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Resumen

Este trabajo se basa en una revision bibliogrdfica mediante la cual
estudiamos a los lactobacilos, su importancia en el ?roceso carioso y

algunos tests é')redictivos ({ue nos permiten conocer ]
numero de colonias de lactobacilos presentes en

actividad acidogénica y e

os distintos grados de

la saliva de una poblacién determinada.
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LACTOBACILOS

El género Lactobacillus esta constitufdo por baci-
los rectos o ligeramente curvados, Gram positivos, que
pertenecen a la familia Lactobacillaceae. Sus lados
son paralelos, se disponen aislados, en pares o en
cadenas, algunas veces filamentosos o pleomérficos.
Son no esporulados y usualmente no méviles. Se
dividen en un plano sin ramificarse (13, 14). Necesitan
para desarrollar medios con requerimientos nutricio-
nales complejos (vitaminas, tiamina, péptidos, amino-
4cidos, hidratos de carbono, tween 80, etc.). Su morfo-
logfa colonial es variable segiin el medio; en el medio
de Rogosa (15) desarrollan generalmente colonias de
bordes regulares, lisas, brillantes, blanquecinas y trans-
parentes. Algunos autores (7) describen una variedad
lisa para streptobacterium y una rugosa para thermo-
bacterium.

La energfa la obtienen de la fermentaci6n anaeré-
bica de anicares. Podemos agruparlos en dos tipos: a)
homofermentadores, los que dan como producto de la
fermentacidn de 1a glucosa y otros aziicares un 95% de
dcido l4ctico; b) heterofermentadores, aquellos que
producen 4cido acético, férmico, alcohol, CO, y otros
elementos as{ como también un 50% de 4cido l4ctico
(Tabla 1 y 2).

La mayorfa son microaeréfilos, otros crecen en
condiciones de anaerobiosis, son favorecidos por la
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presencia del CO,. No producen catalasa, oxidasa, ni
indol, no reducen nitritos (4).

Son acidéfilos, ya que crecen mejor en vecindades
de pH 6; su rango es de pH 4 a 6,8, aunque algunos
crecen a pH menores. Son rdpidamente destrufdos por
el calor (60 a 65 °C en media hora).

Resisten los 4cidos y son capaces de sobrevivir y
adn crecer en medio 4cido (acidhiricos), también son
formadores de 4cido (acid6genos).

Los lactobacilos los podemos dividir en (4):

a) Thermobacterium - homofermentadores que
crecen en un rango de 37°C y 45°C: L. delbrueck
subespecie lactis y bulgaricus, L. helveticum,
L. acidophilus y L, salivarius.

b) Streptpbacterium - crecen en un rango de 30°C
a 15°C: L. casei y L. plantarum.

¢) Betabacteriwn - heterofermentadores que crecen
a temperaturas variables: L. fermentuon, L. brevis,
L. buchneri y L. viridescens.

Con respecto a su habitat podemos citar a la
cavidad oral, tracto intestinal del hombre, y en vagina
después de la pubertad. Se encuentran también en la
leche y sub productos (incluyendo pasteurizada), en
levadura, en cerveza, suelo, estiércol, peces y en muchos
productos animales y vegetales fermentados. Se han
encontrado en una gran variedad de infecciones
odontolégicas; controles de endodoncia permiten
hallarlosenun 5% a 12% de todos los cultivos positivos
(12). Se los encontr6 en bacteriemias (3) y en pulpas
infectadas de dientes deciduos. En adultos el nimero
varfa de pricticamente 0 hasta aproximadamente 100.000
lactobacilos por ml. de saliva.
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L. delbrueckii - d = + - + - d - + - - - - B = d
subsp. delbrueckii
L. delbrueckii - d + + d + + + - + - - - - + = +
subsp. lactis
L. delbrusckii S s s g s o
subsp. bulgaricus
L. acidophilus - + + + + + + + + - - - - - d
L. salivarius - - d + + + + + - - d - - - +
d-11a89%+  (Fuente: 4)

TABLA 1
Fermentacion de carbohidratos de algunas especies homofermentadoras
del género Lactobacillus

En base a su estructura antigénica podemos hacer
varios grupos; por reacciones de precipitacién entre
extractos 4cidos y antisuero preparado por inyeccién
de células enteras muertas a conejos. Tenemos entonces:

A; B-L. casei var casei’;

C-L. casei var. casei, var. alactosus y var. rhamnosus;

D:E-L. buchneri y brevis;

F-L. fermentum”;

G-L. salivarius.

Grupos antigénicos de L. acidophilus no han sido
identificados. Los antfgenos pueden ser quimicamente
diversos: polisac4ridos de la pared celular (grupos B y
C), 4cido teicoico ribitol (grupo E) 4cido teicoico
glicerol de pared (grupo A) y de membrana celular

(grupos A y F).

Incidencia de lactobacilos en lesiones
cariosas

Condiciones acidiiricas asociadas con caries
favorecen el crecimiento de lactobacilos (18), éstos
son los responsables de la progresién de lalesiénenla
dentina y contribuyen a mantener el pH 4cido en la
cavidad oral. Se puede afirmar que aunque no son
escenciales en la lesién, el aumento de lactobacilos en
saliva nos indica la existencia de lesiones cariosas y
condiciones acidogénicas que existen en la boca (22).

Enla mayorfa de los casos donde se encuentranlos
lactobacilos, se encuentran estreptococos, ya que la
acidez que producen estos iiltimos favorecen la presencia
de los lactobacilos, es decir que al disminuir el pH,
disminuye el mimero de estreptococos y aumentan los
lactobacilos.

Los colonizadores primarios son los estreptococos;
los 4cidos productos finales formados a partir de hidratos
de carbono favorecen la aparicién en las lesiones
cariosas de colonizadores secundarios como los
lactobacilos y levaduras. Es decir que los lactobacilos
no tienen un papel etiolégico primario sino que son
patégenos secundarios en la caries (11). Realizando
tomas de placa de lesiones cariosas incipientes, se
demostré que los lactobacilos no se encontraban en
éstas y que su rol en la iniciacién de lesiones cariosas
sobre la superficie lisa de los dientes era mfnima (1).

La flora oral normal tiene gran cantidad de
estreptococos. Dietas cariogénicas brinda azicar en
abundancia; esta \ltima, los estreptococos y los productos
dcidos finales, favorecen la selectiva proliferacién de
lactobacilos. Las condiciones 4cidas necesarias pueden
ser creadas en sitios de la cavidad oral donde los
estreptococos estdn en muy alta concentracidn y en las
regiones retentivas de los dientes en donde la placa
dental se acumula (21). La acidez de la misma puede
caer a pH 5 en unos minutos, luego que un carbohidrato
fermentable es ingerido, lo que favorece la presencia
de los lactobacilos.

Aumentan con las lesiones cariosas, con saliva
4cida, con la ingesta de azicares refinados, con
disminucién del flujo salival y en 1a diabetes. También
aumentan con aparatos de ortodoncia y colocaci6n de
prétesis completas. Disminuyen con la higiene y algunos
autores indican que a pacientes dentados alos cuales se
les realiza la extraccidn total de sus dientes se lleva a
cero el mimero de lactobacilos.

En un trabajo realizado con un grupo de nifios (6)
se aislaron 500 tipos de lactobacilos, observandose que
el Lactobacillus caset se encontraba en un 39%, mientras
que el L. acidophilus enun 11%, los L. buchneri en un
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d-11 a 89% + w- + a débll reaccién (Fuente: 4)
TABLA 2
Fermentacion de carbohidratos de algunas especies
heterofermentadoras del género Lactobacillus

5%, de lo que se comprob6 que la especie de lactobacilos
dominante aislada era L. casei. Tanto el L. casei como
el L. acidophilus son los responsables de la difusién y
continuacién del proceso carioso y no de la iniciacién

(11).

TESTS PREDICTIVOS DE
CARIES DENTAL EN BASE AL
ESTUDIO DE LACTOBACILOS

Mediante los tests predictivos es posible evaluarel
riesgo del futuro desarrollo de caries y aumentar la
motivacién de los pacientes. Nos permiten también
valorar la efectividad de programas de educaci6n, de
medidas preventivas y terapéuticas aplicadas, e identificar
a individuos o grupos con alta actividad cariogénica.

j te con los test predictivos es necesario
también una buena evaluacién clinica de los pacientes.
Para obtener mejores resultados es necesario también,
el uso combinado de varios test predictivos.

Nos referiremos en especial a tres test predictivos
en base al estudio de lactobacilos: test de Snyder,
recuento de lactobacilos y Dentocult.

Test de Snyder

La técnica de Snyder (2) no se utiliza en forma
individual sino con fines estadfsticos en forma colectiva
ya sea en escuelas, liceos o cualquier poblacién
determinada que se desee evaluar.

Como primera etapa el paciente debe salivarenun
frasco estéril hasta obtener un volumen adecuado de
saliva (2 mL). La toma se hace en ayunas, sin higienizarse
y estimulando el flujo salival con un trozo de parafina
0 goma dique estéril.

Luego se procede a la siembra de 1a misma en el
medio de Snyder.

Elmismo consta de: triptosa 20 gr. dextrosa 20 gr.,
agar 20 gr., CINa 5 gr. y 0,02 gr. de verde de bromocresol
(indicador de pH). E! pH final se ajusta a 4.8 a 25°C.
Para su preparacion se disuelven 6,5 gr. en 1 litro de
agua destilada, se funde, se vierte en tubos de vidrio
(10 ml) y se esterilizan. A pH 4,8 el medio es de color
verde, cuando estd por arribade 5 es verde azulado yes
amarillo cuando el pH est4 por debajo de 4.

Previo a la siembra debemos ponerlos tubos conel
medio de Snyder en un bafio de agua que estd a la
temperatura de 45°C, sino lo tenemos, simplemente lo
ponemos a bafio Marfa, lo llevamos a ebullicién y una
vez fundido dejamos enfriar hasta que llegue a la
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FIGURA 1
Dispositivo rectangular con su recipiente de
rosca correspondiente utilizado para el Dentocult

temperatura deseada (40 a 45°C), la cual controlamos
con la palma de la mano. El medio no puede estar muy
caliente porque corremos el riesgo de destruir a los
microorganismos presentes en la saliva, ni muy frfo ya
que 0o nos permitir{a su correcta homogeinizacién.

Para sembrar usamos pipetas de vidrio estériles o
micropipetas. Homogeneizamos la saliva con el mixer
y tomamos con la pipeta 0,2 ml de saliva la cual
vertemos en el tubo conel medio de Snyder contécnica
aséptica, es decir flameamoslaboca del tubo, vertemos
la saliva, flameamos nuevamente y tapamos el mismo.
Homogeneizamos con el mixer o con las manos haciendo
rotar el tubo entre ambas. Una vez homogeneizado se
identifica el material y se lleva a estufa a incubar a
37°C. Se hace la lectura durante tres dfas.

La cantidad de 4cido producida por la flora
acidogénica es detectada por cambios del pH indicador
y comparado con un control durante las 24, 48 y 72
horas.

Tiempo 24 horas 48 horas 72 horas72 horas
+ - - -
+ - -
+ -
Actividad alta o moderada o baja o inactiva o
acidogénica marcada mediana  ligera nula
+ amarillo
- verde

FIGURA 2

Modelos standar que nos permiten comparar la
densidad con el nimero de colonias de lactoba-
cllos que desarrollan en el Dentocult.

Puede aparecer el agar amarillo (+) y roto lo que
nos indica que hubo actividad acidogénica con
desprendimiento de gases que da lugar a ruptura del
agar y lodesplaza. Generalmente un resultado positivo
a las 24 horas nos sugiere que los factores desencadenantes
potenciales de la caries estdn presentes.

Recuento de colonias de lactobacilos
en el medio de Rogosa

Este test mos permite contar las colonias de
lactobacilos presentes en saliva que desarrollan
posteriormente a su siembra en el medio de Rogosa.
Este medio (15) estd formado por tripticase 10 gr.,
extracto de levadura 5 gr., KH PO, 6 gr., citrato de
amonio 2 gr., solucién salina 3 ml., glucosa 20 gr.,
acetato de sodio 25 gr., 4cido acético (99,5%) 1,32 ml.,
Tween 80 1 gr., agar 15 gr., agua 1 litro. Se disuelven
los ingredientes en un litro de agua (no se esteriliza) y
se reparte en placas de Petri. El pH se ajusta a 5,4.

Paralatécnica se debe colectar saliva previamente
estimulada (con parafina ¢ goma dique estéril) en un
frasco estéril. Se homogeiniza la muestra ya sea en
forma manual o con un mixer y se diluye la misma en
thiol. En la Cétedra de Microbiologfa, después de
probar varias diluciones optamos por utilizar aquella
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con la cual obtuvimos mejores resultados: 1 ml de
saliva en 10 ml. de medio. Se pipetea 0,1 ml de esta
dilucién y se vuelca sobre la placa con el medio de
Rogosa. Luego extendemos la saliva uniformentente
con una varilla de vidrio doblada mediante el calor y
llevamos a incubar a 37°C durante 24 a 48 horas en
campana (CO,).

Transcurrido ese tiempo se realiza el recuento.
Para ello usamos un contador de colonias con lupa.
Este aparato tiene un dispositivo cuadriculado donde
colocamos la placa. Se cuentan las colonias por cuadradito
y se multiplican por la dilucién del inéculo.

Las colonias de lactobacilos aparecen en el medio
de Rogosa, en su mayorifa, de 2 a 4 mm. de didmetro,
redondas, lisas, blancas, convexas brillantes vy
transparentes. En el medio pueden desarrollar también
colonias de levaduras, pero éstas en general tienen un
didgmetro mayor y diferente morfologfa colonial; en
‘caso de dudas se debe realizar una coloracién de Gram
para que no se falsee el resultado.

La interpretacién del recuento es la siguiente:

* (0 a 5.000 ufc/ml nula o ligera
actividad
acidogénica
* 5,000 a 50.000 ufc/ml moderada actividad
acidogénica

* mds de 50.000 ufc/ml alta actividad
acidogénica

Un bajo recuento de colonias estd asociado
generalmente a una baja actividad cariogénica, un
recuento alto en cambio, a una acentuada actividad
cariogénica. En general nifios con bajo recuento de
lactobacilos tienen bajo consumo de azicar y tienen
bajo nivel de actividad cariosa. (22, 23).

El recuento de lactobacilos en prediccién de caries
debe serusado ensalud y en pacientes tratados, tratando
de que no halla 4reas de retencién sobre los dientes
como cavidades abiertas, malas restauraciones,
dentaduras o bandas ortodéncicas. En estas situaciones
el recuento parece reflejar la frecuencia de ingesta de
carbohidratos fermentables e indirectamente el riesgo
de iniciacién de lesiones cariosas (8).

Dentocult

Mediante este método podemos determinar también
microorganismos acidiricos presentes en la saliva,
pero la diferencia con los test predictivos previamente
descritos es que puede ser usado en el consultorio
odontolégico y puede ser ficilmente entendido por los
pacientes.

Al igual que en los anteriores debe recolectarse
saliva, la cual es volcada sobre un medio similar al de
Rogosa, el cual se encuentra en un dispositivo rectangular
que asu vez se coloca dentro de un frasco enroscédndolo.
(Fig. 1). La ventaja que tiene es que se incuba
aerébicamente a 37°C o a temperatura ambiente durante
dos o més dfas.

El mimero de colonias que desarrollan en el
dispositivo se compara con la densidad de modelos
standar. Se utilizan cuatro modelos: 10°, 10%, 10°, 10°
(Fig. 2).

Este test tiene la ventaja de que permite la
comparaci6n de varias tomas realizadas de un mismo
paciente, ya que los Dentocult pueden ser refrigerados
por largos perfodos sin alterarse. Esto trae aparejado,
en general, una motivacién de los mismos en el control
de su higiene y en la dieta.

Pueden aparecer errores en los resultados, ya sea
por una mala homogeinizacién de la saliva, o por el
desarrollo en el dispositivo de colonias grandes de
hongos que crecen mejor que los lactobacilos a la
temperatura de la habitacién.

El Dentocult es un test prictico, pero sumamente
costoso para su empleo en nuestro medio.

Conclusiones

Los lactobacilos son colonizadores secundarios de
las lesiones cariosas, por lo que estdn relacionados
fntimamente con la actividad cariogénica y también
con la dieta.

También coincidimos con los disntintos autores
que afirman que los tests predictivos son de gran ayuda
para la educacién del paciente, ya sea en la ingesta,
control de placa y control de odontologfa restauradora.
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