An. Fac. Odont. 28, 17-28, 1997

AISLAMIENTO Y ESTUDIO
DE DIFERENTES ESPECIES
DE LACTOBACILLUS
DE LA CAVIDAD ORAL

Dra. Virginia Papone Yorio*

Palabras claves: Lactobacilos, especies

INTRODUCCION

Diversas especies del género Lactobacillus
forman parte de la flora normal de la cavi-
dad bucal. La relacion de este grupo de
microorganismos con el desarrollo de la
caries dental ha sido planteada en nume-
rosos trabajos cientificos a lo largo de los
afos (3-5-6-15). Existe gran nimero de
publicaciones relacionadas con la recupe-
racién in vitro y cuantificacién de estos gér-
menes en la saliva (1-2-7-12-22-23-24-
25).
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En el momento actual, el medio utilizado
maés frecuentemente con esta finalidad de
cuantificacién es el medio selectivo de
Rogosa (20). Al presente se ha planteado
que el rol cariogénico de estos
microorganismos seria desempefiado en
asociacién con Streptococcus del grupo
mutans (15) y también que este rol seria
desempefiado fundamentalmente por algu-
nas especies del género en particular (16).

Consideramos de inferés trabajar con el
medio de Rogosa, estableciendo una co-
rrelacién entre los morfotipos coloniales
observados en condiciones standarizadas
y las diversas especies del género
Lactobacillus. Se plantes el objetivo de es-
tablecer patrones de lectura que permitan
obtener, con un margen de seguridad ra-
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zonable una identificacién presuntiva, en
base a la morfologia colonial. Si es posible
realizar una especiacién presuntiva, pue-
de incluirse este andlisis en los estudios
cuantitativos para lactobacilos que se utili-
zan para valoracién de riesgo en
cariologia.

MATERIAL Y METODOS

Coleccidn y cultivo de las muestras: Se tra-
bajé con ciento veinte muestras de saliva
obtenidas de una poblacién de individuos
entre 14y 60 afios, los cuales fueron selec-
cionados al azar para este estudio. Ningu-
no presentaba aparatos de ortodoncia,
pero 18 presentaban prétesis removibles.
Las muestras de saliva fueron recolectadas
en frascos estériles, luego de diluir las mis-
mas en solucién buffer de fosfatos
(0,05M+0,4% CIK: K HPO +K HPO +CIK).
Se utilizaron placas de Petri de 90 mm de
diémetro con aproximadamente 20 cc de
medio de Rogosa (20), el cual fue usado
con no més de 48 horas de preparacién.
La siembra de saliva se realizé con pipeta
y lo extensién de la misma con varilla de
vidrio. Las muestras fueron incubadas en
atmésfera de 5% de CO, a 37°C durante
48 horas en recipientes sellados.

Lectura e identificacién: La lectura se reali-
z6 con lupa con aumento de 25 x (Fig. 1-
3-7-9-11-15-17) y 40 x (Fig. 5) mediante
iluminacién reflejada e inferior. Cada
morfotipo fue estudiado luego de un nuevo
reaislamiento y pasaje de agar sangre, con
técnica de Gram y test bioquimicos (9-14).
Los test bioquimicos se realizaron usando
un medio base (tryptosa, CINag, L. cistine,
rojo fenol) esterilizado con el agregado de
los hidratos de carbono a usar. Los mismos
fueron colocados en tubos sellados con
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vaselina estéril. Las bioquimicas se leyeron
a las 24 horas de incubacién anaerobia.

RESULTADOS

Se realizaron los estudios de los siguientes
morfotipos.

Colonia 1.- Colonia de 1 a 2 mm de dié-
metro, convexa, opaca, brillante, superfi-
cie lisa, bordes regulares, blanquecina de
consistencia mucoide. Al Gram se obser-
varon bacilos Gram+ con bordes redon-
deados formando actmulos (Fig. 1 y 2).
De acverdo a la morfologia de los test
bioquimicos este morfotipo corresponde a
L. casei subsp. rhamnosus (Tabla 1).

Colonia 2- Colonia de 1 a 2 mm de dié-
metro, convexa, opaca, brillante, superfi-
cie lisa, bordes regulares, blanca amari-
llenta, consistencia mucoide. Al Gram se
observaron bacilos Gram+ de bordes lige-
ramente cuadrados aislados o en cadenas
(Fig. 3 y 4). De acuerdo a la morfologia
microscpica y macroscopica, y de acuer-
do a los resultados de los test bioquimicos,
este morfotipo corresponde a L. casei subsp.
casei (Tabla 1).

Colonia 3 - Colonia de 2 mm de digmetro,
forma irregular, brillante, opaca, superfi-
cie lisa, bordes irregulares, tipo rizoide, li-
geramente amarillenta, consistencia
mucoide. Al Gram se presentan como ba-
cilos Gram+ que varian en tamafio de cor-
tos a largos, aislados o en acomulos (fig. 5
y 6). De acuerdo a la morfologia micros-
cdpica, macroscdpica y a los resultados de
los test bioquimicos, este morfotipo corres-
ponde a L. casei subsp. tolerans (Tabla 1).
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Colonia 4 - Colonia de 1 a 2 mm de dié-
metro, forma regular, bordes irregulares,
plana con ligero mamelén central o con
depresién central, mate, transparente, su-
perficie rugosa, consistencia mucoide. Al
Gram observamos bacilos Gram+ con bor-
des redondeados, aislados, en pares o en
cadenas cortas (Fig. 7 y 8). De acuerdo a
la morfologia microscépica, macroscopica
y los test bioquimicos este morfotipo corres-
ponde a L. acidophilus (Tabla 1)

Colonia 5.- Colonia de 2 mm de diametro,
convexa con mamelén central, bordes re-
gulares, superficie lisa, opaca, brillante,
blanquecina, de consistencia mucoide. Al
Gram se observan como bacilos Gram+ li-
geramente afinados, aislados o en pares
(Fig. 9y 10). De acverdo a la morfologiay
a los test bioquimicos este morfotipo corres-
ponde a L. fermentum (Tabla 1).

Colonia 6. - Colonia de 1 a 2 mm de dia-
metro, convexa aplanada, bordes regula-
res, superficie lisa, ligeramente opaca, bri-
llante, presentando en su estructura inter-
na circulos concéntricos, consistencia
mucoide. Al Gram son bacilos Gram+ con
bordes redondeados-aislados o en cade-
nas cortas. (Fig. 11 y 12).De acverdo a la
morfologia y a los test bioquimicos este
morfotipo corresponde a L. buchneri (Ta-

bla 1).

Colonia 7. - Colonia de 1 a 2 mm de di4-
metro, plana, con bordes regulares, super-
ficie lisa, opaca, brillante, blanquecina,
consistencia mucoide. Al Gram observamos
bacilos Gram+ cortos y largos con bordes
ligeramente rectos, aislados, en pares y en
cadenas (Fig. 13 y 14). De acverdo a la
morfologia microscopica, macroscépica y
test bioquimicos este morfotipo correspon-

de a L. plantarum (Tabla 1).

Colonia 8. - Coloniade 1 a 1,5 mm de
didmetro, plana, transparente, brillante iri-
discente, con bordes irregulares y de con-
sistencia mucoide. Al Gram observamos
bacilos Gram+ largos y finos, aislados o
formando cadenas (Fig. 15y 16). De acuer-
do a la morfologia y test bioquimicos este
morfotipo corresponde a L. delbrueckii
subsp. delbrueckii. (Tabla 1).

Colonia 9.- Colonia de 2 mm de diametro
ligeramente mamelonada, con bordes irre-
gulares, ligeramente opaca en su porcién
central y transparente en sus bordes, bri-
llante, superficie lisa, consistencia mucoide.
Al Gram son bacilos Gram+ largos y finos
aislados o formando cadenas (Fig. 17 y
18). Realizados los test bioquimicos este
morfotipo podemos correlacionarlo con L.
delbrueckii subsp. bulgaricus (Tabla 1).

De las muestras de saliva de los 120 indi-
viduos estudiados, 18 no presentaban re-
cuentos de lactobacilos. De las 102 mues-
tras restantes estudiamos los morfotipos y
las bioquimicas correspondientes de los
lactobacilos encontrados con mayor fre-
cuencia. Correlacionando los morfotipos
con las distintas especies de lactobacilos,
concluimos en que L. casei subsp.
rhamnosus se encontraron en el 38% de las
muestras de saliva; L. acidophilus en el 30%;
L. casei subsp. casei en el 24%; L.
delbrueckii subsp. delbrueckii en el 19%; L.
plantarum en el 12%; L. buchneri en el 12%;
L. fermentum en el 9%; L. del delbrueckii
subsp. bulgaricus en el 8% y L. casei subsp.
tolerans en el 3% de las mismas.
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LACTOBACILOS

1. L. casei rhamnosus ....... 38%

2. L. ocidephilus .....cccocnies 30% | Roprosentacién gréfica de los resutados |
3. L. casei casei ................ 24%

4. L. delb. delbrueckii ....... 19%

5. L. PIEHg ..comesesscscsss 12%

6. L. buchneri .................. 12%

7. L fermentum ................ 9%

8. L. delb. bulgaricus ........ 8%

9. L. casei tolerans ............ 3%
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Tabla 1. Fermentacién de carbohidratos de distintas especies del género Lactobacillus

(Berguey’s Manual of determinative Bacteriology 1986).
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DISCUSION

Con los resultados obtenidos consideramos
que puede establecerse una correlacién ra-
zonablemente estable entre los morfotipos
y las especies de lactobacilos estudiadas.
Para ello es necesario estandarizar la téc-
nica, trabajando con el mismo tipo de pla-
cas, teniendo en cuenta el tiempo de pre-
paracién del medio de cultivo utilizado, la
técnica de sembrado, el tiempo en las lec-
turas y la iluminacién utilizada.

Estimamos que el aislamiento de las dife-
rentes subespecies de lactobacilos fue inte-
resante y gratificante, pero es de destacar
que solamente estudiando las diferentes
especies de lactobacilos es suficiente para
integrarlas a los test predictivos tradicio-
nales, elemento imporfante que nos abre
perspectivas en nuestros estudios. Existen
especies de lactobacilos intimamente rela-
cionados con la carie dental (L. casei-L.
acidophilus), por lo que un recuento alto
de los mismos, puede sugerirnos que esta-
mos realmente frente a un paciente de ries-
go en cariologia.

Aunque los resultados fueron favorables en
lo que concierne a la correlacién entre los
morfocitos y las diferentes especies de
lactobacilos, se plantearon algunas dificul-
tades con las lecturas de los test
bioquimicos, los cuales tuvieron que ser lei-
dos siempre con luz natural para inferpre-
far correctamente los resultados.

CONCLUSIONES

El presente trabajo aporta informacién so-
bre las diversas especies de Lactobacillus
que integran la flora de la cavidad bucal.

El andlisis de las lecturas de las diversas
morfologias coloniales observadas, y de los
test bioquimicos correspondientes indica
una correlacién estable (en condiciones
standarizadas de cultivo, tiempo de
incubacién y condiciones de lectura), entre
los resultados de ambos estudios. De modo
que se ha establecido como posible y no
muy complejo la determinacién, por lectu-
ra directa, con lupa de la o las especies
predominantes en muestras de saliva. Esta
informacién puede sumarse a los datos de
recuento de Lactobacillus, en los estudios
microbiolégicos de campo. La relevancia
de este aporte podré ser evaluada en el
andlisis de este tipo de estudios.

RESUMEN

El estudio de los gérmenes del género
Lactobacillus de la cavidad oral ha sido
principalmente orientado al desarrollo e
interpretacion de test destinados a la
cuantificacién de los mismos. Considera-
mos de interés profundizar en el conoci-
miento de las caracteristicas de la coloni-
zacién de estos microorganismos con la
puesta a punto de las técnicas de identifi-
cacién a nivel de especie. En una segunda
instancia se plantes la posibilidad de
correlacionar los morfotipos coloniales ob-
tenidos habitualmente en el medio de
Rogosa y los resultados de la especiacién.
Se estudiaron 120 muestras de saliva, con
técnicas de cultivo en superficie y
cuantificacién. Se aislaron Lactobacillus en
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102 muestras y de todas ellas se realizé
estudio de los morfotipos y especiacién de
los mismos. Lactobacillus casei,
Lactobacillus acidophilus (en ese orden)
fueron las especies aisladas con mayor fre-
cuencia.

Es posible, trabajando en condiciones
standarizadas, establecer una correlacién
entre los diversos morfotipos que se obser-
van en el medio de Rogosa y las especies
de aislamiento més frecuente. Esto permite
manejar informacién adicional en los re-
sultados de los test predictivos de recuento
en placa de Lactobacillus.

SUMMARY

The study of Lactobacillus germs of the oral
cavity, has been principally oriented to the
development and interpretation of test
appointed to the recount of them. We
consider it is much of interest to explore in
the knowledge of characteristics of
colonization of these microorganisms,
putting up techniques of identification of
species. In a second instance, we tried to
make the correlation of colony morphotypes
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usually obtained at Rogsa medium and the
results of the species study.

120 saliva samples were studied with su-
perficial culture techniques and recount.
Lactobacillus were isolated in 102 samples
and we studied the morphotypes adn
species of all of them. Lactobacillus casei,
Lactobacillus acidophilus (in this order) were
the species isolated with more frecuency.

It is possible, working in standarized
conditions, to find a correlation between the
different morphotypes that can be seen in
the Rogosa medium and the most frequent
species of isolation. This allows to manage
additional information in the results of
Lactobacillus recount, of predictive test in
plaque.
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Fig.1  Colonias de L. casei subsp. rhamnosus Fig.2 Coloracién de Gram de L. casei

en medio de Rogosa subsp. rhamnosus

Fig. 3  Colonias de L. casei subsp. casei Fig.4 Coloracién de Gram de L. casei
‘en medio de Rogosa subsp. casei

Fig.5 Colonia de L. casei subsp. tolerans Fig.6 Coloracion de Gram de L. casei
en medio de Rogosa subsp. tolerans
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Fig. 7 Colonias de L. acidophilus en medio de Rogosa

Fig.9 Colonias de L. fermentum
eﬁl medio de Rogosa

Fig. 10 Coloracion de Gram de L. fermentum



Aislamiento y estudio diferentes especies de lactobacillus de la cavidad oral - 2%

% TN Sl
Fig. 11 Colonias de L. buchneri Fig. 12 Coloracién de Gram

en medio de Rogosa de L. buchneri

Fig. 13 Colonias de L. plantarum Fig. 14 Coloracion de Gram
en medio de Rogosa en L. plantarum

Fig. 15 Colonia de L. delbrueckii subsp. Fig. 16 Coloracién de Gram de L. delbrueckii
delbrueckii en medio de Rogosa subsp. delbrueckii
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Fig. 17 Colonias de L. delbrueckii subsp. Fig. 18 Coloracién de Gram
bulgaricus en medio de Rogosa de L. delbrueckii subsp. bulgaricus
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