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Resumen 

 

El presente estudio tuvo como objetivo comparar el efecto in vitro de cepas 

probióticas contra Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. Fue una investigación 

básica con diseño experimental verdadero. Se evaluó el efecto in vitro de dos 

concentraciones de las cepas certificadas de los probióticos 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 

difusión en disco fue utilizado para la determinación del efecto inhibitorio. Los 

resultados revelaron que la concentración 1,5x108 UFC/mL de L. acidophilus ATCC 

4356 formó un halo de inhibición de 6,87 mm. El efecto de la concentración 1,5 x108 

UFC/mL de L. casei ATCC 393 y el de la concentración 1,5 x109 UFC/mL de L. 

acidophilus ATCC son estadísticamente iguales. Lo mismo ocurre con la 

concentración 1,5 x109 UFC/mL de L. casei ATCC 393 y la concentración 1,5 x108 

UFC/mL de B. animalis ATCC 25527 y de L. lactis ATCC 11454 (p=0,860). La 

concentración 1,5 x109 UFC/mL de B. animalis ATCC 25527 y L. lactis ATCC 11454 

mostraron el mismo efecto inhibitorio. Ninguna concentración de todos los 

probióticos evaluados superó el efecto de la clorhexidina 0,12%. Concluimos que 

todos los probióticos mostraron efecto inhibitorio sobre P. gingivalis ATCC 33277 

de tipo bacteriostático mientras que el control positivo mostró efecto de tipo 

bactericida.  

 

Palabras claves: Porphyromonas gingivalis, Probióticos, 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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I. INTRODUCCIÓN 

La cavidad bucal tiene múltiples superficies, cada una de ellas es un entorno 

favorable para el crecimiento de microorganismos, ya que proporcionan potencial 

de hidrógeno (pH), humedad, temperatura y nutrientes adecuados para su 

desarrollo.1 Se pueden encontrar bacterias comensales que integran la microbiota 

benéfica del huésped y son para mantener la homeostasis bucal. Sin embargo, 

también existen bacterias patógenas que son responsables del progreso de las 

enfermedades bucales, como la caries dental y la enfermedad periodontal, 

consideradas las afecciones más prevalentes en los seres humanos no solo 

perjudicando su salud oral sino también la salud general.2 

Las enfermedades periodontales son consideradas tradicionalmente como 

patologías inflamatorias crónicas de origen multifactorial. Son definidas como un 

conjunto de trastornos asociados a la inflamación del tejido periodontal, que 

genera la destrucción del ligamento periodontal y reabsorción del hueso 

alveolar.3,4 Las bacterias asociadas a esta enfermedad son Actinobacillus 

actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis, 

Fusobacterium nucleatum, Treponema Denticola.5 Según 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.6 

Las manifestaciones clínicas incluyen formación de bolsas periodontales, recesión 

gingival, sangrado, pérdida de inserción, movilidad dental y disfunción 

masticatoria.7 Estas condiciones generan discapacidad, trastornos del habla y  

baja autoestima por ello es importante llevar a cabo un tratamiento inicial como la 

implementación de hábitos de higiene oral por parte del paciente, tartrectomía 

manual o ultrasónica, eliminación profesional de la biopelícula microbiana 

subgingival, que se realiza a través de procedimientos mecánicos de destartraje 

y pulido radicular en zonas con sondaje periodontal profundo y actualmente una 

de las terapias no invasivas incluyen el uso de probióticos utilizados como 

complemento para maximizar los beneficios de la terapia periodontal.8,3,9.10 

Los probióticos son organismos vivientes no patógenos que al ser subministrados 

en proporciones suficientes, otorgan beneficios para la salud de quien lo 

consume.6,11,12,4,13,14 Estos pueden reducir el número de patógenos asociados con 
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la caries dental, enfermedad periodontal, halitosis y otras enfermedades 

bucales.10 Son seguros para el consumo humano y pueden mejorar la salud oral 

.6,15 Se han utilizado cepas probióticas del género Lactobacillus, Streptococcus y 

Bifidobacterium asociados con la salud periodontal y con éxito en el tratamiento 

en pacientes con periodontitis.16,13 Se ha observado que tienen el potencial de 

inhibir el desarrollo de bacterias periodontopatógenas.14,17 

La literatura revisada recomienda que el uso de los probióticos es beneficioso para 

el tratamiento de la terapia periodontal, sin embargo, se necesitan más estudios 

que demuestren resultados favorables, es por ello que se genera el siguiente 

cuestionamiento ¿Cuál es el efecto in vitro de cepas probióticas contra 

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277? 

Este estudio tiene como finalidad buscar alternativas de tratamiento para controlar 

y/o prevenir el desarrollo de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 principal 

bacteria patógena y agente causal de la enfermedad periodontal. Es por ello que 

se decide emplear determinadas cepas probióticas 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 según estudios in vitro 

realizados. Debido a la alta prevalencia de esta enfermedad, esperamos aportar 

con esta investigación información necesaria para que se pueda considerar el uso 

de los probióticos como complemento adicional en la terapia periodontal en un 

futuro próximo. 

Si bien es cierto hay pocos estudios in vitro de la efectividad de estos probióticos 

contra las bacterias periodontopatógenas, los resultados son muy prometedores, 

ya que estos llegan a tener una actividad antimicrobiana y disminuyen los 

recuentos de la bacteria estudiada para así utilizarla como método de prevención 

de esta enfermedad prevalente, sin embargo, aún son necesarias más 

investigaciones para validar la información recopilada. 

En ese sentido para responder el problema de investigación se planteará el 

siguiente objetivo general: Comparar el efecto in vitro de cepas probióticas contra 

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. El cual se fundamenta en los siguientes 
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objetivos específicos: 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. 

Según los datos evidenciados se propusieron las siguientes hipótesis: 

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. 
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II. MARCO TEÓRICO 

Santos et al18 (2020) en Brasil tuvo como objetivo evaluar la efectividad 

antimicrobiana de L. reuteri contra bacterias periodontopatógenas. Fue un estudio 

experimental in vivo e in vitro. Se cultivó durante cinco días F. nucleatum y A. 

actinomycetemcomitans en Agar Brucella mientras que L. reuteri se cultivó sobre 

caldo De Man, Rogosa y Sharpe (MRS) durante 24 h en condiciones anaeróbicas. 

Los grupos control se desarrollaron empleando F. nucleatum y A. 

actinomycetemcomitans en PBS o glicerol. Los tubos se incubaron sobre 

condiciones anaeróbicas durante 72h a 37°C. Para determinar las UFC, 

prepararon diluciones y se sembró en agar de cultivo a los microorganismos. 

Durante cinco días se incubaron placas de F. nucleatum y A. 

actinomycetemcomitans mientras que las placas de L. reuteri en un periodo de 

tres días. Reportaron que todas las preparaciones disminuyeron las UFC de F. 

nucleatum, aunque solo L. reuteri in vivo inhibió el crecimiento de A. 

actinomycetemcomitans. Todos los tratamientos aminoraron el desarrollo de 

bacterias periodontopatógenas in vivo. Concluyeron que L. reuteri tiene efectos 

antimicrobianos in vitro. 

Invercini et al19 (2020) en EE.UU. Su objetivo fue evaluar los efectos y las 

propiedades antimicrobianas de Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019 

contra bacterias periodontopatógenas. Fue un estudio experimental in vitro. Su 

actividad antimicrobiana se evaluó frente a P. gingivalis W83, P. intermedia ATCC 

25611, F. nucleatum ATCC 25586 y A. actinomycetemcomitans ATCC 33393. 

Para ello, B. lactis HN019 se cultivó previamente en caldo de MRS. Se inocularon 

en pocillos de 15 mm en agar de soja tríptico, previamente sembrado con los 

microorganismos. Después de la pre-incubación durante 30 min a temperatura 

ambiente, las placas se incubaron a 37°C durante 72h en condiciones anaeróbicas 

(P. Gingivalis, P. intermedia, y F. nucleatum) y en condiciones microaerófilas (A. 

actinomycetemcomitans). Los resultados indicaron B. lactis HN019 mostró un 

potencial antimicrobiano contra las bacterias periodontopatógenas. Concluyendo 

que las propiedades inmunológicas y antimicrobianas de B. lactis HN019 lo 

convierten en un probiótico potencial para ser utilizado en la terapia periodontal 

no quirúrgica. 
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Chen et al20 (2020) en Taiwán su objetivo fue evaluar la eficacia antipatogénica de 

diferentes especies de probióticos y su papel potencial para mejorar la salud 

bucal. Fue un estudio experimental in vitro. Se utilizó un método de recubrimiento 

de agar modificado para estudiar las actividades antimicrobianas de los 

probióticos contra patógenos bucales. La bacteria S. mutans se cultivó en caldo 

de soja tríptico (TSB), P. gingivalis y F. nucleatum subsp. polymorphum se 

cultivaron en TSB suplementado con 5% de sangre de oveja, y finalmente A. 

actinomycetemcomitans se cultivó en caldo de cerebro-corazón. Todos los 

patógenos se incubaron a 37 ° C durante 48 h. Los resultados mostraron que las 

cepas probióticas 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 concluyó que 

los probióticos pueden proporcionar una protección fuerte y a largo plazo en la 

cavidad bucal. 

Routh et al21 (2019) en la India. Su objetivo fue conocer la acción de los probióticos 

sobre Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus 

actinomycetemcomitans y Prevotella intermedia. Fue un estudio experimental in 

vitro. Las cepas probióticas empleadas fueron L. acidophilus y S. salivarius 

disponible en la presentación comercial neoflora. Se utilizó el método del pocillo 

para evaluar la acción de los probióticos. Este procedimiento se llevó a cabo para 

los cuatro organismos de prueba. Luego se incubaron durante 24 y 48 h. Los 

resultados indicaron una acción significativa de los probióticos sobre los S. mutans 

y P. gingivalis excepto para A. actinomycetemcomitans y P. intermedia. Se 

concluyó que hubo un efecto antimicrobiano de los probióticos L. acidophilus y S. 

salivarius sobre los microbios comunes asociados con la caries dental y las 

enfermedades periodontales. 

Fernández et al22 (2019) en España. Su objetivo fue evaluar los efectos 

beneficiosos in vitro de Streptococcus dentisani como probiótico oral para 

enfermedades periodontales. Fue un estudio experimental in vitro. Streptococcus 

dentisani 7746 fue escogido como probiótico oral contra tres diferentes patógenos 

periodontales, S. mutans, P. gingivalis y F. nucleatum. Se utilizó la PCR para 

determinar los niveles de la bacteria oral Streptococcus dentisani 7746 en lengua, 
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saliva, placa supragingival y subgingival. Se midió la inhibición de Porphyromonas 

gingivalis, el crecimiento y la unión de Fusobacterium nucleatum a fibroblastos 

gingivales humanos. Teniendo como resultado una fuerte acción inhibidora de S. 

dentisani contra los patógenos 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 al23 (2019) en Indonesia. Su objetivo fue evaluar los efectos in vitro 

de Lactobacillus reuteri y Lactobacillus casei sobre la formación de biopelículas 

de los principales patógenos 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 líquido de cerebro-corazón y se utilizaron para la formación de 

biopelículas en una plataforma de microplacas de 96 pocillos de 15 min a 24 h. 

Los resultados mostraron una reducción significativa en las biopelículas de S. 

mutans y P. gingivalis después del tratamiento con los probióticos L. reuteri y L. 

casei en todos los tiempos de incubación (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 al24 (2019) en EE.UU. Su objetivo fue evaluar el efecto inhibidor 

de Lactobacillus delbrueckii contra P. gingivalis. Fue un estudio in vitro. Las 

proteínas inhibidoras de los extractos de L. delbrueckii STYM1 son purificadas 

mediante precipitaciones con sulfato de amonio, cromatografía de intercambio 

aniónico y de filtración en gel. Se demostró que el piruvato oxidasa purificada y 

catalíticamente activa puede inhibir el crecimiento de P. gingivalis. Además, 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 

concluyó que las cepas L. delbrueckii son eficaces en la prevención y tratamiento 

de la enfermedad periodontal asociada a P. gingivalis. 

Elavarasu et al25 (2016) en la India, tuvieron como objetivo evaluar la eficacia de 

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

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Elavarasu+S&cauthor_id=27829746
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la efectividad del probiótico BIFILAC sobre P. gingivalis. La eficacia antibacteriana 

se determinó por el método de disco difusión con las concentraciones de 2.5, 5, 

10 y 20 μg/mL y la concentración mínima inhibitoria (CMI) mediante el método de 

microdilución con las concentraciones de 25 a 100 μg / mL. Para el primer método 

obtuvieron que a la concentración de 20 μg/mL se obtuvo la máxima inhibición (22 

mm). La CMI fue 25 μg/mL. Concluyeron que el probiótico BIFILAC tiene un efecto 

antimicrobiano contra P. gingivalis. 

En ese sentido, la periodoncia es una disciplina de la estomatología que se 

encarga del estudio de la prevención, diagnóstico y tratamiento de los tejidos de 

soporte dental. Las patologías periodontales son infecciones multifactoriales que 

están ligadas a la formación y permanencia de la biopelícula subgingival en la 

superficie del diente.3 La gingivitis es la principal manifestación patológica de la 

respuesta inflamatoria del sujeto a la biopelícula, que se caracteriza por la 

inflamación de las encías sin pérdida de inserción de tejido conjuntivo. Si se retira 

la biopelícula, la enfermedad es reversible, pero si no se tratada, se hace crónica 

progresando a una periodontitis, que se caracteriza por la presencia de 

inflamación gingival, que posteriormente destruye de forma irreversible el tejido 

de inserción del diente, convirtiéndose en uno de los principales motivos de 

pérdida dentaria.26 Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) se estima 

que las periodontopatías graves afectan a casi el 10% de la población mundial. 

Mediante métodos de biología molecular se han reconocido de 800 a 1000 

especies de bacterias presentes en la cavidad bucal.  Solo 50 de ellas están 

asociadas a la etiología de la enfermedad periodontal.1 Estas bacterias orales 

comensales son responsables del inicio y propagación de la enfermedad a través 

del proceso de disbiosis o desequilibrio microbiano.2 Las enfermedades 

periodontales son causadas por múltiples bacterias gramnegativas microaerófilas 

y anaerobias, como A. actinomycetemcomitans, P. intermedia, P. gingivalis, T. 

denticola y F. nucleatum.27 Estas cuentan con diversos factores de virulencia que 

les permiten colonizar en sitios subgingivales, evadir la respuesta inmune y por lo 

tanto causar daño tisular.28 Esta patología se asociada también a diversas 

enfermedades sistémicas como diabetes, enfermedades cardiovasculares y 

respiratorias.29  
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Porphyromonas Gingivalis es un cocobacilo gramnegativo que habita en el área 

subgingival. Está asociado a la aparición y progreso de la periodontitis. Sus 

factores de virulencia incluyen lipopolisacáridos (LPS), hemaglutininas, 

gingipaínas y fimbrias, importantes en la inducción de respuesta 

imnunoinflamatorias y reabsorción ósea alveolar.30,31 Las fimbrias son apéndices 

filamentosos adhesivos con propiedades proteicas, su componente principal es 

FimA, una proteína que puede medir la adhesión de otras cepas bacterianas y la 

matriz extracelular de células con inmunidad innata. Los pesos moleculares de las 

proteínas FimC, FimD y FimE son 50, 80, y 60 kDa respectivamente, que 

representan el 1% de los componentes de la fimbria. Además, están compuestas 

por subunidades de fimbrillina, ubicadas en la superficie celular, lo que permite 

que las bacterias se adhieran al tejido periodontal y a la película adquirida durante 

la formación y consolidación de esta.32 La anatomía y fisiología de las bolsas y 

surco periodontal los convierten en un sitio que resiste el efecto limpiador de la 

saliva, soporta la actividad mecánica de la lengua, y se convierte en un área que 

retiene bacterias. Estas se alimentan de líquido gingival, que contiene 

carbohidratos, proteínas, vitaminas y minerales que pueden promover el 

crecimiento de la microbiota del surco.31 

Una de las finalidades del tratamiento periodontal es reducir o eliminar 

microorganismos patógenos asociados a la enfermedad, esto se logra mediante 

una implementación de hábitos de higiene por parte de los pacientes y un 

desbridamiento mecánico para eliminar los depósitos supragingivales y 

subgingivales. También se pueden emplear varios tratamientos quirúrgicos para 

facilitar la modificación del entorno periodontal y reducir el riesgo de 

recolonización por patógenos periodontales.33 El pulido y alisado radicular (PAR) 

es principal tratamiento para la periodontitis en zonas con sondaje periodontal 

profundo, que busca controlar la infección, eliminando los microorganismos 

periodontopatógenos que se encuentran en la biopelícula subgingival y en otras 

zonas, estableciendo un grupo microbiano compatible con la salud del 

hospedero.8 En algunos casos, el tratamiento de la enfermedad periodontal puede 

incluir el uso complementario de antimicrobianos como la azitromicina, amoxicilina 

más metronidazol o moxifloxacina lo cual se ha visto comprometido por la 

resistencia a antibióticos.34,35 Por lo tanto, es necesario encontrar un nuevo 
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paradigma sobre tratamiento periodontal. La bibliografía científica comunica que 

el uso de probióticos provocaría una disminución de los microorganismos 

patógenos presentes en la placa subgingival posterior al tratamiento periodontal, 

además producen una reducción de citocinas que generan el proceso inflamatorio. 

Los probióticos son microorganismos no patógenos que, al ser subministrados en 

proporciones suficientes, benefician la salud del individuo.36 Desde este punto de 

vista, nació 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 patógenos.37 La mayoría de los probióticos son bacterias 

grampositivas pertenecientes a los géneros Streptococcus, Bifidobacterium y 

Lactobacillus.36 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 37,38 y también en otros productos como la goma de mascar, 

tabletas masticables y colutorios.39  

Se ha publicado que las cepas probióticas como Bifidobacterium animalis ssp. 

animalis se considera un probiótico potencial porque posee propiedades 

inmunomoduladoras y antimicrobianas, disminuye la placa, los índices gingivales, 

además de promover un efecto protector contra la pérdida de hueso alveolar y de 

inserción del tejido conectivo atribuible a la periodontitis.13,40 Por su parte, 

Lactococcus lactis ssp. Lactis, Lactobacillus Acidophilus y Lactobacillus Casei 

poseen diferentes efectos inhibidores sobre el crecimiento de S. mutans.41,42 

Para tener un efecto beneficioso en la cavidad bucal, los probióticos deben formar 

una biopelícula que actúe como revestimiento protector de los tejidos bucales 

contra las enfermedades orales o adaptarse adecuadamente al tejido oral y entrar 

en contacto con el microorganismo patógeno para competir con él y se produzca 

un antagonismo natural. La adhesión de las bacterias probióticas a los tejidos 

blandos es otro aspecto que promueve su efecto sobre la salud del huésped. Se 

ha demostrado que las bacterias probióticas pueden estimular la inmunidad local 

y modular la respuesta inflamatoria. La acción de los probióticos en la cavidad oral 

también se puede dividir en acción directa e indirecta.43 El mecanismo directo 
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incluye la unión de los probióticos a la biopelícula a través de la unión a proteínas. 

Compite con las bacterias patógenas por la adherencia a la placa y al sustrato, y 

secreta químicos para inhibir la unión de otras bacterias bucales y, de esta 

manera, mejora la salud humana. Los químicos secretados son antimicrobianos 

péptidos o proteínas llamadas bacteriocinas. Estos antimicrobianos atacan a otros 

patógenos presentes en el mismo entorno ecológico. El mecanismo indirecto 

implica modular la inmunidad sistémica, local y producir antioxidantes para 

prevenir y/o tratar enfermedades bucales, los probióticos pueden actuar mediante 

la modulación de los procesos inflamatorios del huésped, inhibe la formación de 

placa y disminuir los recuentos de microorganismos causantes de enfermedades. 

Debido a que los probióticos no colonizan, ni se adhieren permanentemente en la 

cavidad oral, es necesario cumplir con la administración continua.44 

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 difusión en disco de agar, 

es un método utilizado por muchos laboratorios de microbiología para las pruebas 

de sensibilidad a los antimicrobianos de rutina. Se siembra un inóculo del 

microorganismo de prueba estándar en la placa de agar. A continuación, se coloca 

sobre la superficie del agar un disco de papel de filtro (de aproximadamente 6 mm 

de diámetro), que comprende la concentración 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 germinación del microorganismo de prueba y luego 

se mide el diámetro del área de inhibición del crecimiento.45 

El método de difusión 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 inóculo microbiano sobre toda la superficie del agar. Luego, se usa 

un taladro de corcho estéril o una punta para perforar un orificio con un diámetro 

de 6 a 8 mm en condiciones asépticas e introducir de 20 a 100 µL del agente 

antimicrobiano o extracto de la concentración 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 

microdilución en caldo, utilizado para evaluar la susceptibilidad antimicrobiana 

más básica. El procedimiento implica el uso de una placa de microtitulación de 96 

pocillos para preparar una dilución del agente antimicrobiano en un medio de 

crecimiento líquido dispensado en un tubo de ensayo de pequeño volumen. 

Después de diluir la suspensión microbiana estándar ajustada a una escala de 0,5 

McFarland, se transfiere a cada pocillo una cierta cantidad de inóculo preparado 

en el mismo medio. Después de mezclar bien la microplaca de 96 pocillos se 

incuban en condiciones propias del microorganismo de interés.46 
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III. MÉTODOLOGÍA 

3.1. Tipo y diseño de investigación 

Tipo de investigación: Básica.  

Diseño de investigación: Experimental puro. 

 

3.2. Variables y operacionalización 

Las variables presentes en esta investigación son de tipo cuantitativas. 

Variable independiente (VI): Cepas probióticas; 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. Población (criterios de selección), muestra, muestreo, unidad de 

análisis 

La población estuvo compuesta por cuatro cepas probióticas: 

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 

(inóculo) de cada una de las cepas probióticas (Bifidobacterium animalis ssp. 

animalis ATCC 25527, Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454, 

Lactobacillus Acidophilus ATCC 4356, Lactobacillus Casei ATCC 393, 

además del inoculo de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277). 

En esta investigación se aplicó el cálculo de repeticiones, donde a medida 

que estas aumentan tienen un mayor grado de precisión para llegar a 

determinar las unidades de ensayo. (Anexo 3) 

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

bacteria de interés y enfrentada a los probióticos evaluados.  
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3.4. Técnicas e instrumentos de recolección de datos 

La técnica fue la experimentación. Se utilizó el método turbidimétrico para la 

obtención del inóculo estandarizado mediante el espectrofotómetro Kyntel 

VIS-KV-1200.47,48 La sensibilidad antimicrobiana in vitro se evaluó mediante 

el método de difusión en disco. Se utilizó un vernier calibrador para la 

medición de los halos de inhibición en los métodos de difusión en disco.45 

Este equipo no requirió calibración. Debido a que el procesamiento fue 

netamente microbiológico, realizado por un experto Microbiólogo (asesor) 

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

 

3.5. Procedimientos  

Adquisición de cepas probióticas y de cepa problema 

Las cepas microbiológicas utilizadas en la investigación fueron cepas 

estándar y adquiridas de la empresa GenLab del Perú S.A.C. Lima, Perú 

(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 reactivación 

de las cepas probióticas y de Porphyromonas gingivalis. Una vez reactivada 

la cepa de P. gingivalis se conservó viable en agar Sangre y en condiciones 

de anaerobiosis mediante un sistema Gaspak. Las cepas probióticas se 

preservaron en agar Tripticasa Soya en condiciones de microaerofilia. Todos 

los medios de cultivo son de la marca Merck, con certificación de calidad ISO 

11133.49 

Reactivación de cepas probióticos y de Porphyromonas gingivalis 

Los cultivos de probióticos 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: Incubación a 37°C durante 24 – 48 h en 
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condición de anaerobiosis en el caso de P. gingivalis y en microaerofilia para 

el caso de las cepas probióticas.19 

Preparación del inóculo microbiano 

El inóculo microbiano perteneciente a todas las cepas microbiológicas fue 

determinado con un espectrofotómetro Kyntel VIS-KV-1200. Para las cepas 

probióticas, la concentración estándar del inóculo fue 1,5 x108 y 1,5x109 

UFC/mL y para P. gingivalis fue de 1,5 x 108 UFC/mL. La densidad óptica y 

la longitud de onda utilizada fue de 0,296 y 600 nm para las cepas probióticas 

y de 0,09 a 625 nm para P. gingivalis. La concentración de la suspensión se 

confirmó mediante recuento de UFC/mL en medio de cultivo sólido. 50 

Preparación de Medios de cultivo 

Todos los medios de cultivo utilizados fueron preparados cumpliendo las 

especificaciones del fabricante (MERCK). Al ser medios de cultivos sólidos 

granulados fueron hidratados con agua destilada. Se llevó a calentamiento 

hasta la dilución completa de los medios de cultivo y luego se esterilizo en 

autoclave a 121 oC, 15 Lb de presión durante 15 minutos. Se dejó enfriar 

hasta los 45-50 oC y se sirvió en placas petri de vidrios esterilizados en 

estufa. Una vez servidos y solidificados los medios de cultivo se conservaron 

en refrigeración hasta su utilización.51 

Prueba de susceptibilidad de Porphyromonas gingivalis 

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 se cultivó en agar sangre a 37°C 

durante 24 – 48 h en anaerobiosis obtenida mediante sistema Gaspak. Se 

utilizó el método de difusión en disco, método recomendado por Clinical and 

Laboratory Standard Institute (CLSI) para evaluar el efecto inhibitorio según 

su guía M100. Para este método las placas servidas con los medios de 

cultivo previamente fueron inoculadas mediante dispersión en superficie con 

un hisopo a partir del inóculo de P. gingivalis. Las placas sembradas se 

secaron a temperatura ambiente durante 15 minutos antes de colocar los 

discos de susceptibilidad embebidos con los probióticos en la superficie. Los 

discos fueron de papel filtro Whatman de 6 mm de diámetro 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 

incubación se procedió a realizar las lecturas de los halos de inhibición 

formados los cuales fueron expresados en milímetros y registrados en la 

ficha de recolección de datos. Los ensayos se realizaron por decuplicado. 

Se siguió el mismo procedimiento con el método de difusión en pozo.52 

(Anexo 5) 

 

3.6. Método de análisis de datos 

Los resultados fueron registrados en la ficha de recolección de datos. Luego 

fueron digitalizados en el programa Excel. El análisis estadístico se realizó 

en el paquete estadístico SPSS v.26. Para determinar la normalidad de los 

datos se ejecutó la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Al ser los datos 

normales se realizó el análisis paramétrico con ANOVA unidireccional. La 

comparación de las medias de los resultados y su significación estadística 

se determinó mediante análisis 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 investigación 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, gestión de residuos biocontaminados, de riesgos del 

Laboratorio de Investigación de la Facultad de Ciencias de la Salud de la 

Universidad César Vallejo, sede Trujillo. También se cumplió con los 

manuales de manejo de residuos de contaminación biológica y peligrosa de 

los laboratorios, del Ministerio de Salud (MINSA) y de la Organización 

Mundial de la Salud (OMS).53, 54 
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IV. RESULTADOS 

Tabla 1. Comparación del efecto in vitro de cepas probióticas contra 

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. 

SUSTANCIA Concentración 
UFC/mL 

Diámetro de halo de inhibición en mm 
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 x109  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 x109    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 Tukeya). 

Fuente: Análisis estadístico 

 
La tabla 1 muestra los subconjuntos formados después del análisis y 

comparación de los promedios de halos de inhibición mediante la prueba de 

Tukey. Se entiende que un subconjunto es la agrupación de medias de 

inhibición estadísticamente iguales (p>0,05). Se evaluaron 2 

concentraciones de 4 probióticos más un control lo que hace teóricamente 

un total de 9 subconjuntos de ensayo, pero se observan solo 5 subconjuntos 

lo que significa que hay efectos inhibitorios que la estadística los está 

considerando iguales. Se identifica que en subconjunto 1 lo conforma 

solamente la concentración 1,5x108 UFC/mL de L. acidophilus ATCC 4356 

con un halo de inhibición de 6,87 mm. En subconjunto 2 se agrupa el efecto 

de la concentración 1,5 x108 UFC/mL de L. casei ATCC 393 y el efecto de la 

concentración 1,5 x109 UFC/mL de L. acidophilus ATCC. En el subconjunto 

3, se considera como iguales efectos inhibitorios los producidos por la 

concentración 1,5 x109 UFC/mL de L. casei ATCC 393 y la concentración 1,5 

x108 UFC/mL de B. animalis ATCC 25527 y L. lactis ATCC 11454 (p=0,860). 

El subconjunto 4 lo conforma la concentración 1,5 x109 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. 

 

Sustancia Concentración 
Zona de inhibición (mm) 

Media D.E* Efecto p** 

Lactococcus 
lactis  

ATCC 11454 

1,5 x108 UFC/mL   8,72 0,220 Bacteriostático 
0,000 

1,5 x109 UFC/mL   9,85 0,217 Bacteriostático 

Clorhexidina 0,12% 15,25 0,474 Bactericida 0,000 
*D. E= Desviación estándar (ANOVA). 
** p= Significancia (HSD Tukeya). 

Fuente: Análisis estadístico 

 

En la tabla 2 se observa el efecto inhibitorio in vitro de dos concentraciones 

del probiótico Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454 y el control positivo 

clorhexidina 0,12% contra Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. La 

concentración de 1,5 x108 UFC/mL del probiótico formó un halo de inhibición 

promedio de 8,72 ± 0,220 mm y la concentración de 1,5 x109 UFC/mL un 

halo promedio de 9,85 ± 0,217 mm. Ambas inhibiciones son equivalentes a 

efecto antibacteriano de tipo bacteriostático. 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 estadística 

altamente significativa entre las dos concentraciones del probiótico 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. 

 

Sustancia Concentración 
Zona de inhibición (mm) 

Media D.E* Efecto p** 

Bifidobacterium 
animalis  

ATCC 25527 

1,5 x108 UFC/mL   8,55 0,158 Bacteriostático 
0,000 

1,5 x109 UFC/mL   9,40 0,188 Bacteriostático 

Clorhexidina 0,12% 15,25 0,474 Bactericida 0,000 
*D. E= Desviación estándar (ANOVA). 
** p= Significancia (HSD Tukeya). 

Fuente: Análisis estadístico 

 

En la tabla 3 se observa el efecto inhibitorio in vitro de dos concentraciones 

del probiótico Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527 y el control 

positivo clorhexidina 0,12% contra Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. La 

concentración de 1,5 x108 UFC/mL del probiótico formó un halo de inhibición 

promedio de 8,55 ± 0,158 mm y la concentración de 1,5 x109 UFC/mL un halo 

promedio de 9,40 ± 0,188 mm. Ambas inhibiciones son equivalentes a efecto 

antibacteriano de tipo bacteriostático. 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 estadística altamente significativa entre las 

dos concentraciones del probiótico 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. 

 

Sustancia Concentración 
Zona de inhibición (mm) 

Media D.E* Efecto p** 

Lactobacillus 
acidophilus 
ATCC 4356 

1,5 x108 UFC/mL   6,87 0,529 Bacteriostático 
0,000 

1,5 x109 UFC/mL   7,61 0,284 Bacteriostático 

Clorhexidina 0,12% 15,25 0,474 Bactericida 0,000 
*D. E= Desviación estándar (ANOVA). 
** p= Significancia (HSD Tukeya). 

Fuente: Análisis estadístico 

 

En la tabla 4 se observa el efecto inhibitorio in vitro de dos concentraciones 

del probiótico Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 y el control positivo 

clorhexidina 0,12% contra Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. La 

concentración de 1,5 x108 UFC/mL del probiótico formó un halo de inhibición 

promedio de 6,87 ± 0,529 mm y la concentración de 1,5 x109 un halo promedio 

de 7,61 ± 0,284 UFC/mL mm. Ambas inhibiciones son equivalentes a efecto 

antibacteriano de tipo bacteriostático. 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 estadística altamente significativa entre las 

dos concentraciones del probiótico 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 Concentración 
UFC/mL   

Zona de inhibición (mm) 

Media D.E* Efecto  p** 

Lactobacillus 
casei  

ATCC 393 

1,5 x108  7,60 0,278 Bacteriostático 
0,000 

1,5 x109  8,51 0,284 Bacteriostático 

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

*D. E= Desviación estándar (ANOVA). 
** p= Significancia (HSD Tukeya). 

Fuente: Análisis estadístico 

 

En la tabla 5 se observa el efecto inhibitorio in vitro de dos concentraciones 

del probiótico Lactobacillus casei ATCC 393 y el control positivo clorhexidina 

0,12% contra Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. La concentración de 

1,5 x108 UFC/mL del probiótico formó un halo de inhibición promedio de 7,60 

± 0,278 mm y la concentración de 1,5 x109 UFC/mL un halo promedio de 8,51 

± 0,284 mm. Ambas inhibiciones son equivalentes a efecto antibacteriano de 

tipo bacteriostático. 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 estadística altamente significativa entre las dos 

concentraciones del probiótico y también respecto al control (p<0,05). 
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V. DISCUSIÓN 

Porphyromonas gingivalis es la bacteria patógena anaerobia gramnegativa 

considerada clave en la periodontitis. Sus factores de virulencia y 

patogenicidad favorecen su crecimiento y mejoran su supervivencia.30 El 

tratamiento periodontal convencional a menudo no es suficiente por sí solo 

para controlar la inflamación destructiva de la periodontitis. Por ello se 

requiere de estrategias terapéuticas novedosas y eficaces que sean 

complementarias al tratamiento clínico periodontal. La utilización de los 

probióticos es uno de los enfoques que se vienen investigando para el 

tratamiento de la periodontitis por ser un complemento importante del 

tratamiento con antibióticos, tener administración sencilla, económica y 

segura.25 Diversas investigaciones afirman que los probióticos pueden inhibir 

el desarrollo de P. gingivalis mediante el fenómeno de coagregación, 

adhesión competitiva y expresión de receptores tipo toll (TLR), además de 

reproducción de sustancias antagonistas ácido láctico, ácido acético, dióxido 

de carbono, diacetilo, H2O2 y bacteriocinas.55 

En ese sentido, la presente investigación comparó el efecto inhibitorio de dos 

concentraciones de los probióticos 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 difusión en 

disco. Las concentraciones evaluadas fueron 1,5 x108 UFC/mL y 1,5 x109 

UFC/mL. Los halos de inhibición formado por los probióticos fueron menores 

a los 12 mm y no superaron el efecto del control positivo que formó halos de 

inhibición superiores a 15 mm. Por tanto, esta inhibición permite afirmar que 

el efecto antibacteriano de los probióticos evaluados fue de tipo 

bacteriostático mientras que el efecto reportado por el control positivo fue de 

tipo bactericida. 

Al respecto, Santos et al18 evaluaron la efectividad antimicrobiana de L. 

reuteri contra bacterias periodontopatógenas reportando que todas las 

preparaciones probióticas disminuyeron las UFC de F. nucleatum. Estos 

resultados se correlacionan con los obtenidos en la presente investigación 
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pues también se observó inhibición del crecimiento de P. gingivalis cuando 

se enfrentó a cada uno de los probióticos. Si bien, el tipo de inhibición del 

crecimiento de los periodontopatógenos no se puede precisar con certeza, 

podemos decir que lo más probables es que se haya debido a un 

antagonismo químico, principalmente debido a la producción de sustancias 

antimicrobianas como ácido láctico, ácido acético, diacetilo, H2O2 y 

bacteriocinas. Como sabemos, los periodontopatógenos no son acidofílicos, 

en consecuencia, una variación y disminución del pH del medio afectaría el 

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

Por su parte, Invercini et al19 evaluaron el efecto del probiótico 

Bifidobacterium animalis como adyuvante del raspado y alisado radicular en 

pacientes con periodontitis crónica generalizada. Observaron una 

disminución pronunciada sobre el recuento de P. gingivalis, T. denticola, F. 

nucleatum, C. showae y E. nodatum para bolsas periodontales. 

Establecieron que la utilización de B. lactis HN019 como complemento del 

raspado y alisado radicular fomenta beneficios clínicos, microbiológicos e 

inmunológicos en el tratamiento de la periodontitis crónica. Del mismo modo, 

Chen et al15 investigaron experimentalmente la actividad antibacteriana de 

diversos probióticos y paraprobióticos contra patógenos orales. Demostraron 

que los probióticos L. salivarius, L. rhamnosus, L. paracasei y 

Bifidobacterium animalis presentan alta actividad inhibitoria contra los 

principales microorganismos orales. Ellos fundamentaron que 

probablemente la producción de peróxido de hidrógeno pudo ser el 

responsable de la capacidad inhibitoria de los probióticos vivos.  Este mismo 

fenómeno pudo haber ocurrido durante la evaluación en la presente 

investigación, pues la producción de sustancias antagonistas como ácido 

láctico, bacteriocinas o H2O2 es una característica intrínseca de las 

diferentes especies de lactobacillus como lo reporta Tomás et al.56 

En ese sentido, Routh et al21 determinaron la acción de los probióticos sobre 

Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus 

actinomycetemcomitans y Prevotella intermedia. Reportaron acción 

antimicrobiana significativa de los probióticos sobre S. mutans y P. gingivalis.  
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Estos resultados reafirman los obtenidos en la presente investigación. Del 

mismo modo Fernández et al22 evaluaron los efectos beneficiosos in vitro de 

Streptococcus dentisani como probiótico oral para enfermedades 

periodontales. Reportaron una fuerte acción inhibidora de S. dentisani contra 

los patógenos periodontales en cultivo puro mediante mecanismos de 

competencia, adherencia y desplazamiento. Similares resultados fueron 

obtenidos por Widyarman et al23 quienes evaluaron los efectos in vitro de 

Lactobacillus reuteri y Lactobacillus casei sobre la formación de biopelículas 

de los principales patógenos orales, Streptococcus mutans y 

Porphyromonas gingivalis. reportaron una reducción significativa en las 

biopelículas de S. mutans y P. gingivalis después del tratamiento con los 

probióticos L. reuteri y L. casei. Como se puede observar, diversas 

investigaciones dan cuenta del potencial inhibitorio de diversos probióticos 

contra P. gingivalis en forma libre como cuando se encuentra conformando 

biofilm. Esto gracias a que la capacidad de los probióticos de producir 

diversos compuestos que actúan dentro de los patógenos como es el caso 

de las bacteriocinas, cuyo comportamiento es similar al de los antibióticos 

afectando membrana y pared celular imposibilitando así el crecimiento de las 

bacterias patógenas y fuera de ellos como los diversos ácidos que 

disminuyen el pH del medio afectando no selectivamente a los patógenos 

periodontales principalmente. 

Al respecto, Cornacchione et al24 evaluaron el efecto inhibidor de 

Lactobacillus delbrueckii contra P. gingivalis. Demostraron que el piruvato 

oxidasa purificada y catalíticamente activa puede inhibir el crecimiento de P. 

gingivalis y pudieron concluir que las cepas L. delbrueckii son eficaces en la 

prevención y tratamiento de la enfermedad periodontal asociada a P. 

gingivalis. Por su parte, Elavarasu et al25 evaluaron la eficacia de los 

probióticos BIFILAC contra Porphyromonas gingivalis. Reportaron que el 

probiótico BIFILAC tiene efecto antimicrobiano contra P. gingivalis. Estos 

resultados avalan los obtenidos en la presente investigación donde se logró 

establecer que los probióticos Lactococcus lactis, Bifidobacterium animalis, 

Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei presentan en mayor o menor 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Elavarasu+S&cauthor_id=27829746
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medida la capacidad de inhibir el desarrollo de Porphyromonas gingivalis en 

condiciones in vitro.  

También se pudo deducir que la inhibición, que si bien,no logró 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 más agresivos para el paciente. 

De igual manera, esta posibilidad se hace más real considerando que la 

forma en que los probióticos regulan a los patógenos no es una vía única, 

sino que es múltiple e inespecífica por ellos que no solo afectaría a los 

patógenos de forma independiente sino también cuando se encuentran 

asociados a biofilm periodontal. 
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VI. CONCLUSIONES 

 

1. La comparación indica que la concentración 1,5 x108 UFC/mL de L. casei 

ATCC 393 y la concentración 1,5 x109 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 concentración 1,5 x109 UFC/mL de L. 

casei ATCC 393 y la concentración 1,5 x108 UFC/mL de B. animalis 

ATCC 25527 y de L. lactis ATCC 11454 son estadísticamente iguales. 

Tal como la concentración 1,5 x109 de B. animalis ATCC 25527 con la 

de L. lactis ATCC 11454.  

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

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 es de tipo bacteriostático. 

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

contra Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 es de tipo bacteriostático. 

4. El efecto in vitro de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 contra 

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 es de tipo bacteriostático.  

5. El efecto in vitro de Lactobacillus casei ATCC 393 contra Porphyromonas 

gingivalis ATCC 33277 es de tipo bacteriostático. 
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VII. RECOMENDACIONES  

 

1. Determinar el efecto inhibitorio de los probióticos nativos sobre biofilm 

conformado por bacterias periodontopatógenas en modelos de boca 

artificial.  

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

Lactococcus lactis contra Porphyromonas gingivalis para convertirlo en 

efecto bactericida. 

3. 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. 

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

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 contra Porphyromonas gingivalis 

para convertirlo en efecto bactericida.  

5. 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 OPERACIONALIZACIÓN DE VARIABLES 

variables de 

estudio 

Definición 

conceptual 

Definición 

operacional 

Dimensión Indicadores Escala de 

medición 

Probióticos Son 

microorganismo

s vivos que 

cuando se 

administran en 

cantidades 

adecuadas 

confieren un 

beneficio a la 

salud del 

huésped.38 

Son bacterias 

grampositivas 

capaces de 

generar 

competencias 

contra los 

agentes 

patógenos 

cuando son 

enfrentados in 

vitro. Su 

concentración 

se medirá 

espectrofotom

étricamente. 

Propionibacteriu

m freudenreichii 

ssp. shermanii 

ATCC 9614  

Bifidobacterium 

animalis ssp. 

Lactis DSM 

15954 

Lactococcus 

lactis ssp. lactis 

ATCC 11454 

Concentración  

1,5 x 108 

UFC/mL 

1,5 x 109 

UFC/mL 

 

 

De razón 

Efecto contra 

Porphyromonas 

gingivalis  

Es un cocobacilo 

gramnegativo 

anaeróbico 

estricto que 

habita en el área 

subgingival. 31,32  

El efecto 

contra P. 

gingivalis, 

agente causal 

de 

enfermedad 

periodontal, se 

establecerá 

mediante la 

inhibición del 

crecimiento 

por la 

formación de 

halos de 

inhibición que 

serán 

expresados en 

mm.  

Diámetro del halo 

de inhibición en 

mm 

Halos de 

Inhibición 

0 mm = Sin 

efecto 

< 12 mm = 

Efecto 

bacteriostáticos 

≥ 14 mm = 

Efecto 

bactericida 

 

De razón 

 



 

 

ANEXO 2 

INSTRUMENTO DE RECOLECCIÓN DE DATOS 

 

 
  

Ensayos 

DIÁMETRO DEL HALO DE INHIBICIÓN (mm) 

CEPAS PROBIÓTICAS CONTROL 

Cepa 1 Cepa 2 Cepa 3 Cepa 4  Control +* 

Concentración C1** C2 C1 C2 C1 C2 C1 C2 0,12% 

1                 

2                 

3                 

4                 

5                 

6                 

7                 

8                 

9                 

10                 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ANEXO 3 

CÁLCULO DEL TAMAÑO DE LA MUESTRA 

 

 

𝑛 =
𝑤 − 𝑤2. 𝑍𝛽  + 1,4 .  𝑍𝛼

2

𝑤2
 

Dónde: 

n: Número mínimo de repeticiones presentes en el estudio. 

Zα: Valor designado al nivel de confianza. 

Zβ: Valor designado al valor estadístico. 

W: La diferencia mínima observable. 

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

fórmula se obtiene como resultado 9; número de repeticiones necesarias. 

𝑛 =
0.80 −  0.802.  0.842 +  1,4 .  1.962

0.802
 

𝑛 =
0.80 −  0.64  .  0.842 +  1,4 . 3.8416  

0.64
 

𝑛 =
0.80  −  0.53888  +   5.37824  

0.64
 

𝑛 = 9 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ANEXO 4 

TABLAS, FIGURAS Y FOTOS 

 
Resumen de procesamiento de casos 

 Concentración de 
probiótico 

Casos 

 Válido Perdidos Total 

 N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje 

Diámetro de 
halo de 
inhibición P. 
gingivalis 

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 1 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 0,12% 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0% 

 

Descriptivos 

 Concentración de probiótico Estadístico Error estándar 

Diámetro de halo 
de inhibición P. 
gingivalis 

L. acidophilus 1 Media 6,8700 ,16737 

95% de intervalo de 
confianza para la media 

Límite inferior 6,4914  
Límite superior 7,2486  

Media recortada al 5% 6,8500  
Mediana 6,7500  
Varianza ,280  
Desviación estándar ,52926  
Mínimo 6,30  
Máximo 7,80  
Rango 1,50  
Rango intercuartil ,85  
Asimetría ,952 ,687 

Curtosis -,369 1,334 

L. acidophilus 2 Media 7,6100 ,09000 

95% de intervalo de 
confianza para la media 

Límite inferior 7,4064  
Límite superior 7,8136  

Media recortada al 5% 7,6111  
Mediana 7,6000  
Varianza ,081  
Desviación estándar ,28460  
Mínimo 7,20  
Máximo 8,00  
Rango ,80  
Rango intercuartil ,42  
Asimetría -,090 ,687 

Curtosis -,858 1,334 

L. casei 1 Media 7,6000 ,08819 

95% de intervalo de 
confianza para la media 

Límite inferior 7,4005  
Límite superior 7,7995  

Media recortada al 5% 7,6000  
Mediana 7,5000  



 

 

Varianza ,078  
Desviación estándar ,27889  
Mínimo 7,20  
Máximo 8,00  
Rango ,80  
Rango intercuartil ,53  
Asimetría ,154 ,687 

Curtosis -1,489 1,334 

L. casei 2 Media 8,5100 ,09000 

95% de intervalo de 
confianza para la media 

Límite inferior 8,3064  
Límite superior 8,7136  

Media recortada al 5% 8,5111  
Mediana 8,5000  
Varianza ,081  
Desviación estándar ,28460  
Mínimo 8,10  
Máximo 8,90  
Rango ,80  
Rango intercuartil ,60  
Asimetría -,090 ,687 

Curtosis -1,497 1,334 

L. lactis 1 Media 8,7200 ,06960 

95% de intervalo de 
confianza para la media 

Límite inferior 8,5625  
Límite superior 8,8775  

Media recortada al 5% 8,7222  
Mediana 8,7000  
Varianza ,048  
Desviación estándar ,22010  
Mínimo 8,40  
Máximo 9,00  
Rango ,60  
Rango intercuartil ,43  
Asimetría -,003 ,687 

Curtosis -1,571 1,334 

L. lactis 2 Media 9,8500 ,06872 

95% de intervalo de 
confianza para la media 

Límite inferior 9,6945  
Límite superior 10,0055  

Media recortada al 5% 9,8500  
Mediana 9,9000  
Varianza ,047  
Desviación estándar ,21731  
Mínimo 9,50  
Máximo 10,20  
Rango ,70  
Rango intercuartil ,27  
Asimetría -,487 ,687 

Curtosis ,169 1,334 

B. animalis 1 Media 8,5500 ,05000 

95% de intervalo de 
confianza para la media 

Límite inferior 8,4369  
Límite superior 8,6631  



 

 

Media recortada al 5% 8,5500  
Mediana 8,5500  
Varianza ,025  
Desviación estándar ,15811  
Mínimo 8,30  
Máximo 8,80  
Rango ,50  
Rango intercuartil ,30  
Asimetría ,000 ,687 

Curtosis -,895 1,334 

B. animalis 2 Media 9,4000 ,05963 

95% de intervalo de 
confianza para la media 

Límite inferior 9,2651  
Límite superior 9,5349  

Media recortada al 5% 9,4056  
Mediana 9,5000  
Varianza ,036  
Desviación estándar ,18856  
Mínimo 9,10  
Máximo 9,60  
Rango ,50  
Rango intercuartil ,28  
Asimetría -,746 ,687 

Curtosis -,886 1,334 

Clorhexidina 0,12% Media 15,2500 ,15000 

95% de intervalo de 
confianza para la media 

Límite inferior 14,9107  
Límite superior 15,5893  

Media recortada al 5% 15,2556  
Mediana 15,3500  
Varianza ,225  
Desviación estándar ,47434  
Mínimo 14,50  
Máximo 15,90  
Rango 1,40  
Rango intercuartil ,70  
Asimetría -,515 ,687 

Curtosis -,409 1,334 

 

Pruebas de normalidad 

 Concentración de 
probiótico 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

 Estadístico gl Sig. Estadístico gl Sig. 

Diámetro de 
halo de 
inhibición P. 
gingivalis 

L. acidophilus 1 ,253 10 ,070 ,868 10 ,094 

L. acidophilus 2 ,150 10 ,200* ,920 10 ,358 

L. casei 1 ,240 10 ,107 ,915 10 ,318 

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 límite inferior de la significación verdadera. 

a. Corrección de significación de Lilliefors 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Unidireccional 
Descriptivos 

Diámetro de halo de inhibición P. gingivalis   
 N Media Desv. 

Desviación 
Desv. 
Error 

95% del intervalo de confianza 
para la media 

Mínimo Máximo 

Límite inferior Límite 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. casei 1 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 

 Estadístico de 
Levene 

gl1 gl2 Sig. 

Diámetro de 
halo de 
inhibición P. 
gingivalis 

Se basa en la media 3,119 8 81 ,004 

Se basa en la mediana 2,000 8 81 ,057 

Se basa en la mediana 
y con gl ajustado 

2,000 8 42,619 ,070 

Se basa en la media 
recortada 

2,895 8 81 ,007 

 
ANOVA 

Diámetro de halo de inhibición P. gingivalis   
 Suma de cuadrados gl Media cuadrática 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 múltiples 
Variable dependiente:   Diámetro de halo de inhibición P. gingivalis   
 

(I) Concentración 
de probiótico 

(J) Concentración de 
probiótico 

Diferencia de 
medias (I-J) 

Desv. 
Error Sig. 

Intervalo de 
confianza al 95% 

Límite 
inferior 

Límite 
superior 

HSD 
Tukey 

L. acidophilus 1 L. acidophilus 2 -,74000* ,14151 ,000 -1,1910 -,2890 

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 
0,12% 

L. acidophilus 1 8,38000* ,14151 ,000 7,9290 8,8310 

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 
 

Diámetro de halo de inhibición P. gingivalis 

 Concentración de 
probiótico 

N Subconjunto para alfa = 0.05 

 1 2 3 4 5 6 

HSD Tukeya 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  

Duncana 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 tamaño de la muestra de la media armónica = 10,000. 

 

 

 

 



 

 

Gráficos de medias 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ANEXO 5 

GALERÍA FOTOGRÁFICA 
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