamiento desarrolladas en las placas Petri realizando
lo siguiente:
- Efectuamos las mediciones del didmetro del halo de inhibicion en
milimetros. Con una regla milimetrada y vernier digital, para una mejor

precision.
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- Luego los sumamos el numero las medidas del halo de inhibicion de los 6
pocillos por placa para sacar los promedios respectivos.

- Los resultados anotamos en nuestra ficha de datos

I. Lectura e interpretacion de los resultados.

Para la lectura e interpretacion se decidié no tomar a las bacterias como individuos si
como agregados o colonias que son formados por un gran numero de células bacterianas
de tal manera que nos resulté mas practico y efectivo. El recuento de microorganismos
que se multiplicaron en el medio de cultivo se hizo por métodos fisicos: Turbidez
(Escala de Mac Farland) y biolégicos como en la siembra por dilucion y medicion del

diametro del halo de Inhibicion desarrollada.

3.7 CONSIDERACIONES ETICAS
a)  Unavez presentado nuestro proyecto de investigacion se nos aprobd y otorgo
el acta de aprobacion. (ANEXO N°1)
b)  Se solicito la autorizacion para obtencidn de muestras de tejido dental cariado
de paciente que se atienden en la Clinica Odontoldgica (ANEXO N°2)
c) Se solicitdé la autorizacion para el uso y ejecucion del proyecto de
investigacion de los laboratorios de microbiologia de la Facultad Ciencias

Bioldgicas De La Universidad Nacional Del Altiplano Puno. (ANEXO N°3)

3.8 DISENO Y ANALISIS ESTADISTICO

Para interpretacion de los resultados que se obtuvieron del presente estudio

experimental se utilizaron:

- Pruebas estadisticas inferenciales prueba t o Test-T para determinar la
capacidad de inhibicién del yogur con cepas probioticas frente a la
proliferacion del Streptococcus mutans bucal, con lo cual corroboramos
nuestra hipotesis.

- Se realiz6 la prueba de analisis de varianza (ANDEVA) para contrastar
muestra hipétesis, y determinar la significancia.

- Se empled la prueba de Tukey para comparar las capacidades de inhibicién
del yogur N° 1 frente al yogur N° 2 contenidas de cepas probioticas para

establecer diferencias significativas.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

41. RESULTADOS

TABLA N° 1.

CAPACIDAD INHIBITORIA DE YOGUR 1 CON CEPAS PROBIOTICAS
ANTE LA PROLIFERACION DEL Streptococcus mutans A LAS 24 Y 48

HORAS.
PRUEBA DE t PARA CAPACIDAD INHIBITORIA DE YOGUR 1 CON
EL ANALISIS DE CEPAS PROBIOTICAS ANTE LA
DATOS DE LOS PROLIFERACION DEL Streptococcus mutans
PROMEDIOS DEL G1 GRUPO CONTROL
HALO DE
INHIBICION 24 HORAS | 48 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS
PROMEDIO 15.39 mm 11.89 mm 0 0
D.E +0.42 +0.45 0 0
LI 15.11 mm 11.57 mm 0 0
LS 15.67 mm 12.21 mm 0 0
Tecalculada 121.80 83.65 0 0
P <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

Fuente: Elaboracién Propia De Los Autores.

Interpretacion: Los promedios de la capacidad inhibitoria de yogur 1 se someti6 al
andlisis estadistico de t para observar la frecuencia de la zona de inhibicién en mm
frente a la bacteria Streptococcus mutans, en relacion al promedio de las 6 repeticiones
por placa, obteniéndose que el promedio de halo de inhibicion es de 15.39 mm en las 24
horas, para las 48 horas el promedio es 11.89 mm siendo la diferencia de 3.5 mm, por lo
que a mayor tiempo de incubacién menor capacidad inhibitoria. resultando la
Desviacién Estandar (D:E) de + 0.42 para un tiempo de incubacion de 24 horas y a las
48 horas de * 0.45, el limite inferior ( L1 ) de 15.11 mm vy limite superior (LS) de
15.67 mm para las 24 horas y para las 48 horas es de 11.57 mm LI y 12.21 mm LS, con
la prueba de t calculado para las 24 horas es de 121.80 y para las 48 horas de 83.65 con
una probabilidad de P < 0.0001, en tal sentido existe una distribucion normal y
homogéneo en los resultados de los promedios en las diferentes placas con 6
repeticiones, por lo tanto no existe diferencia en la distribucién, por lo mismo que la
frecuencia de halo de inhibicién son iguales, tal como se observa en la tabla 1. En
comparacion al grupo control podemos determinar que esta no tiene un efecto

inhibitorio en relacion al yogur con cepas probioticas.
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Interpretacion estadistica: En el andlisis Estadistico observado entre la zona de
inhibicion del yogur 1 en la proliferacién de bacteria Streptococcus mutans fue
marcadamente diferente entre la zona de inhibicion a las 24 horas en relacion a las 48
horas, lo que demuestra que el mejor comportamiento en la capacidad inhibitorio con
las cepas probidticas del yogur 1 es a las 24 horas, todos estos presentan asociacion
debido a que los resultados de la prueba de Tukey resulté significativa (Tukey Alfa =
0,05 DMS = 0,41874), en tal sentido existe relacion entre las variables (tiempo de

incubacion y el halo de inhibiciéon de Streptococcus mutans), siendo la relacion al azar.
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CAPACIDAD INHIBITORIA PARA Streptococos mutans

Contraste de Tukey (gl=18, a = 0,05), para encontrar diferencias entre la zona de
inhibicion con yogur 1 en tiempos de 24 y 48 horas, frente a la proliferacion de la
bacteria Streptococcus mutans.
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TABLA N° 2

CAPACIDAD INHIBITORIA DE YOGUR 2 CON CEPAS PROBIOTICAS
ANTE LA PROLIFERACION DEL Streptococcus mutans a las 24 y 48 horas.

PRUEBA DE t PARA CAPACIDAD INHIBITORIA DE YOGUR 2 CON
EL ANALISIS DE CEPAS PROBIOTICAS ANTE LA
DATOS DE LOS PROLIFERACION DEL Streptococcus mutans
PROMEDIOS DEL G2 GRUPO CONTROL
HALO DE 24 HORAS | 48 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS
INHIBICION
PROMEDIO 12.64 11.81 0 0
D.E +0.44 +0.44 0 0
LI 12.32 mm 11.50 mm 0 0
LS 12.95 mm 12.12 mm 0 0
T calculada 91.14 85.56 0 0
P <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

Fuente: Elaboracion propia de los Autores

Interpretacion: En el analisis de datos de los promedios obtenidos de la capacidad
inhibitoria de yogur 2 se sometio a la prueba estadistica de t para observar la frecuencia
de la zona de inhibicion en mm a la proliferacion de la bacteria Streptococcus mutans,
en relacion al promedio de las 6 repeticiones por placa, obteniendose que el promedio
de halo de inhibicion es de 12.64 mm en las 24 horas, para las 48 horas el promedio es
11.81 mm siendo la diferencia de 0.83 mm, por lo que a mayor tiempo de incubacion
menor capacidad inhibitoria. resultando la Desviacion Estandar (D:E) de + 0.44 para
un tiempo de incubacién de 24 horas y 48 horas respectivamente, el limite inferior ( LI
) de 12.32 mm y limite superior (LS) de 12.95 mm para las 24 horas y para las 48
horas es de 11.50 mm LIy 12.12 mm LS, con la prueba de t calculado para las 24 horas
es de 91.14 y para las 48 horas de 85.56 con una probabilidad de P < 0.0001, en tal
sentido existe una distribucion normal y homogéneo en los resultados de los promedios
en las diferentes placas con 6 repeticiones, por lo tanto no existe diferencia en la
distribucion, por lo que la frecuencia de halo de inhibicién son iguales, tal como se
observa en la tabla 2. En comparacion al grupo control podemos determinar que esta no

tiene un efecto inhibitorio en relacion al yogur con cepas probioticas.

Interpretacion estadistica: En el andlisis Estadistico observado entre la zona de
inhibicion del yogur 2 en la proliferacion de bacteria Streptococcus mutans fue

marcadamente diferente entre la zona de inhibicion a las 24 horas en relacién a las 48
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horas, lo que demuestra que el mejor comportamiento en la capacidad inhibitorio con
las cepas prebidticas del yogur 1 es a las 24 horas, todos estos presentan asociacion
debido a que los resultados de la prueba de Tukey resultd significativa (Tukey Alfa =
0,05 DMS = 0,41103), en tal sentido existe relacion entre las variables (tiempo de

incubacion y el halo de inhibicién de Streptococcus mutans), siendo la relacion al azar.
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CAPACIDAD INHIBITORIA PARA Streptococos mutans

Contraste de Tukey (gl=18, a = 0,05), para encontrar diferencias entre la zona de
inhibicién con yogur 2 en tiempos de 24 y 48 horas, frente a la proliferacién de la
bacteria Streptococcus mutans.
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TABLAN° 3

COMPARACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE YOGUR 1 CON
YOGUR 2 CON CEPAS PROBIOTICAS ANTE LA PROLIFERACION DEL
Streptococcus mutans a las 24 HORAS.

TRATAMIENTO EN COMPARACION INHIBITORIA DE YOGUR 1
LA PROLIFERACION CON EL YOGUR 2 CON CEPAS PROBIOTICAS

DE LA BACTERIA ANTE LA PROLIFERACION DEL Streptococcus
Streptococcus mutans mutans A LAS 24 HORAS
EN LAS PLACAS PROMEDIOS YOGUR
PETRY 1 PROMEDIOS YOGUR 2

PROMEDIO 15.39 mm 12.64 mm

Fuente: Elaboracion Propia De Los Autores

Interpretacion: En la tabla 3, Utilizando el método de Kirby Bauer para determinar el
halo de inhibicidn, se puede observar que la relacién entre el efecto inhibidor producido
por yogur 1 y yogur 2 a las 24 horas frente a la proliferacion de la bacteria
Streptococcus mutans, en la observacion in vitro, los resultados del promedio del mayor
halo de inhibicion se registra en el yogur 1 con 15.39 mm, el menor promedio del halo
de inhibicién se da en el yogur 2 con 12.64 mm, por ultimo podemos mencionar que
entre el mayor halo de inhibicion con el menor halo de inhibicién la diferencia es de
2.75 mm en favor al yogur 1.

Interpretacion estadistica: En el andlisis Estadistico observado entre la zona de
inhibicion de yogur 1 con el yogur 2 a las 24 horas en la proliferacion de la bacterias
Streptococcus mutans , fue marcadamente diferente entre la zona de inhibicion tratado
con yogur 1 en relacion al tratamiento con yogur 2 a las 24 horas, lo que demuestra que
el mejor comportamiento en el tratamiento se da con yogur 1, todos estos presentan
asociacion debido a que los resultados de la prueba de Tukey resulté significativa
(Tukey Alfa = 0,05 DMS = 0,41351), en tal sentido existe relacidn entre las variables
(yogur 1 en relacién al yogur 2 en 24 horas del halo de inhibicion de Streptococcus

mutans), siendo la relacion al azar.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO 2 Nacional del

Altiplano
GRAFICO N° 3
15,67
B
E
E 1438
=
L
=
o
o
MO 12024
I
=
L
(]
S
= 13297
I
m
12.48 1
yogur 2 yogur 1

CAPACIDAD INHIBITORIA A LAS 24 HORAS PARA Streptococos mutans

Contraste de Tukey (gl=18, a = 0,05), para encontrar diferencias entre la zona de
inhibicién con yogur 1y yogur 2 a las 24 horas, frente a la proliferacion de la
bacteria Streptococcus mutans.
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TABLAN° 4

COMPARACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE YOGUR 1 CON
YOGUR 2 CON CEPAS PROBIOTICAS ANTE LA PROLIFERACION DEL
Streptococcus mutans a las 48 HORAS.

TRATAMIENTO EN COMPARACION INHIBITORIA DE YOGUR 1
LA PROLIFERACION CON EL YOGUR 2 CON CEPAS PROBIOTICAS
DE LA BACTERIA ANTE LA PROLIFERACION DEL Streptococcus

Streptococcus mutans mutans A LAS 48 HORAS
EN LAS PLACAS
PROMEDIO YOGUR 1 | PROMEDIO YOGUR 2
PETRY
PROMEDIO 11.89 11.81

Fuente de la Tabla N° 9 Elaboracion propia de los Autores

Interpretacion: En la tabla 4, Utilizando el método de Kirby Bauer para determinar el
halo de inhibicidn, se puede observar que la relacion entre el efecto inhibidor producido
por yogur 1 y yogur 2 a las 48 horas frente a la proliferacion de la bacteria
Streptococcus mutans, en la observacion in vitro, los resultados del promedio del halo
de inhibicion en el yogur 1 es de 11.89 mm, el promedio del halo de inhibicién del
yogur 2 es de 11.81 mm, existiendo una minima diferencia en el halo de inhibicion en
favor al yogur 1 en 0.08 mm. Por lo que no existe diferencia marcada entre el yogur 1y

el yogur 2 a las 48 horas.

Interpretacion estadistica: En el andlisis Estadistico observado entre la zona de
inhibicién de yogur 1 con el yogur 2 a las 48 horas en la proliferacion de la bacterias
Streptococcus mutans , son iguales y no son diferentes entre la zona de inhibicién
tratado con yogur 1 en relacion al tratamiento con yogur 2 a las 48 horas, lo que
demuestra que a las 48 horas el comportamiento de ambos tratamientos son iguales,
todos estos presentan asociacion debido a que los resultados de la prueba de Tukey
resulté no significativa (Tukey Alfa = 0,05 DMS = 0,41351), en tal sentido existe
relacion entre las variables (yogur 1 en relacion al yogur 2 a las 48 horas del halo de

inhibicién de Streptococcus mutans), siendo la relacién al azar.
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Contraste de Tukey (gl=18, a = 0,05), para encontrar diferencias entre la zona de
inhibicion con yogur 1y yogur 2 a las 48 horas, frente a la proliferacion de la
bacteria Streptococcus mutans.
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4.2. DISCUSION

Luego de la ejecucién del estudio experimental donde nuestro principal objetivo fue
estudiar el efecto inhibitorio de dos yogures con cepas probioticas sobre la proliferacion
del Streptococcus mutans bucal in vitro; como resultado de ello obtuvimos que si existe
la inhibicion del desarrollo proliferativo de las colonias del Streptococcus mutans
demostrandose por los halos de inhibicion en la pruebas repetitivas que se realizaron,
como también determinadas por las pruebas de tukey que arroj0 un resultado
significativo (Tukey Alfa = 0,05 DMS = 0,41874) para el yogur N° 1 y (Tukey Alfa =
0,05 DMS = 0,41103) para el yogur N° 2. De tal modo que el consumo del yogur con
cepas probioticas podria ser una alternativa de prevencién y tratamiento para
contrarrestar el sobrecrecimiento y proliferacion del Streptococcus mutans principal

agente cariogénicos.

Contrastando con el trabajo realizado por Rebolledo et al. (2013) (Concepcion, Chile)
cuyo objetivo fue medir el efecto de las cepas probioticas Lactobacillus casei variedad
rhamnosus (LCR32) y Lactobacillus johnsonii (LA1) sobre el crecimiento in vitro de
Streptococcus mutans. Trabajo que concluye aduciendo que las cepas probidticas
Lactobacillus casei variedad rhamnosus (LCR35) y Lactobacillus Johnosonii (LAL)
disminuyen la colonizacion de las principales bacterias productoras de caries
dental.>resultados y conclusiones que se muestran de manera semejante a los resultados

que alcanzamos con nuestro estudio.

En el trabajo de investigacion realizado por Valdéz J. (2016) (Quito, Ecuador) con
el proposito de determinar si el Lactobacillus casei (variedad rhamnosus) del yogurt
Toni LGG y de las capsulas de Bacilor son efectivos para inhibir el crecimiento in
vitro de Streptococcus mutans. Lo cual guarda semejanza con nuestro objetivo.
Estudio que concluye resaltando lo siguiente: Las Cepas Probioticas Lactobacillus casei
(variedad rhamnosus) del yogurt Toni LGG y de las capsulas de Bacilor poseen un
efecto inhibidor sobre el crecimiento in vitro del Streptococcus mutans, principal
microorganismo causante de caries dental. El Probidtico Lactobacillus casei (variedad
rhamnosus) del yogurt Toni LGG posee mayor efecto inhibitorio sobre el crecimiento in
vitro del Streptococcus mutans.lresultados que concuerdan con los resultados que

alcanzamos con nuestro estudio experimental.
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Cabe resaltar nuestros resultados donde sefialamos que el efecto inhibitorio de las cepas
probioticas contenidas en yogur sobre el crecimiento proliferativo del Streptococcus
mutans bucal se muestra de manera significativa, y en comparacion con el trabajo de
investigacion realizado Hasslof et al. (2010) (Umed, Suecia) determina de manera
semejante en sus conclusiones, estudio que tuvo por objeto investigar la capacidad de
una seleccion de cepas de lactobacilos, usadas en productos probidticos comercialmente
disponibles, para inhibir el crecimiento de los estreptococos mutans orales y C. albicans
in vitro. Concluyendo que a concentraciones que oscilaban entre 109 y 105 UFC / ml,
todas las cepas de lactobacilos inhibian completamente el crecimiento de los
estreptococos de mutans con la excepcion de L. acidophilus La5 que ejecutaban s6lo
una ligera inhibicién de algunas cepas a concentraciones correspondientes a 107 y 105
UFC / ml. Las cepas probidticas seleccionadas mostraron una capacidad
significativa pero algo variable para inhibir el crecimiento de los Streptococcus mutans
orales y Candida albicans in vitro. °

Shakir et al. (2013) (El Cairo, Egipto) realizaron un trabajo de investigacion similar al
nuestro con proposito de evaluar el posible efecto inhibitorio de determinadas cepas
bacterianas probidticas frente a Streptococcus mutans (SM) e identificar el producto
lacteo mas adecuado en el que la mas potente cepa probidtica Exhibird actividad
inhibidora contra SM. Donde concluye de manera muy similar con nuestros resultados
resaltando que: Todos los probidticos en el grupo 1-6 reducen significativamente el
porcentaje de supervivencia de SM en todos los subgrupos de relacion, es decir, A - C
(relacion de 3: 1, 1: 1y 1: 3 SM: cepas probioticas, respectivamente), con excepcion del
grupo 6 en la relacion subgrupo A. Con Excepcion de los grupos 4 y 5 en la proporcion
subgrupo A, diferencia estadisticamente significativa entre todos los probioticos en la
Actividad inhibidora frente al Streptococcus mutans oral, Diferentes probi6ticos en
estudio reducir el transporte oral de SM con grados variables. Movido La leche
fermentada que contiene Lb reuteri ATCC 23272 se considera el mejor vehiculo de

entrega de probidticos para la prevencion de caries dental.’

En nuestro pais Rios et al. (2013) (Lima, Peru) efectuaron un estudio experimental con
el objetivo de determinar el efecto inhibitorio in vitro, de un bioyogurt con cepas
probidticas sobre el crecimiento de Streptococcus mutans, donde se menciona en los

resultados de manera muy similar resaltando que el bioyogurt comercial con cepas
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probidticas, produjo una inhibicion del crecimiento de Streptococcus mutans de 1,4
x109 UFC/ml a 0.083 x109 UFC/ml (p<0.001), mientras el yogurt comercial sin
cepas probidticas, de 14 x 108 UFC/ml a 11,97 x 108UFC/ml. Concluyendo que el
bioyogur LAIVE que contiene las cepas Lactobacillus paracasei subsp. Casei
Lactobacillus acidophilus, y Bifidobacterium tiene accion efecto inhibitorio “in vitro”
sobre el crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175, mostrando una alta

significancia p <0.001, por lo que puede ser beneficioso en la prevencion de la caries.
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CONCLUSIONES

1. Los dos yogures enriquecidas con cepas probioticas si poseen efecto inhibitorio de

caracter significativo ante la proliferacion del Streptococcus mutans bucal in vitro.

2. El yogur N° 1 enriquecida con cepas probioticas si posee efecto inhibitorio
significativo Ante La Proliferacion Del Streptococcus mutans Bucal in vitro, con un
mayor efecto inhibitorio a las 24 horas, capacidad del efecto inhibitorio que se

reduce relativamente a las 48 horas.

3. El yogur N° 2 enriquecida con cepas probioticas si posee efecto inhibitorio
significativo Ante La Proliferacion Del Streptococcus mutans Bucal in vitro, con un
mayor efecto inhibitorio a las 24 horas, poder de efecto inhibitorio que se reduce

relativamente a las 48 horas.

4. Al comparar las capacidades inhibitorias se demuestra que el Yogur N° 1 posee
mayor capacidad de efecto inhibitorio que el Yogur N° 2 ante Proliferacion Del
Streptococcus mutans Bucal A Las 24 Horas, mostrando una diferencia de manera
significativa a favor del Yogur N° 1.

5. Al comparar las capacidades inhibitorias se demuestra que el Yogur N° 1 posee una
relativa mayor capacidad de efecto inhibitorio que el Yogur N° 2 ante Proliferacion
Del Streptococcus mutans Bucal a las48 Horas, mostrando una diferencia de

manera no significativa a favor del Yogur N° 1.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios de investigacion donde se evalle la capacidad de inhibicion de los
probidticos ante la proliferacion de microorganismos cariogenicos luego de la

ingesta inmediata y diaria del yogur enriquecido con cepas probioticas.

2. Ejecutar estudios de investigacion asociado a alimentos enriquecidos con cepas
probioticas de modo incentiven a generar mayores inquietudes y llegar a
conocimientos que aporten de manera sustancial a la ciencia que sigue esta linea de

investigacion.

3. Realizar estudios experimentales con el propdsito de determinar mecanismos
especificos de accion y concentraciones adecuadas donde las cepas probioticas
alcancen un maximo potencial del efecto inhibitorio frente a la proliferacion de

bacterias responsables de la caries dental.

4. Bajo las premisas de los resultados obtenidos por investigaciones que anteceden a
nuestro estudio y resultados obtenidos en el presente estudio recomendar a las
autoridades del estado a incluir en la dieta de alimentacion saludable que se provee
en las instituciones de educacion primarias ya que son un grupo vulnerable, la

misma donde se muestran altos indices de prevalencia de caries dental.

5. Alimentos enriquecido con cepas probidticas podrian ser utilizados como apoyo
en la prevencion y profilaxis de las enfermedades a nivel bucal y como para la
salud en general, por lo que se recomienda a los produccion y el consumo de

alimentos con agregados probioticos.
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EL QUE SUSCRIBE JEFE DEL LABORATORIO DE LA FACULTAD DE
CIENCTIAS BIOLOGICAS DE LATUNA - PUNO.

HACE CONSTAR:

Crae los bachilleres: CLATDIA LIGUE CATI v EDWIN RENE
QUISPE BONCALLA, egresados de la Escuela Profesional De Odontologia de la
Universidad Macional de Altiplano Pune, ha realizado su trabajo de investigacion
titulade “ESTUDIO IV FITRO DEL EFECTO INHIEITOERIO DE DOS YOGURES
CON CEPAS PROBIOTICAS ANTE LA PROLIFERACION DEL Streptecoccus
mutans BUCAL - PUNO 20177 en los laboratorios de zoologia v microbiclogia dela
escuela profesional de biclogia, entre los meses de julio a octubre del 2017.

Se emite la presente constancia a la solicitud de los interesados
para los fines que se estime por conveniente.

Puno, 16 de octubre del 2017

. | L

Boemeventora (), Carple Vilsgaes
CERF N 1esd
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ANEZO N° 5
MATRIZ DE DATOS N° 1
YOGURT PROBIOTICO 1
P1 P2 P3 P4 P5

24H | 48H | 24H | 48H | 24H | 48H | 24H | 48H | 24H | 48H

16.2 | 126 | 155 | 121 16 125 | 151 | 11.7 154 12

16 12.4 16 12.6 16 126 | 149 | 115 15 11.4

158 | 125 | 158 | 124 | 155 | 121 15 11.6 15.5 121

15.6 12 16 12,5 16 128 | 149 | 113 14.8 11

155 | 121 | 155 12 16.3 | 129 | 151 | 115 14.9 115

16 124 | 158 | 123 | 155 12 155 12 14.5 111

15.85 | 12.33 | 15.77 | 12.32 | 15.88 | 12.48 | 15.08 | 11.60 | 15.02 | 11.52
P6 P7 P8 P9 P10

24H | 48H | 24H | 48H | 24H | 48H | 24H | 48H | 24H | 48H

148 | 11.2 15 116 | 16.2 | 125 | 148 | 114 15.2 11.6

15 115 | 148 | 114 16 124 | 152 | 115 15 11.4

155 | 121 | 153 | 115 | 16.1 | 127 | 145 11 154 12

15 116 | 145 | 111 | 159 | 125 | 148 | 114 15.6 12

146 | 11.2 15 115 | 158 12 149 | 115 15.8 12.2

15 11.7 | 155 | 116 | 159 | 125 15 114 15.7 12

1498 | 11.55 | 15.02 | 11.45 | 15.98 | 12.43 | 14.87 | 11.37 | 15.45 | 11.87

P : Placa petri
mm > milimetros
H : Horas
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MATRIZ DE DATOS N° 2

YOGURT PROBIOTICO 2

P1 P2 P3 P4 P5
24H | 48H | 24H | 48H | 24H | 48H | 24H | 48H | 24H | 48H
118 | 11 | 12 | 11 | 13 | 12 | 13 | 12 | 13 | 122
125 | 115 | 115 | 108 | 131 | 123 | 135 | 125 | 125 | 115
12 | 112 | 13 | 122 | 135 | 127 | 13 | 125 | 13 | 12
125 | 116 | 135 | 127 | 13 | 122 | 135 | 127 | 13 | 122
127 | 116 | 128 | 122 | 135 | 125 | 132 | 124 | 125 | 115
118 | 113 | 132 | 124 | 13 | 124 | 133 | 125 | 125 | 117
P6 P7 P8 P9 P10

24H | 48H | 24H | 48H | 24H | 48H | 24H | 48H | 24H | 48H

12.2

11.7

11

115

11.2

114

12.8 12 125 11.7 13 12.2 12 11.2 13
13 12.2 125 115 13.5 125 11.9 111 12.5
125 11.5 11.8 11 13 12.2 11.8 11 12
13 125 11.9 11 12.9 12 12 11.2 12.5
12.8 12 12 11.2 12.8 12 12.5 11.7 12
125 11.7 12.2 11.5 13 12.2 12 11.2 12

P : Placa petri.

H : Horas.

mm : Datos interpretados en milimetros.
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ANEXO N° 6

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLAND - PUNO é
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA :!H:

CERTIFICACION DE LA CEPA BACTERIANA,
ElQUE SUSCRIBE:

Certifica que la pureza del Skepfococos mutans, se ha obtenido
tomando en cuenta el siguiente procedimiento:

1. Bl medio de cultivc que se utilizd para el aislamiento es
TRIFTICASA DE S0YA, para ver su actividad hemaoliica se
realiza la raplica en agar sangre.

2. Para la identificacidn del Streptococos mufans se tomd en cuenta
los criterios fenotipicos:

a) Morfologia macroscopica  (colonias): opacas, convexas e
iregulares en su forma y superficie granular

b) Morfologia microscopica y caracteristicas tintoriales: Cocos Gram
positivos, se asocian en parejas y cadenas cortas o largas,

c) Reguerimientos ambientales para el crecimiento: Anaerobios
facultativos, aumenta su crecimiento en presancia de CO4 al 5%
y a3rc,

d) Resistencia o sensibilidad a los amtimicrobianos: sensibles &
penicilinas, cefalosporinas, macrolidos, aminoglucosidos,
vamcomicina, rifampiina, clotrimoxazol, lincosamidas v
cloranfenicol,

e) Propiedades bioguimicas: Esculina, inulina, manited, rafinosa vy
resbitol positives. No producen catalasa y fermentan la glucosa
can produccion de acido lActico.

3. Para realizar la identificacion del Streptococos mutans se toma an
cuenta en criterio genatipico segln la prueba de PCR. Serotipos:
ceyf

NOTA: Fara la obtencion de esta cepa pura se siguid los métodos
estdndares propuasto por el Instituto Nacional de Salud.
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ANEXO N° 7
—:"Iq'u;ll"a;. ‘ ]
q ey ™ UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO — PUNO e
i é ; ._ i FACULTAD DE CIEMCIAS BIOLOGICAS
EE?JH LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA r
g

CERTIFICACION DEL ANALISIS BACTERIOLOGICO
DE (YOGUR K° 1) - (YOGUR K° 2)

EL QUE SUSCRIEE:

Cartifica que 2l contenido de la presencia de cepas probioticas principalments da las
baterias del grupo de lactobacillus spp. Cusnta con 2l sienisnts procedimisnto:

1. El madio da cultivo gue se utilizo para 2] aislamisnto s AGAE — COLTREIA
con COLESTINA v acide NALIDIXICO (CHA).

2. Para la identificacion de las cepas de lactobacillus spp se tomo en cusnta los
criterios fenotipicos:

a. Morfologia macroscopica {colonias): opaca, contormo redonde w
ligeraments liso con superficis aplanada, translucida = irreeunlar,
frecusntements con aspecto de cristal.

b. Morfologia microscopica v caracteristicas tintorialas: bacilius Gram
positivos, asociadas en colonias de cadenas largas v filamentosas v las
formas en maza no s0m £aras.

c. ERsguerimisntos ambisntales para el crecimisnto: requisrs incubacion a
35 *C  en dioxido de carbono C0y con una concentracion al 10%
evaluacion a las 48h.

d. Easistencia o sensibilidad alos antimicrobianos: sensible a penicilina G,
ampicilina, cefalosporinas v clindamicina. Easistantas ala bancomicing v
son alfa o hemoliticos.

2. Propisdades bioguimicas: catalasa negativos -], glucosa positives {+),
manitol {+) CAMP® {+)

3. Para determinar la carps bacteriana de cepas probioticas s tomo musstras
representativas de ambos wogures para conocer 2l numero de bacterias por
unidad de volumen, recusnto realizado por medios fisicos indspendisntaments a
gue si estén muertos o no. Determinandose que 2l Yogur N7l contisns mavor
carga bacteriana que 2l Yogur N7 I.l

MOTA: Para 2l analisis bacteriologico 52 signio los matodos astandaras propusstos por
el Instituto Macional De Salud Del Perm. Ademas d= que no se indica 2]l nombra v la
marcade los productos en mencion por motivos de no transeradir ni infringir con los

Codigo de Etica v Conducta Comercial que son directrices de Gobisrno Marcantil.

slicios Frizanho
Bi0LOE
O.@.E M= B1E%
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ANEXO N° 8
ANALISIS ESTADISTICO

Analisis de la varianza

Variable N R* R* A3 CV
HALO DE INHIBICION mm 20 0.94 0.94 3.27

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 61.18 1 61.18 308.01 <0.0001
CAPACIDAD INHIBITORIA 61.18 1 61.18 308.01 <0.0001
Error 3.58 18 0.20
Total 64.76 19

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.41874

Error: 0.1986 gl: 18

CAPACIDAD INHIBITORIA Medias n E.E.

yogur 1 48horas 11.89 10 0.14 A

yogur 1 24horas 15.39 10 0.14 B

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Prueba t para una media

Valor de la media bajo la hipdétesis nula: 0

Variable n Media DE LI(95) LS(95) T p(Bilateral)
Halo de Inhibicion 24 hora.. 10 15.39 0.44 15.07 15.71 110.17 <0.0001
Halo de Inhibicion 48 hora.. 10 11.89 0.45 11.57 12.21 83.65 <0.0001

Analisis de la varianza

Variable N R®* R* Aj CWV
HALC DE INHIBICICON EN mm 20 0.92 0.91 3.14

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 37.87 1 37.87 195.50 <0.0001
CAPACIDAD INHIBITORIA 24 H.. 37.87 1 37.87 1985.50 <0.0001
Error 3.49 18 0.19
Total 41.35 19

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.41351

Error: 0.1937 gl: 18

CAPACIDAD INHIBITCRIA 24 H.. Medias n E.E.
yogur 2 12.64 10 0.14 A
yogur 1 15.39 10 0.14 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Analisis de la varianza

Variable N R®* R* Aj CV
HALC DE INHIBICION mm 20 0.50 0.47 3.58

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 3.44 1 3.44 17.95 0.0005
CAPACIDAD INHIBITORIA 3.44 1 3.44 17.95 0.0005
Error 3.44 18 0.19
Total 6.88 19

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.41103

Error: 0.1914 gl: 18

CAPACIDAD INHIBITORIA Medias n E.E.

yogur 2 48horas 11.81 10 0.14 A

yogur 2 24horas 12.64 10 0.14 B

Madias con una letra comin no son significativamente difsrentes (p > 0.0%5)

Prueba t para una media

Valor de la media bajo la hipétesis nula: 0

Variable n Media DE LI(95) L5(95) T p(Bilateral)
Halo de inhibicion 24horas.. 10 12.64 0.44 12.32 12.95 91.14 <0.0001
Halo de inhibicion 48horas.. 10 11.81 0.44 11.50 12.12 85.56 <0.0001

Analisis de la wvarianza

Variable N R E= Bhj CW
HALO DE INHIBICION EN mm 20 0.01 0.00 3.74

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. S5C gl CH F p-valor
Modelo. 0.03 1 0.03 0.18 0.8803
CAPRCIDAD IMHIBITCORIA 48 H.. 0.03 1 0.03 0.18 0.6803
Error 3.53 18 0.20
Total 3.57 1%

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.41625

Error: 0.1983 gl: 18

CAPACTDAD INHIEITCORIA 48 H.. Medias n E.E.

YOGUR 2 11.81 10 0.14 A

YOGUR 1 11.89 10 0.14 A

Medizs con uns letrs comin neo son significstivamente diferentes (p > 0.05)
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Siembra y aislado de la bacteria
Streptococcus mutans

Unidad formadora de colonia SM

Dilucion - métodoKirby Bauer

Preparado de medio de cultivo.
Preparado de medio de cultivo.
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Preparado de medio de cultivo. Preparado de medio de cultivo.
Agar - sangre Agar - sangre

N

Preparado de posillos de tratamientos Colocado de discos de antibiograma

Inoculacion del yogur con cepas » .
probioticas Incubacién a 37 °C
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Resultados: del yogur N° 1

Resultados: del grupo control
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Resultados: del yogur N° 1

Resultados: del yogur N° 2

Resultados: del grupo control
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