i UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA PROFESIONAL DE ESTOMATOLOGIA

Efecto in vitro de cuatro cepas probidticas contra Enterococcus
faecalis ATCC 29212

TESIS PARA OBTENER EL TiTULO PROFESIONAL DE:

Cirujano Dentista

AUTORAS:
Alban Camacho, Emily Greidy (ORCID: 0000-0002-2735-025X)

Olivares Saba, Angie Esteffany (ORCID: 0000-0002-0285-3934)

ASESOR:

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

LINEA DE INVESTIGACION:

Enfermedades infecciosas y transmisibles

PIURA — PERU

2021



Dedicatoria

A Dios, a nuestros padres Manuel y
Adelina, Estela y José que nos dieron

la vida y nos formaron con sapiencia.

A todas las personas que nos alentaron a

continuar en este camino.



Agradecimiento

A nuestro asesor Dr. Miguel Angel Ruiz
Barrueto por su apoyo y paciencia en el

desarrollo de la presente tesis.



indice de contenidos

DL [[or= 1 o] £ NPT TPPPPPPRPPPPR ii
Yo | = (o [T o [ .41 T=T o) (o T iii
Indice de CONENIOS ........c.ccveueiiiiiieicie ettt iv
INCICE A TADIAS .....eceeeeeeeeeee ettt Vi
RESUMEBN ...t e e e e e e e e e e e e ennnes Vi
ADSITACT ...ttt e e e e e viii
l. INTRODUGCCION......ooouiiiieieieeeeeeeeeete et ettt steeaeeee e 1
1. MARCO TEORICO ..ottt 4
HI.  METODOLOGIA ...ttt 13
3.1. Tipoy disefio de INvestigacion.............ccceeveeeeiiiieeiiiiiie e, 13

3.2. Variables y operacionalizacCion ............ccccooeeieiiiiiiiiiiiiiiiee e, 13

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

ANl SIS et 13

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datoS .........coveevenveeneen... 13

3.5, ProCediMIBNIOS ... ... e 14

3.6. Método de andlisisS de datOsS ... .cuvveneeiie e 15

3.7. ASPECIOS BLICOS. .. uuuuiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e 15

V. RESULTADOS ..o e 16
V. DISCUSION . ...ttt ettt et ettt e r e 21
VI. CONCLUSIONES ... 25
VII. RECOMENDACIONES ... oo 26
REF E R EN C A S . ... e ettt eaens 27
AN X O S .o, 35
ANEXO L oo 35
AN E X O 2 e e ———— 36
AN E X O B e - 37



ANEXO 4

ANEXO 5



indice de tablas

1K1 o) = PP 17
Tabla 2. .. 18
JLIE= o] = P 19
LI 0] = P 20
JLIE= 1 o) = T P 21

Vi



Resumen

El objetivo de la presente investigacion fue comparar el efecto in vitro de cepas
probidticas contra Enterococcus faecalis ATCC 29212. Fue una basica con disefio
investigacion experimental verdadero. Se evaluaron dos concentraciones de los
probioticos Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454, Bifidobacterium animalis
ssp. animalis ATCC 25527, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 y Lactobacillus
casei ATCC 393. Todas las cepas probiéticas y la cepa de E. faecalis, fueron cepas
ATCC certificadas. El control positivo fue clorhexidina 2%. El efecto antibacteriano
fue evaluado por el método de difusion en disco utilizando medios de cultivo con
certificacion 1ISO. Los resultados mostraron que L. casei ATCC 393y L. acidophilus
ATCC 4356 presentan el mismo efecto inhibitorio (p=0,462). Del mismo modo, no
existe diferencia estadisticamente significativa entre el efecto inhibitorio de las dos
concentraciones de B. animalis ATCC 25527 (p=0,098). El efecto inhibitorio de la
concentracion 1,5 x10° UFC/mL de B. animalis ATCC 25527 y la concentracion 1,5
x108 de L. lactis ATCC 11454 es estadisticamente iguales (p=0,111). Se concluye
que todos los probidticos mostraron efecto inhibitorio sobre E. faecalis de tipo
bacteriostatico y no superaron al control positivo que expres6 efecto de tipo

bactericida.

Palabras claves: Enterococcus faecalis, Probidticos, Antibacterianos, Antibiosis.
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Abstract

The aim of the present investigation was to compare the in vitro effect of probiotic
strains against Enterococcus faecalis ATCC 29212. It was a basic with true
experimental research design. Two concentrations of the probiotics Lactococcus
lactis ssp. lactis ATCC 11454, Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527,
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 and Lactobacillus casei ATCC 393. All
probiotic strains and the E. faecalis strain were certified ATCC strains. The positive
control was 2% chlorhexidine. The antibacterial effect was evaluated by the disk
diffusion method using ISO certified culture media. The results showed that L. casei
ATCC 393 and L. acidophilus ATCC 4356 show the same inhibitory effect (p =
0.462). Similarly, there is no statistically significant difference between the inhibitory
effect of the two concentrations of B. animalis ATCC 25527 (p = 0.098). The
inhibitory effect of the 1.5 x109 CFU / mL concentration of B. animalis ATCC 25527
and the 1.5 x108 concentration of L. lactis ATCC 11454 is statistically equal (p =
0.111). It is concluded that all the probiotics showed an inhibitory effect on
bacteriostatic type E. faecalis and did not exceed the positive control that expressed

a bactericidal effect.

Keywords: Enterococcus faecalis, Probiotics, Antibacterials, Antibiosis.
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INTRODUCCION

En la cavidad oral existen diversos microorganismos que componen el microbioma
como virus, hongos, protozoos ademas de alrededor de 700 especies de bacterias
gue habitan y colonizan de forma natural en condiciones de eubiosis, pero en
ocasiones este vinculo entre el huésped y el microbioma puede alterarse debido
al incremento de microorganismos patégenos produciéndose un desequilibrio en
el cuerpo denominado Disbiosis o estado de enfermedad.! Actualmente existen
diversos enfoques de tratamiento que intentan mantener las condiciones

homeostaticas a nivel oral cuando se esta produciendo una enfermedad.

Uno de estos tratamientos incluye a la endodoncia que es una rama de la
estomatologia destinada a la prevencion, diagnostico y tratamiento de las
dolencias o afecciones de la pulpa dental?® consiste en eliminar microorganismos
patdgenos a través de soluciones irrigantes y desinfeccion; aunque a veces
cuando su proceso no es completo, las bacterias pueden permanecer y generar
infeccion en el diente afectando el resultado del tratamiento®, este es un
procedimiento cuyas tasas de éxito oscilan entre 86% y 98%.4

Habitualmente las fallas endododnticas surgen debido a la accién de agentes
microbianos que persisten® en la porciéon apical de los conductos radiculares,
incluso en los dientes bien tratados.® El principal microorganismo causante del
fracaso en el tratamiento endodoéntico’ es Enterococcus faecalis, un
microorganismo patégeno anaerobio facultativo, grampositivo®, que se considera
como un patdégeno oportunista® y produce infecciones en el sistema de los
conductos radiculares con una prevalencia que varia entre el 24% y 90%°. Entre
las caracteristicas principales de esta bacteria tenemos que es capaz de atravesar
los tubulos dentinarios, sobrevivir en niveles de pH bajos y resistir a diversos

medicamentos intracanales.1?

Los irrigantes del conducto radicular juegan un papel vital en la reduccion de
microorganismos dentro del sistema del conducto radicular'! en relaciéon a la
terapia quimica utilizada en el tratamiento de conductos, los irrigantes mas
empleados en la fase de limpieza son hipoclorito de sodio (NaOCI), acido citrico,
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y clorhexidina? que poseen efectos

antimicrobianos pero a pesar de ello tienen diversas desventajas ya que, NaOCI



es altamente toxico cuando entra en contacto con los tejidos blandos, produciendo
inflamacion aguda y posterior necrosis, ademas aumenta la permeabilidad de los
vasos produciendo edema y sangrado profuso a través del canal radicular y dafios
al ligamento periodontal.'® En el caso de la clorhexidina su efecto antimicrobiano
ya ha sido comprobado pero también se sabe que podria generar pigmentacion

dentaria y en algunos casos de uso excesivo episodios xerostémicos.!?

Se estan investigando varios enfoques para manipular favorablemente la
composicion del microbioma oral® entre ellos se encuentran los probidticos que
son considerados microorganismos vivo que al ser suministrados en dosis
adecuadas conceden beneficios en la salud.!* Generalmente las bacterias de
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium son microorganismos beneficiosos no
solo para el sistema digestivo, sino también para la cavidad bucal.” Ante la realidad
problematica descrita se genero la siguiente interrogante ¢, Cual es el efecto in vitro

de cuatro cepas probioticas contra Enterococcus faecalis ATCC 292127

Para llevar a cabo esta investigacion se utilizaron cepas probidticas pues existen
pocas investigaciones sobre el uso de los probiéticos en beneficio de la terapia
endoddntica, y aun no se han estudiado cuéles son las cepas particularmente
efectivas o la concentracion necesaria de estas para contrarrestar la presencia de
este tipo de patdgenos en el conducto radicular. Existe alguna evidencia cientifica
de que el consumo regular de probiéticos proporciona beneficios a nivel de tubo
digestivo, es por ello, que actualmente se estan evaluando especies bacterianas

similares en beneficio a la salud oral.

Ademas, considerando que las sustancias quimicas utilizadas en la actualidad
tienen efectos colaterales en la integridad bucal y la terapia antibiética es
responsable del desarrollo de resistencia a los antimicrobianos el propésito de
este estudio fue investigar alternativas de tratamiento naturales y no perjudiciales
gue permitan controlar o impedir la proliferacion de Enterococcus faecalis,

principal especie responsable del fracaso en el pos tratamiento endodontico.

Para solucionar la problematica planteada anteriormente se propuso el siguiente
objetivo general: Comparar el efecto in vitro de cepas probibticas contra
Enterococcus faecalis ATCC 29212. El cual se fundamenta en los siguientes

objetivos especificos: Determinar el efecto in vitro de Lactococcus lactis ssp. lactis



ATCC 11454 contra Enterococcus faecalis ATCC 29212. Determinar el efecto in
vitro de Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527 contra Enterococcus
faecalis ATCC 29212. Determinar el efecto in vitro de Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 contra Enterococcus faecalis ATCC 29212. Determinar el efecto in

vitro Lactobacillus casei ATCC 393 contra Enterococcus faecalis ATCC 29212.
Segun los datos evidenciados se propusieron las siguientes hipoétesis:

H1: Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454 posee efecto antibacteriano contra
Enterococcus faecalis ATCC 29212.

H2: Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527 posee efecto

antibacteriano contra Enterococcus faecalis ATCC 29212.

H3: Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 posee efecto antibacteriano contra
Enterococcus faecalis ATCC 29212.

H4: Lactobacillus casei ATCC 393 posee efecto antibacteriano contra
Enterococcus faecalis ATCC 29212.



MARCO TEORICO

Chen et al'® (2020) en Taiwan, su propésito fue evaluar la actividad antibacteriana
de diversos probiéticos y paraprobioticos e investigar su papel inhibidor contra
patégenos orales. Fue un estudio experimental in vitro. Las cepas probioticas L.
salivarius subsp. salicinius AP-32, L. rhamnosus CT-53, L. paracasei ET-66 y
Bifidobacterium animalis subsp. lactis CP-9 demostraron alta actividad
antipatogena, sin embargo, AP-32, CT-53 y ET- 66 muertos por calor evidenciaron
niveles elevados de reduccion. La accidén antibacteriana de los probi6ticos no se
vinculé con la produccion de H202; L. acidophilus TYCAO2 provoco humerosos
niveles de H202, pero manifestaron actividades antibacterianas moderadas. Los
comprimidos orales que incluyen probioticos demostraron positivos efectos
inhibidores frente a patdgenos orales, especialmente los que contienen
probidticos viables. Concluyeron que los probidticos inhiben el crecimiento de

microorganismos bucales y mejoran la salud oral.

How et al'® (2020) en Malasia tuvo como propdsito evaluar el efecto antagénico
de la soja fermentada con probio6ticos contra patégenos orales. Fue un estudio
experimental in vitro. Se incorpord Streptococcus salivarius TUCC 1251, S.
salivarius TUCC 1253, S. salivarius TUCC 1254, S. salivarius TUCC 1255y S.
orisratti TUCC 1253 en la fermentacion de la soja a 37 ° C en 24 h y se hizo una
prueba antimicrobiana de soja fermentada con Streptococcus contra E faecalis
ATCC 700802, S. pyogenes ATCC 19615y S. aureus ATCC 25923. Las cepas de
Streptococcus revelaron un incremento significativo en su crecimiento después de
la fermentacion de la soja. La soja fermentada con TUCC 1253 de S. salivarius
demostro actividad B-glucosidasa extracelular significativamente superior y una
cantidad de agliconas. Concluyeron que la soja fermentada con S. salivarius
TUCC 1253 tiene efecto antimicrobiano frente todos los microorganismos

patdgenos en condiciones anaerdbicas como aerobicas.

El-Sayed et al'’ (2019) en Egipto, tuvo como finalidad investigar el efecto inhibidor
de Lactobacillus rhamnosus (B-445) como irrigante probiotico ante el crecimiento
de Enterococcus faecalis. Fue un estudio in vitro. Se prepararon 42 dientes
anteriores de un solo canal humano extraidos. Los dientes se agruparon segun el

tipo de irrigante y se les inoculo E. faecalis. El cultivo se prolongo durante 21 dias.



G1=NaOClI al 2,5%, G2= solucién salina y G3= irrigante probiotico experimental.
Las muestras se recolectaron en conos de papel antes, inmediatamente después
y 24 horas post posteriores al riego para el recuento de las UFC restantes de E.
faecalis y de L. rhamnosus. Se determin6é que G1 tuvo el valor medio mas bajo
(log 10 UFC / mL) de E. faecalis posterior al riego inmediato y 24 horas después
del riego seguido por el grupo de probidticos, sin embargo, el valor medio mas alto
fue el grupo de solucién salina (P < 0,001). El perfil de supervivencia de L.
rhamnosus en el G3 después de la irrigacion inmediata y posterior a la irrigacion
fue ligeramente superior para E. faecalis (P < 0,001). Concluyeron que L.
rhamnosus, evidencia un efecto inhibidor potencias frente al crecimiento de E.

faecalis.

Nair et al'® (2019) en Estados Unidos tuvo como objetivo investigar los efectos de
una cepa probiotica de Propionibacterium freudenreichii frente a la multiplicacién,
la motilidad y la asociaciéon de Salmonella y la invasién de las células epiteliales
de aves. Fue un estudio experimental in vitro. Para ello se utilizaron P.
freudenreichii subsp. Freudenreichii y P. freudenreichii subsp. Shermanii contra S.
enteritidis, S. typhimurium y S. heidelberg, empleando co-cultivo, ensayos de
motilidad, multiplicacién, asociacién celular e invasién. Las cepas demostraron
eficacia inhibitoria en la proliferacion de los 3 serotipos de Salmonella y el
contenido cecal de pavo (P < 0,05). P. freudenreichii disminuyé de manera
significativa la motilidad de Salmonella (P < 0.05). Concluyeron que P.
freudenreichii posee potencial efecto antibacteriano contra Salmonella en aves de

corral.

Elgamily et al'® (2018) en Egipto su objetivo fue evaluar la efectividad
antibacteriana de un enjuague bucal probi6tico sobre Streptococcus mutans. Fue
un estudio experimental in vitro. Para ello se emplearon un total de tres grupos,
G1 enjuague bucal experimental, G2 enjuague experimental con los dos aditivos
activos (Zamzam y probidtico), y G3 enjuague comercial con hexitol, se utilizé el
meétodo de difusion de pozos después de 24h y 72h de almacenamiento periodo.
El perfil de supervivencia de la cepa probibtica en el grupo G1 se determin6
usando el método de UFC. L. rhamnosus mostrd valores de halos de inhibicién

promedio mas altos que el agua de zamzam. El G1 mostro un aumento



significativo en la zona de inhibicion después de 72 h, aunque no hubo cambios
importantes en el G3. Hubo un efecto reducido en el recuento de UFC en los
probidticos durante 24 h y una disminucion significativa después de 15 dias,
posterior a un cambio insignificante después de 30 dias. Concluyeron que el
enjuague experimental probidtico-zamzam tuvo efectividad frente a la reduccion

de S. mutans.

Invernici et al®® (2018) en Brasil tuvo como objetivo evaluar el efecto de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis como adyuvante del raspado y alisado
radicular en pacientes con periodontitis cronica generalizada. Fue un estudio
experimental, ensayo clinico aleatorizado. Para ello, se reclutaron 41 pacientes
que presentaban periodontitis crénica y fueron asignados aleatoriamente a un
grupo de Prueba (SRP + Probiético, n = 20) o Control (SRP + Placebo, n = 21).
Las pastillas probioticas se utilizaron dos veces al dia durante 30 dias. En el grupo
de prueba se observo un recuento mayor de A. naeslundii y S. mitis y una
disminucion pronunciada sobre el recuento de P. gingivalis, T. denticola, F.
nucleatum vincentii, C. showae y E. nodatum que el grupo de control (p<0,05) para
bolsas periodontales. Ademas, evidencid proporciones medias de complejos
naranja (a los 30 dias) y rojo (a los 90 dias) mas bajas a diferencia de grupo de
control (p<0,05). Asimismo, se observd mayor proporcién de microorganismos del
complejo azul en relacion con el grupo de control a los 90 dias (p<0,05).
Concluyeron que la utilizacién de B. lactis HNO19 como complemento del raspado
y alisado radicular fomenta beneficios clinicos, microbiolégicos e inmunolégicos

en el tratamiento de la periodontitis crénica.

Shin et al?! (2018) en Corea, tuvo como objetivo investigar el efecto inhibidor de
L. lactis frente a la bioactividad de patdgenos periodontales. Fue un estudio
experimental in vitro. Se evalud la actividad antibacteriana de SCM contra
periodontopatégenos y para evaluar el efecto neutralizante de L. lactis sobre la
halitosis, se mezclé SCM de periodontopatdégenos con una suspension de L. lactis
y se midieron los niveles de compuestos de azufre volatiles. EI SCM de L. lactis
muestra actividad antimicrobiana contra las bacterias patégenas periodontales.
Con ello, la suspension de L. lactis tuvo un efecto neutralizante sobre las VSC

producidas por periodontopatégenos, y L. lactis destruida por UV inhibio la



produccion de IL-6 y TNF-a inducida por el LPS. Concluyeron que L. lactis podria
considerarse como un probidtico apropiado en la prevencion y tratamiento de

periodontitis y halitosis.

Frickmann et al?? (2018) en Estados Unidos, su objetivo de estudio fue evaluar el
efecto in vitro del sobrenadante del probiético Lactobacillus rhamnosus GG y
Streptococcus salivarius K12 sobre la replicacion y la formacion de biopeliculas
de Staphylococcus aureus y S. epidermidis. Fue un estudio experimental in vitro.
La evaluacion se realizaron en diferentes concentraciones de los probioticos
durante 0,4 y 24 h post incubacion. La amplificacion bacteriana fue medida en
lectores de microplacas y el estado de la biopelicula mediante microscopia
electrénica de barrido. Sin embargo, encontraron que S. salivarius K12 redujo y
evitd la formacién y maduracion de biopeliculas frescas, y redujo las biopeliculas
de S. epidermidis preformadas. L. rhamnosus GG no mostré efectos inhibidores
claros por el contrario actu6 como promotor del crecimiento planctonico y de
biopelicula de S. aureus y S. epidermidis. Concluyé que los efectos inhibidores de
S. salivarius K12 ante la formacion de biopeliculas estafilococicas son de posible

relevancia para las enfermedades asociadas con biopeliculas.

Bohora et al?® (2017) en India, su objetivo fue evaluar la eficacia antibacteriana de
los probiéticos contra Enterococcus faecalis ATCC 29212 y Candida albicans
ATCC 10231. Fue un estudio experimental in vitro. La actividad antibacteriana se
realiz6 mediante el método de copa de agar y los resultados se expresaron en mm
de halos de inhibicion. Encontraron que los grupos probiéticos inhibieron el
desarrollo de E. faecalis por el método de copa de agar (Zona de inhibicién de 20
mm), mientras que no hubo efecto sobre C. albicans. Concluyeron que las
especies Lactobacillus y Bifidobacterium son efectivas para prevenir el

crecimiento de E. faecalis y C. albicans in vitro.

Paréina et al** (2017) en Croacia, tuvo como objetivo evaluar la capacidad
antimicrobiana in vitro de pastas dentales probidticas que incluian en su
composicion Lactobacillus paracasei y Lactobacillus acidophilus, ademas de una
pasta de dientes sin probidticos por separado en combinacién con enjuagues
bucales que contenian aceites esenciales y hexitidina contra Candida albicans,

Candida tropicalis, Enterococcus faecalis, Streptococcus salivarius y



Staphylococcus aureus. Fue un estudio experimental in vitro. Utilizando el método
del pocillo se demostré que las pastas dentales probioticas tuvieron mejor efecto
inhibidor que las pastas dentales sin probi6ticos en el caso de C. albicans (p =
0.043) y S. salivarius (p = 0.043). En todos los casos, las pastas dentales
destacaron en su capacidad de inhibicién a diferencia de los enjuagues bucales
(p=<0.05). Concluyeron que las pastas dentales probibticas evitan la aparicién de

enfermedades infecciosas orales.

Lin X et al®® (2017) en China tuvo como objetivo evaluar el efecto de los
lactobacilos probidticos sobre S. mutans y biopeliculas de diversas especies
aisladas en nifios que presentaban caries severa. Fue un estudio experimental in
vitro. Para ello, se seleccion6 a 20 nifios con caries activa y se aislo S. mutans de
su saliva. Se observo que L. casei Shirota, L. casei LCO1, L. plantarum ST-IIl y L.
paracasei LPC37 presentaron efectos inhibidores sobre S. mutans del 70-90% (p
<0,05). Ademas, redujeron significativamente el numero de S. mutans,
Streptococcus spp., S. sanguinis y bacterias totales en biopeliculas mixtas en
comparacién con el grupo de control (p < 0,05). Se concluyé que estas cepas de
lactobacilos fueron capaces de inhibir el crecimiento de S. mutans y tuvieron
efectos sobre la composicién de las biopeliculas bacterianas in vitro siendo

prometedoras para la prevencion de caries dental.

Nadelman et al?® (2017) en Brasil tuvo como propdsito investigar los efectos de la
leche de oveja fermentada probidtica que contenia en su composicion L. casei
sobre la desmineralizacion del esmalte y el recuento de microorganismos en un
modelo de biopelicula mixto. Fue un estudio experimental. Para ello, se fijaron
bloques de esmalte (N = 50) en placas de poliestireno en las que se formé una
biopelicula mixta en un periodo de cinco dias con leche de oveja (SM), leche de
oveja fermentada con cultivo iniciador (SGSA); leche de oveja fermentada con
cultivo probiotico (FSMP) y leche de oveja fermentada con cultivos iniciadores y
probidticos (FSMSP), ademas se incluyd un grupo de control del crecimiento. Se
obtuvo que FSMS y FSMP fueron similares (p = 0,153), ya que presentaron un
menor nimero de microorganismos. Ambos fueron diferentes a FSMSP (p <0.05),
gue presentd mayor numero de microorganismos totales. FSMS presentd un

recuento de Streptococcus mas bajo en comparacion con FSMP (p = 0,04) y



FSMSP (p = 0,006); no obstante, FSMP presenté una tendencia a controlar la
desmineralizacion interna del esmalte, puesto que presentd valores de AZ mas
bajos en comparacion con los otros grupos. Concluyeron que ambas muestras de
leche de oveja fermentada probiotica (FSMP y FSMPS) son importantes en el

desafio cariogénico.

En este marco, La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) precisa que salud
bucodental se relaciona con la ausencia de dolor orofacial, cancer de boca o
garganta, infecciones y llagas bucales, enfermedades periodontales, caries,
pérdida de dientes asimismo a otras afecciones y trastornos que limitan a un
individuo en sus capacidades de morder, masticar, sonreir y hablar, repercutiendo
en su bienestar psicosocial.?” Se calcula que estas enfermedades afectan a casi
3500 millones de personas en todo el mundo.?®

Por otra parte, la Endodoncia es una rama de la Odontologia, admitida por la
Asociacion Dental Americana en el afio 1963, etimolégicamente deriva de las
palabras griegas "Endo" que significa interior y "odont" diente.?° Esta especialidad
se encarga de estudiar la estructura, morfologia y fisiologia de la cavidad pulpar
de los dientes, ademas de las enfermedades presentes debido al complejo
dentinopulpar y regiéon periapical.?’ Su principal objetivo es reducir la infeccion de

los canales radiculares debido a microorganismos.3%:3!

El estado periodontal de un diente es un aspecto fundamental a evaluar durante
la planificacion inicial de la terapia.®? El tratamiento de conductos puede variar de
acuerdo a la anatomia y morfologia dental, diagnostico y complejidad del caso.
Para ello el especialista realizar4 la apertura cameral para tener acceso a los
conductos radiculares y eliminar el tejido pulpar, tomar radiografias para
comprobar que los instrumentos ingresen en la longitud exacta de la raiz. Con ello
los conductos radiculares se desinfectan y acondicionan, de manera que permitan
sellar de forma apropiada para protegerlo de la contaminacion finalizando con la

restauracion definitiva de la pieza dentaria.?

El fracaso del tratamiento endodontico se ha definido como una reincidencia de
signos clinicos junto con la presencia de una radiolucidez a nivel apical, aunque
hay que tener en cuenta que para considerar un tratamiento de conductos

radiculares como exitoso este debe ser evaluado clinica y radiograficamente a



través del tiempo, es decir, el especialista debe dar seguimiento al paciente y
asegurarse que el tratamiento haya sido exitoso y que el diente implicado sea
funcional.®> Las infecciones primarias del espacio endodéntico son causadas
principalmente por especies anaerdbicas de Enterococcus faecalis.®® Sin
embargo, el surgimiento de estas sucede por la eliminacién incompleta del tejido
pulpar, de las bacterias presentes en los conductos radiculares o de una

contaminacion.®

Estas fallas endodonticas pueden atribuirse a bacterias patégenas que han
subsistido a los procedimientos biomecanicos o colonizado los conductos
radiculares mediante la filtracion coronal en dientes con raices obturadas. La
especie bacteriana mas involucrada y frecuente® pertenece a la familia
Enterococcus. Esta bacteria es un coco gram positivo, que se agrupa formando
diplos o cadenas cortas. Son mesobfilos, capaces de crecer en un amplio rango de

pH que va de 4,4 a 9,6 y tolerar medios salinos con 6,5% de NaOCI.3*

E. faecalis es la especié mas predominante del género Enterococcus.?® Forma
parte del microbioma del ser humano siendo el tracto gastrointestinal su habitat
natural. También se ha aislado de la cavidad oral. Este microorganismo prevalece
en pacientes con tratamiento o retratamiento endodontico. Estd asociado a
persistentes infecciones, y es capaz de sobrevivir a los procedimientos pulpares y
tratamientos de conductos. La prevalencia de E. faecalis fluctia entre 24% 'y 77%

debido a infecciones endoddnticas persistentes asintomaticas.3¢

Algunos factores de virulencia de E. faecalis incluyen su capacidad de adaptaciéon
y supervivencia en diversos habitats, la liberacibn de toxinas tipo citolisina,
ademas de su alta persistencia en el conducto radicular, lograda principalmente
debido a la produccién de sustancias de agregacion, la expresién de adhesinas,
y la facilidad para formar biofilm, y seqguir invadiendo y habitando los tubulos
dentinarios. Producen gelatinasa lo que les permite sobrevivir a largo plazo en los

canales radiculares.3”

En la actualidad, existen diversas terapias para el control de E. faecalis a nivel oral
como las soluciones irrigantes entre las mas empleadas encontramos el
Hipoclorito de sodio y la Clorhexidina los cuales presentan efectos lubricantes y

antibacterianos, ademas existen otras técnicas como la fitoterapia que consiste
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en utilizar sustancias naturales para la desinfeccién de los conductos radiculares3®
y el uso de probioticos los cuales son considerados como una nueva tecnologia
potencial en el campo endodontico ya que pueden desempefiar un rol muy
importante en la eliminacion de microorganismos patdgenos entre ellos E.

faecalis.3®

Los probidticos son microorganismos que al ser administrados adecuadamente
son beneficiosos para la salud. Un probiotico es considerado como tal cuando es
de origen humano, es seguro, no patégeno o toxico e incapaz de producir
resistencia a antibioticos. Debe ser capaz de sobrevivir en el tubo digestivo, tener
comportamiento antagonico contra bacterias patdgenas y debe estimular al
sistema inmunolégico, mostrando efectos beneficiosos en el huésped.*® El uso de
los probioticos otorgan beneficios a varias areas del cuerpo incluidas la boca,
tracto gastrointestinal, respiratorio o urinario, piel, vagina, etc. y pueden utilizarse

en personas sanas o enfermas.*!

Los probioticos ejercen su mecanismo de accion liberando componentes
antimicrobianos como acidos organicos, peroxido de hidrégeno y bacteriocinas,
ademas, producen compuestos acidos que reducen los niveles del pH e inhiben
el crecimiento de microorganismos patdégenos también, impiden la adhesiéon de
bacterias o compiten por el sustrato mediante la exclusion competitiva. Finalmente

producen modulacién del sistema inmune ejerciendo accién antiinflamatoria.*243

En la Salud oral diversas cepas de probidticos han mostrado una efectividad
significativa en la prevencién de caries dental, halitosis, enfermedad periodontal,
candidiasis y otros problemas bucales, tanto in vitro como in vivo cuando son
administrados de forma continua y durante algunas semanas. Las investigaciones
han mostrado que los probidticos inhiben patdégenos orales e impiden la
colonizacion de estas, ademas mantienen el pH equilibrado. Es por ello que los
probidticos se pueden adoptar como un enfoque novedoso para mejorar la salud

oral.14

Entre las cepas probidticas encontramos Propionibacterium freudenreichii ssp.
shermanii ATCC 9614 son bacilos grampositivos que se desarrollan a 15°Cy 40°C
en un pH de 5,1 a 8,5;* ademas de Bifidobacterium animalis ssp. lactis DSM

15954 una cepa capaz de competir e inhibir con los agentes patdgenos y
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desplazar los sitios de adhesién*® y Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454 un

coco anaerdbico grampositivo*® que podria actuar como agente antimicrobiano.*’

Segun datos recopilados, para evaluar la actividad antibacteriana de diferentes
sustancias incluidas los probiéticos se pueden utilizar varios métodos de
laboratorio. Entre los métodos mas empleados se encuentra el método de difusion
en disco y en pocillos que consiste en inocular sobre las placas de agar un indculo
estandarizado del microorganismo, ambos métodos proporcionan resultados

faciles de interpretar.484°
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METODOLOGIA

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

Tipo y disefio de investigacion

Esta investigacion es de tipo basica y con disefio experimental puro.>®
Variables y operacionalizacion

La variable dependiente (VD): Cepas probidticas.

Variable independiente (VI): Efecto in vitro contra Enterococcus faecalis.
Poblacién (criterios de seleccion), muestra, muestreo, unidad de analisis

La poblacion estuvo constituida por tres cepas: Lactococcus lactis ssp. lactis
ATCC 11454, Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527,
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, Lactobacillus casei ATCC 393 y
ademas de la cepa problema Enterococcus faecalis ATCC 29212.

La muestra estuvo conformada por el in6culo de cada una de las cepas
probiodticas (Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454, Bifidobacterium
animalis ssp. animalis ATCC 25527, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356,
Lactobacillus casei ATCC 393), ademas del inoculo de Enterococcus faecalis
ATCC 39212.

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

bacteria de interés y enfrentada a los probiéticos evaluados.
Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

Se utiliz6 la técnica de la experimentacion. Las metodologias utilizadas fueron
propuestas por el Clinical and Laboratory standard institute (CLSI) para
garantizar la fiabilidad de los resultados. Se utilizé el método turbidimétrico
para la obtencién del indculo de las cepas probibdticas, asi como de la cepa
problema. La estandarizacion del inoculo se realizo en espectrofotometro UV-
VIS Genesys 10S. La evaluacion del efecto in vitro se realiz6 mediante los
métodos de difusion en disco y pocillo. Se utilizé un equipo vernier para la
medicién de los halos de inhibicidon en los métodos de Difusion en disco y en
pocillo. Ambos equipos no requirieron calibracion. El procesamiento fue
llevado a cabo por un experto microbiélogo (Asesor) por ello, las

investigadoras no requerieron calibracion.
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3.5. Procedimientos
Obtencién de cepas probioticas y de Enterococcus faecalis.

Las cepas liofilizadas certificadas fueron adquiridas de GenLab del Peru
S.A.C. Estas seran; Enterococcus faecalis ATCC 29212, Lactococcus lactis
ssp. lactis ATCC 11454, Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527,
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, Lactobacillus casei ATCC 393.

Medios de cultivo y condiciones de cultivo para la reactivacion de cepas

El caldo Mann-Rogosa-Sharpe (MRS) se utilizo para reactivacion de las cepas
probioticas. La cepa de E. faecalis se reactivd en caldo soya tripticasa en
condiciones de microaerofilia a 37 °C durante 24 horas. La cepa de E. faecalis
se mantuvo viable en agar mitis salivarius-Bacitracina pero la evaluacion del
efecto in vitro se realizé en Agar MRS y agar sangre. En su totalidad los
medios de cultivo fueron de la marca Merck, con certificacion de calidad 1SO
11133.%

Preparacién del inoculo microbiano

El nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) en suspensién de todas
las cepas microbiologicas a utilizadas en el estudio se determiné con un
espectrofotometro UV-VIS Genesys 10S. Se obtuvieron dos concentraciones
estandar de 1,5 x 108 y 1,5 x 10° UFC/mL para las cepas probiéticas y de 1,5
x 108 UFC/mL para E. faecalis. La densidad dptica y la longitud de onda a
utilizadas fueron de 0,381 y 530 nm para E. faecalis, respectivamente, y de
0,296 y 600 nm para las cepas probidticas. Las densidades de células de los
indculos se confirmaron mediante el recuento de UFC/mL en medio de cultivo

s6lido.5?
Prueba de susceptibilidad de Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis ATCC 29212 se cultivé en agar sangre a 37°C durante
24 — 48 horas en anaerobiosis obtenida mediante sistema Gaspak. Se empled
el método de difusion en disco, recomendado por Clinical and Laboratory
Standard Institute (CLSI) para estimar el efecto inhibitorio segun la guia
M100.53 Para ello las placas que contenian los medios de cultivo se inocularon

previamente mediante la dispersion en superficie con un hisopo a partir del
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3.6.

3.7.

in6culo de E. faecalis. Antes de situar sobre la superficie los discos de
susceptibilidad (Papel filtro Whatman de 6 mm de diametro y 1mm de espesor)
embebidos con los probidticos y los controles, las placas sembradas se
secaron durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después las placas se
incubaron a 37°C durante 24-48 horas en sistema de anaerobiosis Gaspak.
Posterior al tiempo de incubacion se realizaron las lecturas de los halos de
inhibicién formados, estos fueron expresados en milimetros y registrados en
la ficha de recoleccion de datos. Los ensayos se realizaron por octuplicado.
Se utilizé el mismo procedimiento con el método de difusién en pozo. Se
empled dos controles, el control positivo fue Gluconato de clorhexidina al 2%

y el control negativo fue solucién salina estéril 0,9%.545°
Método de andlisis de datos

Los datos recopilados en la ficha de recoleccion de datos fueron tabulados en
el programa Excel 2010. El andlisis estadistico se realiz6 mediante el paquete
SPSS v.26. La normalidad de los datos se calcul6 con la prueba de Shapiro-
Wilk, se obtuvieron datos normales por ello, se realizé el analisis paramétrico
con ANOVA unidireccional. La comparacion de las medias de los resultados y
su significancia estadistica fue establecida mediante el analisis post hoc de

Tukey con un nivel de confianza del 95%.56
Aspectos éticos

Las investigaciones experimentales se fundamentan éticamente en el uso
responsable y seguro de los microorganismos. En relacién a ello se tomé en
cuenta los protocolos de bioseguridad instaurados en los manuales de
operatividad del laboratorio de investigacién Science Experiment E.I.R.L, sede
Trujillo. Ademas, se acataron los manuales de gestion de residuos peligrosos
y biocontaminados del laboratorio, del Ministerio de Salud (MINSA)*’ y de la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS).%8
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IV. RESULTADOS

Tabla 1. Comparacion del efecto in vitro de cepas probidticas contra
Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Diametro de halo de inhibicion en mm

SUSTANCIA Cor&clfg;[ralc_:ién Subconjunto para alfa = 0.05
m 1 2 3 4 5
L. casei ATCC 393 1.5 x10° 6,44
L. acidophilus ATCC 4356 6,50
L. casei ATCC 393 1.5 x10° 6,76
L. acidophilus ATCC 4356 6,84
8
B. animalis ATCC 25527 1,5x10 8,21
1,5 x10° 8,76 8,76
L. lactis ATCC 11454 1,5 x108 9,30
L. lactis ATCC 11454 1,5 x10° 9,95
Clorhexidina 2% 14,75
Sig.* 0,462 0,098 0,111 1,000 1,000

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

Fuente: Andlisis 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. Entiéndase por subconjunto a la agrupacion de medias sin diferencia
estadistica significativa (p>0,05). Se evaluaron 2 concentraciones de 4
probiéticos méas un control lo que haria teéricamente un total de 9 subconjuntos
de ensayo, sin embargo, se aprecia que la prueba estadistica solo form6 5
subconjuntos. Esto debido a que el andlisis considera en el primer subconjunto
gue las dos concentraciones de L. casei ATCC 393y L. acidophilus ATCC 4356
presentan el mismo efecto inhibitorio (p=0,462). Del mismo modo, en el segundo
subconjunto, no existe diferencia estadisticamente significativa entre el efecto
inhibitorio de las dos concentraciones de B. animalis ATCC 25527 (p=0,098). El
tercer subconjunto lo conforma la concentracién 1,5 x10° UFC/mL de B. animalis
ATCC 25527 con la concentracion 1,5 x102 de L. lactis ATCC 11454 (efecto
inhibitorio estadisticamente iguale; p=0,111). El cuarto y quinto subconjunto lo
conforma la concentraciéon 1,5 x10° de L. lactis y la clorhexidina 2% utilizado

como control positivo respectivamente.
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Tabla 2. Efecto in vitro de Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454 contra
Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Zona de inhibicién (mm)
Sustancia Concentracion

Media D.E* Efecto p**

Lactococcus 1,5x108UFC/mL 9,30 0,176 Bacteriostatico
lactis 0,023
ATCC 11454 1,5x10°UFC/mL 9,95 0,271 Bacteriostatico

Clorhexidina 2% 14,75 0,926 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
probiotico Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454 y el control clorhexidina 2%
contra Enterococcus faecalis ATCC 29212. Se muestra que a la concentracion de
1,5 x108 del probidtico, se generd un halo de inhibicién promedio de 9,30 + 0,176
mm y a la concentracién de 1,5 x10° un halo de inhibicién promedio de 9,95 + 0,271
mm (efecto bacteriostatico). El control positivo, clorhexidina 2% formo un halo de
14,75 + 0,926 mm (Efecto bactericida). Se observa diferencia estadistica entre las

dos concentraciones del probi6tico 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 Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Zona de inhibicién (mm)

Sustancia Concentracion
Media D.E* Efecto p**

Bifidobacterium 1,5 x108 UFC/mL 8,21 0,272 Bacteriostatico
animalis 0,098
ATCC 25527 1,5x10°UFC/mL 8,76 0,327 Bacteriostatico

Clorhexidina 2% 14,75 0,926 Bactericida 0,000

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

Fuente: Analisis estadistico

En la tabla 3 se observa el efecto inhibitorio in vitro de dos concentraciones del
probiotico Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527 y el control
clorhexidina 2% contra Enterococcus faecalis ATCC 29212. Se muestra que a la
concentracion de 1,5 x108 del probidtico, se generd un halo de inhibicién promedio
de 8,21 + 0,272 mm y a la concentracion de 1,5 x10° un halo de inhibicién promedio
de 8,76 £ 0,327 mm (efecto bacteriostatico). El control positivo, clorhexidina 2%
formo un halo de 14,75 £ 0,926 mm (Efecto bactericida). No existe diferencia
estadistica entre el efecto inhibitorio de las concentraciones del probiético por lo
gue ambos efectos se consideran iguales (p>0,05) pero si entre estas y el control

positivo (p<0,05).
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Tabla 4. Efecto in vitro de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 contra
Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Zona de inhibicién (mm)

Sustancia Concentracion
Media D.E* Efecto p**

Lactobacillus 1,5 x108 UFC/mL 6,50 0,355 Bacteriostatico
acidophilus 0,677
ATCC 4356 1,5x10°UFC/mL 6,84 0,279 Bacteriostatico

Clorhexidina 2% 14,75 0,926 Bactericida 0,000

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

Fuente: Analisis estadistico

En la tabla 4 se reporta el efecto inhibitorio in vitro de dos concentraciones del
probiético Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 y el control clorhexidina 2% contra
Enterococcus faecalis ATCC 29212. Se muestra que a la concentracion de 1,5 x108
del probidtico, se gener6 un halo de inhibicion promedio de 6,50 + 0,355 mmy a
la concentracion de 1,5 x10° un halo de inhibicién promedio de 6,84 + 0,279 mm
(efecto bacteriostéatico). El control positivo, clorhexidina 2% formo un halo de 14,75
+ 0,926 mm (Efecto bactericida). No existe diferencia estadistica entre el efecto
inhibitorio de las concentraciones del probiético por lo que ambos efectos se

consideran iguales (p>0,05) pero si entre estas y el control positivo (p<0,05).
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Tabla 5. Efecto in vitro de Lactobacillus casei ATCC 393 y el control clorhexidina

2% contra Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Sustancia Concentracion Zona de inhibicion (mm)
UFC/mL
Media D.E* Efecto p**
Lactobacillus 1,5 x108 6,44 0,374 Bacteriostatico
casei 0,630
ATCC 393 1,5 x10° 6,76 0,316 Bacteriostatico
Clorhexidina 2% 14,75 0,926 Bactericida 0,000

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

Fuente: Analisis estadistico

En la tabla 5 se reporta el efecto inhibitorio in vitro de dos concentraciones del
probiético Lactobacillus casei ATCC 393 y el control clorhexidina 2% contra
Enterococcus faecalis ATCC 29212. Se muestra que a la concentracion de 1,5 x108
del probidtico, se gener6 un halo de inhibicion promedio de 6,44 £ 0,374 mmy a la
concentracion de 1,5 x10° un halo de inhibicién promedio de 6,76 + 0,316 mm
(efecto bacteriostéatico). El control positivo, clorhexidina 2% formo un halo de 14,75
+ 0,926 mm (Efecto bactericida). No existe diferencia estadistica entre el efecto
inhibitorio de las concentraciones del probiético por lo que ambos efectos se

consideran iguales (p>0,05) pero si entre estas y el control positivo (p<0,05).
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DISCUSION

Los probidticos son microorganismos que cuando son aplicados al cuerpo o
ingeridos generan beneficios para la salud de quien las consume.®! En los
altimos afios ha habido un rapido aumento del interés por la aplicacion de
suplementos probidticos para actuar como mediadores en la salud y la
enfermedad. Este atractivo se debe principalmente a la evidencia cada vez
mayor de la interaccion del microbioma y los procesos patofisiolégicos de la
enfermedad dentro del huésped humano.5?

En la presente investigacion se comparé 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 Enterococcus faecalis ATCC
29212 mediante el método de difusion en disco. Las concentraciones evaluadas
fueron 1,5 x108 UFC/mL y 1,5 x10° UFC/mL. Con el probiético L. lactis a su
primera concentracion formé halos de inhibicion de 9,30 + 0,176 mm y con la
segunda halos de inhibiciébn promedio de 9,95 + 0,271 mm. Por su parte el
probidtico B. animalis a la primera concentracién generd un halo de inhibicién
promedio de 8,21 + 0,272 mm y a la segunda concentracién un halo de inhibicién
de 8,76 £ 0,327 mm. De igual manera, L. acidophilus formo halos de inhibicion
de 6,50 + 0,355 mm y de 6,84 + 0,279 mm a la primera y segunda concentracion
respectivamente. Finalmente, L. casei a la primera concentracion formo halos de
inhibicion promedio de 6,44 + 0,374 mm y a la segunda halos de inhibicién de
6,76 £ 0,316 mm. La clorhexidina 2% formo un halo de 14,75 £+ 0,926 mm. El
método establece que halos de inhibicion menores a 12 mm corresponden al
efecto inhibitorio de tipo bacteriostatico y superiores a 14 mm efecto bactericida,
por lo que la inhibicion generada por todos los probiéticos fue de tipo

bacteriostatico y solo el control mostr6 efecto bactericida.

Al respecto, Chen et al*® investigaron experimentalmente la actividad
antibacteriana de diversos probidticos y paraprobioticos contra patdgenos orales.
Demostraron que los probidticos L. salivarius, L. rhamnosus, L. paracasei y
Bifidobacterium animalis presentan alta actividad inhibitoria contra los principales

microorganismos orales. Ellos fundamentaron que probablemente la produccion
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de peroxido de hidrogeno pudo ser el responsable de la capacidad inhibitoria de
los probidticos vivos. Este mismo fendmeno pudo haber ocurrido durante la
evaluacion en la presente investigacién, pues la produccion de sustancias
antagonistas como &cido lactico, bacteriocinas o H202 es una caracteristica
intrinseca de las diferentes especies de lactobacillus como lo reporta Tomas et

al.s3

Por su parte, How et al*® evaluaron el efecto antagénico de la soja fermentada
con los probidticos Streptococcus salivarius TUCC 1251, S. salivarius TUCC
1253, S. salivarius TUCC 1254, S. salivarius TUCC 1255 y S. orisratti TUCC
1253 contra los patdgenos orales Enterococcus faecalis ATCC 700802,
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 y Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Revelaron que la soja fermentada con S. salivarius TUCC 1253 tiene efecto
antimicrobiano de tipo bacteriostatico frente todos los microorganismos
patdgenos. Estos resultados se relacionan con los reportados en la presente
investigacion y con los publicados por El-Sayed et al'’ quienes investigaron el
efecto inhibidor de Lactobacillus rhamnosus (B-445) como irrigante probidtico
ante el crecimiento de Enterococcus faecalis. Reporté que el probidtico L.
rhamnosus evidencia un efecto inhibitorio potencial frente al crecimiento de E.
faecalis. ElI fundamento radica, como se ha mencionado anteriormente en la
capacidad de los diferentes probi6ticos de producir sustancias con potencial
antimicrobiano. Ademas de las sustancias ya mencionadas, Mishra et al®
establecié que los probidticos producen acido acético, dioxido de carbono,
diacetilo con capacidad de inhibir principalmente a las bacterias aerobias,
ademas de las bacteriocinas que son proteinas biol6gicamente activas de bajo
peso molecular que inhiben el crecimiento de una variedad de bacterias

patdgenas.

En ese sentido, Nair et al'® evaluaron los efectos de una cepa probidtica de
Propionibacterium freudenreichii frente a la multiplicacion, la motilidad y la
asociacion de Salmonella. Estableci6 que P. freudenreichii posee efecto
antibacteriano potencial contra Salmonella. De igual manera, Nadelman et al*®
investigaron los efectos de la leche de oveja fermentada con el probidtico L. casei

sobre la desmineralizacion del esmalte y el recuento de microorganismos en un
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modelo de biopelicula mixto. Se reportd que la leche fermentada y enriquecida
con el probidtico disminuy6 significativamente el nimero de Streptococcus
mutans, considerando que el consumo de un tipo de leche similar contribuiria a
dar solucion al desafio cariogénico. Estos resultados nos permiten predecir que
el uso de probidticos podria ser una alternativa para dar solucién a los principales
patogenos orales. Pues no podemos olvidar que si bien, Enterococcus faecalis
es una especie distinta a Streptococcus mutans, ambas comparten
caracteristicas similares como la morfologia y su reaccion a la tincion de gram,

pues son cocos gram positivos.

De la misma manera, Elgamily et al?® evaluaron la efectividad antibacteriana de
un enjuague bucal probidtico sobre Streptococcus mutans. El probidtico utilizado
fue L. rhamnosus. Establecieron que el enjuague experimental probidtico-
zamzam tuvo actividad inhibitoria contra S. mutans reduciendo su desarrollo.
Similares resultados fueron reportados por Paréina et al*® determinaron la
capacidad antimicrobiana in vitro de pastas dentales probi6ticas que incluian en
su composicidon Lactobacillus paracasei y Lactobacillus acidophilus contra
Candida albicans, Candida tropicalis, Enterococcus faecalis, Streptococcus
salivarius y Staphylococcus aureus. Demostraron que las pastas dentales
probiéticas tuvieron mejor efecto inhibidor que las pastas dentales sin probiéticos
en el caso de C. albicans y S. salivarius y contribuirian a la aparicion de
enfermedades infecciosas orales. Como se puede ver, los probi6ticos son
efectivos en estudios experimentales para inhibir el crecimiento de patdégenos
orales cuando son enfrentados de manera directa, sin embargo, también
conservan su efectividad cuando son suministrados con otros soportes como los
enjuagues bucales y las pastas dentales, incrementando asi sus posibilidades

de aplicacién y utilidad por la poblacién.

Por su parte, Invernici et al?* evaluaron el efecto de Bifidobacterium animalis
como adyuvante del raspado y alisado radicular en pacientes con periodontitis
cronica generalizada. Observaron una disminucion pronunciada sobre el
recuento de P. gingivalis, T. denticola, F. nucleatum vincentii, C. showae y E.
nodatum para bolsas periodontales. Establecieron que la utilizacién de B. lactis

HNO019 como complemento del raspado y alisado radicular fomenta beneficios
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clinicos, microbiolégicos e inmunolégicos en el tratamiento de la periodontitis
cronica. Estos resultados nos permiten comprender el gran potencial que
tendrian los probidticos a nivel oral, no solo frente a microorganismos gram
positivos como Enterococcus faecalis sino también contra bacterias
gramnegativas como las asociadas a la enfermedad periodontal como Ilo
demostré Shin et al?? quienes investigaron el efecto inhibidor de L. lactis frente a
la bioactividad de patdgenos periodontales. Sus resultados les permitieron
enunciar que L. lactis podria considerarse como un probidtico apropiado en la

prevencion y tratamiento de la periodontitis y la halitosis.

Estudios como los de Bohora et al** y Lin X et al?® quienes evaluaron la eficacia
antibacteriana de los probidticos contra Enterococcus faecalis ATCC 29212 y
Candida albicans ATCC 10231 y S. mutans. Encontraron que los grupos
probidticos inhibieron el desarrollo de E. faecalis con halos de inhibicién de 20
mm, mientras que no hubo efecto sobre C. albicans ademas observaron que L.
casei, L. casei LCO1, L. plantarum ST-lll y L. paracasei LPC37 presentaron
efectos inhibidores sobre S. mutans considerandolas prometedoras para la

prevencion de caries dental.
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VI.

CONCLUSIONES

. El efecto inhibitorio in vitro del probiético Lactobacillus casei ATCC 393 es

estadisticamente igual al de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 sin
embargo son diferentes de Bifidobacterium animalis ATCC 25527, de

Lactococcus lactis ATCC 11454 y del control positivo clorhexidina 2%.

. El efecto in vitro de Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454 contra

Enterococcus faecalis ATCC 29212 es de tipo bacteriostatico.

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

contra Enterococcus faecalis ATCC 29212 es de tipo bacteriostatico.

. ElI efecto in vitro de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 -contra

Enterococcus faecalis ATCC 29212 es de tipo bacteriostatico.

. El efecto in vitro Lactobacillus casei ATCC 393 contra Enterococcus faecalis

ATCC 29212 es de tipo bacteriostatico.
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VII.

RECOMENDACIONES

. Evaluar y comparar diferentes concentraciones de probioticos nativos contra

biofilm de interés estomatoldgico.

. Determinar de qué manera se puede potenciar el efecto inhibitorio de

Lactococcus lactis contra Enterococcus faecalis para convertirlo en efecto

bactericida.

. Determinar de qué manera se puede potenciar el efecto inhibitorio de

Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527 contra Enterococcus

faecalis ATCC 29212 para convertirlo en efecto bactericida.

. Determinar de qué manera se puede potenciar el efecto inhibitorio de

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 contra Enterococcus faecalis ATCC

29212 para convertirlo en efecto bactericida.

. Determinar de qué manera se puede potenciar el efecto inhibitorio de

Lactobacillus casei ATCC 393 contra Enterococcus faecalis ATCC 29212
para convertirlo en efecto bactericida.
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ANEXOS

ANEXO 1
MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
Variable Definicion Definicion Dimensiones Indicador Escala
conceptual operacional
Cgpa}s Microorganismos ng:terias Cepa de L. lactis 15 x 108 De Razén
probidticas vivos que pueden problo'Elcas de los ssp. lactis ATCC UEC/mL
influenciar generos 11454
positivamente al Lactococcus,
huésped cuando | Bifidobacteriumy | Cepa B. animalis 15 % 10°
se administran en | Lactobacillus, a ssp. animalis UEC/mL
dosis dos ATCC 25527
adecuadas.>® concentraciones Cepa de L.
estandarizadas | gcidophilus ATCC
medidas 4356
espectrofotométric _
amente Cepa de L. casel
ATCC 393
Efecto contra | Bacteria cocoide | Afectacion o no del Sin efecto Halos de De Razén
Enterococcus | grama positiva, desarrollo de una Inhibicién
faecalis anaerobia cepade Efecto .
ATCC 29212 | facultativa, Enterococcus Bacteriostatico 0 mm = Sin
patbgena capaz faecalis ATCC efecto
de sobrevivir en 29212 al ser <l12mm=
diversos entornos | enfrentada a dos | Efecto bactericida Efecto
y causar concentraciones bacteriostatico
infecciones de cuatro cepas 214 mm =
graves.®° probidticas in vitro Efecto
y observado por la bactericida

formaciéon o
ausencia de un
halo de inhibicion
gue se expresara
en milimetros de
diametro.




ANEXO 2

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Ensayos

DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION (mm)

CEPAS PROBIOTICAS

CONTROL

Cep

al | Cepa?2

Cepa 3

Cepai4

Control +*

Concentracion |C1**

C2| C1| C2

Cl| C2

C1

C2

2%

1

8

9

10

*Gluconato de clorhexidina
** Concentracion 1




ANEXO 3
CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

En la investigacion no se aplica el calculo del tamafio de la muestra sino la
determinacién del nUmero de unidades de ensayo (replicados). Para ello se aplicara
la siguiente férmula estadistica que se usa en estudios experimentales para
determinar el nimero de observaciones, duplicados y repeticiones:

W W?-Zg +14-22
n= W2

Donde:

n: Numero minimo de réplicas que deben hacerse en el estudio.
Za: Valor correspondiente al nivel de confianza asignado.

ZB: Valor correspondiente al valor estadistico.

W: Eficiencia minima esperada o diferencia minima observable.

W= W2 - Zp +1,4 - 72
WZ

n=

08— (0.8)2 - (0.842) + 1,4 (1.96)°
n= (0.8)2

0.8 — (0.64). (0.842) + 1,4 (3.842)
n=
0.64

n=2_8

Reemplazando los valores en la férmula se obtiene que el nimero de replicaciones

necesarias son 8.



ANEXO 4

TABLAS, FIGURAS Y FOTOS

Resumen de procesamiento de casos

Concentracion de Casos
probiético Valido Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
L. acidophilus 1 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
L. acidophilus 2 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
L. casei 1l 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
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 2% 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
Descriptivos
Concentracion de probiotico Estadistico Error
estandar
L. acidophilus 1 Media 6,5000 ,11255
95% de intervalo de Limite inferior 6,2454
confianza para la media Limite superior 6.7546
Media recortada al 5% 6,5000
Mediana 6,5000
Varianza 127
Desviacién estandar , 35590
Minimo 6,00
Maximo 7,00
Rango 1,00
Rango intercuartil 67
Asimetria -,166 ,687
Curtosis -1,197 1,334
L. acidophilus 2 Media 6,8400 ,08844
95% de intervalo de Limite inferior 6,6399
confianza para la media Limite superior 7.0401
Media recortada al 5% 6,8611
Mediana 6,9500
Varianza ,078
Desviacion estandar ,27968
Minimo 6,20
Maximo 7,10
Rango ,90
Rango intercuartil ,28
Asimetria -1,696 ,687
Curtosis 2,379 1,334
L. casei 1 Media 6,4400 ,11851
Limite inferior 6,1719




95% de intervalo de Limite superior 6,7081

confianza para la media

Media recortada al 5% 6,4389

Mediana 6,4500

Varianza ,140

Desviaciéon estandar 37476

Minimo 6,00

Maximo 6,90

Rango ,90

Rango intercuartil ,83

Asimetria -,027 ,687

Curtosis -1,831 1,334
L. casei 2 Media 6,7600 ,10022

95% de intervalo de Limite inferior 6,5333

confianza para la media Limite superior 6,9867

Media recortada al 5% 6,7667

Mediana 6,8000

Varianza ,100

Desviacién estandar ,31693

Minimo 6,20

Méximo 7,20

Rango 1,00

Rango intercuartil 565

Asimetria -,431 ,687

Curtosis -,569 1,334
L. lactis 1 Media 9,3000 ,05578

95% de intervalo de Limite inferior 9,1738

confianza para la media Limite superior 9,4262

Media recortada al 5% 9,3056

Mediana 9,3500

Varianza ,031

Desviacion estandar , 17638

Minimo 9,00

Maximo 9,50

Rango ,50

Rango intercuartil 33

Asimetria -,607 ,687

Curtosis -1,002 1,334
L. lactis 2 Media 9,9500 ,08596

95% de intervalo de Limite inferior 9,7555

confianza para la media Limite superior 10,1445

Media recortada al 5% 9,9556

Mediana 10,0000

Varianza ,074

Desviacién estandar ,27183

Minimo 9,50

Maximo 10,30

Rango ,80

Rango intercuartil 45

Asimetria -,415 ,687

Curtosis -1,107 1,334




B. animalis 1 Media 8,2100 ,08622
95% de intervalo de Limite inferior 8,0150
confianza para la media Limite superior 8,4050
Media recortada al 5% 8,2167
Mediana 8,2500
Varianza ,074
Desviacion estandar ,27264
Minimo 7,80
Maximo 8,50
Rango ,70
Rango intercuartil ,60
Asimetria -,336 ,687
Curtosis -1,596 1,334
B. animalis 2 Media 8,7600 ,10349
95% de intervalo de Limite inferior 8,5259
confianza para la media Limite superior 8,9941
Media recortada al 5% 8,7667
Mediana 8,7000
Varianza ,107
Desviacién estandar ,32728
Minimo 8,20
Maximo 9,20
Rango 1,00
Rango intercuartil ,63
Asimetria -,007 ,687
Curtosis -,613 1,334
Clorhexidina 2% Media 14,7500 ,29297
95% de intervalo de Limite inferior 14,0872
confianza para la media Limite superior 15,4128
Media recortada al 5% 14,7111
Mediana 14,4500
Varianza ,858
Desviacion estandar ,92646
Minimo 13,80
Maximo 16,40
Rango 2,60
Rango intercuartil 1,50
Asimetria , 756 ,687
Curtosis -, 792 1,334
Pruebas de normalidad
Concentracion Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
de probidtico Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Diametro de halo L. acidophilus 1 ,120 10 ,200" ,940 10 ,554
de inhibicion L. acidophilus 2 ,285 10 ,021 778 10 ,008
L. casei 1 ,180 10 ,200" ,871 10 ,103
L. casei 2 ,150 10 ,200" ,969 10 877
L. lactis 1 ,215 10 ,200" ,889 10 ,167
L. lactis 2 ,209 10 ,200" ,931 10 ,460
B. animalis 1 172 10 ,200" ,883 10 ,140
B. animalis 2 , 173 10 ,200" ,926 10 411
Clorhexidina 2% ,206 10 ,200" ,884 10 ,143
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Concentracion de probidtico
Descriptivos
Diametro de halo de inhibicién
N Media Desv. Desv. 95% del intervalo de Minimo Maximo
Desviacién Error | confianza para la media
Limite Limite
inferior superior
L. acidophilus 1 10 6,5000 ,35590 ,11255 6,2454 6,7546 6,00 7,00
L. acidophilus 2 10 6,8400 ,27968 ,08844 6,6399 7,0401 6,20 7,10
L. casei 1 10 6,4400 37476 ,11851 6,1719 6,7081 6,00 6,90
L. casei 2 10 6,7600 ,31693 ,10022 6,5333 6,9867 6,20 7,20
L. lactis 1 10 9,3000 , 17638 ,05578 9,1738 9,4262 9,00 9,50
L. lactis 2 10 9,9500 ,27183 ,08596 9,7555 10,1445 9,50 10,30
B. animalis 1 10 8,2100 ,27264 ,08622 8,0150 8,4050 7,80 8,50
B. animalis 2 10 8,7600 ,32728 , 10349 8,5259 8,9941 8,20 9,20
Clorhexidina 2% 10 14,7500 ,92646 ,29297 14,0872 15,4128 13,80 16,40
Total 90 8,6122 2,53740 26747 8,0808 9,1437 6,00 16,40
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico gl1 gl2 Sig.
de Levene
Diametro de Se basa en la media 8,117 8 81 ,000
halo de Se basa en la mediana 4,373 8 81 ,000
inhibicion Se basa en la mediana y con gl ajustado 4,373 8 24,103 ,002
Se basa en la media recortada 7,569 8 81 ,000
ANOVA
Diametro de halo de inhibicién
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 558,702 8 69,838 395,170 ,000
Dentro de grupos 14,315 81 177
Total 573,017 89




Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Diametro de halo de inhibicién

Intervalo de

confianza al 95%

(I) Concentracion | (J) Concentracion Diferencia de | Desv. Limite Limite
de probidtico de probidtico medias (I-J) Error Sig. inferior | superior
HSD Tukey L. acidophilus 1 L. acidophilus 2 -,34000| ,18800 677 -,9392 ,2592
L. casei 1 ,06000| ,18800| 1,000 -,5392 ,6592
L. casei 2 -,26000 | ,18800 ,901 -,8592 ,3392
L. lactis 1 -2,80000" | ,18800 ,000| -3,3992| -2,2008
L. lactis 2 -3,45000" | ,18800 ,000| -4,0492| -2,8508
B. animalis 1 -1,71000" | ,18800 ,000| -2,3092| -1,1108
B. animalis 2 -2,26000" | ,18800 ,000| -2,8592| -1,6608
Clorhexidina 2% -8,25000" | ,18800 ,000| -8,8492| -7,6508
L. acidophilus 2 L. acidophilus 1 ,34000| ,18800 677 -,2592 ,9392
L. casei 1 ,40000 | ,18800 ,462 -,1992 ,9992
L. casei 2 ,08000| ,18800| 1,000 -,5192 ,6792
L. lactis 1 -2,46000" | ,18800 ,000| -3,0592| -1,8608
L. lactis 2 -3,11000" | ,18800 ,000| -3,7092| -2,5108
B. animalis 1 -1,37000" | ,18800 ,000| -1,9692 -,7708
B. animalis 2 -1,92000" | ,18800 ,000| -2,5192| -1,3208
Clorhexidina 2% -7,91000" | ,18800 ,000| -8,5092| -7,3108
L. casei 1 L. acidophilus 1 -,06000| ,18800| 1,000 -,6592 ,5392
L. acidophilus 2 -,40000| ,18800 ,462 -,9992 ,1992
L. casei 2 -,32000| ,18800 ,743 -,9192 ,2792
L. lactis 1 -2,86000" | ,18800 ,000| -3,4592| -2,2608
L. lactis 2 -3,51000" | ,18800 ,000| -4,1092| -2,9108
B. animalis 1 -1,77000" | ,18800 ,000| -2,3692| -1,1708
B. animalis 2 -2,32000" | ,18800 ,000| -2,9192| -1,7208
Clorhexidina 2% -8,31000" | ,18800 ,000| -8,9092| -7,7108
L. casei 2 L. acidophilus 1 ,26000 | ,18800 ,901 -,3392 ,8592
L. acidophilus 2 -,08000| ,18800| 1,000 -,6792 ,5192
L. casei 1 ,32000| ,18800 ,743 -,2792 ,9192
L. lactis 1 -2,54000" | ,18800 ,000| -3,1392| -1,9408
L. lactis 2 -3,19000" | ,18800 ,000| -3,7892| -2,5908
B. animalis 1 -1,45000" | ,18800 ,000 | -2,0492 -,8508
B. animalis 2 -2,00000" | ,18800 ,000| -2,5992| -1,4008
Clorhexidina 2% -7,99000" | ,18800 ,000| -8,5892| -7,3908
L. lactis 1 L. acidophilus 1 2,80000"| ,18800 ,000| 2,2008 | 3,3992
L. acidophilus 2 2,46000"| ,18800 ,000| 1,8608| 3,0592
L. casei 1 2,86000"| ,18800 ,000| 2,2608| 3,4592
L. casei 2 2,54000"| ,18800 ,000| 1,9408| 3,1392
L. lactis 2 -,65000"| ,18800 ,023 | -1,2492 -,0508
B. animalis 1 1,09000"| ,18800 ,000 ,4908 | 1,6892
B. animalis 2 ,54000| ,18800 111 -,0592 | 11,1392
Clorhexidina 2% -5,45000" | ,18800 ,000| -6,0492| -4,8508
L. lactis 2 L. acidophilus 1 3,45000"| ,18800 ,000| 2,8508| 4,0492
L. acidophilus 2 3,11000"| ,18800 ,000| 2,5108| 3,7092
L. casei 1 3,51000"| ,18800 ,000| 2,9108| 4,1092
L. casei 2 3,19000"| ,18800 ,000| 2,5908| 3,7892
L. lactis 1 ,65000" | ,18800 ,023 ,0508 | 11,2492
B. animalis 1 1,74000"| ,18800 ,000| 1,1408| 2,3392
B. animalis 2 1,19000"| ,18800 ,000 ,5908 | 11,7892
Clorhexidina 2% -4,80000" | ,18800 ,000| -5,3992 | -4,2008
B. animalis 1 L. acidophilus 1 1,71000| ,18800 ,000| 1,1108| 2,3092
L. acidophilus 2 1,37000°| ,18800 ,000 , 7708 | 11,9692
L. casei 1 1,77000| ,18800 ,000| 1,1708| 2,3692
L. casei 2 1,45000"| ,18800 ,000 ,8508 |  2,0492
L. lactis 1 -1,09000" | ,18800 ,000| -1,6892 -,4908
L. lactis 2 -1,74000" | ,18800 ,000| -2,3392| -1,1408
B. animalis 2 -,55000 | ,18800 ,098 | -1,1492 ,0492




Clorhexidina 2% -6,54000" | ,18800 ,000| -7,1392 | -5,9408
B. animalis 2 L. acidophilus 1 2,26000"| ,18800 ,000 1,6608| 2,8592
L. acidophilus 2 1,92000"| ,18800 ,000| 1,3208| 12,5192
L. casei 1 2,32000"| ,18800 ,000| 1,7208| 2,9192
L. casei 2 2,00000" | ,18800 ,000| 11,4008 | 2,5992
L. lactis 1 -,54000| ,18800 111 -1,1392 ,0592
L. lactis 2 -1,19000"| ,18800 ,000| -1,7892 -,5908
B. animalis 1 ,55000| ,18800 ,098 -,0492 | 11,1492
Clorhexidina 2% -5,99000" | ,18800 ,000| -6,5892| -5,3908
Clorhexidina 2% L. acidophilus 1 8,25000" | ,18800 ,000| 7,6508| 8,8492
L. acidophilus 2 7,91000" | ,18800 ,000| 7,3108| 8,5092
L. casei 1 8,31000"| ,18800 ,000| 7,7108| 8,9092
L. casei 2 7,99000" | ,18800 ,000| 7,3908| 8,5892
L. lactis 1 5,45000"| ,18800 ,000| 4,8508| 6,0492
L. lactis 2 4,80000"| ,18800 ,000| 4,2008| 5,3992
B. animalis 1 6,54000" | ,18800 ,000| 5,9408| 7,1392
B. animalis 2 5,99000"| ,18800 ,000| 5,3908| 6,5892
*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
Subconjuntos homogéneos
Diametro de halo de inhibicién
Concentracion de N Subconjunto para alfa = 0.05
probidtico 1 2 3 4 5 6
HSD Tukey? L. casei 1 10 6,4400
L. acidophilus 1 10 6,5000
L. casei 2 10 6,7600
L. acidophilus 2 10 6,8400
B. animalis 1 10 8,2100
B. animalis 2 10 8,7600 8,7600
L. lactis 1 10 9,3000
L. lactis 2 10 9,950
0
Clorhexidina 2% 10 14,7500
Sig. ,462 ,098 111 1,000 1,000
Duncan? L. casei 1 10 6,4400
L. acidophilus 1 10 6,5000
L. casei 2 10 6,7600
L. acidophilus 2 10 6,8400
B. animalis 1 10 8,2100
B. animalis 2 10 8,7600
L. lactis 1 10 9,300
0
L. lactis 2 10 9,9500
Clorhexidina 2% 10 14,75
00
Sig. ,054 1,000 1,000 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.
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ANEXO 5
GALERIA FOTOGRAFICA

TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS:

Instituto de

estandares clinicos

y de Laboratorio. ///

PROTOCOLOS

”
il

RECOLECCION DE EVALUACION DE
DATOS EFECTO IN VITRO
A A

A Espectrofotémetro todo d
Y o~ Marca: Kyntel Método de
K Modelo: VIS-KV- difusién en disco.
VNt 1200

PROCEDIMIENTOS:

OBTENCION DE CEPAS
PROBIOTICAS Y E.
faecalis

Las cepas liofilizadas
certificadas seran
adquiridas de GenlLab del

Perd S.A.C. ‘
Genl.abQ
e




PROCEDIMIENTOS:

MEDIOS Y CONDICIONES
DE CULTIVO PARA LA
REACTIVACION DE CEPAS

Cepas Caldo
Probidticas -

nutritivo
E. Caldo
faecalis > Nutritivo

PREPARACION DEL
INOCULO MICROBIANO

Concentraciones estdndar
CP:1.5x 108y 1,5x 10° UFC/mL
E. faecalis: de 1,5 x 108 UFC/mL
Densidad 6ptica y la longitud de onda
E. faecalis: 0,381 y 530 nm
CP: 0,296y 600 nm




PROCEDIMIENTOS:

PRUEBA DE
SUSCEPTIBILIDAD DEE.
faecalis

Se culiivard en agar sangre
a 37°C durante 24-48h en
anaerobiosis y se empleard
el método de difusion en
disco, para estimar el
efecto inhibitorio.




