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Resumen

Objetivo: El objetivo del presente estudio fue
evaluar la recuperacién in vitro del género Lacto-
bacillus de origen bucal y alimentario en medios
referenciados como selectivos tales como Rogo-
sa Yy MRS. Material y Método: se seleccionaron
pacientes con caries activas y se recolectaron
muestras de saliva que se cultivaron en medio
Rogosa; a partir del aislamiento primario las ce-
pas se conservaron en caldo MRS. Se procesaron
muestras de leche y agente coagulante artesanal
utilizado en la produccién de quesos artesanales,
los aislamientos primarios se efectuaron en me-
dio Rogosa. Resultados: se aislaron, purificaron
y conservaron cepas de Lactobacillus spp. a partir
de muestras de saliva y alimentos (leche y agente
coagulante artesanal). Conclusién: se demostré
que la conservaciéna corto y largo plazo del mi-
croorganismo en caldo MRS con 15% de glicerol
(crioprotector) a -20°C, pudieron, posterior-
mente ser reactivadas.

Palabras claves
Bacterias lacticas, microorganismos cariogéni-
cos, conservacion de cepas.

Abstract

Aim: the aim of this study was to evaluate the
in vitro recovery of the genus Lactobacillus from
oral and food samples on referenced medias se-
lective such as Rogosa. Materials and methods:
patients with active caries were selected, and
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saliva samples from the patient self-stimulation
were collected by; samples of milk and rennet
were processed during the artisanal cheeses
production. In Rogosa, development of strains
was obtained from a primary isolation of a mixed
sample, with subsequent storage in MRS broth.
Results: the strains of Lactobacillus spp. were
isolated, purified and preserved. Conclusion: it
demonstrated that the conservation during short
and long times of microorganisms in MRS broth
with 15% glycerol (cryoprotectant) at -20°C,
could subsequently be reactivated.
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Keywords
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Resumo

Objetivo: O objetivo do presente trabalho foi
avaliar a recupera¢io em vitro do género Lacto-
bacillus de origem bucal e alimentar em meios de
cultivos seletivos como Rogosa e MRS. Material
e método: selecionaram-se pacientes com carie
ativa e recolheram-se amostras de saliva com
estimulagiodo paciente; processaram-se amos-
tras de leite e o agente coagulante na produgio
de queijos artesanais. Conseguiu-se o desenvol-
vimento das cepas, a partir de um isolamento
primario de uma amostra mista, com posterior
conservagao em caldo MRS. Resultado: As ce-
pas de Lactobacillus spp. foram isoladas, purifica-
radas e conservadas a partir da amostras de sa-
liva e alimentos (leite). Conclusdo: Demostrou-
-se que a conservagio a curto ou longo prazo
do microorganismo em caldo MRS com 15% de
glicerol (crioprotector) as -20°C puderam, pos-
teriormente, ser reativados.

Palabras chaves
Bactérias lacticas; microorganismo cariogenicos;
preservagao de cepas.

Introduccion

En la cavidad bucal existen numerosos mi-
croorganismos de diferentes Géneros y especies
que habitan las distintas superficies de la misma.
Uno de los habitualmente presentes, correspon-
de al Género Lactobacillus spp. que se aloja en

dorso de la lengua, mucosa vestibular, paladar
duro, saliva, superficie dentaria formando parte
del biofilm y en lesiones de caries activas'>78. Es-
tos lactobacilos se caracterizan por la produc-
cion de écido lactico y forman parte del grupo de
bacterias lacticas que, ademas de ser ubicuos de
la cavidad bucal también se encuentran como flo-
ra residente en otras partes del cuerpo humano
y en diversos alimentos>'".

Los lactobacilos son microorganismos de
morfologia bacilar, pleomérficos, Gram positivos
agrupados en empalizada, anaerobios facultati-
vos o microaerdfilos, inméviles, no esporulados,
catalasa negativos®”'®. El género Lactobacillus
es descripto como un grupo heterogéneo de
“bastones regulares, Gram positivos y no es-
porulados”. Se incluyen dentro del grupo de las
bacterias lacticas debido a su capacidad para pro-
ducir acido lactico, por lo que desempeiian un
rol fundamental en la progresion del proceso de
caries®'*,

Se los clasifica de acuerdo con sus carac-
teristicas metabdlicas para la asimilacion de
hidratos de carbono en homofermentativos,
que producen acido lictico como metabolito
principal (90%),heterofermentativos estrictos
y heterofermentativos facultativos’. La capaci-
dad fermentativa de este microorganismo es
su principal factor de virulencia, al generar un
ambiente 4cido predispone a la desmineraliza-
cion de tejidos dentales del huésped (esmalte y
dentina) produce la destruccion de la pieza den-
taria. Fisiolégicamente es acidurico (habita en
ambientes con pHs 4cidos y puede seguir pro-
duciendo 4cido) y aciddfilo (habitan en ecosis-
temas con pHs acidos). Otras habilidades estan
relacionadas con su débil pero constante activi-
dad proteolitica, no sintetizan polisacaridos in-
tra o extracelulares, no presentanmecanismos
de adhesion lo que permite que su estableci-
miento y residencia sea la anatomia dentaria. Al
ser aerotolerantes desarrollan en atmosferas
con 5-10 % de CO,y requieren de 2 a 3 dias
de incubacién a 35 — 37 °C’.Se reproducen en
medios liquidos y sélidos. Luego del tiempo re-
querido para el desarrollo y multiplicacioén, las
colonias tipicas se presentan de color blanco,
forma circular, bordes lisos y regulares, super-
ficie convexa, lisa y brillante, sin pigmentos y un
tamafio que varia desde | hasta 5mm; estas ca-
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racteristicas se observan en medio agarizado’™.

Las especies de lactobacilos que se encuen-
tran, frecuentemente, en cavidad bucal y placa
dental son: Lactobacillus (Lb.) rhamnosus, Lb. aci-
dophillus, Lb. salivarius, Lb. gasseri, Lb. crispatus, Lb.
fermentum, Lb. brevis, Lb. Casei y Lb. plantarum’.

Los medios de cultivo mas utilizados para el
desarrollo de Lactobacillus spp. son Rogosa-Mit-
chell-Wiseman y DeMan-Rogosa y Sharpe.

Rogosa-Mitchell-Wiseman es un medio de
cultivo estandar utilizado para el aislamiento de
Lactobacillus spp. a partir de la biota humana y
alimentos. En su composicion, incluye aztcares
en proporciones relevantes (glucosa, sacarosa
o arabinosa), extracto de levadura y peptona’.
Se considera un medio selectivo para evitar el
crecimiento excesivo de mohos, estreptococos
y otros microorganismos. El citrato de amonio,
acetato de sodio, acido acético y el sulfato fe-
rroso actlan como inhibidores de los estrep-
tococos y otros organismos contaminantes. La
peptona de caseina, extracto de levadura y sal
de amonio, proporcionan la fuente de nitrégeno,
Tween 80 suministra los acidos grasos necesa-
rios para el crecimiento, el manganeso y mag-
nesio actlan como factores de crecimiento y la
glucosa es fuente universal de energia y carbono.
El fosfato, junto con acetato y acido acético, es-
tabilizan el pH en 5,4-5,5'%

Estudios realizados a partir de muestras de
saliva proveniente de 63 individuos, inoculadas
sobre medio Rogosa(Merck, Darmstadt, Ale-
mania) mostraron desarrollo de Lactobacillus spp
para su posterior recuento’?'. El objetivo de este
trabajo fue evaluar la recuperacién y conserva-
cion de Lactobacillus spp. en medios referencia-
dos como selectivos.

Material y Método

Poblacién: se seleccionaron 20 individuos
con caries activas cuyas edades estuvieron
comprendidas entre 18 y 21 afios. Para el con-
sentimiento informado se utilizdé el protoco-
lo aprobado por el Comité de Bioética de la
Facultad de Odontologia de la UNNE (Resol.
126/11 CD). Luego de la firma del consenti-
miento informado de los pacientes, se realizd
el examen bucal y se confeccioné la correspon-
diente ficha odontolégica.
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Muestras liquidas. Se procesaron mues-
tras de dos origenes diferentes: 20 muestras
de saliva provenientes de la cavidad bucal que
se obtuvieron mediante auto-estimulacién por
parte del paciente y muestras provenientes de
alimentos (20 de leche y 20 de agente coagulan-
te artesanal durante la produccién de quesos)
que se obtuvieron in situ en los establecimien-
tos de manufactura quesera. Para la recoleccién
de ambas, se emplearonrecipientes herméticos
estériles que se transportaron al laboratorio en
condiciones de refrigeracién y se procesaron el
mismo dia. Para la recuperacién de lactobacilos,
se utilizd el medio Rogosa (BiokarDiagnostics,
Beauvais, Francia), preparado segln las indica-
ciones del fabricante y luego se adicion6 acido
acético para lograr el pH de 5,5. Las muestras
se inocularon mediante la metodologia de siem-
bra en superficie sobre el medio solidificado en
cajas de Petri; se empled 0,1 mL de saliva en
una dilucién de 1/5 como inéculo y se distribuyo
con espatula de Drigalsky; las cajas de Petri se
incubaron durante 48 h a 37 °C en atmésfera de
CO,. Las colonias que presentaron caracteres
tipicos del género Lactobacillus spp., color blan-
co, forma circular, bordes lisos y regulares, su-
perficie convexa, y tamafio entre | y 5mm, y su
microscopia correspondié a bacilos de extremo
redondeado, se seleccionaron para su purifica-
cion y conservacién. Se realizaron pasajes suce-
sivos desde un medio sélido (Rogosa) a liqui-
do (caldo De Man-Rogosa y Sharpe, MRS-Lab.
Britania-Argentina) incubando a 37 °C durante
24 h. La pureza de las cepas se comprobd por
microscopia y el contenido se fraccioné en tu-
bos Eppendorf empleando glicerol (15 %) como
crio-protector para su conservacién a -20 °C.

Resultados

Del aislamiento primario de las 20 muestras
de saliva procesadas se obtuvo desarrollo de mi-
croorganismos con caracteristicas macromorfo-
|6gicas tipicas (Fig. 1) en el total de las muestras
(100 % de recuperacion). Todos los aislados fue-
ron catalasa (-) y, a la tincion de Gram mostraron
ser bacilos Gram +, cortos, de extremo redon-
deado y pleomérficos (Fig. 2) que se clasificaron
como Lactobacillus spp.



REVISTA FACULTAD DE ODONTOLOGIA
ISSN N° 1668-7280 - Vol. X N° 1 - 2017

10

De las 20 muestras de leche procesadas, se
logré la recuperacion de lactobacilos solo en 2
de ellas (10% de recuperacion) y de las 20 mues-
tras de agente coagulante, se recuperaron lac-
tobacilos en el 100% de ellas, presentando una
carga microbiana promedio de 8,0.107 unidades
formadoras de colonias/mL. Las cepas obteni-
das se conservaron por congelacién en medio
liquido MRS con adicion de glicerol al 15% como
crioprotector durante |15 dias, 6 meses y | afio.
Luego de transcurridos los mencionados tiem-
pos, las cepas se reactivaron logrando desarrollo
en aquella almacenadas durante 15 dias y 6 me-
ses de ambos origenes, oral y alimentario (Fig.
3). Las cepas de origen alimentario conservadas
durante | afio, se recuperaron exitosamente, no
asi las cepas de origen humano.
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Discusion

Los lactobacilos son un grupo de microorga-
nismos que habitan el cuerpo humano y forman
parte de la biota de algunos alimentos. Por sus
caracteristicas metabolicas, algunas especies son
utilizadas como cultivos iniciadores o como par-
te de ellos, para la manufactura de diferentes ali-
mentos fermentados, como quesos artesanales'?.
Sus metabolitos de origen peptidico ejercen acti-
vidad antagénica frente al crecimiento de diferen-
tes especies bacterianas'* '®, por lo cual poseen
gran interés industrial como bio-preservantes
inocuos para la salud humana y fundamentanla
importancia de su cultivo y preservacién. En el
area de la salud odontolégica, por ser habitantes
de la cavidad bucal, se considera importante su
recuento para determinar el riesgo microbio-
l6gico de actividad de caries de los sujetos que
padecen esta enfermedad?'.

La preservacion y mantenimiento de las cepas
de origen bucal cultivadas y conservadas a bajas
temperaturas, con la adicién de crioprotectores
es importante para garantizar su pureza, sin va-
riaciones ni mutaciones, es decir, conservar el
estado fisiologico, metabdlico y genético origina-
les presentes en el microorganismo lo cual per-
mite utilizar las cepas aisladas e identificadas para
diferentes propésitos: facilitar el proceso ense-
fianza — aprendizaje en la formaciéon de recursos
humanos y docencia de grado y posgrado, en la
elaboracion o biopreservacion de variados pro-

Figura 2. Tincion de Gram (+).

Figura 3. Reactivacién de cepa en mediode cultivo liquido.
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ductos en la industria y en evaluaciones diagnos-
ticas genéticas, epidemioldgicas, inmunoldgicas y
patologicas?.

Alvarado Rivas y col., emplearon agar MRS
para el aislamiento primario de lactobacilos a
partir de quesos artesanales. Seleccionaron las
colonias mas representativas, las inocularon en
igual medio liquido y las incubaron en condicio-
nes de microaerofilia durante 48 h a 37 °C. Para
la conservacion de estas cepas crecidas adicio-
naron al caldo MRS, 30 % de glicerol como crio-
protectory para su recuperacion utilizaron este
mismo medio'®.

Ortega y col., realizaron el aislamiento de
Lactobacillus spp. en medio Rogosa para realizar
el recuento de unidades formadores de colonias
por mililitro de saliva (ufc/mL), con el objetivo
de determinar la actividad de caries en un grupo
de pacientes con edades entre 8 y |5 afios que
presentaban diabetes tipo I'".

Sanchez y col., realizaron el aislamiento de
cepas de Lactobacillus spp. a partir de muestras
vaginales en caldo y agar MRS, utilizindolos a su
vez como medios de conservacién a corto pla-
zo mantenidos a 4 - 8 °C realizando repiques
mensuales. Para la conservacion a largo plazo
emplearon caldo MRS con la adicién de glicerol
(30 %). Lograron recuperar las cepas conserva-
das en el mismo medio liquido con la finalidad
de evaluar la actividad antagonica in vitro frente
a patégenos clinicos tales como Candida albicans
y Escherichia coli'®.

En funcién de los resultados que se presen-
tan, se establece que la utilizacién del medio Ro-
gosa otorga seguridad para el aislamiento selec-
tivo primario de muestras liquidas de origen bu-
cal exitosamente (100% de recuperacion total),
en concordancia con los autores antes mencio-
nados. Sin embargo, no es el mejor medio para
la recuperacion de Lactobacillus spp. a partir de
muestras liquidas de origen lacteo (55% de recu-
peracion total), para lo cual se recomienda habi-
tualmente el empleo del medio MRS'. El medio
liquido de igual composicién (MRS) permitié la
purificacion y conservacion de cepas de lactoba-
cilos de ambos origenes.
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Conclusiones

El andlisis de los resultados obtenidos permi-
te enunciar que:

e El agar Rogosa proporcioné las condicio-
nes para el aislamiento selectivo de lac-
tobacilos a partir de muestras liquidas de
origen bucal.

e El medio liquido (MRS) utilizado para la re-
produccion y purificacion de Lactobacillus
spp. obtenidos a partir de muestras liquidas
de la cavidad bucal y de alimentos de ori-
gen lacteo, permitid, ademas, ser empleado
para la conservacién por congelacién de las
cepas aisladas durante un tiempo de alma-
cenamiento de 6 meses para los aislados
bucales y | afio para los de origen lacteo,
bajo las condiciones especificadas.
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