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RESUMEN

El origen de caries dental se relaciona con la interaccion simultanea de los factores
microorganismo, sustrato y diente, si estos condicionantes confluyeran solo durante un
periodo muy breve la enfermedad cariosa no se produciria. Se ha reportado que algunos
microorganismos se unen a las superficies del diente por proteinas adhesivas en la placa
dental formando un nicho, donde se protegen contra los componentes inmunologicos de la
saliva. Asi la placa se forma, se fijan los microorganismos y metabolizan los residuos de
alimento para producir los acidos que causan la descalcificacion del diente. En la flora de la
dentina cariosa se han encontrado especies de Streptococcus, Actinomyces, Veillonella y
Lactobacillus. Los métodos de tipificacion convencionales, basados en las pruebas
bioquimicas, resistencia a varios agentes y tolerancia a diferentes temperaturas, son pruebas
qgue se utilizan para caracterizar cepas aisladas. No obstante, los diferentes métodos
empleados en cada laboratorio pueden conducir a resultados discrepantes. El objetivo del
presente trabajo fue determinar el perfil proteico de Lactobacillus rhamnosus aislados de
nifilos con caries. Se analizaron 33 aislamientos previamente identificados, por PCR y
pruebas API 50CH, como lactobacilos. Las muestras fueron cultivadas y se corroboro la
viabilidad y se les realizd extraccion de proteinas con la finalidad de realizar perfiles
proteicos. Con el método de Buffer TENS se obtuvo una mejor cantidad y calidad del
producto proteico, a partir del cual se realizo la electroforesis (SDS-PAGE). Se identificaron
21 proteinas en las cepas de referencia y se contrastaron con las cepas aisladas de los nifios
con caries observandose minimas variaciones en el nimero de proteinas, destacando las
proteinas entre 15 y 50 kDa, el analisis de homologia con respecto a las cepas de referencia

mostré como minimo el 80.9% y en algunos casos se obtuvo el 100% de homologia.
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1. INTRODUCCION

La caries dental es una enfermedad infecto-contagiosa causada por las bacterias generadoras
de acido que implica la destruccion lenta y progresiva de los tejidos duros del diente,
afectando principalmente las fosetas y fisuras de molares y premolares por los metabolitos
de bacterias existentes en la placa bacteriana adherida a su superficie. La caries se asocia
también a errores en las técnicas de higiene, falta de cepillado dental, o no saber usar bien
los movimientos del lavado bucal, ausencia de hilo dental, asi como también, y en mucho
menor medida, con una etiologia genética. Se ha comprobado asi mismo la influencia del pH
de la saliva en relacion a la caries. Tras la destruccion del esmalte ataca a la dentina y
alcanza la pulpa dentaria produciendo su inflamacién, pulpitis, y posterior necrosis (muerte
pulpar). De acuerdo a los analisis de craneos infantiles prehistoricos, que datan de alrededor
de los afios 12,000 o 14,000 A.C., se observo la presencia de lesiones cariosas, siendo los
primeros datos reportados de humanos con caries. La caries dental ha estado presente en el
ser humano sin importar la localizacion geografica, el sexo, nivel socioeconémico o la edad,
siendo asi, una enfermedad que ha afectado al ser humano a lo largo de su historia. El inicio
de la caries dental frecuentemente comienza con el brote de los primeros dientes, cerca del
90% de los jévenes con problemas de caries son de 12 a 15 afios de edad. En infantes de
nivel socioecondémico bajo, con padres de nivel bajo de educacion y que consumen alimentos
ricos en carbohidratos demostraron ser 32 veces mas susceptibles de tener caries en la edad
de 3 afios, en comparacion con los nifios en quienes esos factores de riesgo no estan
presentes.

La caries dental constituye un grave problema de salud a nivel mundial y mas aun en los
paises subdesarrollados, debido a que tiene una alta prevalencia en la poblacion, las
consecuencias que producen su aparicion es un dolor agudo en donde puede aumentar y
provocar la pérdida del diente, provocando a su vez problemas estéticos, alterando el
bienestar de la persona.

La caries dental resulta de un crecimiento excesivo de microorganismos especificos que son
parte de la flora dental humana, vy el desarrollo de la enfermedad depende de las bacterias
orales que metabolizan los carbohidratos dietéticos para producir el acido. Aungque una
amplia gama de la flora acidogénica puede estar implicada, las especies que se consideran
como las principales bacterias responsables de la caries son Streptococcus mutans,
Streptococcus salivarium, Streptococcus oralis, Lactobacillus acidophilus, Actinomyces
naeslundii y Actinomyces viscosus.



El analisis de perfiles proteicos se considera un método para relacionar epidemiolégicamente
cepas aisladas de casos con caries. Y la finalidad del estudio donde se compara el perfil
proteico de cepas de Lactobacillus de origen humano permitira establecer relaciones de
identidad entre las muestras aisladas, de tal forma la identificacion de variaciones en el perfil

proteico podré representar una herramienta de utilidad en el estudio de los casos con caries.



2. MARCO TEORICO

2.1 Caries y su entorno bidtico - abidtico

La cavidad bucal de los seres humanos representa un ambiente hdimedo, el cual tiene una
temperatura relativamente constante (34 a 36°C), con un pH que tiende hacia la neutralidad
en la mayoria de sus superficies, soportando el crecimiento de una gran variedad de especies,
se expone constantemente a factores exdgenos, especialmente durante el producto del
alimento y de la respiracion, la composicion y la densidad de la poblacién microbiana en
boca es determinada principalmente por tres factores ecoldgicos: nutricion, el potencial
redox y la adherencia. Ademas varios factores no especificos del hospedero como son la
saliva (pH, sales, enzimas), la dieta (composicion, frecuencias de comida), las interacciones
microbianas, higiene de la boca y factores inmunologicos como es el caso de la fagocitosis
(1).

Al nacer el neonato entra en contacto con la madre, 8 horas después presenta una gran
cantidad de microorganismos en boca, que se incrementan con rapidez (Lactobacillus,
Streptococcus, Staphylococcus, Enterococcus, Neisseria, etc.). En la nifiez, las especies
anaerobias facultativas son dominantes en la cavidad oral, varios anaerobios se adjuntan con
la erupcion dental, apareciendo nuevas condiciones microbianas favorables y localizables
(1).

Los lactobacilos representan un grupo caracteristico de las bacterias orales, abarcan
generalmente menos del 1% de la microflora oral normal de seres humanos y se aislan
comunmente de la saliva y con frecuencia de una lesion activa de caries, la relacion con las
formas cocoides es aproximadamente de un lactobacilo por 100,000 cocos; sin embargo, sus
proporciones y predominio pueden aumentar en las lesiones avanzadas de la caries del
esmalte, es por ello que no se consideran como iniciadores de la enfermedad, pero si como
los invasores secundarios. Aunque los lactobacilos alcanzan el papel de un agente causante
de caries dental humana, siendo acidogénico y acidurico, los lactobacilos presentan poca
afinidad por las superficies dentarias, no obstante, se encuentran con frecuencia en las
lesiones provocadas por los Streptococcus mutans en la placa que cubre la superficie de las
piezas dentarias con una lesion incipiente de caries, estando presente en todas las etapas de la
enfermedad. Algunos datos sugieren que ellos son favorecidos en su capacidad de colonizar,
gracias a la presencia Streptococcus sobrinus (2,3).

Se ha establecido que la etiopatogenia de la caries obedece a la interacciéon simultanea de
tres factores principales: un factor “microorganismo” que en presencia de un factor

“sustrato” (dieta) logra afectar a un factor “diente” (también denominado hospedero). Si



estos condicionantes confluyeran solo durante un periodo muy breve la enfermedad cariosa
no se produciria, por lo tanto, se ha agregado el tiempo de interaccion de los mismos como
un cuarto factor, asi como diversas variables e interrelaciones que inciden como
modificadores de este proceso (4,5).

Se ha reportado que algunos microorganismos se unen a las superficies del diente por
proteinas adhesivas en la placa dental formando un nicho, donde se protegen contra los
componentes inmunolégicos de la saliva. Asi la placa se forma, se fijan los microorganismos
y metabolizan los residuos de alimento para producir los é&cidos que causan la
descalcificacion del diente (3).

Se sabe que las poblaciones microbianas implicadas en caries dental son altamente
complejas y variables, aunque los organismos dominantes se reconocen generalmente al ser
asociados a la progresion de la enfermedad. En la flora de la dentina cariosa se han
encontrado especies de Streptococcus, Lactobacillus, Actinomyces y Veillonella (6).

Una caracteristica dominante de la microflora de la placa es su heterogeneidad, cada micro
ambiente dentro de la boca y en superficies dentarias bien definidas alberga su propia flora
Unica. Es impresionante la evidencia en cuanto a que la naturaleza cualitativa de la flora en
la placa determina el metabolismo y el potencial para la produccion de caries (2).

Los lactobacilos no son considerados patdégenos primarios para el hombre, aunque se les
considerada como participantes en la produccion de la caries dental, encontrandoseles
presentes en una gran variedad de infecciones odontogénicas, pero es incierto si se
encuentran como simples contaminantes o participan en forma activa como oportunistas en
el proceso patologico de la caries dental (7).

La capacidad colonizadora de los lactobacilos en superficies duras es muy escasa, quedando
fijos a las mismas mediante unidn fisica por atrapamiento en la malla que constituye la placa
dentaria a estos niveles. Por el contrario, dicha colonizacion es més facil en zonas de
retencion, como fosas y fisuras del diente, alrededor de las restauraciones, en defectos del
esmalte o caries preexistentes. Los mecanismos de la adherencia de las bacterias del género
Lactobacillus en la cavidad bucal no se han estudiado extensamente a excepcion de sus
capacidades de la congregacion (7).

Los estreptococos representan la parte principal de la poblacion microbiana en todos los
sitios de la boca; sin embargo, los factores previamente mencionados determinaran la
presencia y la proporcion relativa a otros grupos bacterianos (6).

Estudios detallados de la placa dental demuestran que la caries es iniciada en gran parte por

los microorganismos capaces de adherir a las superficies del diente, principalmente



Streptococcus mutans y consiste en parte a los polimeros extracelulares de glucosa
producidos por esta bacteria. Su falta de poder adhesivo de los lactobacilos les resta interés
como iniciadores del proceso carioso de superficies lisas, de forma que su papel seria mas de
invasor secundario que contribuye al avance de las lesiones (8).

2.2 Lactobacilos

El género Lactobacillus esta conformado por bacterias acido lacticas son un grupo
filogenéticamente muy diverso, constituyendo un grupo heterogéneo formado por cocos o
bacilos no esporulados, son grampositivos, catalasa negativas, no esporulados, no moviles,
con bajo contenido G+C (menor a 54%), carentes de citrocromos, exigentes
nutricionalmente, acido-tolerantes y productores de &cido lactico como producto final
mayoritario de la fermentacion de carbohidratos. Estas bacterias se distribuyen en hébitats
donde hay presencia de carbohidratos y los substratos estan disponibles, esencialmente
como en los alimentos. Ademas, varias especies de lactobacilos se encuentran en membranas
mucoides como es el caso de la vagina, intestino y cavidad bucal (4).

La mayoria de los lactobacilos orales crecen mejor en un medio reductor provisto
adecuadamente de carbohidratos y un amplio rango de temperatura (4 - 45°C), siendo el
optimo de 30 a 40°C. Se denominan aciddricos porque toleran concentraciones altas de
acido, tienen un pH 6ptimo de crecimiento entre 5.5 a 5.8, concentraciones que comdnmente
eliminan a otras bacterias no esporuladas. EI medio idoneo para el cultivo de estos
microorganismos es el agar y caldo MRS (Man Rogosa y Sharpe). En el caldo el crecimiento
es homogéneo con depositos en el fondo, en el medio sélido, tras incubacion en atmosfera de
COza 37°C durante 48 horas, las colonias son blancas, convexas, lisas, circulares, de bordes
regulares, con 2-5 mm de didmetro (9).

El género Lactobacillus abarca cerca de 80 especies reconocidas y con la ayuda de los
nuevos métodos taxondmicos se podra tener una identificacion mas precisa de las cepas
aisladas, siendo las especies que con mayor frecuencia se encuentran en la cavidad oral
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
casei y Lactobacillus rhamnosus (10,11).

Se ha reportado que Lactobacillus rhamnosus actia como inhibidor de caries en nifios,
actuando contra Streptococcus mutans y otros patdgenos involucrados, de tal forma su
administracion como probiotico puede ser util como auxiliar en la prevencion y profilaxis de
la enfermedad en pacientes pediatricos, en forma adicional a otros medios de prevencion
como el uso de fluoruros, promocion de higiene oral o cambios en el consumo de

carbohidratos, proporcionando efectos favorables para la salud, ya que son de facil consumo



y de un bajo costo. Ademas, que se ha demostrado su capacidad de inhibir el crecimiento y
la expresion de factores de virulencia de Candida albicans, mejora el tiempo de recuperacion
nutricional y la respuesta a mediacion celular, incrementa la viabilidad de macroéfagos,
modula sefiales en procesos inflamatorios y tiene efecto positivo en el tratamiento de la
periodontitis cronica (12,13,14). Sin dejar de considerar que el consumo a largo plazo reduce
significativamente el riesgo de caries, ya que estos lactobacilos podrian colonizar
temporalmente la cavidad oral (8,15).

2.3 Perfil proteico

Los métodos de tipificacion convencionales, basados en las pruebas bioguimicas, resistencia
a varios agentes y tolerancia a diferentes temperaturas, son pruebas que se utilizan para
caracterizar cepas aisladas. No obstante, los diferentes métodos empleados en cada
laboratorio pueden conducir a resultados discrepantes. La electroforesis de proteinas en gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) es un método sensible y préactico que permite complementar
la identificacion y clasificacion de los microorganismos (16).

Los perfiles proteicos son Utiles para distinguir especies de microorganismos recuperados de
muestras clinicas, permitiendo agrupar aislamientos microbianos dentro de la especie en la
gue habian sido ubicados por el esquema convencional de pruebas bioquimicas. Y debido a
que es una prueba econdémica y rapida la comparacion de perfiles proteicos en SDS-PAGE se
puede considerar una herramienta confirmatoria Util en la identificacion de especies
bacterianas (17). Siendo relevante destacar que las caracteristicas metabolicas de las cepas
aisladas a partir de diferentes ambientes sufren una importante influencia del nicho ecoldgico
del cual proceden, condicionando desventajas para su clasificacion taxonomica dada la
amplia biodiversidad existente. De tal forma, el perfil proteico de una célula se puede utilizar
para su clasificacion, basandose en la premisa de que organismos estrechamente
relacionados deben tener similar o idéntica composicion proteica. Ademas, de los estudios de
perfiles proteicos que han permitido detectar la expresion de la proteina MAM-7 en
Lactobacillus rhamnosus, la cual tiene capacidad de inhibir la colonizacion in vitro del

patdgeno Vibrio parahaemolyticus (18,19).



3. MARCO DE REFERENCIA

Diversos estudios referentes a la flora oral indican su naturaleza compleja, el que la flora oral
se pueda dividir de acuerdo a su funcion: a) en productora de A&cidos, siendo los
estreptococos Yy los lactobacilos los mas abundantes de las especies acidogénicas residentes,
y b) los lactobacilos los méas acidiricos. Otros trabajos han postulado que los lactobacilos
pudieran intervenir en la fase descalcificante del diente en la caries dental, ademas de haber
reportado lactobacilos en lesiones cariosas y determinado su alto potencial de produccion
acida y su capacidad de sobrevivir en el medio acido, por lo que plantean que los
lactobacilos son los agentes causales de la caries dental, siendo la caries dental un proceso
infeccioso (20,21).

Aunque las bacterias responsables de la iniciacion de la caries y su progresion se han
estudiado extensivamente, la microbiologia de la caries dental ha mostrado diversidad
considerable y todavia no se ha caracterizado completamente, siendo el género Lactobacillus
implicado en dicho procesos. Los lactobacilos que se han encontrado en la superficie del
diente de infantes y de nifios jovenes con caries son Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus rhamnosus
(22,23).

Durante los Gltimos 20 afios los principales factores bioldgicos que han sido utilizados como
indicadores de actividad de caries dental, son Streptococcus mutans y lactobacilos. Para la
identificacion y enumeracion de dichas bacterias en saliva y en material de la placa, se han
desarrollado métodos que son tanto factibles como fiables (24,25). Para la identificacion se
usan métodos que permiten un andlisis fenotipico y genotipico. Los analisis de perfiles
proteicos han servido para investigar diferentes microorganismos, desde 1953 un incremento
en el nimero de estudios, han servido para demostrar la presencia de proteinas superficiales
en bacterias, siendo un analisis confiable para comparar y agrupar un numero grande de
bacterias, y en particular Gatti et al (1997) ha reportado el analisis de proteinas de pared
celular de lactobacilos usando el regulados TENS y el método de SDS-PAGE demostrando
que es una técnica sensible y rapida para caracterizar diferentes proteinas de pared celular,
obteniendo informacién valiosa sobre la semejanza o disparidad entre las mismas cepas de
lactobacilos utilizadas en la produccién de quesos en el norte de Italia, para ello realizan el
andlisis de proteinas de pared celular de bacterias &cido lacticas aisladas de diferentes quesos
madurados, ellos encuentran que una banda de 50 kDa es caracrteristica de las cepas de L.
helveticus el 13% de las cepas presentan una bande de 30kDa y un menor porcentaje una de

60 kDa, para L. delbnruekii spp bulgaricus y L. delbruekii spp lactis se encontraron
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diferentes bandas que van desde los 100 kDa hasta los 10 kDa, encontrando principalmente
las de 13, 15, 31, 45 y 66 kDa en diferentes proporciones para las distintos aislados de estas
cepas de lactobacilos. Ellos concluyen que las diferencias entre los diferentes perfiles de las
proteinas de pared celular puede estar relacionado con la adaptacion de la bacteria a
diferencias en los ecosistemas que se generan durante la produccion y maduracion de quesos
(26, 27), por otro lado también proponen a esta técnica de andlisis de proteinas de pared
celular para diferenciar a L. delbruekii spp lactis de L. helveticus en la elaboracion de
quesos.

Las caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de los hospederos pueden causar alteraciones
en el metabolismo de las bacterias y traducirse en cambios en la composicion de sus
proteinas, de tal forma que el estudio y analisis de estas variaciones ha sido importante ya
gue se han podido revelar compuestos quimicos que sirven para diversos estudios, donde por
medio del analisis de perfiles proteicos se logr6é evidenciar la expresion de MAM-7 en
Lactobacillus rhamnosus que reduce la adhesion intrinseca de Vibrio parahaemolyticus (18).
También por medio de la caracterizacion de perfiles proteicos se ha estudiado en
Lactobacillus rhamnosus los efectos de sus componentes de superficie celular con capacidad
de adhesion y su aplicacién como probidticos (28), y los estudios referentes a recombinacion
de bacterias acido lacticas ha permitido obtener y caracterizar sus perfiles proteicos para su
aplicacion en el disefio de vacunas (29), ademas de los reportes que han permitido evaluar
patrones proteicos caracteristicos del fluido crevicular gingival de pacientes con periodontitis
cronica y sanos (16).



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Varios estudios han demostrado que los microorganismos son capaces de adquirir genes por
diversos mecanismos, esta transferencia de genes les puede proporcionar nuevas
caracteristicas a las bacterias entre ellas nuevos factores de patogenicidad y virulencia como
puede ser la presencia de nuevas adhesinas, resistencia a antibioticos, generacion de nuevos
metabolitos, enzimas, etc. Estos intercambios genéticos pueden favorecer que bacterias que
no son patdgenas a transformarse en una que si lo es. La presencia de las proteinas
superficiales se ha utilizado para estudiar y para comparar varias bacterias entre ellas cepas
de lactobacilos y como se sabe los lactobacilos estan presentes en diversas microfloras e
incluso son usados para realizar productos lacteos por pertenecer al grupo de bacterias
acidolécticas.

Se calcul6 que la cavidad oral puede estar colonizada por mas de 700 especies microbianas
distintas siendo los lactobacilos aproximadamente el 1% de la flora cultivable, esta gran
diversidad microbiana aumenta la probabilidad de transferencia genética entre
micrpoorganismos. Estudios previos por nuestro grupo de investigacion encontré que L.
rhamnosus se aislé en el 100% de nifios con procesos cariogénicos y no en nifios sin caries.
Por lo que surge la siguiente pregunta: ;Hay diferencia entre los perfiles proteicos de
Lactobacillus rhamnosus aislados de saliva de nifios con caries en comparacion con la cepa
tipo L. rhamnosus ATCC 9595?



5. JUSTIFICACION

Las enfermedades ocurren cuando un microorganismo especifico alcanza un sitio blanco en
donde los tejidos y las condiciones permitan al microorganismo prosperar y alcanzar un
namero elevado para causar dafio al hospedero, tal es el caso del género Lactobacillus que
estd implicado en la progresion de lesiones cariadas. Numerosos estudios han demostrado la
presencia de lactobacilos en una cantidad significativa dentro de la cavidad bucal
especialmente en saliva, los efectos causados por estas bacterias son debido a su capacidad
acidogénica y acidarica causando la desmineralizacion del esmalte de los dientes.

El analisis de proteinas ha sido usado para investigar estatus taxondmicos en diferentes
microorganismos, recientemente el estudio de proteinas totales y superficiales es usado para
comparar algunas cepas de lactobacilos.

El proposito de este estudio fue caracterizar por perfil proteico a través de SDS-PAGE las
cepas de Lactobacillus rhamnosus aisladas de nifios con caries.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Determinar el perfil proteico de Lactobacillus rhamnosus aislados de nifios con caries.

6.2 Objetivos particulares

1. Comprobar la pureza de las cepas congeladas en el medio selectivo MRS.
2. Estandarizar la técnica para la lisis celular de lactobacilos.

3. Analizar, por geles de poliacrilamida, los perfiles proteicos de la lisis celular.
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7. DISENO DEL ESTUDIO

Tipo de estudio
Descriptivo, prospectivo, transversal y observacional.

Tamafio de la muestra
Se incluyeron en el estudio 33 cepas silvestres provenientes de nifios con caries, aisladas de

un estudio realizado con anterioridad.

Sede del estudio

Facultad de Estomatologia de la Benemérita Universidad Autdnoma de Puebla (BUAP).

Criterios de seleccién

Criterios de inclusion: Cepas de Lactobacillus rhamnosus provenientes de nifios con caries.

Criterios de exclusion: Cepas de lactobacilos diferentes a Lactobacillus rhamnosus

provenientes de nifios con caries.

Recursos financieros
Este estudio fue financiado por el laboratorio de Microbiologia oral de la Facultad de
Estomatologia de la BUAP.

Recursos humanos
Director: DC. Cristian Dionisio Roméan Méndez.
Asesor: QFB Oscar Pérez Toriz.

pQFB: Asael Almaraz Arrazola.

Disefio estadistico
Estadistica descriptiva la cual se realizara a través de imégenes y una tabla.
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8. MATERIAL Y METODOLOGIA

Se incluyeron en el estudio 33 cepas silvestres provenientes de nifios con caries y las cepas
de referencia Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595 y Lactobacillus acidophilus ATCC
4556, las cuales fueron proporcionadas por el cepario del Laboratorio de Microbiologia Oral
de la Facultad de Estomatologia de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. Las
muestras silvestres fueron previamente identificadas con la prueba bioquimica APl 50CH y
complementandose la identificacion con la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) especifico utilizando los primers Prl (sense) 5-CAGACTGAAGTCTGACGG-3" y
Rhall (antisense) 5-GCGATGCGAATTTCTATTATT-3".

Se tomaron alicuotas (100 ml) de cada una de las 33 cepas silvestres y se inocularon en caldo
MRS, incubandolas a 5% CO. y a 37 °C por 24 horas. Después se sembraron en agar MRS
dejandolas incubando bajo las mismas condiciones, para verificar que las cepas estuviesen
puras, se les realizo identificacion por su morfologia y tincién de Gram incluyendo a las
cepas de referencia Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595 y Lactobacillus acidophilus
ATCC 4656, para posteriormente realizar la extraccion de proteinas, por medio de los
siguientes métodos:

8.1 Choque térmico

Las muestras fueron incubadas en caldo MRS, centrifugandose a 10000 x g durante 7
minutos, enseguida se lavaron dos veces con NaCl (0.9%) y el paquete fue resuspendido en 2
ml de NaCl (0.9%) para posteriormente colocarlos en agua caliente durante 10 minutos y
posteriormente se colocaron en hielo durante 5 minutos, realizando este paso cinco veces
méas. Se centrifugo a 10000 x g durante 7 minutos, separando el sobrenadante para
posteriormente analizarlo por electroforesis en gel de poliacrilamida.

8.2 Buffer TENS

Las muestras se lavaron dos veces con NaCl (0.9%) estéril y se centrifugaron a 5000 x g
durante 10 minutos, resuspendiendo el paquete en 1.5 ml de NaCl (0.9%). Después de ser
lavada la muestra el paquete final fue resuspendido en 0.5 ml de 0.01 mol 1 Tris-HCI, 0.01
mol 11EDTA, 0.01 mol 1** NaCl, 2 % SDS, colocandose a 100 °C por 5 minutos.

Después del tratamiento, la suspension fue centrifugada (11, 600 x g durante 10 minutos) y
el sobrenadante se examin6 en SDS-PAGE.

8.3 Sonicacion

Las muestras se recolectaron directamente de agar MRS y se colocaron en microtubos con 1
ml de NaCl (0.9%) estéril, durante la sonicacidon las cepas se mantuvieron en hielo, la lisis
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se realiz6 con una frecuencia de 60 KHz dando pulsos de 30 segundos por seis ciclos,
dejando reposar entre cada pulso 30 segundos para que la muestra se mantuviera en frio.

8.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE)

El término electroforesis se usa para describir la migracion de una particula cargada
eléctricamente cuando ésta se somete a un campo eléctrico. Los geles de poliacrilamida son
ampliamente utilizados para la separacion de proteinas y fragmentos pequefios de ADN y
ARN, estas moléculas poseen cargas eléctricas y por ende pueden moverse cuando se
someten a un campo eléctrico. Las proteinas poseen carga eléctrica como resultado de los
residuos de aminos acidos como el glutamico y el aspartico y basicos como la lisina y la
arginina.

El gel se obtiene mediante la polimerizacion de los mondémeros de acrilamida, la cual es
iniciada con persulfato de amonio, este se disocia en radicales libres. Cuando estos radicales
se ponen en contacto con monomeros de acrilamida, ésta es activada y puede reaccionar
sucesivamente con otras moléculas para producir un polimero de cadena larga.

Una solucion de este polimero de cadena larga, aunque es viscosa no gelifica debido a que
las cadenas no se unen una a otra. Para que se forme el gel se requiere que esos polimeros de
cadena larga se unan por entrecruzamiento de estas por presencia de la N,N’-metilen-bis-
acrilamida que reacciona con los grupos funcionales libres en los extremos de las cadenas.
Durante la formacion del gel, la N, N, N", N -tetrametilen-diamina (TEMED) Unicamente
participa como catalizador en la reaccién de polimerizacion.

8.5 Electroforesis desnaturalizante

Las proteinas pueden ser desnaturalizadas por una variedad de agentes tales como urea e
hidrocloruro de guanidina asi como detergentes idnicos fuertemente positivos o negativos.
Dentro de estos, el detergente anidnico dodecil sulfato de sodio (SDS del inglés, Sodium
Dodecyl Sulfate), ha sido extremadamente Gtil combinado con separacion electroforética en
geles de poliacrilamida.

El SDS al unirse a las proteinas mediante interacciones hidrofdébicas, separandolas a la
mayoria de ellas en sus subunidades que se encuentra unidas por enlaces no covalentes, es
decir las desnaturaliza (elimina sus estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria).

Habrd un nimero definido de cargas negativas del SDS por residuo de aminoacido y por lo
tanto la carga aportada por este detergente sera proporcional al peso molecular (PM) de la
proteina, lo cual enmascara la carga normalmente presente en la molécula cuando se

encuentra en ausencia de SDS.
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Generalmente, para lograr la desnaturalizacion completa de la muestra se debe incluir un
agente reductor como el 2-mercaptoetanol y un tratamiento térmico a ebullicion durante unos
minutos. Estos agentes reducen los puentes disulfuro de las proteinas convirtiéndolos en
grupos sulfhidrilos. Se ha comprobado que todos los complejos SDS-proteina adoptan una
conformacién extendida o de baston, eliminandose la influencia de la forma en la movilidad
electroforética. Cuando la electroforesis se realiza en geles de poliacrilamida, con la
porosidad adecuada para generar el efecto de tamiz molecular, la separacion ocurre
exclusivamente en funcion del peso molecular. Los complejos con mayor tamafio molecular
presentaran mas resistencia al pasar por los poros del gel y migraran con menor velocidad
que los de menor tamafio.

8.6 Analisis del perfil proteico

Los extractos proteicos libres de células fueron analizados como se describié anteriormente
por electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) usando el sistema discontinuo,
sobre geles verticales (18 x 13 x 0,75cm). Los geles de resolucion y concentracion se
prepararon a partir de 12 y 4% de acrilamida-bisacrilamida, respectivamente (Bio-Rad),
usando el sistema persulfato de amonio y TEMED como catalizador de la polimerizacion y

las proteinas fueron visualizadas por tincién con colorante
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de las 33 cepas que fueron aisladas e identificadas, en el Laboratorio de
Microbiologia Oral de la Facultad de Estomatologia de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla, por medio de galerias APl 50CH y PCR (Figura 1), se realizaron
cultivos en el caldo y agar MRS, resultando viables entre las 24 y 48 horas de incubacién,
ademas de su verificacion por morfologia y tincion de Gram (Figura 2).

MW 1L 2 3 4 5 6§ T&89

246 bp
123 bp

Figura 1. PCR especie-especifico de Lacobacillus rhamnosus, lineas 2 a 9 asilamientos de nifios con caries,
linea 1 Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595, linea MW marcador de peso molecular 123 pares de bases.
Fuente: Roman-Méndez, et al., 2009 (30).
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Figura 2. Cultivo por estria cruzada de lactobacilos en agar MRS (A 'y B),

tincion mostrando bacilos grampositivos (C).

Al evaluar diferentes métodos de extraccion de proteinas se obtuvo mayor cantidad y calidad
del producto con el método Buffer TENS, a partir del cual se realiz6 la prueba de
electroforesis (SDS-PAGE). Se evidenciaron un promedio de 20 proteinas en las cepas de
referencia (Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595 y Lactobacillus acidophilus ATCC 4556),
y al contrastar con las cepas aisladas de los nifios con caries se observaron minimas
variaciones en el nimero de proteinas, destacando las proteinas con 15, 16, 22, 40, 63, 90,
110, 160 y 220 kDa (Figuras 3, 4y 5), y al realizar el comparativo de las proteinas que se
presentan entre las cepas de referencia y los aislamientos se obtuvo un 80% como minimo de

homologia y en algunos casos se presentd el 100% de homologia (Tabla 1).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

el — AR

Figura 3. SDS-PAGE de proteinas, linea 5 cepa control de Lactobacillus rhamnosus, lineas 1 a 4 y 6 a 10

muestras de las cepas aisladas de lactobacilos de nifios con caries.
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Figura 4. SDS-PAGE de proteinas, linea 10 cepa control de Lactobacillus acidophilus, lineas 2 a 9 muestras
de las cepas asiladas de lactobacilos de nifios con caries.

Figura 5. SDS-PAGE de proteinas, linea MPM (Marcador de peso molecular), linea 1 sin muestra, linea 5 L.
rhamnosus ATCC 9595, lineas 2, 3,4 6, 7 y 8 muestras de las cepas asiladas de lactobacilos de nifios con caries
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Tabla 1. Comparativo de perfil proteico entre cepas de referencia y los aislamientos

Aislamiento No. bandas en los No. bandas homologas Gel (figura) y
aislamientos en cepas de posicion
(% homologia) referencia
2C 20 (100) 20 3,1
2D 20 (100) 20 3,2
2B 17 (85) 20 3,3
6 18 (90) 20 3,4
7B 18 (90) 20 3,6
7C 19 (95) 20 3,7
8 20 (100) 20 3,8
12 20 (100) 20 3,9
17 20 (100) 20 3,10
34B 20 (100) 20 4,1
34C 18 (95) 20 4,2
35 18 (95) 20 4,3
36 16 (80) 20 4,4
42 20 (100) 20 4,5
46 17 (85) 20 4,6
47 17 (85) 20 4,7
102 19 (95) 20 4,8
101 16 (80) 20 4,9

Las especies del genero Lactobacillus son una de las taxos mas importantes implicadas en
microbiologia de alimentos y nutricion humana. Esto se debe al papel que tienen en la
produccion y preservacion de alimentos y también a las caracteristicas probidticas exhibidas
por algunas cepas. Estos rasgos son de importancia cada vez mayor y reciben la atencién de
los consumidores, industriales y recientemente de la comunidad cientifica por la asociacion
que se ha evidenciado de Lactobacillus rhamnosus con casos de caries (30,31).

Los resultados aqui presentados mostraron proteinas en la zona comprendida entre los 15 y
50 kDa, sugiriéndose que esta variedad de proteinas esta relacionada con el tipo de sustrato
que degradan los lactobacilos, siendo susceptibles a los cambios en sus fuentes nutricionales,
modificando en mayor grado su composicion proteica por este factor abidtico. La ausencia o
presencia de algunas proteinas, como en el caso de las muestras en las lineas 4 y 7 en la
figura 3 es también un indicador de los cambios bioquimicos en los lactobacilos a causa de
las variaciones en la composicion de sus sustratos. De tal forma, se debe considerar que los

genes permanecen basicamente sin cambios por periodos mas prolongados, pero las
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proteinas varian de acuerdo a las condiciones que rodean a las bacterias. Los resultados de
las electroforesis de proteinas son caracteres fenotipicos que reflejan mucho mejor las
diferencias genéticas entre especies 0 poblaciones que cuando se estudian los caracteres
morfoldgicos. Por ello los perfiles proteicos representan una buena herramienta para el
diagnostico microbioldgico (32).

La mayor discrepancia en la taxonomia del género Lactobacillus es la baja correlacion
existente entre las propiedades metabolicas y la filogenética. La subdivision histérica del
género Lactobacillus basada en el tipo de fermentacion ha sido revisada y se ha subrayado el
hecho de que a términos como homofermentativo y heterofermentativo y ambos términos
acompariados de obligado y/o facultativo se le han asignado significados, lo cual puede
llevar a error. De tal manera se han desarrollado diferentes técnicas para la identificacion y
caracterizacion de proteinas de interés, proporcionando informacidn referente al espectro de
huéspedes y de conocer casos de expresion de proteinas. Las proteinas de los diferentes
aislamientos se analizaron en SDS-PAGE, definiendose el perfil proteico caracteristico de
cada una de ellos. Este tipo de estudios al compararlo con el caso de Bacillus thuringiensis
donde se demostré que dichas cepas no contienen ninguno de los genes cryl, cry2 o cry9,
con conocida actividad insecticida, lo cual sugiere que dichas cepas producen nuevas
proteinas Cry (33), situacion que no puede ser ajena a otros tipos de bacterias como es el
caso de los Lactobacillus sp., en el caso particular de L. rhamnosus en la produccién de
gueso Parmigiano Reggiano se observd que son la microflora dominante presente durante
sus distintas etapas de maduracion, utilizando una combinacién de técnicas moleculares
(RAPD-PCR y REP-PCR) se evidencio el polimorfismo genético de 66 cepas aisladas en
diferentes etapas de maduracién del queso, lo cual se correlaciona con sus habilidades para
adaptarse a diferentes ambientes y procesos tecnoldgicos, la deteccién de biotipos que se
correlacionan con momentos especificos, en la maduracién del queso o el desarrollo
diferencial a lo largo de este proceso (38). Esto puede estar pasando en boca en virtud de la
presencia de las diferentes condiciones que se presentan en este ecosistema, ademas de la

sucesion microbiana que pueda favorecer a que aumente su habilidad cariogénica.

Tradicionalmente la identificacion bacteriana se ha basado en la utilizacion de meétodos
fenotipicos que incluyen las caracteristicas morfoldgicas y tintoriales que presentan los
microorganismos en distintos medios de cultivos, asi como las reacciones bioquimicas
propias de cada especie. Sin embargo, esto implica una carga laboral y consumo de tiempo

importante para el personal del laboratorio, puesto que la identificacion bacteriana puede
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tomar desde horas e incluso hasta dias, sobre todo para aquellos microorganismos
fastidiosos, lo cual sin duda, impacta directamente en el prondstico (34).

Bajo esta inquietud, se han buscado métodos que aumenten la exactitud y disminuyan los
tiempos de respuesta en la identificacion bacteriana. Entre las técnicas mas utilizadas en la
microbiologia moderna destacan los sistemas en miniatura de pruebas analiticas
bioquimicas, cuyo inconveniente es que en algunos casos pueden ser lentos e imprecisos. En
esta misma linea estan los sistemas automatizados que realizan identificacion bacteriana en
tiempos mas cortos; sin embargo, el costo de implementacion es alto. Probablemente lo que
ha ganado mayor terreno en la actualidad, es la biologia molecular, que si bien es bastante
precisa, aun tiene tiempos prolongados de respuesta debido a la falta de automatizacion
universal de sus procesos, lo que la hace susceptible de errores y contaminacion; ademas sus
altos costos de implementacion la limita a algunos centros (35).

A lo anterior se debe considerar la implementacion del uso de la espectrometria de masas
como estandar de oro en las distintas areas del laboratorio clinico y la posibilidad de uso de
MALDI-TOF MS en aplicaciones clinicas de protedbmica y metabolémica. Desde su
introduccién en los laboratorios de microbiologia clinica en el afio 2008, se han escrito
numerosas publicaciones sobre su utilidad en la identificacion de microorganismos desde

colonias, asi como directamente desde hemocultivos positivos y de muestras de orina (36).
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10. CONCLUSIONES

1. Se verifico la pureza y viabilidad de las cepas estudiadas en el medio MRS.

2. La técnica Buffer TENS resultd ser la mas adecuada para la lisis celular de los
lactobacilos.

3. Las cepas de Lactobacillus rhamnosus aislados de nifios con caries presentan perfiles

proteicos similares a los de la cepa tipo Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595
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