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iii. RESUMEN 

INTRODUCCIÓN: La enfermedad de caries se define como una enfermedad 

crónica, no transmisible y mediada por bacterias que provoca la destrucción de los 

tejidos duros del diente. Es la más prevalente dentro de las afecciones orales por 

un gran margen de diferencia. Dentro de la amplia gama de opciones para el 

manejo de esta enfermedad, ha surgido la modificación de la microbiota a través 

del uso de probióticos. Entre los probióticos estudiados en salud oral, los 

Lactobacillus spp han sido los que cuentan con un mayor número de 

investigaciones, destacando en el control biológico de caries. Se trata con este 

trabajo proponer probióticos disponibles en el mercado, que puedan ayudar en el 

manejo de la enfermedad de caries.  

OBJETIVOS: Establecer diferencias en la microdureza superficial entre bloques de 

esmalte humano en un modelo in vitro de caries con y sin la aplicación de 

probióticos comerciales. 

MATERIALES Y MÉTODOS: Se simuló en un modelo in vitro un ambiente 

cariogénico utilizando la formación de una biopelícula acidogénica de S. mutans 

en caldo BHI, sobre bloques de esmalte humano de 3mm x 3mm x 3mm, unidos a 

un armazón metálico. Se contó con 3 grupos controles; un control negativo (sin 

exposición a sacarosa), un control positivo (con exposición a sacarosa), un control 

probiótico (con exposición a sacarosa y al probiótico L. rhamnosus) y 2 grupos con 

exposición a sacarosa y probióticos comerciales (L. reuteri y una mezcla entre P. 

pentocaseus con B. longum). Estos bloques fueron expuestos durante 5 días, 4 

veces al día a sacarosa, simulando los momentos de “festín y hambruna”, y 1 vez 

al día a los probióticos previamente mencionados. Al finalizar el experimento, las 

muestras fueron despegadas de su armazón y se evaluó en cada una la 

microdureza superficial, realizando medidas en 3 puntos diferentes de su 

superficie del esmalte. Se obtuvo un promedio por muestra y por grupo. 

RESULTADOS: En el estudio realizado se observó el efecto tópico de los 

probióticos L. reuteri y de la mezcla entre P. pentosaceus con B. longum sobre el 

esmalte dental. Las muestras expuestas a sacarosa/probióticos, presentan 

microdureza similares entre sí. Si bien, se observó que los grupos probióticos 
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tienden a evidenciar un promedio mayor en comparación con el control positivo, no 

se observó ninguna diferencia estadísticamente significativa. Los resultados 

sugieren una disminución de la actividad acidogénica de S.mutans. 

CONCLUSIONES: Los probióticos comerciales de las cepas L. reuteri y una 

mezcla entre P. pentosaceus con B. longum poseen el potencial de disminuir la 

desmineralización en un modelo in vitro de caries mediado por bacterias, sin 

embargo, no se observó diferencia estadísticamente significativa en los resultados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 

1. INTRODUCCIÓN 

La enfermedad de caries se define actualmente como una enfermedad crónica, no 

transmisible, modulada por factores biológicos, conductuales, psicosociales, 

ambientales, en donde el consumo frecuente de carbohidratos fermentables 

provoca un cambio ecológico en la biopelícula dental que lleva a una disbiosis y un 

consecuente incremento en la producción de ácidos orgánicos. (Vita, M. y cols. 

2020). La OMS estima que cerca del 50% de la población mundial padece alguna 

enfermedad oral, siendo la enfermedad de caries tanto en dientes deciduos como 

permanentes la enfermedad oral más prevalente (Jain, N. y cols. 2023).  

Según estudios nacionales disponibles, a los 2 años de edad la prevalencia de 

caries es de un 17,5%, de 49,6% a los 4 años y de 70,4% a los 6 años. La 

prevalencia de caries a los 12 años es de 62,5%, esta cifra va aumentando con la 

edad hasta llegar a un 99,4% en adultos entre 67 a 74 años (Ministerio de Salud, 

2021). 

Si bien la enfermedad de caries no es un peligro para la vida, puede significar una 

gran incomodidad y un gran impacto en el estado anímico de las personas que lo 

padecen, además de un significativo impacto monetario al tratar la enfermedad 

(Chen y Wang 2010). Aún más relevante, en personas con lesiones de caries no 

tratadas se puede observar una deficiencia masticatoria, originando una alteración 

en la nutrición y alimentación, llegando en casos más extremos a una dificultad en 

el habla (Duarte, I. 2015).  

La caries dental es definida hoy en día como una enfermedad crónica no 

transmisible (ECNT). Estas enfermedades son aquellas que no pueden ser 

adquiridas mediante contagio de una persona a otra, en este tipo de 

enfermedades los comportamientos personales y elecciones de vida juegan un rol 

fundamental (Manderson y Jewett, 2023). La enfermedad de caries comparte los 

mismos factores biológicos y no biológicos que otras ECNT; edad, genética, estilo 

de vida, dieta, situación socioeconómica, entre otras (Twetman, S. y cols, 2018). 

También poseen las mismas características que otras ECNT; son enfermedades 

de larga duración y lenta progresión, fuerte asociación con factores de riesgo 

modificables y un impacto desproporcionadamente mayor en población más 
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vulnerable (Giacaman y cols, 2022). La prevención de la enfermedad de caries 

puede ayudar a la prevención de las ECNT.  

Recientemente, ha habido un cambio en el paradigma de cómo se ven y estudian 

las enfermedades orales en general y específicamente la caries dental. Este 

cambio, es lo que ha llevado a buscar otras estrategias para abordar su 

tratamiento, entre las cuales, actualmente se estudian los probióticos.  

Los probióticos son definidos por la Organización Mundial de la Salud como 

cualquier microorganismo vivo que cuando es administrado en cantidades 

adecuadas, otorga efectos beneficiosos al hospedero (OMS 2006). Los probióticos 

se han usado en áreas como la ganadería, la agricultura y hasta la medicina. En el 

área médica se han utilizado en diferentes campos como la gastroenterología, 

inmunología, oncología, entre otros (Foligné, B. 2012; Joseph, B. y cols. 2013; 

Lefevre, M. y cols. 2015 Zaura, E., y Twetman, S. 2019; Golchin, A. 2023).  

Desde el punto de vista de la salud oral los probióticos han sido estudiados con 

respuestas positivas para el tratamiento de enfermedades orales (Näse, L. y cols. 

2001; Ahola, A. y cols. 2002; Juneja, A. y Kakade, A. 2012; Campus, G. y cols. 

2014; Nishihara, T. y cols 2014; Alou, M. y cols. 2015; Ratna, S. y cols. 2020). Se 

ha demostrado que cepas de bacteria Limosilactobacillus reuteri (L. reuteri) son 

capaces de interferir en la formación in vitro de la biopelícula de Streptococcus 

mutans (S. mutans) (Söderling, E. y cols. 2010) y que el uso de Pediococcus 

pentosaceus (P. pentosaceus) y Bifidobacterium longum (B. longum), podrían 

tener un efecto terapéutico para el manejo de la enfermedad de caries dental 

(Astó, E. y cols. 2021; Chen, K. y cols. 2021).  

El objetivo de este estudio es observar el efecto de los probióticos L. reuteri y de la 

mezcla de P. pentosaceus y B. longum sobre la desmineralización del esmalte 

dental con el fin de encontrar otra alternativa para el manejo de la enfermedad de 

caries dental. 
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1. Caries dental 

El ser humano ha co-evolucionado con los microorganismos que colonizan sus 

superficies a lo largo del tiempo, en una simbiosis que se ha caracterizado por una 

integración funcional y una adaptación mutua, constituyendo un super organismo 

único denominado holobionte (Killian, M. y cols. 2016). Se ha estimado que 

poseemos una relación de células eucarionte/procarionte de 1:10, es decir que por 

cada célula humana podemos encontrar 10 células bacterianas (Luckey, T. 1972). 

En estudios más recientes esa cifra se ha modificado, se propone la presencia de 

1,3 bacterias por cada célula humana (Sender y cols. 2016). Este conjunto de 

microorganismos que reside tanto dentro como sobre el cuerpo humano, que se 

organizan en comunidades funcionales y estructuradas y que se adhieren a las 

superficies, recibe el nombre de microbiota y cumple diversas funciones en el 

cuerpo, desde una barrera protectora para microorganismos exógenos, hasta 

productores de vitaminas y energía, incluso como regulador del sistema cardíaco 

(Chow y cols. 2010; Relman 2012). El ecosistema oral es un sistema biológico 

altamente complejo, diverso y dinámico que se puede ver influenciado por 

múltiples factores como la temperatura, disponibilidad de nutrientes, pH, uso de 

antimicrobianos, estilos de vida y otros, que le pueden ocasionar perturbaciones 

transitorias o permanentes (Kilian y cols, 2016). Cuando la perturbación es 

sostenida en el tiempo, se rompe el fino equilibrio entre la microbiota oral y el 

hospedero humano lo que trae como consecuencia que el equilibrio del holobionte 

transite desde un estado de salud hacia un estado de enfermedad, de naturaleza 

disbiótica (Marsh, P. 2018). Como ejemplo de disbiosis locales se describen las 

otitis, algunas enfermedades de la piel y patologías genitourinarias (Brubaker y 

cols, 2017). La disbiosis se refiere a un desequilibrio o alteración en la 

composición y función de la microbiota, que son los microorganismos que habitan 

en un entorno particular, como el intestino o la piel (Litvak y Bäumler, 2019). En la 

cavidad oral enfermedades gingivoperiodontales y enfermedad de caries 

responden también a esta clasificación (Simon-Soro, A. y Mira, A. 2015). 

La boca, está colonizada por una microbiota que posee gran variedad de 

microorganismos, como levaduras, virus, micoplasmas, protozoos y en mayor 
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cantidad bacterias. Esta microbiota es característica y distinta de la microbiota en 

sectores más vecinos como la piel o el tracto digestivo (Devine, D. y cols., 2015). 

Estos microrganismos quedan encerrados dentro de una matriz extracelular 

autoproducida, que se adhieren a superficies bióticas o abióticas, esta compleja 

matriz con variedad de microorganismos es conocida como biopelícula (Chacko y 

Dhaded, 2021). En la boca la biopelícula se puede encontrar en la mucosa oral y 

en la superficie de los dientes. La biopelícula dental es natural y tiene un efecto 

positivo importante en el mantenimiento de la salud bucal, y muchas de las 

bacterias residentes aportan importantes beneficios. Existe una compleja red de 

interdependencias entre los miembros de la biopelícula, que contribuyen a 

mantener la estabilidad de la comunidad y la resistencia al cambio (Marsh, P. 

2018). 

Por su parte, la saliva cumple un papel fundamental en el mantenimiento de la 

microbiota oral beneficiosa para el hospedero. Tiene una serie de funciones que 

incluyen; actuar como tampón para mantener un pH favorable para el adecuado 

crecimiento y metabolismo de la microbiota oral, eliminar sustratos, eliminar 

productos de fermentación, eliminar bacterias ligeramente adheridas, entregar 

componentes de las defensas innatas y adaptativas del hospedero, y proporcionar 

sustratos que apoyan el crecimiento de microorganismos orales beneficiosos 

(Marsh, P. y cols. 2016).  

Los dientes están compuestos naturalmente por esmalte, dentina y cemento. Cada 

uno posee cantidades distintas de tejido inorgánico de hidroxiapatita 

(Ca10(PO4)6(OH)2) principalmente. El esmalte posee un contenido mineral de un 

90% aproximadamente, la dentina de un 70% y el cemento de un 45%.  Este tejido 

inorgánico se mantiene constantemente en un proceso dinámico de 

desmineralización y remineralización, manteniendo un equilibrio entre ambos 

procesos (Abou Neel, E. y cols. 2016). La enfermedad de caries se define 

actualmente como una enfermedad crónica no transmisible, modulada por factores 

biológicos, conductuales, psicosociales y ambientales, en la que el consumo 

frecuente de carbohidratos fermentables provoca un cambio ecológico en la 

biopelícula dental que lleva a una disbiosis y un consecuente incremento en la 

producción de ácidos orgánicos. Esto provoca que el equilibrio tienda a la 
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desmineralización, lo que produce en consecuencia una pérdida de minerales en 

los tejidos duros del diente, pudiendo resultar en una lesión de caries (Vita, M. y 

cols. 2020).  

Al ser la enfermedad de caries un proceso continuo entre los fenómenos de 

remineralización y desmineralización de los tejidos duros del diente, se consensuó 

que es más preciso hablar de manejo, cuidado o control de caries más que de 

prevención de la enfermedad (Vita, M. y cols. 2020). En etapas iniciales, las 

lesiones de caries de esmalte presentan desmineralización que puede estar en 

cualquier sitio a lo largo de su superficie, siendo unos sitios más propensos que 

otros. Esta situación si no llegase a ser revertida puede resultar en fallo mecánico 

y en una posterior cavitación, lo que conlleva en muchas oportunidades a un ciclo 

vicioso de restauración (Pitts, 2004). Por otra parte, los enfoques preventivos y 

terapéuticos para el manejo de la caries dental han cambiado significativamente 

durante los últimos años, principalmente debido al aumento sostenido en la 

investigación, generando así, mayor evidencia para la toma de decisiones clínicas, 

con diferentes propuestas de tratamiento que varían según la severidad de la 

enfermedad y si la lesión de caries está o no cavitada. En el tratamiento existen 

variadas alternativas para el manejo de la enfermedad como; la reducción en la 

frecuencia del consumo de azúcares, la aplicación de barniz fluorado (22600 ppm 

F-), la eliminación de las lesiones de caries con su posterior restauración directa o 

indirecta (Muñoz-Sandoval, C. y cols. 2022). Complementariamente a estas 

posibilidades ha surgido la opción del manejo de la enfermedad de caries 

mediante la modificación de la microbiota a través del uso de probióticos. 

 

2.2. Probióticos 

La primera vez que se usó la palabra probiótico fue por el microbiólogo ucraniano 

Iliá Méchnikov en 1907, quien atribuía la longevidad de los campesinos balcánicos 

al consumo de lácteos fermentados. La palabra deriva de la conjugación de dos 

palabras en latín Pro “a favor de” y Bioto “Vida” (Metchnikoff, E. 1907). Más tarde 

en 1965 Lilly y Stilwell, usarían esta palabra para nombrar a toda sustancia 

secretada por microorganismos que estimulan el crecimiento de otro 
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microorganismo (Lilly y Stillwell, 1965). Años más adelante, Fuller redefinió la 

palabra como un complemento alimenticio microbiano vivo que afecta 

beneficiosamente al animal hospedero mejorando su equilibrio intestinal (Fuller, 

1989). Hoy en día la OMS define probiótico como cualquier microorganismo vivo, 

generalmente bacterias, que a la ingesta en una cantidad adecuada otorga 

beneficios saludables al hospedero, distintos a los efectos nutricionales que podría 

aportar (OMS 2006). 

El uso de los probióticos abarca industrias como la ganadería y agricultura hasta la 

medicina en distintas áreas como la gastroenterología y la inmunología (Zaura, E. 

y Twetman, S. 2019). En el área odontológica, existe evidencia sobre el uso de 

probióticos como medida de prevención de enfermedades orales.   

En general Lactobacillus spp, son los probióticos bacterianos que tienen mayor 

uso en salud oral, destacando en control biológico de caries a Lacticasseibacillus 

rhamnosus, Limosillactobacillus reuteri (L. reuteri) y Lactobacillus paracasei, entre 

otros (Hoffman, A., y Daniels R. 2017). 

El primer estudio que evaluó el uso de probióticos para el manejo de la 

enfermedad de caries dental se remonta al año 2001, donde se observó una 

menor incidencia de caries después del consumo de leche que contenía 

Lacticasseibacillus rhamnosus GG (LGG), en comparación con el consumo de 

leche sin probióticos, en una población infantil (Näse, L. y cols. 2001). Este grupo 

de investigación también evaluó el efecto de los probióticos en la prevención de 

caries durante 3 semanas. Se observó que el consumo de queso suplementado 

con los probióticos LGG y Lacticasseibacillus rhamnosus LC por adultos jóvenes 

redujo en 20% y 27% la concentración oral de S. mutans y levaduras, 

respectivamente (Ahola, A. y cols. 2002). Por otra parte, Juneja y Kakade 

aportaron con su trabajo en el cual se administró leche suplementada con 

Lacticasseibacillus rhamnosus hct 70 durante 3 semanas a niños con actividad de 

caries media y alta. Se recolectaron muestras de saliva en tres ocasiones: en el 

período inicial, inmediatamente después de la intervención y 3 semanas después 

de la intervención. La suplementación con probióticos redujo el recuento de S. 

mutans inmediatamente después de la intervención y también después de 3 
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semanas, donde el efecto fue significativamente más pronunciado en comparación 

con el valor inicial y el placebo. Teniendo en cuenta que los niños utilizaron pasta 

dental no fluorada y no recibieron aplicaciones de flúor ni otros tratamientos 

dentales durante el período experimental, los autores sugieren que con estos 

resultados el efecto terapéutico observado se atribuyó a la suplementación con 

probióticos (Juneja, A. y Kakade, A. 2012). Nishihara y colaboradores por su parte, 

observaron que la suplementación con cepas aisladas de Ligilactobacillus 

salivarius WB21 y TI 2711 durante 2 semanas, disminuyó el recuento de S. 

mutans y aumentó el recuento de Lactobacillus spp. en la saliva de adultos, 

mejorando la salud bucal y reduciendo el riesgo de caries (Nishihara, T. y cols 

2014). Levilactobacillus brevis CD2 también redujo el recuento de S. mutans y la 

acidogenicidad de la placa cuando se administró a niños con alto riesgo de caries 

durante 6 semanas. A los niños se les indicó que no usaran productos que 

contuviesen flúor en su formulación, por lo tanto, al igual que en el estudio anterior 

estos autores determinaron que el efecto anticariogénico se asoció a la 

suplementación con probióticos (Campus, G. y cols. 2014). Así mismo, se 

evidenció en un estudio clínico aleatorizado realizado en una población infantil con 

índice “ceo-d” (diente primario cariado, extraído, u obturado) igual a 0, donde se 

administró durante 7 días helado suplementado con los probióticos 

Bifidobacterium lactis Bb-12 y Lactobacillus acidophilus La-5, luego de los 7 días 

de ingesta de helado, se observó una disminución en el recuento de S. mutans 

(Ashwin, D. y cols. 2015). Jindal y colaboradores realizaron un estudio clínico 

aleatorizado con polvos liofilizados de Bacillus coagulans y una mezcla de 

Lacticasseibacillus rhamnosus y Bifidobacterium spp. En este estudio se le indicó 

ingerir estos polvos durante 14 días a una población infantil, para luego realizar un 

recuento de S. mutans antes de iniciar el experimento y pasado los 14 días. Los 

autores reportan una reducción en el recuento de S. mutans en saliva en relación 

al recuento inicial (Jindal, G. y cols. 2011).    

En el estudio realizado por Sandoval y colaboradores en el año 2021, se observó 

una disminución en la aparición de lesiones de caries en una población infantil 

durante 10 meses, en el grupo al que se le administró leche suplementada con 

Lacticasseibacillus rhamnosus SP1, en comparación al grupo control al que no se 
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le administró probiótico alguno (Sandoval, F. y cols. 2021). También en un estudio 

en el que se administró tabletas masticables que contenían el probiótico 

Ligilactobacillus salivarius a una población infantil durante 2 semanas, se observó 

una disminución en la aparición de lesiones de caries tras un seguimiento de 12 

meses posteriores a la intervención (Staszczyk, M. y cols. 2022). Sumado a los 

estudios ya mencionados, se ha investigado de manera preliminar la ingesta de 

probióticos a corto y largo plazo en la población infantil chilena, evidenciando una 

reducción en la incidencia de caries entre los niños preescolares (Rodriguez G. y 

cols. 2016).   

Por su parte, el probiótico Pediococcus pentosaceus (P. pentosaceus), ha 

evidenciado efectos antimicrobianos sobre especies patógenas como Salmonella 

Typhimurium, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa (Lele, V. y cols. 

2019; Nanasombat, S. y cols. 2017) También, se ha observado que posee un 

potencial inhibitorio de la formación de biopelícula para Streptococcus salivarius 

(Ben. F, y cols. 2016). Aún más, Chang y colaboradores concluyeron en su trabajo 

de investigación que la cepa de Pediococcus pentosaceus AC1-2 es capaz de 

inhibir el crecimiento y la formación de biopelícula de S.mutans (Chang, L. y cols. 

2022).  

A su vez, el uso en conjunto de la cepa Bifidobacterium longum (B. longum), junto 

con Lactobacillus spp. como enjuague bucal, evidenció una disminución en el 

recuento de Porphylomonas gingivalis en una población sometida a tratamiento de 

ortodoncia (Goyal, N. y cols. 2019). Así mismo, se ha investigado el efecto en 

conjunto de fórmulas probióticas comerciales que poseen cepas B. longum y 

Lactobacillus spp. sobre el recuento de S. mutans, en donde se observó una 

disminución estadísticamente significativa en comparación con el recuento inicial 

(Jindal, G. y cols. 2011; Yousuf, A. y cols. 2015).  

También, cabe destacar el probiótico L. reuteri, que se caracteriza por poseer 

efectos inhibitorios sobre el crecimiento y formación de biopelícula de S. mutans, 

así también, sobre la disminución en el recuento en saliva de S. mutans (Nikawa, 

H. y cols. 2004; Caglar, E. y cols. 2006; Kang, M. y cols. 2011). Por su parte, 

Stensson y colaboradores evaluaron en una población infantil de 9 años de edad 
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quienes ingirieron el probiótico L. reuteri durante el primer año de vida, como 

también sus madres en el último mes de gestación. Los resultados reportaron una 

disminución en la prevalencia de caries al compararlo con el grupo placebo 

(Stensson, M. y cols. 2014). 

Existe una variada oferta en el mercado farmacéutico de probióticos. Estos 

probióticos, son utilizados generalmente para el tratamiento de enfermedades 

gastrointestinales. Sin embargo, también han sido aplicados para el tratamiento de 

otro tipo de enfermedades como las infecciones genitourinarias e incluso 

benefician la reducción del colesterol en sangre. Actualmente los probióticos han 

sido estudiados para el manejo de varias enfermedades orales y se ha 

demostrado que mejoran los parámetros clínicos periodontales como la 

profundidad y sangrado al sondaje, y reduce el índice gingival y de placa (Rao, Y. y 

cols. 2012; Flichy-Fernandéz, A. y cols. 2010; Stamatova, I. y Meurman, J. 2009). 

Dentro de los probióticos de uso comercial, las principales cepas que se 

encuentran disponibles en el mercado son Lactobacillus spp y Bifidobacterium 

spp. tanto en alimentos, en su mayoría productos lácteos o fermentados, como en 

suplementos mono o multicepas, en forma de cápsulas, pastillas, gotas o sobres 

liofilizados (Mishra, S. y cols. 2020). 

 

2.3. Modelos de caries 

El método científico se basa en la observación de un fenómeno natural, la 

formulación de una hipótesis y la verificación de esta a través de experimentación. 

Intentando el mayor acercamiento posible a la situación real en la que fue 

observado dicho fenómeno (Fina B. 2013). Las ciencias biomédicas se basan en 

diferentes modelos para poner a prueba las hipótesis, in vitro, in situ e in vivo.  

Los ensayos basados en un modelo in vivo son aquellos en los cuales hacemos el 

estudio en las condiciones más próximas al fenómeno observado, por ejemplo, un 

ensayo clínico. El trabajo en este tipo de modelos es mayor, por la gran cantidad 

de variables (Fina B. 2013). El modelo in situ es un protocolo intermedio entre in 

vivo e in vitro, que permite evaluar el efecto de un agente sobre muestras que 

pueden ser retiradas y analizadas en laboratorio (Acuña, S. y cols. 2021). Los 
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estudios in vitro intentan simular las condiciones naturales en que se realizó la 

observación o al menos aproximarse a las condiciones aplicadas en los 

experimentos in vivo. Estos modelos son herramientas adecuadas para el estudio 

de mecanismos involucrados en los fenómenos observados y entregan 

conocimiento que permite entender el funcionamiento de ciertos procesos, pero no 

aseguran que lo que ocurra in vivo sea lo mismo observado en el modelo in vitro, o 

que sea lo único que ocurra (Lorian, V. 1988). Algunos expertos proponen que los 

estudios in vitro podrían ser mejores que los in vivo; se argumenta un mejor 

control y condiciones éticas, así como, una reducción de errores estadísticos y 

menor costo (Polli, JE. 2008).  

En la mayoría de los modelos de biopelícula de S. mutans, ésta se cultiva bajo 

exposición constante a carbohidratos, manteniéndola bajo estrés ácido sostenido, 

puesto que no simula los episodios de "festín y hambruna" de exposición a 

azúcares y ciclos del pH que ocurren en la cavidad oral. (Koo, H. y cols. 2003; 

Coenye, T. y cols 2007). Uno de los modelos in vitro de biopelícula modulado por 

S. mutans más replicados para el estudio de los efectos de agentes 

antimicrobianos en la desmineralización de esmalte, es el realizado por Ccahuana-

Vásquez y Cury en el 2010. Este modelo se caracteriza principalmente por; utilizar 

un sustrato dental, simular los episodios de "festín y hambruna" y determinar la 

acidogenicidad de la biopelícula. 

La evaluación del sustrato dental sometido al modelo de caries se puede realizar 

con diferentes metodologías. Entre los diferentes métodos existentes que permiten 

estudiar el estado mineral del esmalte, se destaca la micro radiografía transversa. 

Esta técnica se considera el gold standard para cuantificar cambios en la cantidad 

y distribución mineral (Ten y Angmar 1991). Otra metodología es la evaluación de 

microdureza superficial, se caracteriza por ser altamente sensible y reproducible 

para estudiar etapas muy tempranas de desmineralización y remineralización del 

esmalte (Zero y cols, 1992). Además, la microscopía electrónica de barrido resulta 

idónea para estudios de alta resolución de la estructura del esmalte dental, 

permite la observación y caracterización superficial de materiales inorgánicos y 

orgánicos, entregando información morfológica del material analizado (Risnes, S y 

Li, C. 2018). Finalmente, la microtomografía computarizada (micro CT por sus 
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siglas en inglés) es una técnica efectiva y no destructiva para la medición del 

espesor del esmalte, permite generar cortes continuos del tejido para evaluar el 

espesor y el área del esmalte, con precisión y fiabilidad. Además, a través de un 

software se pueden realizar reconstrucciones 3D. (Swain V. 2009). 

 

2.4. Planteamiento del problema 

La caries dental se define como una enfermedad crónica, no transmisible y 

mediada por bacterias. Para la cual, se requiere seguir investigando y proponiendo 

nuevas estrategias para abordarla. Esto, en consecuencia, de que aún existen 

preocupantes cifras de prevalencia en la población nacional. El Ministerio de salud 

ha diseñado el “Plan Nacional de Salud Bucal 2021- 2030”, con el cual se espera 

contribuir a mejorar el estado de salud bucal de la población, y su principal 

enfoque recae en la promoción y prevención de la salud oral (Ministerio de Salud, 

2021).  

En este contexto, la enfermedad de caries oral continúa siendo un problema de 

salud pública, las investigaciones apuntan a métodos alternativos para su manejo. 

Una de estas alternativas son los productos que utilizan probióticos, debido a que, 

poseen un gran potencial por su capacidad de controlar la formación de placa y 

prevenir la ruptura de la homeostasis microbiana.  

Si bien la mayoría de los probióticos utilizados en las investigaciones mencionadas 

han evidenciado una respuesta positiva en el control de la enfermedad de caries, 

aún existe una variada gama de opciones y presentaciones disponibles en el 

mercado que podrían ser potencialmente beneficiosas para el manejo de esta 

enfermedad. Por lo tanto, en este trabajo se propone el uso de probióticos 

comerciales, como alternativas para el manejo de la enfermedad de caries dental.    

La pregunta de investigación que se plantea es: ¿Existen diferencias en la 

microdureza superficial en bloques de esmalte sometidos a un modelo de caries in 

vitro tratados con probióticos Limosilactobacillus reuteri y la mezcla de 

Pediococcus pentosaceus/Bifidobacterium longum, y bloques de esmalte no 

sometidos a este tratamiento?  
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El propósito de este estudio es obtener evidencia del efecto que poseen los 

probióticos Limosilactobacillus reuteri y la mezcla de Pediococcus pentosaceus 

con Bifidobacterium longum sobre la superficie del esmalte dental en un modelo in 

vitro de caries mediado por bacterias. 

 

3. HIPÓTESIS 

Bloques de esmalte humano expuestos a sacarosa y probióticos 

Limosilactobacillus reuteri y la mezcla de Pediococcus pentosaceus con 

Bifidobacterium longum presentarían mayores valores de microdureza superficial 

cuando se comparan con bloques de esmalte expuestos únicamente a sacarosa y 

valores similares con bloques de esmalte expuestos a sacarosa/ 

Lacticasseibacillus rhamnosus GG en un modelo de caries in vitro mediado por 

bacterias. 

 

4. OBJETIVO GENERAL 

Establecer diferencias en la microdureza superficial de bloques de esmalte 

humano en un modelo in vitro de caries donde se administran probióticos 

Limosilactobacillus reuteri y la mezcla de Pediococcus pentosaceus con 

Bifidobacterium longum y los grupos controles. 

 

5. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

Determinar la microdureza superficial de bloques de esmalte humano que se les 

administran probióticos Limosilactobacillus reuteri y la mezcla de Pediococus 

pentosaceus con Bifidobacterium longum en un modelo in vitro de caries.  

Determinar la microdureza superficial de bloques de esmalte humano de los 

grupos controles en un modelo in vitro de caries. 

Comparar la microdureza superficial de los bloques de esmalte humano de los 

grupos experimentales con los grupos controles. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS  

6.1.  Diseño experimental  

La presente investigación fue realizada basada en el modelo experimental de 

caries descrito por Ccahuana-Vásquez y Cury (2010). Se llevó a cabo la 

simulación de un ambiente cariogénico mediado por una biopelícula monoespecie 

formada por S. mutans, en donde se utilizó como muestra bloques de esmalte 

humano. Las muestras fueron expuestas a sacarosa al 10% 4 veces al día en 

placas de poliestireno estériles de 12 pocillos. En este ambiente cariogénico se 

administró una vez al día a 10 bloques de esmalte el probiótico L. reuteri, a 10 

bloques de esmalte la mezcla de P. pentosaceus con B. longum y a 10 bloques de 

esmalte el probiótico LGG, este último fue administrado como control probiótico. 

También, se seleccionaron como control positivo 10 bloques de esmalte que 

fueron expuestos solo a sacarosa al 10% y como control negativo 10 bloques de 

esmalte que no fueron expuestos ni a sacarosa ni a probióticos (Tabla 1). Los 

bloques de esmalte fueron evaluados por microdureza de Vickers una vez 

acabada la exposición.  

Tabla 1. Descripción de los grupos utilizados en el modelo experimental.  

 

Grupo 1 control negativo (C-) Sin sacarosa   Sin probiótico  

Grupo 2 control positivo (C+) Sacarosa  Sin probiótico  

Grupo 3 control probiótico (CP) Sacarosa   Lacticasseibacillus 

rhamnosus GG 

Grupo 4 (P+B) Sacarosa   Pediococcus pentosaceus  

Bifidobacterium longum 

Grupo 5 (L) Sacarosa  Limosilactobacillus reuteri 
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6.2. Determinación del tamaño muestral 

La unidad de observación de este estudio está definida por los bloques de 

esmalte. Por lo cual, para el cálculo de tamaño muestral se tomó en consideración 

la variable primaria de estudio (microdureza) con los siguientes aspectos: 

desviación estándar ±18,9, riesgo alfa de 0,05 y un riesgo beta de 0,2 en un 

contraste unilateral, estimando una tasa de pérdidas de seguimiento del 5% y en 

el cual se precisan 10 para cada grupo, siendo un total de 50 muestras. 

 

6.3. Obtención de las muestras 

Las muestras utilizadas fueron obtenidas de terceros molares incluidos 

proporcionados voluntariamente por pacientes que fueron sometidos a exodoncias 

por indicación de ortodoncia en el “Instituto Nacional de Ortodoncia”. Los 

pacientes donantes firmaron un consentimiento informado aprobado por el comité 

de ética de la Facultad de Odontología de la Universidad de Chile (Anexo 1), 

donando el material biológico para uso exclusivo de este estudio. Los dientes 

fueron inspeccionados, excluyendo aquellos que presentaran defectos en el 

esmalte o fracturas. Los molares seleccionados fueron almacenados en timol al 

2% y refrigerados a 4°C para su conservación hasta el momento de su uso.  

 

6.4. Corte y montaje de bloques de esmalte en armazón metálico  

Los molares seleccionados, fueron luego cortados mediante instrumental rotatorio 

de alta velocidad y piedras diamantadas (ISO 806.314.213.524.012) y rectificados 

con discos de carburo de silicio (Figura 1), para así obtener bloques de esmalte en 

medidas aproximadas de 3mm x 3 mm x 3mm. La preparación de las muestras se 

realizó con medidas de refrigeración (uso de agua y desgaste intermitente), para 

evitar el sobrecalentamiento y posible daño irreversible de las muestras, así 

mismo, las superficies de esmalte no fueron intervenidas. Una vez finalizados los 

cortes, se almacenaron los bloques de esmalte en tubos de microcentrífuga 

(Eppendorf ®) con timol al 2% a 4°C.   
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Figura 1. Rectificación de los cortes de bloques de esmalte. Bloque de 

esmalte sujeto con portaagujas sometido a desgaste con disco de carburo de 

silicio (carborundum). 

Luego de preparar los bloques de esmalte, se confeccionó un armazón metálico 

con alambre de ortodoncia de 0,8mm de diámetro para cada uno de los bloques. 

Las muestras fueron fijadas a los alambres con adhesivo universal y resina Flow 

(Filtek™ Supreme Flowable, 3M), en el lado opuesto a la superficie de esmalte, 

con la finalidad de que cada bloque pudiese permanecer en suspensión al interior 

de los pocillos de las placas de cultivo. No se realizó grabado ácido sobre ninguna 

de las superficies del bloque. 
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Figura 2. Ensamblaje de armazones usados en el modelo. Resina compuesta 

fluida (Filtek™ Supreme Flowable, 3M), adhesivo universal (One Coat Bond SL, 

Coltene), Lámpara de fotocurado, bloque de esmalte y alambre 0,8mm. 

 

Posteriormente, los bloques de esmalte montados en su correspondiente armazón 

metálico fueron colocados en tubos centrífuga de 50mL (Falcon®) con agua 

destilada, para luego, ser esterilizados en autoclave a 121°C por 20 minutos. Las 

muestras permanecieron a 4° C en los tubos con agua destilada hasta el momento 

de su uso. 
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6.5. Estudios de viabilidad y co-cultivo 

Previo al inicio del modelo experimental, se realizó un ensayo de viabilidad para 

las cepas probióticas L. reuteri, la mezcla de P. pentosaceus con B. longum y 

LGG, junto a un ensayo de co-cultivo de las cepas mencionadas con S. mutans. El 

objetivo de estos ensayos es determinar la capacidad de sobrevivencia y 

coexistencia de estas especies en el modelo de estudio planteado.  

Todos los estudios de viabilidad fueron realizados sembrando un inoculo 

predeterminado de la suspensión de probiótico indicado por el fabricante en placas 

de agar estériles, con su respectivo medio de cultivo, descrito en la tabla 2. La 

siembra en agar se realizó, utilizando un asa de Drigalski o un asa de platino (en 

el caso de Vivera®), para su posterior incubación en condiciones de microaerofilia 

a 37° C durante 48 horas.  

 

Tabla 2. Descripción de los medios de cultivo utilizados para los estudios de 

viabilidad y co-cultivo.  

 

Se realizó en paralelo, la siembra de la cepa de colección de S. mutans ATCC 

25175 perteneciente al cepario de la Dra. Patricia Palma del laboratorio de 

microbiología e inmunología oral de la facultad de Odontología de la Universidad 

de Chile. La bacteria se inoculó en agar triptona extracto de levadura cisteína 

Nombre 

comercial 

Cepa bacteriana  Medio de cultivo 

Vivera® Lacticasseibacillus rhamnosus GG Agar MRS  

Biogaia® Limosilactobacillus reuteri  Agar MRS  

Multiflora® Pediococcus pentosaceus  

Bifidobacterium longum 

Agar MRS 

Agar Triptona – Soya      
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(TYCS por sus siglas en inglés), selectivo para S. mutans y la incubación se llevó 

a cabo en condiciones de microaerofilia a 37°C durante 48 horas. 

Finalizado el tiempo de incubación y evidenciado la presencia de crecimiento en 

las placas, se continuó con los ensayos de co-cultivo. Con este fin, 5 colonias 

obtenidas de las placas de agar de cada probiótico y de agar TYCS, se inocularon 

en tubos de ensayo estériles, que contenían cada uno 5ml de caldo Infusión 

Cerebro Corazón (BHI por sus siglas en inglés), para su posterior incubación en 

condiciones de microaerofilia a 37°C durante 24 horas. Una vez transcurrido el 

tiempo y habiendo evidenciado crecimiento en los tubos, el caldo bacteriano se 

ajustó a la turbidez de 0,5 McFarland, utilizando un espectrofotómetro (UV-VIS de 

haz dividido Halo RB-10). De los caldos ajustados, se inoculó 2ml de caldo BHI de 

cada probiótico junto con 2ml de caldo BHI con S. mutans en un tubo de ensayo 

estéril. Cada uno de los tubos fueron incubados nuevamente en condiciones de 

microaerofilia a 37° C durante 48 horas.   

Finalmente, transcurrido el tiempo de incubación, se sembró 100μL del contenido 

de cada uno de los co-cultivos en placas con agar MRS, placas con agar triptona 

de soya (TSA por sus siglas en ingles) y placas con agar TYCS, se incubaron en 

condiciones de microaerofilia a 37°C durante 48 horas. A las colonias obtenidas se 

les realizó un análisis macromorfológico y micromorfológico con el fin de 

determinar características coloniales, tipo de pared, agrupación y morfología 

celular coincidentes con las cepas probióticas y con la cepa de S. mutans ATCC 

25175 involucradas en este ensayo.  

 

6.6. Obtención y filtrado de saliva 

La recolección de saliva se realizó a partir de 3 individuos voluntarios 

sistémicamente sanos, no fumadores, sin enfermedad de caries, ni consumo de 

antibióticos en los últimos 3 meses. Se les indicó no consumir alimentos ni líquidos 

2 horas antes, junto con una correcta higiene oral 30 minutos previo a la 

recolección de saliva. Se colectó un pool de saliva de 65mL que fue separado en 2 

tubos centrífuga (Falcon®) de 50mL, para su posterior procesamiento. El contenido 

de los tubos fue centrifugado a 4500 rpm x 20 min a 4°C en la centrífuga 
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Megafuge™ 8R (Heraeus™, Thermo Scientific, Alemania). Luego, el sobrenadante 

de saliva fue traspasado a jeringas de 20mL estériles conectada a un filtro marca 

EDLA® tipo Syringe Filter de 0,22μm, dispuesto sobre una botella de borosilicato 

de 200mL estéril, bajo campana de flujo laminar (Figura 3). El filtrado se llevó a 

cabo de manera manual aplicando una leve presión digital sobre la jeringa, 

obteniendo una muestra de saliva estéril por filtración. Finalizado el filtrado se 

sembró 100μL de saliva en dos placas de agar sangre estéril y se incubaron en 

condiciones de aerofilia y microaerofilia a 37ºC durante 48 horas. 

El filtrado de saliva fue realizado hasta que no se observó crecimiento de colonias 

en el agar. Una vez obtenida la saliva estéril se almacenó a 4°C hasta el momento 

de su utilización.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.  Filtrado de saliva manual bajo campana de flujo laminar. 
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6.7. Formación de biopelícula de S. mutans 

Para la formación de la biopelícula se utilizó una suspensión de la cepa de S. 

mutans ATCC 25175 en caldo BHI + glucosa 0,1mM con sacarosa estéril al 10% 

(Figura 4).  

Para la elaboración de la suspensión, se inocularon 5 colonias de S. mutans en un 

tubo de ensayo con caldo BHI estéril y se incubó en condiciones de microaerofilia 

durante 48 horas a 37°C.  

La suspensión bacteriana fue preparada en una botella de borosilicato de 200mL 

estéril en las siguientes proporciones; 128,75mL de caldo BHI + glucosa 0,1mM, 

14,38mL de sacarosa 10% y 6,88mL de S. mutans en caldo BHI ajustado a una 

turbidez de 0,5 McFarland. 

Una vez preparada la suspensión se realizó la formación de película adquirida. 

Para esto, se depositó 3,5mL de saliva estéril en una placa de cultivo de 

poliestireno estéril, junto a los bloques de esmalte en su armazón metálico. 

Posteriormente, las placas fueron llevadas a una incubadora y fueron agitadas de 

manera manual cada 5 minutos durante 30 minutos a 37ºC. Una vez trascurrido el 

tiempo, bajo campana de flujo laminar, las muestras de esmalte fueron trasladas a 

una nueva placa estéril. 

Con las muestras en la nueva placa, se procedió a depositar en cada pocillo 3,5mL 

de la suspensión bacteriana. Las placas fueron luego incubadas en condiciones de 

microaerofilia a 37ºC durante 36 horas, esto permitió la formación de biopelícula 

de S. mutans sobre las muestras de esmalte. 

 

 

 

 

 

 



29 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 4. Placa con caldo BHI. Cada pocillo contiene caldo BHI + glucosa 

0,1mM, con S. mutans y sacarosa estéril al 10%. 

 

6.8. Formación de lesiones de caries in vitro 

Una vez transcurridas las 36 horas, se procedió a realizar el proceso de 

desmineralización basado en el protocolo de Ccahuana-Vásquez y Cury, 2010. 

El primer día del protocolo, se realizó el traslado de las muestras a una placa 

estéril donde se dispensaron 3,5mL de caldo BHI + glucosa 0,1mM. Los días 

siguientes, antes de la primera exposición del día, se realizó el cambio del caldo 

BHI de cada una de las placas, por 3,5mL de caldo BHI fresco + glucosa 0.1mM 

para mantener las bacterias activas. 

Se preparó cada día una placa de cultivo con 4mL de sacarosa 10% dispensada 

en sus pocillos y de la misma manera otra placa con 4mL de suero fisiológico 

(NaCl 0.9%). El procedimiento se realizó con insumos estériles y bajo campana de 

flujo laminar.  

Las muestras se mantuvieron suspendidas en una solución de sacarosa estéril al 

10% durante 5 minutos, eliminando los excesos de sacarosa con un enjuague de 3 

inmersiones en suero fisiológico estéril (Figura 5), se realizaron 4 exposiciones al 

día durante 5 días con el objetivo de simular los momentos de “festín y hambruna” 
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a lo largo del día (Ccahuana-Vásquez, R. y Cury, J.  2010). Adicionalmente, en la 

primera exposición del día, los grupos probióticos fueron tratados con sus 

respectivas cepas mediante instilación en el caso de LGG e inmersión en el caso 

de L. reuteri y la mezcla de P. pentosaceus con B. longum (Figura 6).  

 

 

Figura 5. Esquema de exposición de las muestras del grupo control positivo. 

 

 

Figura 6. Esquema de exposición de las muestras de los grupos probióticos. 
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6.9. Control de pureza de cultivos 

Para comprobar la pureza de las placas, se sembró una alícuota de cada pocillo 

en placa de agar antes de realizar el cambio de caldo BHI, para corroborar que las 

cepas utilizadas en la investigación estuvieran presentes. Cada una de estas 

placas fueron incubadas en condiciones de microaerofilia a 37°C durante 24 

horas. También se realizó un análisis micromorfológico, tomando muestras de 

cada placa al azar y realizando un frotis para tinción Gram.  

 

6.10. Evaluación de pH 

Para determinar los cambios en el pH de las placas, se midió el pH del caldo BHI 

de cada placa con un pH metro (figura 7). Las mediciones se realizaron una vez al 

día, al iniciar la jornada, en el caldo desechado dentro de un vaso de precipitado 

(un vaso por placa), previamente esterilizado por exposición UV durante 30 

minutos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Medidor de pH de sobremesa Orion Star™ A211 (Thermo 

Scientific™).  
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6.11. Recolección y almacenamiento de muestras 

Una vez finalizado el modelo experimental, se removió cada una de las muestras 

de su armazón, luego fueron lavadas de manera manual utilizando gluconato de 

clorhexidina al 0.12% y cepillo de dientes suave para eliminar los residuos de 

biopelícula (Figura 8). Finalizada la limpieza, las muestras se almacenaron en 

tubos de minicentrífuga (Eppendorf®) con agua destilada estéril a 4°C para su 

posterior evaluación. 

 

 

Figura 8. Muestra de bloque de esmalte en armazón. a) Formación de 

biopelícula sobre las muestras una vez finalizado el experimento. b) muestras tras 

la remoción de la biopelícula. 

 

6.12. Evaluación de la microdureza superficial de Vickers  

Se midió la microdureza superficial de cada bloque de esmalte por medio de una 

microindentación de diamante (Figura 9), con una carga de 200g (1,961N) 

aplicados durante 15 segundos. Se aseguró cada bloque de esmalte con un cubo 

de cera amarilla de aproximadamente 5mm x 5mm x 5mm y luego se montó en la 

plataforma del microdurómetro (Figura 10) para el ensayo de microdureza. Se 

analizaron 3 muescas por muestras, en el centro y en cada uno de los extremos 

dentro de un mismo eje de la superficie del bloque de esmalte, obteniendo un 

a b 
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promedio de dureza por cada bloque de esmalte. Los valores de dureza fueron 

calculados por el equipo, usando la ecuación para el ensayo de dureza de Vickers.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Microindentadura en bloque de esmalte. Realizado para la medición 

de dureza del esmalte de la muestra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Microdurómetro Duramin de Struers®. Proporcionado por la facultad 

de ciencias físicas y matemáticas de la Universidad de Chile. 
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6.13. Análisis estadístico   

Los datos fueron ingresados a una base de datos por un solo operador en archivo 

Excel Office para Windows.  

La evaluación de la distribución de las muestras se realizó mediante el test 

Shapiro-Wilk. 

Para la comparación de las medias se utilizó el test de análisis de la varianza 

ANOVA y de comparaciones múltiples de Bonferroni. Las diferencias se 

consideraron estadísticamente significativas si el valor de p <0,05. 

 

7. RESULTADOS 

7.1. Controles internos 

Previo al inicio de la estrategia experimental para este estudio se realizaron 

ensayos de viabilidad y de co-cultivo, para demostrar que los probióticos utilizados 

en el experimento tuviesen la capacidad de crecer en un mismo medio de cultivo 

junto a S. mutans. Así también, se realizaron controles de pureza de los pocillos 

para corroborar que no se hubiesen contaminado durante el desarrollo de los 

experimentos microbiológicos.  

 

7.1.1. Estudios de viabilidad y co-cultivo 

Para los estudios de viabilidad (Figura 11) y co-cultivo (Figura 12), luego del 

periodo de incubación de los probióticos, se observó crecimiento de colonias 

bacterianas.  

  

a b c 
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Figura 11. Siembra de probióticos. a) Biogaia® (L. reuteri) en placa en agar 

MRS, b) Vivera® (LGG) en agar MRS y c) Multiflora® (P. pentosaceuss con B. 

longum) en TSA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Siembra de co-cultivos. a) placa con agar MRS, siembra de S. 

mutans + L. reuteri por la mitad izquierda y de S. mutans + P. pentosaceuss con B. 

longum por la mitad derecha. b) placa en medio TSA, siembra de S. mutans + P. 

pentosaceuss con B. longum. c) placa con agar TYCS, siembra de S. mutans + L. 

reuteri por la mitad izquierda y de S. mutans + P. pentosaceuss con B. longum por 

la mitad derecha. d) placa con agar TYCS, siembra de S. mutans + LGG. e) placa 

con agar MRS, siembra de S. mutans + L. rhamnosus GG. 

 

b c 

d e 
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a b 

7.1.2. Control de pureza de pocillos 

Se observó crecimiento bacteriano tras 24 horas de incubación de la siembra de 

los pocillos de cada placa. La figura 13 muestra algunos ejemplos del control 

diario. Además, mediante microscopia, utilizando el microscopio Axiostar Plus de 

ZEISS®, se corroboró la respectiva morfología celular, agrupación y tipo de pared 

de las cepas ensayadas. La figura 14 muestra algunos ejemplos.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Ejemplo de los controles de las placas. a) control para S. mutans en 

agar TYCS. b) control para L. reuteri en agar MRS. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Frotis y tinción Gram visto bajo microscopio aumento x100. a) 

muestra de placa de grupo con probiótico L. reuteri. b) muestra de placa de grupo 

con probiótico LGG.  
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7.2. Evaluación de pH 

Se midió el pH del caldo de cada una de las placas durante los 5 días que duró la 

exposición (Figura 15).   
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Figura 15. Cálculo de pH del caldo de cada grupo. Distribución del pH medido 

con pH metro en los 5 días del experimento de cada placa. C- = Control negativo, 

C+ = Control positivo, CP = Control probiótico LGG, P+B = P. pentosaceus con B. 

longum, L = L. reuteri. 

 

7.3. Determinación de la microdureza  

Las muestras fueron separadas según grupos; sin exposición a sacarosa como 

control negativo (C-), expuestas a sacarosa como control positivo (C+), expuestas 

a sacarosa/probiótico LGG como control probiótico (CP), expuestas a 

sacarosa/probiótico de P. pentocaseus con B. longum (P+B) y expuestas a 

sacarosa/probióticos de L. reuteri (L). Hubo pérdida de 1 muestra del grupo CP.  

Los resultados del promedio de microdureza, las desviaciones estándar y los 

intervalos de confianza de cada grupo son representados en la tabla 4. La muestra 

que arrojó el valor de microdureza más alto pertenece al grupo de muestras P+B 

(HV de 262,7) y la muestra que arrojó el menor registro de microdureza pertenece 
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al grupo de muestras C+ (HV de 102,0). El grupo C- es el que presenta el 

promedio más alto de microdureza superficial, seguido del grupo expuesto a 

sacarosa/probiótico L. reuteri. 

 

 

Tabla 4. Promedios de microdureza y los intervalos de confianza. 

 

7.4. Comparación de la microdureza  

Al comparar los promedios para cada grupo de muestras mediante análisis de 

prueba estadístico de Bonferroni, se observó una diferencia estadísticamente 

significativa (p<0,05) entre los grupos C- y C+, con un valor p de 0,048 y una 

diferencia de 46,1HV (Figura 16). Sin embargo, entre los grupos C- y CP, C- y P+B 

y C- y L no se observó diferencias estadísticamente significativas (p>0,05), las 

diferencias obtenidas fueron de 23,4HV, 24,4HV y de 22,3HV respectivamente. 

Del mismo modo, entre los grupos C+ y CP, C+ y P+B y C+ y L no se observó 

diferencias estadísticamente significativas, las diferencias obtenidas fueron de 

22,7HV, 21,7HV y 23,8HV respectivamente. También, entre los grupos CP y P+B, 

Grupos 

Promedio 

microdureza de 

Vickers (HV)  

Intervalo de 

confianza 

Control negativo 174,5  143,4 - 205,5 

Control positivo 128,4  116,7 - 140,1 

Control probiótico  151,1  133,7 - 168,6 

P. pentosaceus + B longum  150,1  115,8 - 184,4 

 L. reuteri  152,2  129,9 - 174,5 
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CP y L y P+B y L las diferencias obtenidas fueron de 1,0HV, 1,1HV y de 2,1HV 

respectivamente, sin evidenciar significancia estadística entre ellos. 
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Figura 16. Microdureza en esmalte. Comparación de los niveles de microdureza 

de Vickers en esmalte entre los grupos C- y C+. Los resultados se presentan como 

el promedio y desviación estándar. Se consideró significancia estadística con 

p<0,05. ns= No significativo, C- = Control negativo, C+ = Control positivo, CP = 

Control probiótico LGG, P+B = P. pentosaceus con B. longum, L = L. reuteri.   
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8. DISCUSIÓN 

En el desarrollo de este estudio, se expusieron bloques de esmalte a una 

desmineralización mediada por S. mutans en un modelo de caries in vitro, en el 

que se agregaron los probióticos L. reuteri y una mezcla de P. pentosaceus con B. 

longum, para observar su efecto en la microdureza del esmalte dental, en 

comparación con bloques que no fueron tratados con los probióticos propuestos.   

La medición de la microdureza superficial del esmalte proporciona una importante 

y objetiva información sobre el grado de mineralización de la estructura dental, 

también actúa como indicador de presencia de caries (Featherstone, J. y cols. 

1983). Los resultados de microdureza de la superficie del esmalte, mostraron un 

valor similar entre los grupos tratados con probióticos L. reuteri, la mezcla de P. 

pentosaceus con B. longum, y el control probiótico.  

En estudios previos donde se evaluó mediante microdureza el efecto inhibidor del 

probiótico L. rhamnosus SP1 sobre la desmineralización del esmalte en un modelo 

in situ, se observó que L. rhamnosus SP1 reduce la desmineralización al 

compararlo con un grupo que solo fue expuesto a sacarosa. (Azán, 2019; Colil, 

2019; Naveillan, 2020).  

En otros estudios donde se evaluó la capacidad de probióticos Lactobacillus spp 

para inhibir la actividad metabólica de S. mutans, se observaron resultados 

favorables para los probióticos. A su vez, se ha reportado que Bifidobacterium spp 

posee un efecto inhibitorio sobre la formación de biopelícula de S. mutans. 

(Söderling, E. y cols. 2010; Fernández, C. y cols. 2016; Schwendicke, F. y cols 

2017) 

En los resultados de este trabajo, no se observó diferencia significativa entre 

ninguno de los grupos probióticos (p> 0,05), Incluso, sus promedios resultaron ser 

semejantes entre ellos, tendiendo todos a un promedio mayor al control positivo.  

En el caso de LGG se puede deber a la producción de sustancias antimicrobianas 

tipo bacteriocinas que inhiben el crecimiento de S. mutans o bien a la competencia 

por nutrientes en el medio (Söderling, E. y cols. 2010; Rose, R. 2000). Además, se 
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ha observado que L. rhamnosus puede inhibir la formación de biopelículas orales 

al disminuir la producción de glucano de S. mutans (Lee, S. y Kim Y. 2014) 

En otros estudios, se reporta que L. reuteri genera una sustancia llamada reuterin, 

esta sustancia logra inhibir el crecimiento de algunas bacterias, y se ha 

demostrado que producida en óptimas condiciones tiene el potencial de inhibir el 

crecimiento de S. mutans (Söderling, E. y cols. 2010), también posee actividad 

antimicrobiana debido a la producción de H2O2 (Kang MS. y cols. 2011). A su vez 

se ha demostrado que Lactobacillus spp, dentro de ellos L. reuteri, son capaces de 

disminuir la adhesión de bacterias cariogénicas al modificar la composición 

proteica de la película salival (Haukioja, A. y cols. 2008).  

La mezcla de P. pentosaceus con B. longum al ser investigados como probióticos 

independientes, se ha observado que P. pentosaceus tiene el potencial de inhibir 

la actividad cariogénica de S. mutans por lo que es un candidato ideal como 

probiótico para prevenir la enfermedad de caries dental (Luan, C. y cols. 2022). En 

el caso de B. longum se observó en un modelo in vitro de película salival sobre 

hidroxiapatita, que las cepas de S.mutans y S. gordonii después de estar en 

contacto con B. longum, éste interfirió con la adhesión de dichas bacterias 

(Haukioja, A. y cols. 2008).  

En cuanto al uso combinado entre P. pentosaceus y B. longum, se ha demostrado 

que esta mezcla posee la capacidad de inhibir el crecimiento de enterobacterias 

oportunistas de los géneros Escherichia y Klebsiella, relacionados con el cólico 

infantil (Chen, K. y cols. 2021). También, en el trabajo realizado por Erola y 

colaboradores, proporciona evidencia de las propiedades probióticas y sinérgicas 

de B. longum y P. pentosaceus, y de su potencial para tratar los trastornos 

gastrointestinales funcionales pediátricos (Astó, E. y cols. 2021). Sin embargo, no 

se encontró dentro de la evidencia disponible durante la realización de esta 

investigación, información respecto al uso de ambos probióticos en conjunto para 

la prevención de caries. Aun así, no se descarta un posible efecto de esta 

combinación sobre la biopelícula oral. Se sugieren más estudios para lograr 

identificar su efecto y mecanismo. 
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La evidencia disponible sobre el uso de probióticos comerciales para el manejo de 

caries, es numerosa y al mismo tiempo contradictoria. Es así como, en el estudio 

realizado por Cildir y colaboradores, se evaluó en una población infantil la 

reducción del recuento de S. mutans en saliva, luego de la administración del 

probiótico L. reuteri en gotas. Los autores reportan no haber evidenciado 

diferencia significativa entre el grupo experimental y el placebo (Cildir, S. y cols. 

2012). De igual modo, en un estudio realizado en una población sometida a un 

tratamiento de ortodoncia fija, a quienes se les indicó ingerir 5 gotas al dia del 

probiótico L. reuteri durante 21 días. No se reportó según los autores diferencia 

estadísticamente significativa entre el grupo experimental y el placebo (Alforaidi, S. 

y cols. 2021).  Por otra parte, existen estudios donde se evaluó la diferencia en el 

recuento de S. mutans en saliva, antes y después de la terapia con probióticos 

comerciales, evidenciando una disminución en el recuento de S. mutans luego de 

haber sido aplicada la terapia probiótica. (Jindal, G. y cols. 2011; Yousuf, A. y cols. 

2015; Alp, S. y cols. 2018).  

A pesar de que en los grupos probióticos se observó una dureza superficial 

promedio mayor, no existe una diferencia estadísticamente significativa entre estos 

y el control positivo (p> 0,05). Esto podría ser en parte porque los probióticos 

usados en el estudio, son productores de desechos ácidos como el ácido láctico. 

Saha y colaboradores, en un estudio in vitro realizado el 2023 nos advierte sobre 

la capacidad de algunos probióticos, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus 

acidophilus, Bifidobacterium longum y Saccharomyces boulardii, de producir y 

mantener un medio ácido, logrando a su vez una disminución en la micro dureza 

superficial del esmalte. (Saha, S. y cols. 2023). Sin embargo, la literatura 

recopilada en esta investigación sugiere lo contrario. Estos probióticos compiten 

por nutrientes y modifican la patogenicidad de bacterias cariogénicas. Aun así, no 

se debe descartar o pasar por alto las propiedades acidogénicas y acidúricas que 

poseen los probióticos formadores de ácido láctico, como los empleados en la 

presente investigación (Söderling, E. y cols. 2010). Posiblemente es esa 

capacidad formadora de ácido lo que nos ayudaría a explicar por qué no existe 

diferencia significativa entre los grupos probióticos y el control positivo.  
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Los modelos in vitro nos muestran una situación altamente controlada, aplica una 

gran versatilidad y alto nivel de control de los modelos de laboratorio en menor 

tiempo y menor variabilidad con respecto a los ensayos clínicos. Dentro de los 

protocolos de estudio de caries in vitro, el modelo de caries microbiológico entrega 

grandes beneficios (Bennett, T. y cols. 2019). Entre ellos destacan en esta 

investigación la evaluación de las propiedades cariogénicas de la biopelícula como 

el pH y la evaluación de la microdureza de los tejidos duros del diente. El modelo 

propuesto por Ccahuana-Vasquez y Cury, presenta ciertas ventajas por sobre 

otros modelos de biopelícula estáticos, entre los que se destacan que; permite el 

uso de cortes de esmalte o dentina para la evaluación de la perdida mineral, la 

exposición de azúcar es intermitente para poder imitar los ciclos de “festín y 

hambruna” a los se expone normalmente la cavidad oral, ayudando a tener un 

mejor estimado sobre las propiedades de la biopelícula, utiliza un diseño de 

suspensión del sustrato, lo que permite una verdadera adhesión de las bacterias 

durante las primeras fases de la formación de la biopelícula, permite determinar el 

pH del medio (indicador de una biopelícula  acidogénica), permite determinar la 

concentración de calcio liberado (indicador de pérdida de minerales) y permite 

determinar la cantidad de productos metabólicos bacterianos en el medio de 

cultivo, aunque las últimas dos no fueron realizadas en este estudio (Bennett, T. y 

cols. 2019). 

Se han llevado a cabo múltiples estudios in vitro, in vivo e in situ sobre cepas 

bacterianas para el uso como probióticos en salud oral, en donde se evalúan 

parámetros como; producción de ácido, toxicidad, resistencia a antibióticos, 

capacidad de agregación, capacidad de producción de compuestos volátiles que 

podrían generar mal olor, capacidad de adherencia a tejidos orales, y 

cariogenicidad (Bosch M. y cols 2012). Si bien, aun no existe un protocolo claro 

sobre su uso, López y colaboradores nos indican que Lactobacillus spp como 

probiótico para el manejo de la enfermedad de caries es el género que ha sido 

más ampliamente estudiado in vitro, presentando propiedades de inhibición de 

adhesión y del crecimiento de cepas cariogénicas (López, Y. y cols. 2023).  

Este estudio nos entrega evidencia que sugiere que los probióticos comerciales 

podrían tener un efecto de reducción de la desmineralización del esmalte dental 
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en un modelo de caries in vitro mediado por bacterias. Sin embargo, no existe 

diferencia significativa en los resultados. Además, para este estudio se utilizaron 

las dosis recomendadas por el fabricante, dosis que han sido calculadas para su 

uso a nivel gastrointestinal, por lo que existe la posibilidad que se necesiten 

administrar dosis más altas al modelo experimental para lograr un mejor 

desempeño de los probióticos, por lo tanto, se sugiere realizar investigaciones 

posteriores para definir la dosis necesaria para un efecto beneficioso sobre el 

esmalte dental. También, se recomienda realizar un análisis de micro CT, para 

evaluar la densidad mineral de las muestras en los grupos controles y los grupos 

probióticos, este método ayudaría a cuantificar de manera más objetiva los 

cambios de contenido mineral en el esmalte dental. A su vez el uso de un mayor 

número de muestras ayudaría a generar datos más representativos. Igualmente, 

se debe hacer mención que se utilizó un medio oleoso como vehículo para la 

administración de los probióticos L. reuteri y la mezcla de P. pentosaceus con B. 

longum, lo que impidió una mezcla homogénea entre el probiótico y el medio de 

cultivo empleado para el desarrollo de las bacterias en esta investigación.  

Los resultados sugieren que la aplicación de probióticos Limosilactobacillus reuteri 

y el uso conjunto de Pediococcus pentosaceus con Bifidobacterium longum sobre 

el esmalte dental sometido a sacarosa, evidencian un efecto protector parcial sin 

presentar una diferencia estadísticamente significativa. 

 

9. CONCLUSIONES 

Los valores en los promedios de microdureza de las muestras de bloques de 

esmalte expuestas a sacarosa y a los probióticos Limosilactobacillus reuteri y la 

mezcla de Pediococcus pentosaceus con Bifidobacterium longum en un modelo de 

caries in vitro monoespecie de S. mutans, tienden a ser mayores en comparación 

con el control positivo y similar al control probiótico. Sin embargo, no se observan 

diferencias significativas entre los grupos probióticos y el control positivo.  

Este estudio no descarta la posibilidad que otro probiótico disponible en el 

comercio podría ejercer un efecto mayor al observado, sugiriendo de este modo, 
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continuar con esta línea investigativa utilizando otras cepas probióticas, probando 

diferentes dosis, y complementando con el análisis de micro CT. 
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11. ANEXOS 

Anexo 1: Consentimiento informado donantes de terceros molares. 

 


