i UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA PROFESIONAL DE ESTOMATOLOGIA

Efecto in vitro de cepas probibticas contra Porphyromonas gingivalis
ATCC 33277

TESIS PARA OBTENER EL TiTULO PROFESIONAL DE:
Cirujano Dentista
AUTORAS:

Ramirez Pozo, Tabata Sofia (ORCID: 0000-0003-4022-2620)

Rujel Ramos, Estefany Fernanda (ORCID: 0000-0001-8260-3662)

ASESOR:

Dr. Ruiz Barrueto, Miguel Angel (ORCID: 0000-0002-3373-4671)

LINEA DE INVESTIGACION:

Enfermedades infecciosas y transmisibles

PIURA — PERU

2021


https://orcid.org/0000-0003-4022-2620
https://orcid.org/0000-0001-8260-3662
https://orcid.org/0000-0002-3373-4671

Dedicatoria

La presente tesis la dedicamos a Dios, ya que
gracias a €l vamos logrando poco a poco
nuestras metas como futuras profesionales,
asimismo a nuestra familia por brindarnos su
apoyo y esfuerzo de vernos mejorar dia a dia

en nuestra carrera universitaria.



Agradecimiento

A la Universidad Cesar Vallejo, en especial a
nuestro asesor el Dr. Miguel Angel Ruiz
Barrueto por brindarnos su apoyo, tiempo y
disposicion durante el desarrollo de nuestra
tesis, ademas le agradezco a mi compafiera
por el esfuerzo y sacrificio que entrego para
hacer posible la culminacion de la presente

investigacion.



indice de contenidos

DBUICALONA ...t Ii
FNe | = To [=Tod 14 a1T=T o (o RO PP PP PP PP ii
INdiCe de CONLENIUOS .......cveeeeeeieeeeeeeeee ettt iv
INICE @ tADIAS .......ccviieeiiiieeeceteeee e Vi
RESUIMEBN ...ttt e e e e e r e e e e e e e s e e e eees Vii
LY 0153 = Lo PP PPPPPPPPPPP viii
l. INTRODUGCCION. .....ciuiiiiaieiiirieieieie ettt 1
Il. MARCO TEORICO ......c.oiiieeeeeeceeeeeeeeeee ettt 4
Hl. METODOLOGIA ..ottt 12
3.1. Tipoy disefio de INVESHGAaCION ..........oocuuiiiiiiiiieee e 12
3.2. Variables y operacionalizaCion............cccuuuieiiiieeiiiiiiiieeeeee e 12

3.3. Poblacién (criterios de seleccion), muestra, muestreo, unidad de analisis

12

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos ............cccocvveeeennnnn. 13
G T o (oo =To [10011=T 010 SR 13
3.6. Método de analisis de datosS ...........coooiuuiiiiiiiiieeiie e 15
3.7. ASPECIOS BLICOS .. uuuuiiiieeiieieeiee e e e e 15
V. RESULTADOS ...t e e e e e e e eeaas 16
V. DISCUSION . ..ottt seenes 21
V1. CONCLUSIONES ...t 25
VII. RECOMENDACIONES ... 26
REFERENCIAS. ... e e e e 27
ANEXOS ..o e 35
ANEXO L oo 35
ANEXO 2 e 36



ANEXO 3

ANEXO 4

ANEXO 5



indice de tablas

Tabla 1. 16
Tabla 2. 17
JLIE= 11 TR T PP 18
Tabla 4. 19
Tabla .. 20

Vi



Resumen

El presente estudio tuvo como objetivo comparar el efecto in vitro de cepas
probibticas contra Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. Fue una investigacion
basica con disefio experimental verdadero. Se evalu6 el efecto in vitro de dos
concentraciones de las cepas certificadas de los probioticos Lactococcus lactis ssp.
lactis ATCC 11454, Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527,
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 y Lactobacillus casei ATCC 393. La sustancia
utilizada como control positivo fue gluconato de clorhexidina 0,12%. El método de
difusién en disco fue utilizado para la determinacion del efecto inhibitorio. Los
resultados revelaron que la concentracién 1,5x108 UFC/mL de L. acidophilus ATCC
4356 formé un halo de inhibicion de 6,87 mm. El efecto de la concentracién 1,5 x108
UFC/mL de L. casei ATCC 393 y el de la concentraciéon 1,5 x10° UFC/mL de L.
acidophilus ATCC son estadisticamente iguales. Lo mismo ocurre con la
concentracion 1,5 x10° UFC/mL de L. casei ATCC 393y la concentracion 1,5 x108
UFC/mL de B. animalis ATCC 25527 y de L. lactis ATCC 11454 (p=0,860). La
concentracion 1,5 x10° UFC/mL de B. animalis ATCC 25527 y L. lactis ATCC 11454
mostraron el mismo efecto inhibitorio. Ninguna concentracion de todos los
probiéticos evaluados superé el efecto de la clorhexidina 0,12%. Concluimos que
todos los probidticos mostraron efecto inhibitorio sobre P. gingivalis ATCC 33277
de tipo bacteriostatico mientras que el control positivo mostré6 efecto de tipo

bactericida.

Palabras claves: Porphyromonas gingivalis, Probioticos, Antibacterianos,

Antibiosis.
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Abstract

The present study aimed to compare the in vitro effect of probiotic strains against
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. It was a basic investigation with true
experimental design. The in vitro effect of two concentrations of the certified strains
of the probiotics Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454, Bifidobacterium
animalis ssp. animalis ATCC 25527, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 and
Lactobacillus casei ATCC 393. The substance used as positive control was 0.12%
chlorhexidine gluconate. The disk diffusion method was used to determine the
inhibitory effect. The results revealed that the 1.5x108 CFU / mL concentration of L.
acidophilus ATCC 4356 formed an inhibition halo of 6.87 mm. The effect of the
concentration 1.5 x108 CFU / mL of L. casei ATCC 393 and that of the concentration
1.5 x109 CFU / mL of L. acidophilus ATCC are statistically equal. The same occurs
with the 1.5 x109 CFU / mL concentration of L. casei ATCC 393 and the 1.5 x108
CFU / mL concentration of B. animalis ATCC 25527 and L. lactis ATCC 11454 (p =
0.860). The concentration 1.5 x109 CFU / mL of B. animalis ATCC 25527 and L.
lactis ATCC 11454 shows the same inhibitory effect. No concentration of all the
probiotics evaluated exceeded the effect of 0.12% chlorhexidine. We conclude that
all probiotics showed an inhibitory effect on P. gingivalis ATCC 33277 of a
bacteriostatic type, while the positive control showed a bactericidal effect.

Keywords: Porphyromonas gingivalis, Probiotics, Antibacterials, Antibiosis.
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INTRODUCCION

La cavidad bucal tiene multiples superficies, cada una de ellas es un entorno
favorable para el crecimiento de microorganismos, ya que proporcionan potencial
de hidrégeno (pH), humedad, temperatura y nutrientes adecuados para su
desarrollo.! Se pueden encontrar bacterias comensales que integran la microbiota
benéfica del huésped y son para mantener la homeostasis bucal. Sin embargo,
también existen bacterias patdgenas que son responsables del progreso de las
enfermedades bucales, como la caries dental y la enfermedad periodontal,
consideradas las afecciones mas prevalentes en los seres humanos no solo

perjudicando su salud oral sino también la salud general.?

Las enfermedades periodontales son consideradas tradicionalmente como
patologias inflamatorias cronicas de origen multifactorial. Son definidas como un
conjunto de trastornos asociados a la inflamacién del tejido periodontal, que
genera la destruccion del ligamento periodontal y reabsorcion del hueso
alveolar.34 Las bacterias asociadas a esta enfermedad son Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis,
Fusobacterium nucleatum, Treponema Denticola.® Segln informes, 3.900
millones de personas a nivel mundial padecen enfermedad periodontal, siendo la

prevalencia de gingivitis del 99% y de periodontitis 30% en adultos.®

Las manifestaciones clinicas incluyen formacién de bolsas periodontales, recesion
gingival, sangrado, pérdida de inserciébn, movilidad dental y disfuncién
masticatoria.” Estas condiciones generan discapacidad, trastornos del habla y
baja autoestima por ello es importante llevar a cabo un tratamiento inicial como la
implementacion de habitos de higiene oral por parte del paciente, tartrectomia
manual o ultrasénica, eliminacion profesional de la biopelicula microbiana
subgingival, que se realiza a través de procedimientos mecanicos de destartraje
y pulido radicular en zonas con sondaje periodontal profundo y actualmente una
de las terapias no invasivas incluyen el uso de probiodticos utilizados como

complemento para maximizar los beneficios de la terapia periodontal.83.9-10

Los probidticos son organismos vivientes no patdégenos que al ser subministrados
en proporciones suficientes, otorgan beneficios para la salud de quien lo

consume.511.124.13.14 Estos pueden reducir el nimero de patégenos asociados con
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la caries dental, enfermedad periodontal, halitosis y otras enfermedades
bucales.'® Son seguros para el consumo humano y pueden mejorar la salud oral
615 Se han utilizado cepas probiéticas del género Lactobacillus, Streptococcus y
Bifidobacterium asociados con la salud periodontal y con éxito en el tratamiento
en pacientes con periodontitis.'®13 Se ha observado que tienen el potencial de

inhibir el desarrollo de bacterias periodontopatégenas.41’

La literatura revisada recomienda que el uso de los probiéticos es beneficioso para
el tratamiento de la terapia periodontal, sin embargo, se necesitan mas estudios
gue demuestren resultados favorables, es por ello que se genera el siguiente
cuestionamiento ¢Cual es el efecto in vitro de cepas probidticas contra
Porphyromonas gingivalis ATCC 332777

Este estudio tiene como finalidad buscar alternativas de tratamiento para controlar
ylo prevenir el desarrollo de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 principal
bacteria patdgena y agente causal de la enfermedad periodontal. Es por ello que
se decide emplear determinadas cepas probiéticas como Bifidobacterium animalis
ssp. animalis ATCC 25527, Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454,
Lactobacillus Acidophilus ATCC 4356, Lactobacillus Casei ATCC 393 porque se
ha observado que poseen un efecto antimicrobiano segun estudios in vitro
realizados. Debido a la alta prevalencia de esta enfermedad, esperamos aportar
con esta investigacion informacidén necesaria para que se pueda considerar el uso
de los probitticos como complemento adicional en la terapia periodontal en un

futuro préximo.

Si bien es cierto hay pocos estudios in vitro de la efectividad de estos probidticos
contra las bacterias periodontopatégenas, los resultados son muy prometedores,
ya que estos llegan a tener una actividad antimicrobiana y disminuyen los
recuentos de la bacteria estudiada para asi utilizarla como método de prevencion
de esta enfermedad prevalente, sin embargo, aun son necesarias mas

investigaciones para validar la informacion recopilada.

En ese sentido para responder el problema de investigacion se planteara el
siguiente objetivo general: Comparar el efecto in vitro de cepas probidticas contra
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. El cual se fundamenta en los siguientes



objetivos especificos: Determinar el efecto in vitro de Lactococcus lactis ssp. lactis
ATCC 11454 contra Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. Determinar el efecto
in vitro de Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527 contra
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. Determinar el efecto in vitro de
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 contra Porphyromonas gingivalis ATCC
33277. Determinar el efecto in vitro Lactobacillus casei ATCC 393 contra

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

Segun los datos evidenciados se propusieron las siguientes hipétesis:

H1: Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454 posee efecto antibacteriano contra

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

H2: Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527 posee efecto

antibacteriano contra Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

H3: Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 posee antibacteriano contra

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

H4: Lactobacillus casei ATCC 393 posee efecto antibacteriano contra
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.



MARCO TEORICO

Santos et al*® (2020) en Brasil tuvo como objetivo evaluar la efectividad
antimicrobiana de L. reuteri contra bacterias periodontopatégenas. Fue un estudio
experimental in vivo e in vitro. Se cultivd durante cinco dias F. nucleatum y A.
actinomycetemcomitans en Agar Brucella mientras que L. reuteri se cultivd sobre
caldo De Man, Rogosa y Sharpe (MRS) durante 24 h en condiciones anaerobicas.
Los grupos control se desarrollaron empleando F. nucleatum y A.
actinomycetemcomitans en PBS o glicerol. Los tubos se incubaron sobre
condiciones anaerobicas durante 72h a 37°C. Para determinar las UFC,
prepararon diluciones y se sembrd en agar de cultivo a los microorganismos.
Durante cinco dias se incubaron placas de F. nucleatum vy A.
actinomycetemcomitans mientras que las placas de L. reuteri en un periodo de
tres dias. Reportaron que todas las preparaciones disminuyeron las UFC de F.
nucleatum, aunque solo L. reuteri in vivo inhibid el crecimiento de A.
actinomycetemcomitans. Todos los tratamientos aminoraron el desarrollo de
bacterias periodontopatdgenas in vivo. Concluyeron que L. reuteri tiene efectos

antimicrobianos in vitro.

Invercini et al*® (2020) en EE.UU. Su objetivo fue evaluar los efectos y las
propiedades antimicrobianas de Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19
contra bacterias periodontopatégenas. Fue un estudio experimental in vitro. Su
actividad antimicrobiana se evaluo frente a P. gingivalis W83, P. intermedia ATCC
25611, F. nucleatum ATCC 25586 y A. actinomycetemcomitans ATCC 33393.
Para ello, B. lactis HNO19 se cultivé previamente en caldo de MRS. Se inocularon
en pocillos de 15 mm en agar de soja triptico, previamente sembrado con los
microorganismos. Después de la pre-incubacion durante 30 min a temperatura
ambiente, las placas se incubaron a 37°C durante 72h en condiciones anaerébicas
(P. Gingivalis, P. intermedia, y F. nucleatum) y en condiciones microaerdfilas (A.
actinomycetemcomitans). Los resultados indicaron B. lactis HNO19 mostré un
potencial antimicrobiano contra las bacterias periodontopatégenas. Concluyendo
gue las propiedades inmunoldgicas y antimicrobianas de B. lactis HNO19 lo
convierten en un probidtico potencial para ser utilizado en la terapia periodontal

no quirdrgica.



Chen et al?° (2020) en Taiwan su objetivo fue evaluar la eficacia antipatogénica de
diferentes especies de probibticos y su papel potencial para mejorar la salud
bucal. Fue un estudio experimental in vitro. Se utilizé6 un método de recubrimiento
de agar modificado para estudiar las actividades antimicrobianas de los
probidticos contra patdégenos bucales. La bacteria S. mutans se cultivé en caldo
de soja triptico (TSB), P. gingivalis y F. nucleatum subsp. polymorphum se
cultivaron en TSB suplementado con 5% de sangre de oveja, y finalmente A.
actinomycetemcomitans se cultivd en caldo de cerebro-corazon. Todos los
patdgenos se incubaron a 37 ° C durante 48 h. Los resultados mostraron que las
cepas probidticas L. salivarius subsp. salicinius, L. rhamnosus, L. paracasei y
Bifidobacterium animalis subsp. lactis tiene un gran potencial de uso en el
desarrollo de alimentos funcionales para mejorar la salud bucal. Se concluy6 que
los probidticos pueden proporcionar una proteccion fuerte y a largo plazo en la

cavidad bucal.

Routh et al?! (2019) en la India. Su objetivo fue conocer la accién de los probiéticos
sobre Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans y Prevotella intermedia. Fue un estudio experimental in
vitro. Las cepas probidticas empleadas fueron L. acidophilus y S. salivarius
disponible en la presentacién comercial neoflora. Se utilizd el método del pocillo
para evaluar la accién de los probidticos. Este procedimiento se llevé a cabo para
los cuatro organismos de prueba. Luego se incubaron durante 24 y 48 h. Los
resultados indicaron una accion significativa de los probiéticos sobre los S. mutans
y P. gingivalis excepto para A. actinomycetemcomitans y P. intermedia. Se
concluyé que hubo un efecto antimicrobiano de los probi6ticos L. acidophilus y S.
salivarius sobre los microbios comunes asociados con la caries dental y las

enfermedades periodontales.

Fernandez et al*’> (2019) en Espafa. Su objetivo fue evaluar los efectos
beneficiosos in vitro de Streptococcus dentisani como probidtico oral para
enfermedades periodontales. Fue un estudio experimental in vitro. Streptococcus
dentisani 7746 fue escogido como probidtico oral contra tres diferentes patdgenos
periodontales, S. mutans, P. gingivalis y F. nucleatum. Se utilizé la PCR para

determinar los niveles de la bacteria oral Streptococcus dentisani 7746 en lengua,



saliva, placa supragingival y subgingival. Se midio la inhibicién de Porphyromonas
gingivalis, el crecimiento y la unién de Fusobacterium nucleatum a fibroblastos
gingivales humanos. Teniendo como resultado una fuerte accion inhibidora de S.
dentisani contra los patdégenos periodontales en cultivo puro mediante
mecanismos de competencia, adherencia y desplazamiento. Concluyeron que S.
dentisani destaca como terapia adyuvante en el manejo de las enfermedades

periodontales.

Widyarman et al?® (2019) en Indonesia. Su objetivo fue evaluar los efectos in vitro
de Lactobacillus reuteri y Lactobacillus casei sobre la formacion de biopeliculas
de los principales patégenos orales, Streptococcus mutans y Porphyromonas
gingivalis. Fue un estudio experimental in vitro. Se aislaron las cepas de L. casei
Shirota y L. reuteri ATCC 55730 y se cultivaron en caldo de MRS. Las cepas de
P. gingivalis ATCC 33277 y S. mutans ATCC 25175 se sembraron en un medio
de cultivo liquido de cerebro-corazén y se utilizaron para la formacion de
biopeliculas en una plataforma de microplacas de 96 pocillos de 15 min a 24 h.
Los resultados mostraron una reduccion significativa en las biopeliculas de S.
mutans y P. gingivalis después del tratamiento con los probioticos L. reuteriy L.
casei en todos los tiempos de incubacion (P <0.05). Concluyeron que L. casei
cepa Shirota y L. reuteri ATCC 55730 tienen una actividad antibiofilm contra S.

mutans y P. gingivalis.

Cornacchione et al?* (2019) en EE.UU. Su obijetivo fue evaluar el efecto inhibidor
de Lactobacillus delbrueckii contra P. gingivalis. Fue un estudio in vitro. Las
proteinas inhibidoras de los extractos de L. delbrueckii STYM1 son purificadas
mediante precipitaciones con sulfato de amonio, cromatografia de intercambio
anionico y de filtracién en gel. Se demostré que el piruvato oxidasa purificada y
cataliticamente activa puede inhibir el crecimiento de P. gingivalis. Ademas, se
aislaron mutantes de transposones de P. gingivalis en el gen feoB2 (PG_1294)
obteniendo que son resistentes a la muerte por inhibidor de L. delbrueckii. Se
concluyo que las cepas L. delbrueckii son eficaces en la prevencion y tratamiento

de la enfermedad periodontal asociada a P. gingivalis.

Elavarasu et al?® (2016) en la India, tuvieron como objetivo evaluar la eficacia de

los probidticos en Porphyromonas gingivalis. Fue un estudio in vitro para analizar


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Elavarasu+S&cauthor_id=27829746

la efectividad del probiotico BIFILAC sobre P. gingivalis. La eficacia antibacteriana
se determind por el método de disco difusion con las concentraciones de 2.5, 5,
10 y 20 pg/mL y la concentracién minima inhibitoria (CMI) mediante el método de
microdilucién con las concentraciones de 25 a 100 ug / mL. Para el primer método
obtuvieron que a la concentracion de 20 ug/mL se obtuvo la maxima inhibicién (22
mm). La CMI fue 25 pg/mL. Concluyeron que el probiético BIFILAC tiene un efecto

antimicrobiano contra P. gingivalis.

En ese sentido, la periodoncia es una disciplina de la estomatologia que se
encarga del estudio de la prevencién, diagnoéstico y tratamiento de los tejidos de
soporte dental. Las patologias periodontales son infecciones multifactoriales que
estan ligadas a la formacion y permanencia de la biopelicula subgingival en la
superficie del diente.? La gingivitis es la principal manifestacion patolégica de la
respuesta inflamatoria del sujeto a la biopelicula, que se caracteriza por la
inflamacion de las encias sin pérdida de insercion de tejido conjuntivo. Si se retira
la biopelicula, la enfermedad es reversible, pero si no se tratada, se hace crénica
progresando a una periodontitis, que se caracteriza por la presencia de
inflamacion gingival, que posteriormente destruye de forma irreversible el tejido
de insercién del diente, convirtiéendose en uno de los principales motivos de
pérdida dentaria.?® Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) se estima

que las periodontopatias graves afectan a casi el 10% de la poblacién mundial.

Mediante métodos de biologia molecular se han reconocido de 800 a 1000
especies de bacterias presentes en la cavidad bucal. Solo 50 de ellas estan
asociadas a la etiologia de la enfermedad periodontal.! Estas bacterias orales
comensales son responsables del inicio y propagacion de la enfermedad a través
del proceso de disbiosis o desequilibrio microbiano.? Las enfermedades
periodontales son causadas por multiples bacterias gramnegativas microaerofilas
y anaerobias, como A. actinomycetemcomitans, P. intermedia, P. gingivalis, T.
denticola y F. nucleatum.?’ Estas cuentan con diversos factores de virulencia que
les permiten colonizar en sitios subgingivales, evadir la respuesta inmune y por lo
tanto causar dafio tisular.?® Esta patologia se asociada también a diversas
enfermedades sistémicas como diabetes, enfermedades cardiovasculares y

respiratorias.?®



Porphyromonas Gingivalis es un cocobacilo gramnegativo que habita en el area
subgingival. Esta asociado a la aparicidon y progreso de la periodontitis. Sus
factores de virulencia incluyen lipopolisacaridos (LPS), hemaglutininas,
gingipainas 'y fimbrias, importantes en la induccion de respuesta
imnunoinflamatorias y reabsorcién 6sea alveolar.33! Las fimbrias son apéndices
filamentosos adhesivos con propiedades proteicas, su componente principal es
FimA, una proteina que puede medir la adhesion de otras cepas bacterianas y la
matriz extracelular de células con inmunidad innata. Los pesos moleculares de las
proteinas FImC, FimD y FimE son 50, 80, y 60 kDa respectivamente, que
representan el 1% de los componentes de la fimbria. Ademas, estdn compuestas
por subunidades de fimbrillina, ubicadas en la superficie celular, lo que permite
gue las bacterias se adhieran al tejido periodontal y a la pelicula adquirida durante
la formacién y consolidaciéon de esta.®? La anatomia vy fisiologia de las bolsas y
surco periodontal los convierten en un sitio que resiste el efecto limpiador de la
saliva, soporta la actividad mecénica de la lengua, y se convierte en un area que
retiene bacterias. Estas se alimentan de liquido gingival, que contiene
carbohidratos, proteinas, vitaminas y minerales que pueden promover el

crecimiento de la microbiota del surco.3!

Una de las finalidades del tratamiento periodontal es reducir o eliminar
microorganismos patdégenos asociados a la enfermedad, esto se logra mediante
una implementacién de habitos de higiene por parte de los pacientes y un
desbridamiento mecanico para eliminar los depédsitos supragingivales y
subgingivales. También se pueden emplear varios tratamientos quirirgicos para
facilitar la modificacion del entorno periodontal y reducir el riesgo de
recolonizacién por patégenos periodontales.® El pulido y alisado radicular (PAR)
es principal tratamiento para la periodontitis en zonas con sondaje periodontal
profundo, que busca controlar la infeccion, eliminando los microorganismos
periodontopatégenos que se encuentran en la biopelicula subgingival y en otras
zonas, estableciendo un grupo microbiano compatible con la salud del
hospedero.2 En algunos casos, el tratamiento de la enfermedad periodontal puede
incluir el uso complementario de antimicrobianos como la azitromicina, amoxicilina
mas metronidazol o moxifloxacina lo cual se ha visto comprometido por la

resistencia a antibidticos.3*3> Por lo tanto, es necesario encontrar un nuevo
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paradigma sobre tratamiento periodontal. La bibliografia cientifica comunica que
el uso de probidticos provocaria una disminucion de los microorganismos
patdgenos presentes en la placa subgingival posterior al tratamiento periodontal,

ademas producen una reduccion de citocinas que generan el proceso inflamatorio.

Los probidticos son microorganismos no patdégenos que, al ser subministrados en
proporciones suficientes, benefician la salud del individuo.®® Desde este punto de
vista, nacié el concepto bacterioterapia. Este término se usa cuando una cepa
inofensiva se instaura en la microbiota del huésped para mantener o reconstruir
el microbioma natural interfiriendo y/o inhibiendo otros microorganismos,
generalmente patégenos.’” La mayoria de los probidticos son bacterias
grampositivas pertenecientes a los géneros Streptococcus, Bifidobacterium y
Lactobacillus.®® Estas bacterias han demostrado ser seguras para Su uso por
humanos, haciendo posible el desarrollo de productos comerciales a partir de
ellos. Se les ha incorporado como complemento en alimentos como leche, helado,
queso y yogurt 3738 y también en otros productos como la goma de mascar,

tabletas masticables y colutorios.3°

Se ha publicado que las cepas probidticas como Bifidobacterium animalis ssp.
animalis se considera un probidtico potencial porque posee propiedades
inmunomoduladoras y antimicrobianas, disminuye la placa, los indices gingivales,
ademas de promover un efecto protector contra la pérdida de hueso alveolar y de
insercion del tejido conectivo atribuible a la periodontitis.*3*0 Por su parte,
Lactococcus lactis ssp. Lactis, Lactobacillus Acidophilus y Lactobacillus Casei

poseen diferentes efectos inhibidores sobre el crecimiento de S. mutans.#142

Para tener un efecto beneficioso en la cavidad bucal, los probiéticos deben formar
una biopelicula que actie como revestimiento protector de los tejidos bucales
contra las enfermedades orales o adaptarse adecuadamente al tejido oral y entrar
en contacto con el microorganismo patdégeno para competir con él y se produzca
un antagonismo natural. La adhesion de las bacterias probioticas a los tejidos
blandos es otro aspecto que promueve su efecto sobre la salud del huésped. Se
ha demostrado que las bacterias probiodticas pueden estimular la inmunidad local
y modular la respuesta inflamatoria. La accion de los probioticos en la cavidad oral

también se puede dividir en accién directa e indirecta.*® EI mecanismo directo



incluye la unioén de los probioticos a la biopelicula a través de la unién a proteinas.
Compite con las bacterias patdégenas por la adherencia a la placa y al sustrato, y
secreta quimicos para inhibir la unién de otras bacterias bucales y, de esta
manera, mejora la salud humana. Los quimicos secretados son antimicrobianos
péptidos o proteinas llamadas bacteriocinas. Estos antimicrobianos atacan a otros
patdgenos presentes en el mismo entorno ecoldgico. EI mecanismo indirecto
implica modular la inmunidad sistémica, local y producir antioxidantes para
prevenir y/o tratar enfermedades bucales, los probioticos pueden actuar mediante
la modulacion de los procesos inflamatorios del huésped, inhibe la formacion de
placa y disminuir los recuentos de microorganismos causantes de enfermedades.
Debido a que los probidéticos no colonizan, ni se adhieren permanentemente en la

cavidad oral, es necesario cumplir con la administracién continua.**

Existe interés en el desarrollo de nuevas terapias antimicrobianas, capaces de
combatir las infecciones oportunistas. Por ello, es importante como primer paso,
tener en cuenta los diferentes métodos de laboratorio que se pueden utilizar para
evaluar la actividad antimicrobiana in vitro. La prueba de difusién en disco de agar,
es un método utilizado por muchos laboratorios de microbiologia para las pruebas
de sensibilidad a los antimicrobianos de rutina. Se siembra un inéculo del
microorganismo de prueba estandar en la placa de agar. A continuacion, se coloca
sobre la superficie del agar un disco de papel de filtro (de aproximadamente 6 mm
de diametro), que comprende la concentracion deseada del compuesto de
ensayo. Los microorganismos investigados se incuban en las placas Petri en
condiciones adecuadas. El agente antimicrobiano se difunde en el agar,
deteniendo el crecimiento y la germinacién del microorganismo de prueba y luego

se mide el diametro del area de inhibicion del crecimiento.#®

El método de difusion de pozos de agar es una variante del método anterior,
utilizado para evaluar la actividad antimicrobiana de extractos de plantas o
microbianos. La superficie de la placa de agar se inocula extendiendo una cierta
cantidad de in6culo microbiano sobre toda la superficie del agar. Luego, se usa
un taladro de corcho estéril o0 una punta para perforar un orificio con un diametro
de 6 a 8 mm en condiciones asépticas e introducir de 20 a 100 uyL del agente

antimicrobiano o extracto de la concentracion deseada en el orificio. Luego, la
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placa de agar se incuba en condiciones controladas de acuerdo con los
microorganismos de prueba. El agente antimicrobiano se dispersa en el agar e
inhibe el desarrollo de la cepa de microorganismos probada. Otro método es el de
microdilucién en caldo, utilizado para evaluar la susceptibilidad antimicrobiana
mas basica. El procedimiento implica el uso de una placa de microtitulacién de 96
pocillos para preparar una dilucion del agente antimicrobiano en un medio de
crecimiento liquido dispensado en un tubo de ensayo de pequefio volumen.
Después de diluir la suspension microbiana estdndar ajustada a una escala de 0,5
McFarland, se transfiere a cada pocillo una cierta cantidad de inoculo preparado
en el mismo medio. Después de mezclar bien la microplaca de 96 pocillos se

incuban en condiciones propias del microorganismo de interés.*
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METODOLOGIA

3.1.Tipo y disefio de investigacion

Tipo de investigacion: Bésica.

Disefio de investigacion: Experimental puro.

3.2.Variables y operacionalizacion

Las variables presentes en esta investigacion son de tipo cuantitativas.

Variable independiente (VI): Cepas probioticas; Bifidobacterium animalis
ssp. animalis ATCC 25527, Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454,
Lactobacillus Acidophilus ATCC 4356, Lactobacillus Casei ATCC 393.

Variable dependiente (VD): Efecto in vitro contra Porphyromonas gingivalis
ATCC 33277.

3.3.Poblacion (criterios de seleccion), muestra, muestreo, unidad de

andlisis
La poblacibn estuvo compuesta por cuatro cepas probidticas:
Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527, Lactococcus lactis ssp.

lactis ATCC 11454, Lactobacillus Acidophilus ATCC 4356, Lactobacillus
Casei ATCC 393.

La muestra estuvo conformada por una cantidad de microorganismos
(in6culo) de cada una de las cepas probidticas (Bifidobacterium animalis ssp.
animalis ATCC 25527, Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454,
Lactobacillus Acidophilus ATCC 4356, Lactobacillus Casei ATCC 393,
ademas del inoculo de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277).

En esta investigacion se aplicé el calculo de repeticiones, donde a medida
gue estas aumentan tienen un mayor grado de precision para llegar a

determinar las unidades de ensayo. (Anexo 3)

La unidad de analisis estuvo constituida por una placa petri sembrada con la

bacteria de interés y enfrentada a los probidticos evaluados.
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3.4.Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

La técnica fue la experimentacion. Se utilizé el método turbidimétrico para la
obtencion del indculo estandarizado mediante el espectrofotometro Kyntel
VIS-KV-1200.4"® La sensibilidad antimicrobiana in vitro se evalué mediante
el método de difusion en disco. Se utilizd6 un vernier calibrador para la
medicién de los halos de inhibicién en los métodos de difusién en disco.*®
Este equipo no requirid calibracion. Debido a que el procesamiento fue
netamente microbioldgico, realizado por un experto Microbidlogo (asesor)

por lo que la calibracion de las investigadoras no fue necesaria. (Anexo 5)

3.5.Procedimientos
Adquisicién de cepas probioticas y de cepa problema

Las cepas microbiologicas utilizadas en la investigacion fueron cepas
estandar y adquiridas de la empresa GenLab del Pera S.A.C. Lima, Peru
(12°05'22.6"S 77°02'27.4"W). Estas fueron: Porphyromonas gingivalis ATCC
33277, Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527, Lactococcus
lactis ssp. lactis ATCC 11454, Lactobacillus Acidophilus ATCC 4356,
Lactobacillus Casei ATCC 393.

Medios de cultivo y condiciones de cultivo

Los medios de cultivo utilizados fueron el caldo Nutritivo para la reactivacion
de las cepas probidticas y de Porphyromonas gingivalis. Una vez reactivada
la cepa de P. gingivalis se conservo viable en agar Sangre y en condiciones
de anaerobiosis mediante un sistema Gaspak. Las cepas probitticas se
preservaron en agar Tripticasa Soya en condiciones de microaerofilia. Todos
los medios de cultivo son de la marca Merck, con certificacion de calidad 1ISO
11133.4°

Reactivacion de cepas probioticos y de Porphyromonas gingivalis

Los cultivos de probidticos y P. gingivalis se obtuvieron liofilizados y fueron
reactivados en caldos de cultivo. Las cepas de interés fueron reactivadas en
condiciones de esterilidad en los medios de cultivo descritos anteriormente.

Las condiciones de cultivo fueron: Incubacion a 37°C durante 24 — 48 h en
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condicion de anaerobiosis en el caso de P. gingivalis y en microaerofilia para

el caso de las cepas probiéticas.*®
Preparacion del in6culo microbiano

El in6culo microbiano perteneciente a todas las cepas microbiolégicas fue
determinado con un espectrofotometro Kyntel VIS-KV-1200. Para las cepas
probidticas, la concentracion estandar del inéculo fue 1,5 x108 y 1,5x10°
UFC/mL y para P. gingivalis fue de 1,5 x 108 UFC/mL. La densidad 6ptica y
la longitud de onda utilizada fue de 0,296 y 600 nm para las cepas probidticas
y de 0,09 a 625 nm para P. gingivalis. La concentracion de la suspension se

confirmd mediante recuento de UFC/mL en medio de cultivo sélido. 30
Preparacién de Medios de cultivo

Todos los medios de cultivo utilizados fueron preparados cumpliendo las
especificaciones del fabricante (MERCK). Al ser medios de cultivos sélidos
granulados fueron hidratados con agua destilada. Se llevé a calentamiento
hasta la dilucién completa de los medios de cultivo y luego se esterilizo en
autoclave a 121 °C, 15 Lb de presion durante 15 minutos. Se dejo enfriar
hasta los 45-50 °C y se sirvié en placas petri de vidrios esterilizados en
estufa. Una vez servidos y solidificados los medios de cultivo se conservaron

en refrigeracion hasta su utilizacién.>*
Prueba de susceptibilidad de Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 se cultivdé en agar sangre a 37°C
durante 24 — 48 h en anaerobiosis obtenida mediante sistema Gaspak. Se
utilizé el método de difusion en disco, método recomendado por Clinical and
Laboratory Standard Institute (CLSI) para evaluar el efecto inhibitorio segun
su guia M100. Para este método las placas servidas con los medios de
cultivo previamente fueron inoculadas mediante dispersion en superficie con
un hisopo a partir del in6culo de P. gingivalis. Las placas sembradas se
secaron a temperatura ambiente durante 15 minutos antes de colocar los
discos de susceptibilidad embebidos con los probioticos en la superficie. Los
discos fueron de papel filtro Whatman de 6 mm de diametro y 1mm de

espesor. Después de este proceso las placas se incubaron a 37°C durante
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24-48 h en sistema de anaerobiosis Gaspak. Después del tiempo de
incubacion se procedio a realizar las lecturas de los halos de inhibicion
formados los cuales fueron expresados en milimetros y registrados en la
ficha de recoleccion de datos. Los ensayos se realizaron por decuplicado.
Se siguié el mismo procedimiento con el método de difusion en pozo.>?
(Anexo 5)

3.6.Método de analisis de datos

Los resultados fueron registrados en la ficha de recoleccion de datos. Luego
fueron digitalizados en el programa Excel. El andlisis estadistico se realizé
en el paquete estadistico SPSS v.26. Para determinar la normalidad de los
datos se ejecutd la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Al ser los datos
normales se realizo el analisis paramétrico con ANOVA unidireccional. La
comparacién de las medias de los resultados y su significacién estadistica
se determin6 mediante analisis post hoc de Tukey. El nivel de confianza fue

del 95% y los valores P < 0,05 se consideraron significativos.

3.7.Aspectos éticos

A nivel de investigacion experimental, los aspectos éticos incluyeron el uso
responsable y seguro de microorganismos. En este sentido, se siguieron
todos los procedimientos de bioseguridad establecidos en los manuales de
operatividad, gestibn de residuos biocontaminados, de riesgos del
Laboratorio de Investigacion de la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad César Vallejo, sede Trujillo. También se cumpli6 con los
manuales de manejo de residuos de contaminacion biolégica y peligrosa de
los laboratorios, del Ministerio de Salud (MINSA) y de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS).>3: %4
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RESULTADOS

Tabla 1. Comparacion del efecto in vitro de cepas probidticas contra

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

Diametro de halo de inhibicion en mm

SUSTANCIA Corbclfg}:ﬁflon Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4 5
L. acidophilus ATCC 4356 1,5 x108 6,87
L. casei ATCC 393 7,60
L. acidophilus ATCC 4356 1,5 x10° 7,61
L. casei ATCC 393 8,51
B. animalis ATCC 25527 1,5 x108 8,55
L. lactis ATCC 11454 8,72
B. animalis ATCC 25527 1,5 x10° 9,40
L. lactis ATCC 11454 9,85
Clorhexidina 0,12% 15,25
Sig. 1,000 1,000 0,860 0,051 1,000

* Sig.= p= Significancia (HSD Tukey?).

Fuente: Analisis estadistico

La tabla 1 muestra los subconjuntos formados después del analisis y
comparacion de los promedios de halos de inhibicion mediante la prueba de
Tukey. Se entiende que un subconjunto es la agrupacion de medias de
inhibicion  estadisticamente iguales (p>0,05). Se evaluaron 2
concentraciones de 4 probidticos mas un control lo que hace teéricamente
un total de 9 subconjuntos de ensayo, pero se observan solo 5 subconjuntos
lo que significa que hay efectos inhibitorios que la estadistica los esta
considerando iguales. Se identifica que en subconjunto 1 lo conforma
solamente la concentracién 1,5x108 UFC/mL de L. acidophilus ATCC 4356
con un halo de inhibiciéon de 6,87 mm. En subconjunto 2 se agrupa el efecto
de la concentracion 1,5 x108 UFC/mL de L. casei ATCC 393y el efecto de la
concentracion 1,5 x10° UFC/mL de L. acidophilus ATCC. En el subconjunto
3, se considera como iguales efectos inhibitorios los producidos por la
concentracion 1,5 x10° UFC/mL de L. casei ATCC 393y la concentracion 1,5
x108 UFC/mL de B. animalis ATCC 25527 y L. lactis ATCC 11454 (p=0,860).
El subconjunto 4 lo conforma la concentracion 1,5 x10° de B. animalis ATCC
25527 y L. lactis ATCC 11454. Finalmente, el subconjunto 5 corresponde al
efecto del control positivo.
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Tabla 2. Efecto in vitro de Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454 contra

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

Zona de inhibicién (mm)

Sustancia Concentracion Media D.E* Efecto o
Lactococcus 1,5x108 UFC/mL 8,72 0,220 Bacteriostatico

lactis 9 e 0,000
ATCC 11454 15x10° UFC/mL 9,85 0,217 Bacteriostatico

Clorhexidina 0,12% 15,25 0,474 Bactericida 0,000

*D. E= Desviacion estandar (ANOVA).
** p= Significancia (HSD Tukey?).

Fuente: Analisis estadistico

En la tabla 2 se observa el efecto inhibitorio in vitro de dos concentraciones
del probidtico Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454 y el control positivo
clorhexidina 0,12% contra Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. La
concentracion de 1,5 x108 UFC/mL del probiético formé un halo de inhibicién
promedio de 8,72 + 0,220 mm y la concentracién de 1,5 x10° UFC/mL un
halo promedio de 9,85 + 0,217 mm. Ambas inhibiciones son equivalentes a
efecto antibacteriano de tipo bacteriostatico. El control positivo, clorhexidina
0,12% formo un halo de 15,25 + 0,474 mm equivalente a efecto
antibacteriano de tipo bactericida. Se observa diferencia estadistica
altamente significativa entre las dos concentraciones del probidtico y también

respecto al control (p<0,05).
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Tabla 3. Efecto in vitro de Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC
25527 contra Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

Zona de inhibicién (mm)
Media D.E* Efecto p**
Bifidobacterium 1,5 x108 UFC/mL 8,55 0,158 Bacteriostatico

animalis 9 o
ATCC 25527 1,5x10° UFC/mL 9,40 0,188 Bacteriostatico
Clorhexidina 0,12% 15,25 0,474 Bactericida 0,000

*D. E= Desviacién estandar (ANOVA).
** p= Significancia (HSD Tukey?).

Sustancia Concentracion

0,000

Fuente: Analisis estadistico

En la tabla 3 se observa el efecto inhibitorio in vitro de dos concentraciones
del probidtico Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527 y el control
positivo clorhexidina 0,12% contra Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. La
concentracion de 1,5 x108 UFC/mL del probiético formé un halo de inhibicién
promedio de 8,55 + 0,158 mm y la concentracion de 1,5 x10° UFC/mL un halo
promedio de 9,40 + 0,188 mm. Ambas inhibiciones son equivalentes a efecto
antibacteriano de tipo bacteriostatico. El control positivo, clorhexidina 0,12%
formo un halo de 15,25 + 0,474 mm equivalente a efecto antibacteriano de tipo
bactericida. Se observa diferencia estadistica altamente significativa entre las
dos concentraciones del probiotico y también respecto al control (p<0,05).
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Tabla 4. Efecto in vitro de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 contra
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

Zona de inhibicion (mm)
Media D.E* Efecto p**
Lactobacillus 1,5 x108 UFC/mL 6,87 0,529 Bacteriostatico

acidophilus 9 s 0,
ATCC 4356 15x10° UFC/mL 7,61 0,284 Bacteriostatico
Clorhexidina 0,12% 15,25 0,474 Bactericida 0,000

*D. E= Desviacion estandar (ANOVA).
** p= Significancia (HSD Tukey?).

Sustancia Concentracion

000

Fuente: Analisis estadistico

En la tabla 4 se observa el efecto inhibitorio in vitro de dos concentraciones
del probiodtico Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 y el control positivo
clorhexidina 0,12% contra Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. La
concentracion de 1,5 x108 UFC/mL del probiético formé un halo de inhibicién
promedio de 6,87 = 0,529 mm y la concentracion de 1,5 x10° un halo promedio
de 7,61 + 0,284 UFC/mL mm. Ambas inhibiciones son equivalentes a efecto
antibacteriano de tipo bacteriostatico. El control positivo, clorhexidina 0,12%
formo un halo de 15,25 + 0,474 mm equivalente a efecto antibacteriano de tipo
bactericida. Se observa diferencia estadistica altamente significativa entre las

dos concentraciones del probiotico y también respecto al control (p<0,05).
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Tabla 5. Efecto in vitro de Lactobacillus casei ATCC 393 contra

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

Sustancia Concentracion Zona de inhibicién (mm)

UFC/mL Media D.E* Efecto pr
Lactobacillus 1,5 x108 7,60 0,278 Bacteriostatico
casei 9 o 0,000
ATCC 393 1,5 x10 8,51 0,284 Bacteriostatico
Clorhexidina 0,12% 15,25 0,474 Bactericida 0,000

*D. E= Desviacion estandar (ANOVA).
** p= Significancia (HSD Tukey?).

Fuente: Analisis estadistico

En la tabla 5 se observa el efecto inhibitorio in vitro de dos concentraciones
del probidtico Lactobacillus casei ATCC 393 y el control positivo clorhexidina
0,12% contra Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. La concentracion de
1,5 x10% UFC/mL del probiético formé un halo de inhibicién promedio de 7,60
+ 0,278 mm y la concentracion de 1,5 x10° UFC/mL un halo promedio de 8,51
* 0,284 mm. Ambas inhibiciones son equivalentes a efecto antibacteriano de
tipo bacteriostatico. El control positivo, clorhexidina 0,12% formo un halo de
15,25 + 0,474 mm equivalente a efecto antibacteriano de tipo bactericida. Se
observa diferencia estadistica altamente significativa entre las dos

concentraciones del probi6tico y también respecto al control (p<0,05).
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DISCUSION

Porphyromonas gingivalis es la bacteria patdgena anaerobia gramnegativa
considerada clave en la periodontitis. Sus factores de virulencia y
patogenicidad favorecen su crecimiento y mejoran su supervivencia.3® El
tratamiento periodontal convencional a menudo no es suficiente por si solo
para controlar la inflamacion destructiva de la periodontitis. Por ello se
requiere de estrategias terapéuticas novedosas y eficaces que sean
complementarias al tratamiento clinico periodontal. La utilizacion de los
probidticos es uno de los enfoques que se vienen investigando para el
tratamiento de la periodontitis por ser un complemento importante del
tratamiento con antibiéticos, tener administracion sencilla, econémica y
segura.?® Diversas investigaciones afirman que los probiéticos pueden inhibir
el desarrollo de P. gingivalis mediante el fenbmeno de coagregacion,
adhesion competitiva y expresion de receptores tipo toll (TLR), ademas de
reproduccion de sustancias antagonistas acido lactico, acido acético, diéxido
de carbono, diacetilo, H202 y bacteriocinas.>®

En ese sentido, la presente investigacion comparo el efecto inhibitorio de dos
concentraciones de los probidticos Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC
11454, Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527, Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 y Lactobacillus casei ATCC 393 contra
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 mediante el método de difusion en
disco. Las concentraciones evaluadas fueron 1,5 x108 UFC/mL y 1,5 x10°
UFC/mL. Los halos de inhibicion formado por los probiéticos fueron menores
alos 12 mm y no superaron el efecto del control positivo que formé halos de
inhibicién superiores a 15 mm. Por tanto, esta inhibicion permite afirmar que
el efecto antibacteriano de los probibticos evaluados fue de tipo
bacteriostatico mientras que el efecto reportado por el control positivo fue de

tipo bactericida.

Al respecto, Santos et al'® evaluaron la efectividad antimicrobiana de L.
reuteri contra bacterias periodontopatégenas reportando que todas las
preparaciones probiéticas disminuyeron las UFC de F. nucleatum. Estos

resultados se correlacionan con los obtenidos en la presente investigacion
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pues también se observo inhibicion del crecimiento de P. gingivalis cuando
se enfrentd a cada uno de los probioticos. Si bien, el tipo de inhibicion del
crecimiento de los periodontopatdgenos no se puede precisar con certeza,
podemos decir que lo mas probables es que se haya debido a un
antagonismo quimico, principalmente debido a la produccién de sustancias
antimicrobianas como acido lactico, acido acético, diacetilo, H202 y
bacteriocinas. Como sabemos, los periodontopatdégenos no son acidofilicos,
en consecuencia, una variacion y disminucion del pH del medio afectaria el

desarrollo de estas bacterias y esto es lo que parece haber ocurrio.

Por su parte, Invercini et al® evaluaron el efecto del probidtico
Bifidobacterium animalis como adyuvante del raspado y alisado radicular en
pacientes con periodontitis cronica generalizada. Observaron una
disminucién pronunciada sobre el recuento de P. gingivalis, T. denticola, F.
nucleatum, C. showae y E. nodatum para bolsas periodontales.
Establecieron que la utilizacion de B. lactis HNO19 como complemento del
raspado y alisado radicular fomenta beneficios clinicos, microbiolégicos e
inmunoldgicos en el tratamiento de la periodontitis crénica. Del mismo modo,
Chen et al*® investigaron experimentalmente la actividad antibacteriana de
diversos probidticos y paraprobidticos contra patégenos orales. Demostraron
que los probidticos L. salivarius, L. rhamnosus, L. paracasei Yy
Bifidobacterium animalis presentan alta actividad inhibitoria contra los
principales  microorganismos orales. Ellos fundamentaron que
probablemente la produccién de peroxido de hidrégeno pudo ser el
responsable de la capacidad inhibitoria de los probiéticos vivos. Este mismo
fendbmeno pudo haber ocurrido durante la evaluacién en la presente
investigacion, pues la produccion de sustancias antagonistas como acido
lactico, bacteriocinas o H202 es una caracteristica intrinseca de las

diferentes especies de lactobacillus como lo reporta Tomas et al.>®

En ese sentido, Routh et al?! determinaron la accion de los probiéticos sobre
Streptococcus  mutans, Porphyromonas  gingivalis,  Actinobacillus
actinomycetemcomitans y Prevotella intermedia. Reportaron accién

antimicrobiana significativa de los probioticos sobre S. mutans y P. gingivalis.
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Estos resultados reafirman los obtenidos en la presente investigacion. Del
mismo modo Fernandez et al?? evaluaron los efectos beneficiosos in vitro de
Streptococcus dentisani como probidtico oral para enfermedades
periodontales. Reportaron una fuerte accion inhibidora de S. dentisani contra
los patdégenos periodontales en cultivo puro mediante mecanismos de
competencia, adherencia y desplazamiento. Similares resultados fueron
obtenidos por Widyarman et al?® quienes evaluaron los efectos in vitro de
Lactobacillus reuteri y Lactobacillus casei sobre la formacion de biopeliculas
de los principales patdgenos orales, Streptococcus mutans y
Porphyromonas gingivalis. reportaron una reduccidon significativa en las
biopeliculas de S. mutans y P. gingivalis después del tratamiento con los
probidticos L. reuteri y L. casei. Como se puede observar, diversas
investigaciones dan cuenta del potencial inhibitorio de diversos probidticos
contra P. gingivalis en forma libre como cuando se encuentra conformando
biofilm. Esto gracias a que la capacidad de los probiéticos de producir
diversos compuestos que actian dentro de los patdgenos como es el caso
de las bacteriocinas, cuyo comportamiento es similar al de los antibiéticos
afectando membrana y pared celular imposibilitando asi el crecimiento de las
bacterias patégenas y fuera de ellos como los diversos &cidos que
disminuyen el pH del medio afectando no selectivamente a los patégenos

periodontales principalmente.

Al respecto, Cornacchione et al** evaluaron el efecto inhibidor de
Lactobacillus delbrueckii contra P. gingivalis. Demostraron que el piruvato
oxidasa purificada y cataliticamente activa puede inhibir el crecimiento de P.
gingivalis y pudieron concluir que las cepas L. delbrueckii son eficaces en la
prevencion y tratamiento de la enfermedad periodontal asociada a P.
gingivalis. Por su parte, Elavarasu et al®® evaluaron la eficacia de los
probidticos BIFILAC contra Porphyromonas gingivalis. Reportaron que el
probidtico BIFILAC tiene efecto antimicrobiano contra P. gingivalis. Estos
resultados avalan los obtenidos en la presente investigacion donde se logré
establecer que los probiéticos Lactococcus lactis, Bifidobacterium animalis,

Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei presentan en mayor o menor
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medida la capacidad de inhibir el desarrollo de Porphyromonas gingivalis en

condiciones in vitro.

También se pudo deducir que la inhibicion, que si bien,no logré superar a la
de la clorhexidina genera confianza en la posibilidad de que pueda ser
utilizado para regular la microbiota asocia a la enfermedad periodontal y de
esta manera recurramos en menor medida a compuestos que generen
resistencia microbioma o a procedimiento mas agresivos para el paciente.
De igual manera, esta posibilidad se hace mas real considerando que la
forma en que los probidticos regulan a los patdgenos no es una via Unica,
sino que es multiple e inespecifica por ellos que no solo afectaria a los
patdgenos de forma independiente sino también cuando se encuentran

asociados a biofilm periodontal.
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VI.

CONCLUSIONES

La comparacion indica que la concentracion 1,5 x108 UFC/mL de L. casei
ATCC 393y la concentracién 1,5 x10° UFC/mL de L. acidophilus ATCC
4356 presentan el mismo efecto inhibitorio in vitro sobre P. gingivalis
ATCC 33277. Al igual que el de la concentracién 1,5 x10° UFC/mL de L.
casei ATCC 393 y la concentraciéon 1,5 x108 UFC/mL de B. animalis
ATCC 25527 y de L. lactis ATCC 11454 son estadisticamente iguales.
Tal como la concentraciéon 1,5 x10° de B. animalis ATCC 25527 con la
de L. lactis ATCC 11454.

El efecto in vitro de Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454 contra
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 es de tipo bacteriostatico.

El efecto in vitro de Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527

contra Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 es de tipo bacteriostatico.

El efecto in vitro de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 contra
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 es de tipo bacteriostatico.

El efecto in vitro de Lactobacillus casei ATCC 393 contra Porphyromonas

gingivalis ATCC 33277 es de tipo bacteriostatico.

25



VII.

RECOMENDACIONES

Determinar el efecto inhibitorio de los probiéticos nativos sobre biofilm
conformado por bacterias periodontopatégenas en modelos de boca

artificial.

Determinar de qué manera se puede potenciar el efecto inhibitorio de
Lactococcus lactis contra Porphyromonas gingivalis para convertirlo en

efecto bactericida.

Determinar de qué manera se puede potenciar el efecto inhibitorio de
Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527 contra

Porphyromonas gingivalis para convertirlo en efecto bactericida.

Determinar de qué manera se puede potenciar el efecto inhibitorio de
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 contra Porphyromonas gingivalis

para convertirlo en efecto bactericida.

Determinar de qué manera se puede potenciar el efecto inhibitorio de
Lactobacillus casei ATCC 393 contra Porphyromonas gingivalis para

convertirlo en efecto bactericida.
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ANEXOS

ANEXO 1
MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
variables de Definicion Definicion Dimension Indicadores | Escalade
estudio conceptual operacional medicion
Probioticos Son Son bacterias | Propionibacteriu | Concentracion | De razén
microorganismo | grampositivas | m freudenreichii 15 x 108
S Vivos que capaces de ssp. shermanii LjFC/mL
cuando se generar ATCC 9614
administran en competencias Bifidobacterium 1,5x10°
cantidades contra los L UFC/mL
adecuadas agentes anlm_alls SSP-
. . Lactis DSM
confieren un patbégenos
- 15954
beneficio a la cuando son
salud del enfrentados in | Lactococcus
huésped.3® vitro. Su lactis ssp. lactis
concentracion | ATCC 11454
se medira
espectrofotom
étricamente.
Efecto contra Es un cocobacilo | El efecto Diametro del halo Halos de De razon
Porphyromonas | gramnegativo contra P. de inhibicién en Inhibicion
gingivalis anagroblco gingivalis, mm 0 mm = Sin
estricto que agente causal
. . efecto
habita en el area | de
subgingival. 3132 | enfermedad <12 mm =
periodontal, se Efecto
establecera bacteriostaticos
mediante la
inhibicion del 214 mm =
crecimiento Efecto
por la
formacion de bactericida
halos de
inhibicion que
seran

expresados en
mm.




ANEXO 2

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION (mm)

Ensayos -
CEPAS PROBIOTICAS CONTROL
Cepal |Cepa?2 |Cepa3 |Cepa4 Control +*
Concentracion |C1** C2| C1| C2| Cl| C2| C1| C2 0,12%

1

10




ANEXO 3
CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

_W—WZ.Zﬁ +1,4. Z2

w2

n

Donde:

n: Niamero minimo de repeticiones presentes en el estudio.
Za: Valor designado al nivel de confianza.

Z3: Valor designado al valor estadistico.

W: La diferencia minima observable.

Siendo, Za = 1.96; ZB = 0.842 y W = 0.80 (80%). Si sustituimos los valores en la

férmula se obtiene como resultado 9; nimero de repeticiones necesarias.

0.80 — 0.802%. 0.842 + 1,4. 1.967
n=

0.802
©0.80 — 0.64 . 0.842 + 1,4.3.8416
n= 0.64
0.80 — 0.53888 + 5.37824
n=

0.64

n=9



ANEXO 4

TABLAS, FIGURAS Y FOTOS

Resumen de procesamiento de casos
Concentracion de Casos
probidtico Valido Perdidos Total
N Porcentaje N | Porcentaje N |Porcentaje
Diametro de L. acidophilus 1 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
halo de L. acidophilus 2 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
inhibicion P. L. casei 1 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
gingivalis L. casei 2 10 100,0% 0 0,0% 10 | 100,0%
L. lactis 1 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
L. lactis 2 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
B. animalis 1 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
B. animalis 2 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
Clorhexidina 0,12% 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
Descriptivos
Concentracién de probiético Estadistico | Error estandar

Diametro de halo
de inhibicién P.
gingivalis

L. acidophilus 1 Media 6,8700 ,16737

95% de intervalo de Limite inferior 6,4914

confianza para la media Limite superior 7.2486

Media recortada al 5% 6,8500

Mediana 6,7500

Varianza ,280

Desviacion estandar ,52926

Minimo 6,30

Maximo 7,80

Rango 1,50

Rango intercuartil ,85

Asimetria ,952 ,687

Curtosis -,369 1,334
L. acidophilus 2 Media 7,6100 ,09000

95% de intervalo de Limite inferior 7,4064

confianza para la media Limite superior 7.8136

Media recortada al 5% 7,6111

Mediana 7,6000

Varianza ,081

Desviacion estandar ,28460

Minimo 7,20

Maximo 8,00

Rango ,80

Rango intercuartil 42

Asimetria -,090 ,687

Curtosis -,858 1,334
L. casei 1 Media 7,6000 ,08819

95% de intervalo de Limite inferior 7,4005

confianza para la media Limite superior 7.7995

Media recortada al 5% 7,6000

Mediana 7,5000




Varianza ,078

Desviaciéon estandar , 27889

Minimo 7,20

Maximo 8,00

Rango ,80

Rango intercuartil ,53

Asimetria , 154 ,687

Curtosis -1,489 1,334
L. casei 2 Media 8,5100 ,09000

95% de intervalo de Limite inferior 8,3064

confianza para la media Limite superior 8.7136

Media recortada al 5% 8,5111

Mediana 8,5000

Varianza ,081

Desviacién estandar ,28460

Minimo 8,10

Maximo 8,90

Rango ,80

Rango intercuartil ,60

Asimetria -,090 ,687

Curtosis -1,497 1,334
L. lactis 1 Media 8,7200 ,06960

95% de intervalo de Limite inferior 8,5625

confianza para la media Limite superior 8.8775

Media recortada al 5% 8,7222

Mediana 8,7000

Varianza ,048

Desviacion estandar ,22010

Minimo 8,40

Méaximo 9,00

Rango ,60

Rango intercuartil 43

Asimetria -,003 ,687

Curtosis -1,571 1,334
L. lactis 2 Media 9,8500 ,06872

95% de intervalo de Limite inferior 9,6945

confianza para la media Limite superior 10,0055

Media recortada al 5% 9,8500

Mediana 9,9000

Varianza ,047

Desviacion estandar 21731

Minimo 9,50

Maximo 10,20

Rango ,70

Rango intercuartil 27

Asimetria -,487 ,687

Curtosis ,169 1,334
B. animalis 1 Media 8,5500 ,05000

95% de intervalo de Limite inferior 8,4369

confianza para la media Limite superior 8.6631




Media recortada al 5% 8,5500
Mediana 8,5500
Varianza ,025
Desviaciéon estandar , 15811
Minimo 8,30
Maximo 8,80
Rango ,50
Rango intercuartil ,30
Asimetria ,000 ,687
Curtosis -,895 1,334
B. animalis 2 Media 9,4000 ,05963
95% de intervalo de Limite inferior 9,2651
confianza para la media Limite superior 9.5349
Media recortada al 5% 9,4056
Mediana 9,5000
Varianza ,036
Desviacién estandar , 18856
Minimo 9,10
Maximo 9,60
Rango ,50
Rango intercuartil ,28
Asimetria -, 746 ,687
Curtosis -,886 1,334
Clorhexidina 0,12% Media 15,2500 ,15000
95% de intervalo de Limite inferior 14,9107
confianza para la media Limite superior 15,5893
Media recortada al 5% 15,2556
Mediana 15,3500
Varianza ,225
Desviacién estandar 47434
Minimo 14,50
Maximo 15,90
Rango 1,40
Rango intercuartil ,70
Asimetria -,515 ,687
Curtosis -,409 1,334
Pruebas de normalidad
Concentracion de Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
probidtico Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Diametro de L. acidophilus 1 ,253 10 ,070 ,868 10 ,094
halo de L. acidophilus 2 , 150 10 ,200" ,920 10 ,358
in_hib_icic’)_n P. L. casei 1 ,240 10 ,107 ,915 10 ,318
gingivalis L. casei 2 162 10 ,200" ,926 10 414
L. lactis 1 ,193 10 ,200" ,914 10 ,310
L. lactis 2 ,209 10 ,200" ,908 10 ,268
B. animalis 1 ,129 10 ,200" ,966 10 ,849
B. animalis 2 ,302 10 ,010 ,841 10 ,045
Clorhexidina 0,12% ,158 10 ,200" ,922 10 ,376

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccién de significacion de Lilliefors
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Concentracion de probidtico
Unidireccional
Descriptivos
Diametro de halo de inhibicién P. gingivalis
N Media Desv. Desv. |95% del intervalo de confianza| Minimo | Maximo
Desviacion Error para la media
Limite inferior | Limite superior
L. acidophilus 1 10 | 6,8700 ,52926 ,16737 6,4914 7,2486 6,30 7,80
L. acidophilus 2 10 | 7,6100 ,28460 ,09000 7,4064 7,8136 7,20 8,00
L.caseil 10 | 7,6000 ,27889 ,08819 7,4005 7,7995 7,20 8,00
L. casei 2 10 | 8,5100 ,28460 ,09000 8,3064 8,7136 8,10 8,90
L. lactis 1 10 | 8,7200 ,22010 ,06960 8,5625 8,8775 8,40 9,00
L. lactis 2 10 | 9,8500 ,21731 ,06872 9,6945 10,0055 9,50 10,20
B. animalis 1 10 | 8,5500 , 15811 ,05000 8,4369 8,6631 8,30 8,80
B. animalis 2 10 | 9,4000 , 18856 ,05963 9,2651 9,5349 9,10 9,60
Clorhexidina 0,12% 10 | 15,2500 47434 ,15000 14,9107 15,5893 14,50 15,90
Total 90 | 9,1511 2,35836 ,24859 8,6572 9,6451 6,30 15,90
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de gll gl2 Sig.
Levene
Diametro de Se basa en la media 3,119 8 81 ,004
halo de Se basa en la mediana 2,000 8 81 ,057
inhibicion P. Se basa en la mediana 2,000 8 42,619 ,070
gingivalis y con gl ajustado
Se basa en la media 2,895 8 81 ,007
recortada
ANOVA
Diametro de halo de inhibicion P. gingivalis
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 486,895 8 60,862 607,868 ,000
Dentro de grupos 8,110 81 ,100
Total 495,005 89




Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

\Variable dependiente:

Diametro de halo de inhibicién P. gingivalis

Intervalo de

confianza al 95%

(I) Concentracion | (J) Concentracion de | Diferenciade | Desv. Limite Limite
de probidtico probiético medias (I-J) Error Sig. inferior | superior
HSD L. acidophilus 1 | L. acidophilus 2 -,74000" , 14151 ,000 -1,1910 -,2890
Tukey L. casei 1 -,73000" ,14151 ,000 -1,1810 -,2790
L. casei 2 -1,64000" ,14151 ,000 -2,0910 | -1,1890
L. lactis 1 -1,85000" ,14151 ,000 -2,3010 | -1,3990
L. lactis 2 -2,98000" ,14151 ,000 -3,4310 | -2,5290
B. animalis 1 -1,68000" ,14151 ,000 -2,1310 | -1,2290
B. animalis 2 -2,53000" ,14151 ,000 -2,9810 | -2,0790
Clorhexidina 0,12% -8,38000" ,14151 ,000 -8,8310 | -7,9290

L. acidophilus 2 L. acidophilus 1 ,74000" ,14151 ,000 ,2890 1,1910
L. casei 1 ,01000 ,14151 | 1,000 -,4410 ,4610

L. casei 2 -,90000" ,14151 ,000 -1,3510 -,4490

L. lactis 1 -1,11000" ,14151 ,000 -1,5610 -,6590
L. lactis 2 -2,24000" ,14151 ,000 -2,6910 | -1,7890

B. animalis 1 -,94000" ,14151 ,000 -1,3910 -,4890
B. animalis 2 -1,79000" ,14151 ,000 -2,2410 | -1,3390
Clorhexidina 0,12% -7,64000" ,14151 ,000 -8,0910 | -7,1890

L. casei 1 L. acidophilus 1 ,73000" ,14151 ,000 ,2790 1,1810
L. acidophilus 2 -,01000 ,14151 | 1,000 -,4610 ,4410

L. casei 2 -,91000" ,14151 ,000 -1,3610 -,4590

L. lactis 1 -1,12000" ,14151 ,000 -1,5710 -,6690
L. lactis 2 -2,25000" ,14151 ,000 -2,7010 | -1,7990

B. animalis 1 -,95000" ,14151 ,000 -1,4010 -,4990
B. animalis 2 -1,80000" ,14151 ,000 -2,2510 | -1,3490
Clorhexidina 0,12% -7,65000" ,14151 ,000 -8,1010 | -7,1990

L. casei 2 L. acidophilus 1 1,64000" ,14151 ,000 1,1890 2,0910
L. acidophilus 2 ,90000" ,14151 ,000 ,4490 1,3510

L. casei 1 ,91000" ,14151 ,000 ,4590 1,3610

L. lactis 1 -,21000 ,14151 ,860 -,6610 ,2410

L. lactis 2 -1,34000" ,14151 ,000 -1,7910 -,8890

B. animalis 1 -,04000 ,14151 | 1,000 -,4910 4110

B. animalis 2 -,89000" ,14151 ,000 -1,3410 -,4390
Clorhexidina 0,12% -6,74000" ,14151 ,000 -7,1910 | -6,2890

L. lactis 1 L. acidophilus 1 1,85000" ,14151 ,000 1,3990 2,3010
L. acidophilus 2 1,11000" ,14151 ,000 ,6590 1,5610

L. casei 1 1,12000" ,14151 ,000 ,6690 1,5710

L. casei 2 ,21000 ,14151 ,860 -,2410 ,6610

L. lactis 2 -1,13000° ,14151 ,000 -1,5810 -,6790

B. animalis 1 ,17000 ,14151 ,954 -,2810 ,6210

B. animalis 2 -,68000" ,14151 ,000 -1,1310 -,2290
Clorhexidina 0,12% -6,53000" ,14151 ,000 -6,9810 | -6,0790

L. lactis 2 L. acidophilus 1 2,98000" ,14151 ,000 2,5290 3,4310
L. acidophilus 2 2,24000" ,14151 ,000 1,7890 2,6910

L. casei 1 2,25000" ,14151 ,000 1,7990 2,7010

L. casei 2 1,34000" ,14151 ,000 ,8890 1,7910

L. lactis 1 1,13000" ,14151 ,000 ,6790 1,5810

B. animalis 1 1,30000" ,14151 ,000 ,8490 1,7510

B. animalis 2 ,45000 ,14151 ,051 -,0010 ,9010
Clorhexidina 0,12% -5,40000" ,14151 ,000 -5,8510 | -4,9490

B. animalis 1 L. acidophilus 1 1,68000" ,14151 ,000 1,2290 2,1310
L. acidophilus 2 ,94000" ,14151 ,000 ,4890 1,3910

L. casei 1 ,95000" ,14151 ,000 ,4990 1,4010

L. casei 2 ,04000 , 14151 1,000 -,4110 ,4910

L. lactis 1 -,17000 ,14151 ,954 -,6210 ,2810

L. lactis 2 -1,30000" ,14151 ,000 -1,7510 -,8490




B. animalis 2 -,85000" ,14151 ,000 -1,3010 -,3990
Clorhexidina 0,12% -6,70000" ,14151 ,000 -7,1510 | -6,2490
B. animalis 2 L. acidophilus 1 2,53000" , 14151 ,000 2,0790 2,9810
L. acidophilus 2 1,79000" , 14151 ,000 1,3390 2,2410
L. casei 1 1,80000" ,14151 ,000 1,3490 2,2510
L. casei 2 ,89000" ,14151 ,000 ,4390 1,3410
L. lactis 1 ,68000" ,14151 ,000 ,2290 1,1310
L. lactis 2 -,45000 , 14151 ,051 -,9010 ,0010
B. animalis 1 ,85000" , 14151 ,000 ,3990 1,3010
Clorhexidina 0,12% -5,85000" ,14151 ,000 -6,3010 | -5,3990
Clorhexidina L. acidophilus 1 8,38000" , 14151 ,000 7,9290 8,8310
0,12% L. acidophilus 2 7,64000" , 14151 ,000 7,1890 8,0910
L. casei 1 7,65000" , 14151 ,000 7,1990 8,1010
L. casei 2 6,74000" , 14151 ,000 6,2890 7,1910
L. lactis 1 6,53000" ,14151 ,000 6,0790 6,9810
L. lactis 2 5,40000" ,14151 ,000 4,9490 5,8510
B. animalis 1 6,70000" , 14151 ,000 6,2490 7,1510
B. animalis 2 5,85000" ,14151 ,000 5,3990 6,3010

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Subconjuntos homogéneos

Diametro de halo de inhibicién P. gingivalis

Concentracion de N Subconjunto para alfa = 0.05

probidtico 1 2 3 4 5 6
HSD Tukey? L. acidophilus 1 10 | 6,8700

L. casei 1 10 7,6000

L. acidophilus 2 10 7,6100

L. casei 2 10 8,5100

B. animalis 1 10 8,5500

L. lactis 1 10 8,7200

B. animalis 2 10 9,4000

L. lactis 2 10 9,8500

Clorhexidina 0,12% 10 15,2500

Sig. 1,000 | 1,000 | ,860 ,051 1,000
Duncan? L. acidophilus 1 10 | 6,8700

L. casei 1 10 7,6000

L. acidophilus 2 10 7,6100

L. casei 2 10 8,5100

B. animalis 1 10 8,5500

L. lactis 1 10 8,7200

B. animalis 2 10 9,4000

L. lactis 2 10 9,8500

Clorhexidina 0,12% 10 15,2500

Sig. 1,000 | ,944 ,166 | 1,000 1,000 | 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 10,000.




Graficos de medias
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ANEXO 5

GALERIA FOTOGRAFICA

TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS:

Método a Métodos de Laboratorio }
Turbidimétrico

Método de difusion de
disco en agar

Espectrofotometro
Marca: Kyntel
Modelo: VIS-KV-1200

Vernier
Calibrador

Mecanico




PROCEDIMIENTOS:

~ Adquisicion de cepas
probidticas y de cepa

J

problema

GenlLab del
Pert S.AC.
Lima, Perd

or

probidticos y de

Reactivacién de cepas
P

hyromonas gingivalis}

-

horas

[ 37°C durante 24 - 48

|

Medios de cultivo y |
condiciones de cultivo

Caldo Nutritivo

Condicién de

Agar Tripticasa Soya

Microaerofilia

Caldo Nutritivo

Condicién de

Agar Sangre

Anaerobiosis

[ Preparacion

microbiano

del inéculo }

Probidticos: 1,5 x 108
y 1,5x10? UFC/mL

™

J

P. gingivalis: 1,5 x 102
UFC/mL
\

™~

J

-
Probidticos: 0,296 y

"

Densidad dptica
y la longitud de
onda

~

J

625 nm

-

600 nm
-
( N\
P. gingivalis: 0,09 a




Porphyromonas gingivalis

Medios de cultivo

L Preparacién de } [ Prueba de susceptibilidad de J

7~

121°C,15Lb de |
presién durante 15
minutos.

Ie

J

s ™

Enfriar hasta los
45-50°C
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