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RESUMEN. El desarrollo de estudios relacionados con el microbioma oral humano, asi como las ciencias y técnicas aplicadas para investigarlo,
han permitido replantear el entendimiento de la caries como una infeccion endégena causada por un consorcio de microorganismos. Ademds de
identificar la gran diversidad de microorganismos implicados en los procesos cariosos, también se han realizado estudios similares en cavidad
oral sana, y andlisis de las interacciones entre los microorganismos y el hospedador. Los resultados estin abriendo paso a la viabilidad de
implementar estrategias biotecnologicas que buscan interrumpir el inicio y la progresion de la enfermedad, y en este sentido los probidticos
son una herramienta prometedora. Los probidticos son microorganismos benéficos que al entrar en contacto con la cavidad oral modifican la
interaccion microbiana a favor de una homeostasis. Utilizando diferentes bases de datos (PubMed, ScienceDirect y Google Académico) se realizo
la revision de literatura sobre los probidticos como una estrategia para el control de la caries, mediante el fundamento de su funcion en cavidad
oral, asi como algunos de los estudios realizados hasta el momento y la descripcion de las caracteristicas de las cepas bacterianas mas estudiadas
v las aisladas recientemente. El articulo concluye con la sustentacion de las caracteristicas ideales que deberian tener las cepas bacterianas para
que sean eficientes como probidticos de cavidad oral.
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ABSTRACT. The development of studies related to the human oral microbiome, as well as the applied sciences and techniques to investigate it, have
helped reconsidering our understanding of tooth decay as an endogenous infection caused by a conglomerate of microorganisms. In addition to
identifying the great diversity of microorganisms involved in carious processes, similar studies in healthy oral cavity have also been conducted, as
well as analysis of the interactions between microorganisms and the host. The results are paving the way to implementing biotechnology strategies
to interrupt the onset and progression of the disease, and in this sense probiotics are a promising tool. Probiotics are beneficial microorganisms
that once in contact with the oral cavity modify the microbial interaction favoring homeostasis. A literature review was conducted using various
databases (PubMed, ScienceDirect, and Google Scholar), focusing on probiotics as a strategy for caries control, based on their function in the oral
cavity, this includes some of the studies conducted so far as well as the description of features of the bacterial strains most commonly studied and
the ones recently isolated. The article concludes by explaining the ideal features that bacterial strains should have to be efficient as probiotics in
the oral cavity.
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INTRODUCCION

Han transcurrido 36 afos desde que por primera vez la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) instaurd metas
mundiales para la salud oral y aun queda mucho trabajo
por hacer. Ya en 1989, la misma organizacion recomien-
da la promocion de la salud bucal como parte integral de
la salud publica.! Por tanto, muchos paises establecieron
estrategias para disminuir las enfermedades bucodenta-
les. Aunque, segun reportes mundiales,? los esfuerzos
en las medidas de salud pablica han dado sus frutos en
el control de las enfermedades orales, la caries dental
sigue siendo considerada una de las enfermedades cro-
nicas mas prevalentes.® La caries dental llega a afectar
funciones basicas como la alimentacion y la nutricion e
influyen en la vida psicosocial de las personas.* Ademas,
puede generar la pérdida dental y enfermedades graves
como la endocarditis bacteriana.®

En Colombia, el mas reciente Estudio Nacional de Salud
Bucal ENSAB IV (2014) mostré una disminucion en la
prevalencia de la caries con respecto al reporte anterior,
especialmente en la poblacion de 12 afios (pasé de 57%
a 37%) y en la poblacion de 20 a 34 anos (de 75% a
53%). A pesar de estos resultados, la caries sigue sien-
do la enfermedad de mayor frecuencia en la poblacion
desde las edades mas tempranas, dado que el 33,3% de
los nifios de 1, 3y 5 afios ya presentan antecedentes de
esta enfermedad, con una prevalencia de 5,9%, 43,7%
y 52,2% respectivamente. Esto indica la necesidad de
estrategias que complementen las ya existentes, para
lograr la erradicacion o un mayor control de esta enfer-
medad.®

La caries dental es una enfermedad producida por el
rompimiento del equilibrio del pH, lo cual trae como con-
secuencia principal el establecimiento de una biopelicula
compuesta principalmente por una microflora cariogéni-
ca. La interaccion entre esta microflora y los factores del
huésped condicionara la inhibicion o el aceleramiento de
esta enfermedad.”®

El desequilibrio o la disbiosis de la microflora bucal ha-
cen de esta enfermedad una infeccion endogena, y no
transmisible, como se consideraba antes.'® ™ En anos

INTRODUCTION

It has been 36 years since the World Health
Organization (WHO) first set forth global goals for
oral health and there is still much work to be done.
In 1989, the same organization recommended
promoting oral health as a public health issue.!
Consequently, many countries set up strategies to
reduce oral diseases. Although according to global
reports? public health efforts have been effective
in controlling oral diseases, dental caries remains
one of the most prevalent chronic diseases.® Dental
caries may affect basic functions like food intake
and nutrition, and can influence the psycho-social
life of patients.* It can also produce tooth loss and

serious diseases such as bacterial endocarditis.>

In Colombia, the most recent Estudio Nacional de
Salud Bucal ENSAB IV (2014) showed a decrease
in caries prevalence compared to the previous report,
especially in the population aged 12 years (going
from 57% to 37%) and in the population aged 20 to
34 years (from 75% to 53%). Despite these results,
caries remains the most frequent disease in the
earlier years, since 33.3% of children aged 1, 3 and 5
years already have experience of this disease, with a
prevalence of 5.9%, 43.7% and 52.2% respectively.
This shows the need for strategies to complement the
existing ones, to achieve the eradication or a greater

control of this disease.’

Dental caries is a disease caused by a shift in pH
balance, resulting in the formation of a biofilm
composed mainly of cariogenic microflora. The
interaction between this microflora and host factors
conditions the deceleration or acceleration of the

disease.”

Imbalance or dysbiosis of the oral microflora make
this disease an endogenous infection, which is not

transmissible, as previously believed.'® ! In recent
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recientes, varios grupos de investigacion han centrado
sus esfuerzos en el estudio de la microbiota oral,'>"
identificando los microorganismos implicados en los
procesos cariogénicos, los microorganismos de cavi-
dad oral sana, los procesos metabolicos de estos y las
interacciones entre l0s microorganismos y el hospeda-
dor. A partir de estos conocimientos se han intentado
desarrollar herramientas biotecnoldgicas, entre 1as que
se encuentran los probidticos,'™ ' cuya finalidad es el
control selectivo de los agentes etiologicos de la caries
y el mantenimiento de la homeostasis oral. La definicion
de los probicticos aceptada por la OMS y la FAO es que
son “microorganismos vivos, principalmente bacterias,
que son seguros para el consumo humano, y cuando
son ingeridos en suficiente cantidad, tienen efectos be-
néficos en la salud humana”."”

El objetivo de esta revision es presentar los probidticos
como una estrategia para el control de la caries dentro
del contexto de la microbiologia y el mantenimiento de la
homeostasis oral, teniendo como soporte estudios rea-
lizados con diferentes cepas bacterianas que cumplen
con esta caracteristica.

MICROBIOLOGIA DE LA CAVIDAD
ORAL

Se ha estimado que en la cavidad oral hay mas de mil
especies diferentes de bacterias como colonizadoras
potenciales.'®2? Solamente 280 especies han sido aisla-
das e identificadas, pero mediante técnicas moleculares
basadas en el clonaje del gen 16S RNA, se ha llegado a
identificar aproximadamente 600 especies o filotipos.™
La mayoria de estas bacterias cumplen un papel comen-
sal, manteniendo la homeostasis del ecosistema, y otras
participan en el desarrollo de patologias.?*?

De acuerdo a las condiciones de la cavidad oral, varian
los tipos y la proporcién de las bacterias.'?'4 26 Estas
diferencias son evidentes, entre cavidad oral sana o con
algln tipo de patologia, como caries,?-* periodontitis®
0 cancer.%"32

years, several research groups have focused their
efforts onthe study of oral microbiota,'*'*identifying
microorganisms involved in cariogenic processes,
microorganisms of the healthy oral cavity, their
metabolic processes, and the interactions between
microorganisms and host. Some biotechnology
tools have been tried based on all this research,
including probiotics,' ' intended for a selective
control of the etiological agents of caries and the
maintenance of oral homeostasis. The WHO/FAO
have accepted the definition of probiotics as “live
microorganisms, mainly bacteria, that are safe for
human consumption, and when administered in
adequate amounts confer a health benefit on the
host”."”

The objective of this topic review is to present
probiotics as a strategy for caries control within the
context of microbiology and the maintenance of
oral homeostasis, as supported by studies conducted
on different bacterial strains that comply with this

characteristic.

MICROBIOLOGY OF THE ORAL
CAVITY

It has been estimated that there are over a thousand
different species of bacteria in the oral cavity as
potential colonizers.'®*? Only 280 species have been
isolated and identified, but using molecular techniques
based on the cloning of gene 16S RNA, about 600
species or phylotypes have been identified.'” Most
of these bacteria are commensals, maintaining the
homeostasis of the ecosystem, while others are
involved in the development of pathologies.?*%

The types and proportions of bacteria vary
according to the conditions of the oral cavity.!*!426
These differences are evident between a healthy
oral cavity and one with some kind of pathology,
such as caries,?”?, periodontitis,* or cancer.?!?
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La cavidad oral sana estd caracterizada por una
microflora dominada por el phylum Firmicutes (género
Streptococcus,  familia  Veillonellaceae,  género
Granulicatella),  Proteobacteria  (género  Neisseria,
Haemophilus), Actinobacteria (género Corynebacterium,
Rothia, Actinomyces), Bacteroidetes (género Prevotella,
Capnocytophaga, Porphyromona) y Fusobacteria (género
Fusobacterium).® En un estudio realizado a partir de placa
dental de nifos libres de caries, los autores identificaron
una sobreabundancia de Streptococcus parasanguinis,
Abiotrophia defectiva, Streptococcus mitis, Streptococcus
oralis y Streptococcus sanguinis.® Otras comunidades
bacterianas asociadas a condiciones libres de caries son
Cordiobacterium, Rothia, Kingella, Aggregatibacter o
Mannheimia, que, a pesar de ser abundantes, algunas son
poco conocidas por ser parte de grupos que no pueden
ser cultivados en el laboratorio.®® Los hallazgos de una
comunidad microbiana relacionada con un estatus no
cariogénico apoyan la idea de usar bacterias asociadas
al estado saludable como probioticos, para prevenir las
enfermedades orales.?®

Respecto a los microorganismos de cavidad oral con
caries, durante los afos sesenta y setenta fueron
identificadas unas bacterias encontradas en alta proporcion
en lesiones cariosas.® Durante este periodo, se establecio
la importancia de Streptococcus mutans y organismos
relacionados (S. sobrinus, S. cricetus, S. rattus, S. downii
y S. macacae) en la etiologia de la caries dental.?” Otro
grupo de bacterias encontradas en gran proporcion en
lesiones cariosas son los lactobacilos acidogénicos y
acidotolerantes, que, al igual que el S. mutans convierten
los carbohidratos fermentables en acido lactico, generando
asi la desmineralizacion de los dientes.*”

Hoy en dia, con los avances en técnicas moleculares,
como la PCR, la pirosecuenciacion y la secuenciacion
del ARNr 16S, asi como con el establecimiento de bases
de datos gendmicas como Human Oral Microbiome Da-
tabase (HOMD)* y OSU CORE database,® se sabe que
son mas los microorganismos implicados en el desarro-
llo de la caries dental.’® Entre las bacterias identificadas,
se encuentran Selenomonas, Neisseria, una variedad

The healthy oral cavity is characterized by a microflora
dominatedbyphylum Firmicutes(genusStreptococcus,
genus
Proteobacteria (genus Neisseria, Haemophilus),

family  Veillonellaceae, Granulicatella),
Actinobacteria (genus Corynebacterium, Rothia,

Actinomyces), Bacteroidetes (genus Prevotella,
Capnocytophaga, Porphyromona) and Fusobacteria
(genus Fusobacterium).>* In a study based on dental
plaque from caries-free children, the authors identified
an overabundance of Streptococcus parasanguinis,
defectiva,
Streptococcus oralis, and Streptococcus sanguinis.>*
Other

caries-free conditions are Cordiobacterium, Rothia,

Abiotrophia Streptococcus ~ mitis,

bacterial communities associated with
Kingella Aggregatibacter or Mannheimia, some of
which, despite being abundant, are not fully known
as they belong to groups that cannot be grown in
laboratory.*® The findings of a microbial community
related with non-cariogenic status support the idea
of using bacteria associated to the healthy status as

probiotics to prevent oral diseases.”

Regarding microorganisms in oral cavity with
caries, some bacteria found in high proportions in
carious lesions were identified during the 1960’s
and 1970’s.’® During this period, the importance
of Streptococcus mutans and related organisms
(S. sobrinus, S. cricetus, S. rattus, S. downii, and
S. macacae) was established in the etiology of
dental caries.”” Another group of bacteria found
in high proportions in carious lesions are the
acidogenic and acid tolerant lactobacilli which, like
S. mutans, transform fermentable carbohydrates
into lactic acid, producing tooth demineralization.*’

Today, with the advances in molecular techniques,
such as PCR, pyrosequencing and the sequencing
of 16S rRNA, as well as with the establishment of
genomic databases like the Human Oral Microbiome
Database (HOMD)*® and OSU CORE Database,*
more microorganisms are known to be involved in
the development of dental caries.!’ The identified

bacteria include Selenomonas, Neisseria, a variety
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de especies de Streptococcus, Bifidobacterium,
Propionibacterium, Scardoviawiggsiae, Veillonella parvula,
Veillonella  atypica, Megasphaera  micronuciformis,
Fusobacterium periodontium, Achromobacterxylosoxidans
y Actinomycesgerensceriag.?”?

El gran avance que se ha logrado en la caracterizacion
de los microorganismos presentes en la cavidad oral no
ha sido suficiente para el desarrollo de estrategias que
controlen las principales patologias. Esto se debe a la
complejidad del ecosistema y a que es fundamental el
entendimiento de las interacciones entre estos microor-
ganismos y el hospedador.® El desarrollo de las ciencias
“omicas” (metatranscriptomica, protedmica o metabo-
l6mica) ha permitido una mayor comprension de estas
interacciones. De hecho, se ha llegado a concluir que
la deteccion de perfiles metabolicos asociados con la
enfermedad da mas informacion que la composicion de
microorganismos.' Asi que, como dicen Simén-Soro y
colaboradores, la investigacion debe enfocarse en inter-
ceptar las funciones relacionadas con el inicio y la pro-
gresion de la enfermedad, como estrategias que regulen
el pH, la disrupcion de moléculas de adhesion entre mi-
croorganismos o de los microorganismos y el hospeda-
dor, 0 el uso de estrategias antimicrobianas como los
probidticos, que modifican la interaccion microbiana y
por tanto los efectos cariogénicos.!®

ESTUDIOS CON PROBIOTICOS EN
CAVIDAD ORAL

Los probidticos son ampliamente estudiados y usados
para problemas gastrointestinales, como diarrea por el
consumo de antibioticos, infeccion por Helicobacter
pylori, manejo de la intolerancia a la lactosa, sindrome
de colon irritable y colitis, asi como para enfermeda-
des alérgicas y urogenitales, entre otras.‘>*> También
es comun su uso en productos de consumo diario con
el fin de mejorar el funcionamiento del tracto digestivo
y potencializar el sistema inmunoldgico.“* Respecto
a los probioticos para la salud oral, su uso es menos

of species of Streptococcus, Bifidobacterium,
Propionibacterium, Scardoviawiggsiae,
Veillonella  parvula,  Veillonella atypica,
Megasphaera micronuciformis, Fusobacterium

periodontium, Achromobacterxylosoxidans,

and Actinomycesgerensceriae.?’?

The great progress achieved in characterizing
microorganisms in the oral cavity has not been
sufficient to develop strategies to control the
main pathologies. This is due to the complexity
of the ecosystem and because understanding the
interactions between these microorganisms and
the host is critical.®* The development of “omics”
sciences (metatranscriptomics, proteomics, or
metabolomics) has enabled a better understanding
of these interactions. In fact, it has been concluded
that the detection of metabolic profiles associated
with the disease provides more information than the
composition of microorganisms.!® As Simon-Soro
et al put it, research must focus on intercepting the
functions related with the onset and progression of
the disease, such as the strategies to regulate pH, the
disruption of molecules of adhesion among
microorganisms or between microorganisms and
the host, or the use of antimicrobial strategies like
probiotics, which modify the microbial interaction
and therefore the cariogenic effects.!®

STUDIES WITH PROBIOTICS IN THE
ORAL CAVITY

Probiotics are widely studied and used for

gastrointestinal problems, such as diarrhea

by consumption of antibiotics, infection by
Helicobacter pylori, management of intolerance
to lactose, irritable colon syndrome, and colitis, as
well as for urogenital and allergic diseases, to name
just a few.*** Their use is also common in daily
products in order to improve the functioning of the
digestive tract and to boost the immune system.*

Regarding probiotics for oral health, they are less
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frecuente a pesar de los resultados obtenidos en varios
estudios' 44 46.47 y al desarrollo de productos comer-
ciales con este componente.*® Ademas, son varios los
mecanismos de accion que ejercen los probidticos para
el control de patdgenos orales (Figura 1).

Exclusion Modulacion de Ia
Inhibicion directa competitiva respuesta inmune
Produccion  Competencia por * Estimula la
de sustancias los sitios de union y inmunidad no
antimicrobianas nutrientes especifica
(bacteriocinas, » Modificacion de las * Modula la

respuesta inmune
humoral y celular

condiciones orales
(pH, potencial redox)

peroxido de hidrégeno)

Figura 1. Posibles mecanismos de accion de los probidticos frente a los

patogenos en cavidad oral
Fuente: elaboracion propia basada en la literatura® %

Son diversas las cepas bacterianas estudiadas como
probioticos, solas o en combinacion, asi como las dosis
utilizadas en los estudios, los periodos de intervencion,
las poblaciones, los disefios experimentales (Tabla 1)
y las vias de administracion (Figura 2). Entre los resul-
tados observados con mayor frecuencia se encuentra
la disminucion del recuento de S. mutans en saliva o
placa, pero son pocos los estudios en los que se rea-
liza el examen clinico dental para valorar el tratamiento
(Tabla 1). Esto lo confirma un metaandlisis realizado por
Laleman y colaboradores en 2013, en el que afirman que
la evidencia cientifica que demuestra el control de la ca-
ries es insuficiente.’ Sin embargo, los resultados de los
estudios que determinan el efecto de los probidticos en
el indice de lesiones cariosas** o de placa dental®" 52
son prometedores (Tabla 1).

frequently used despite the findings of several

Studieslg’ 44, 46,47

and the development of commercial
products with this component.*® Also, probiotics
have several mechanisms of action to control oral

pathogens (Figure 1).

Competitive Modulation of the
Direct inhibition exclusion immune response
Produce antimicrobial * Compete for « Stimulate non-
substances bonding sites and specific immunity
(bacteriocins, nutrients * Modulate
hydrogen peroxide) * Modify oral humoral and cell
conditions (pH, redox immune response
potential)

Figure 1. Possible mechanisms of action of probiotics against

pathogens in the oral cavity

Source: by the author based on the literature 4

Several bacterial strains have been studied as
probiotics, either isolated or in combination, as well
as the doses used in studies, intervention periods,
(Table 1),
and routes of administration (Figure 2). The

populations, experimental designs
results often include a decrease in S. mutans
count in saliva or plaque, but few studies conduct
dental clinical examinations to assess treatment
(Table 1). This is confirmed by a meta-analysis
conducted by Laleman et al in 2013, claiming
that the scientific evidence demonstrating caries
control is insufficient.!” However, the results of
studies describing the effect of probiotics in the
index of carious lesions**” or dental plaque’"** are
promising (Table 1).

184 Revista Facultad de Odontologia Universidad de Antioquia - Vol. 28 N.° 1 - Segundo semestre, 2016



PROBIOTICS AND THEIR RELATIONSHIP WITH CARIES CONTROL. A TOPIC REVIEW

Tabla 1. Estudios realizados con bacterias probidticas para la reduccion de Streptoccus mutans y control de caries

Autor Poblacion estudiada Cepa bacteriana, . . o
(total) via de administracion y dosis Resultado en el grupo experimental con el probidtico

Ndse et al,
20014

Ahola et al,
2002%

Montalto et
al, 2004

Nikawa et
al, 2004

Caglar et al,
2005%

Caglar et al,
2006

Caglar et al,
2007%

Caglar et al,
2008%

Caglar et al,
20082

Stecke-
sén-Blicks
et al, 2009¢'

Cogulu et al,
201082

Lexner et al,
2010%
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594 ninos (1 a 6 anos)

74 individuos (18 a
35 anos)

35 voluntarios sanos
(23 a 37 anos)

40 mujeres (20 arios)

21 personas

120 adultos jovenes
(21 a 24 anos)

80 adultos jovenes (21
a 24 aros)

20 mujeres (20 afios)

24 individuos (la me-
dia es de 20 anos)

248 ninos (1 a 5 anos)

104 adultos (entre 20
a 27 afos)

18 adolescentes con
caries activa

GE: Lactobacillus rhamnosus GG en leche
por 7 meses (5-10 x 105 UFC/mL)
GC: placebo

GE: Lactobacillus rhamnosus GG 1,9 x
107 UFC/g y Lactobacillus rhamnosus
LC 705 1.2 x 107 UFC/g en queso por 3
semanas (3 veces al dia)

GC: placebo

GE: Lactobacillus sporogenes, L.
bifidum, L. bulgaricus, L. thermophilus,
L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus.
1,88 x 10° células/dia en forma liquida o

en capsulas.
GC: placebo

GE: Leche fermentada con Lactobacillus
reuteri SD2112 durante dos semanas (1
vez al dia).

GC: leche fermentada con otros lacto-
bacilos.

GE: Bifidobacterium DN-173 010 en
yogurt una vez al dia.
GC: placebo

GE: Lactobacillus reuteri
ATCC 55730 108 UFC/g en tabletas para
disolver en la boca o preparado con agua
por 3 semanas.
GC: placebo

GE: Lactobacillus reuteri
ATCC 55730, L. reuteri ATCC PTA 5289.
1 x 108 UFC en chicles con y sin xilitol por
3 semanas.
GC: placebo

GE: Lactobacillus reuteri ATCC 55730/L.
reuteri ATCC PTA5289 1 x 108 en pastillas
para disolver en la boca CFU una vez al
dia durante 10 dias.

GC: placebo

GE: Bifidobacterium lactis Bb12 108 una
vez al dia en helados.
GC: placebo

GE: Lactobacillus rhamnosus LB21 107
UFC/ml en leche con fltor por 21 meses
GC: placebo

GE: Kefir con las cepas probidticas
Lactococcus lactis spp. lactis,
Lactococcus lactis spp. cremoris,
Lactococcus lactis
spp. diacetylactis, Leuconostoc
mesenteroides spp.
cremoris, Lactobacillus kefyr,
Kliyveromyces marxianus,

y Saccharomyces unisporus. 100 0 200
ml por dia durante 3 semanas.
GC: leche

GE: Lactobacillus rhamnosus LB21 107
CFU/ml en leche, durante 2 semanas.
GC: Placebo

-SM en placa y saliva
-Riesgo de caries

-Recuento S. mutans,
Candida albicans en
_ saliva.
_ -Indice COP
-Indice periodontal de
la comunidad (IPC)

S. mutans y Lb en
saliva.

- S. mutans en saliva

SMy Lb en saliva

SMy Lb en saliva

SMy Lb en saliva

SMy Lb en saliva

-SMy Lb en saliva

-SMy Lb en placa
-Salud oral: indice de
caries
-Salud en general

-Tasa flujo salival
-Capacidad buffer
-Recuento de SMy Lb
en saliva

-Recuento de SMy Lb
en saliva y placa
-Otros
microorganismos

-Reduccion SM
-Reduccion riesgo de caries en nifos de 3 a 4 afnos

-Disminucion en el recuento de S. mutans y Candida
albicans, pero la diferencia entre ambos grupos no es
significativa
-Diferencias significativas durante el periodo de
postratamiento
-La prueba estadistica indic6 que la intervencion
con probidticos reduce el riesgo de tener altas
concentraciones de S. mutans y Candida

-Incremento en el recuento de Lb
-No diferencias significativas en el recuento de S.
mutans, durante el tratamiento

-Reduccion de S. mutans en saliva con la leche
fermentada con probidticos

-Reduccion significativa de SM
-Tendencia similar con Lb pero no significativa

Reduccion en el recuento de S. mutans, pero no de Lb

Reduccion significativa de SM respecto al inicio con el
probictico y con xilitol
-No diferencia en Lb

Reduccion significativa en los niveles de SM

-Reduccion significativa en los niveles de SM
-No diferencia en Lb

-No efecto en el nimero de SMy Lb
-Reduccion de caries

Reduccion estadisticamente significativa en SM y Lb
con 200 ml de Kefir al dia.

No se observaron cambios en los microorganismos
evaluados
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Poblacion estudiada

Cepa bacteriana,

Resultado en el grupo experimental con el probidtico

Aminadabi
etal, 2011%

Petersson et
al, 2011%2

Jindal et al,
20116

Mortazavi
y Akhlaghi,
2012%

Taipale et al,
20127

Burton et al,
2013°

Campus et
al, 20146

Haslof et al,
2013%

Vistoso,
2013%

Toiviainen et
al, 2014%

Nishihara et
al, 20147

Hedaya-
ti-Hajikand
etal, 20154

(total)

105 nifios (6 a 12
anos)

160 adultos (58 a 84
anos) con lesiones
cariosas primarias

150 ninos (7 a 14
anos)

60 adultos
(18 a 37 anos)

106 nifios (desde la
edad de 1 a 2 meses)

100 nifios con caries
activas

191 nifios (6 a 8 arnos)
con 2 a 3 lesiones
cariosas y una con-
centracion de SM =
10° CFU/ml

179 ninos (4 a 13
meses)

205 nifios (123 con
probidticos y 82 con el
control)

60 adultos jovenes
saludables (24 a 25
anos)

64 adultos jovenes
(edad promedio 24,8)

138 nifos (de2a 3
anos)

via de administracion y dosis

GE: Lactobacillus rhamnosus LGG en
yogurt por 3 semanas (2 x 10® UFC/mL),
con y sin previo tratamiento con clor-
hexidina
GC: enjuague solo con clorhexidina por
dos semanas.

GE: Lactobacillus rhamnosus LB21 107
UFC/ml con (B) y sin flior (C) en 200 ml
de leche, y leche solo con flior (D) una
vez al dia durante 15 meses.
GC: placebo (A)

GE: Lactobacillus rhamnosus,
Bifidobacterium sp. en polvo diluido en
agua (B). Bacillus coagulans en polvo
diluido en agua. (C)
GC: placebo (A)

GE: Lactobacillus casei 1 X 10% UFC/g en
queso, 2 veces al dia por 2 semanas.
GC: placebo

GE: Bifidobacterium animalis subsp lactis
BB-12 en tabletas por 23 meses (10"
UFC/mL), otro grupo xilitol (X) y otro
sorbitol (S) (dos veces al dia)
GC: placebo

GE: Streptococcus salivarius cepa M18
durante 3 meses.
GC: placebo

Grupo E: Lactobacillus brevis CD2 (2 x
10° UFC/g) por 6 semanas.
Grupo C: placebo.

Grupo E: Lactobacillus paracasei F19
(LF19) en cereales durante 9 arios.
Grupo C: placebo

Grupo E: Lactobacillus rhamnosus LRHO8
107 UFC/g de 2 a 3 anos durante 10
meses.

Grupo C: Placebo

Grupo E: Lactobacillus rhamnosus GG
y Bifidobacterium animalis Subsp. lactis
BB-12 en pastillas por 4 semanas.
Grupo C: placebo

GE: 1. Lactobacillus salivarius WB21 6 x
108 UFC con xilitol en tabletas
2. Lactobacillus salivarius TI2711 2,8 x
108 CFU con xilitol en tabletas
3. Ovalgen (Anticuerpo contra la
glucosiltransferasa de S. mutans), o xilitol
en tabletas durante 2 semanas.
GC: tabletas de xilitol

G.E: Streptococcus uberis KJ2TM, S.
oralis KI3STM y S. rattus JH 145TM
(1 x 108 UFC totales en el producto

ProBiora3), una pastilla diaria durante

1 ano.
G.C.: placebo

S. mutans y LGG en
saliva

-Indice de lesiones
cariosas
-Recuento SMy Lb en
saliva y placa

SM en saliva

SMy Lb en saliva

-Evaluados a los 8
meses y 2 anos
-Cuantificacion SM y
B. animalis de mucosa
y diente

-Cambios en la placa
dental
-Salud gingival
-Niveles de S.
salivarius, S. mutans,
lactobacillus,
estreptococos
B-hemoiticos, Candida.

-pH de la placa dental
-Indice de sangrado al
sondaje
-SM en saliva

-SMy Lb en saliva
-Indice COP
-Colonizacion de LF19

-Examen clinico
-Incremento de caries,
indice ceod
-Recuento de Lb y SM
en saliva

-SMy Lb en saliva
-Formacion de placa
-Desarrollo de gingivitis
-Microbiota oral

-Factores de riesgo de
caries
-Concentracion de SM
y Lb
-Cantidad de flujo
salival
-pH de la saliva
-Capacidad buffer de
la saliva

-indice de caries
-Reduccion riesgo de
caries

-Reduccion significativa de S. mutans en el grupo con
tratamiento previo con clorhexidina y luego ingesta de
probidtico.

-Incremento de LGG en saliva

-Remineralizacion en los tratamientos con probidticos
y/o flior
-Reversion en los indices de las lesiones cariosas
-No diferencias significativas en el recuento de SM y Lb

-Reduccion significativa de SM en saliva en los grupos
con probioticos

-Reduccion significativa en el recuento de SM solo
cuando la poblacion evaluada con el probiético tenia
altos niveles de esta bacteria (>10° UFC/ml).
-No hubo diferencia en el recuento de Lb

-La temprana administracion del probictico no generd
una colonizacion permanente de la bacteria ni afect6
significativamente la colonizacion de SM

-El indice de placa fue significativamente mas bajo en
ninos tratados con el probiético, especialmente en los
que tenian altos indices
-No diferencias entre el recuento de microorganismos
entre los dos grupos.

-Reduccion en la acidogenicidad de la placa
-Reduccion significativa de SM
-Reduccion en el sangrado

-No diferencias significativas en los indices COP, ni en
el nimero de SMy Lb
-Sin evidencias en la colonizacion de LF19

-Disminucion significativa de la incidencia de nuevas
lesiones de caries
-Disminucion de individuos con nugevas lesiones
-Disminucion en el recuento de SM

-No hay efecto en el nimero de SMy Lb
-Disminucion de la formacion de placa
-Menos gingivitis

-Disminucion de SM en los individuos sometidos a los
probidticos y a Ovalgen respecto al grupo control
-Flujo y pH salival sin diferencias significativas
-Capacidad buffer se incrementd significativamente en
grupos 2y 3

Reduccion en el desarrollo de caries mediante la admi-
nistracion de esta combinacion de probiéticos.

SM: estreptococos del grupo mutans Lb: Lactobacillus UFC: Unidades Formadoras de Colonias GE: Grupo experimental GC: Grupo control.

Fuente: elaboracion propia basada en la literatura's 6 6471
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Table 1. Studies carried out with probiotic bacteria to reduce Streptoccus mutans and control caries

Author Study population Bacterial strain,
(total) T e by la e Measurement Result in the experimental group with the probiotic

Ndse et al,
20014

Ahola et al,
20025

Montalto et
al, 2004

Nikawa et
al, 2004%

Caglar et al,
2005%

Caglar et al,
20065

Caglar et al,
2007

Caglar et al,
2008%

Caglar et al,
20088

Steckesen-
Blicks
et al, 2009¢'

Cogulu et al,
201062

Lexner et al,
20108

Aminadabi
etal, 2011%

Revista Facultad de Odontologia Universidad de Antioquia - Vol. 28 N.° 1 - Segundo semestre, 2016

594 children (1 to 6
years)

74 individuals (18-35
years)

35 healthy volunteers
(23 to 37 years)

40 women (20 years)

21 people

120 young adults (21
to 24 years)

80 young adults (21-
24 years old)

20 women (20 years)

24 individuals (20
years in average)

248 children (1to 5
years)

104 adults (20 to 27
years)

18 adolescents with
active caries

105 children (6 to 12
years)

EG: Lactobacillus rhamnosus GG in milk
for 7 months (5-10 x 105 CFU/mL)
CG: placebo

EG: Lactobacillus rhamnosus GG 1.9 x
107 CFU/g and
Lactobacillus rhamnosus LC 705 1.2 x
107 CFU/g in cheese for 3 weeks (3 times
a day)

CG: placebo

EG: Lactobacillus sporogenes, L.
bifidum, L. bulgaricus, L. thermophilus, L.
acidophilus, L. casei, L. rhamnosus. 1.88

x 10° cells / day liquid or in capsules.
CG: placebo

EG: Fermented milk with Lactobacillus
reuteri SD2112 for two weeks (once a
day).

CG: Fermented milk with other lactobacilli.

EG: Bifidobacterium DN-173 010 in
yogurt once a day.
CG: placebo

EG: Lactobacillus reuteri
ATCC 55730 108 CFU/g in tablets to
dissolve in the mouth or prepared with
water for 3 weeks.
CG: placebo

EG: Lactobacillus reuteri
ATCC 55730, /. reuteri ATCC PTA 5289.
1 x 108 CFU in chewing gum with and
without xylitol for 3 weeks.
CG.: placebo

EG: Lactobacillus reuteri ATCC 55730 /I.
reuteri ATCC PTA5289 1 x 108 in tablets
to dissolve in the mouth CFU once a day
for 10 days.
CG: placebo

EG: Bifidobacterium lactis Bb12 108 once
a day in ice cream.
CG: placebo

EG: Lactobacillus rhamnosus LB21 107
CFU / ml in milk with fluorine for 21
months
CG: placebo

EG: Kefir with the probiotic strains
Lactococcus lactis spp. lactis,
Lactococcus lactis spp. cremoris,
Lactococcus lactis spp. diacetylactis,
Leuconostoc mesenteroides spp.
cremoris, Lactobacillus kefyr,
Kliyveromyces marxianus,
and Saccharomyces unisporus. 100 or
200 ml per day for 3 weeks.

CG: milk

EG: Lactobacillus rhamnosus LB21 107
CFU/ml in milk for 2 weeks.
GC: Placebo

EG: Lactobacillus rhamnosus LGG in
yogurt for 3 weeks (2 x 108 CFU / mL),
with and without prior treatment with
chlorhexidine
CG: Rinse only with chlorhexidine for two
weeks.

-SM in plague and
saliva
-Risk of caries

-Count of S. mutans,
Candida albicans in
saliva.

-DMF Index
-Community
Periodontal Index
(CP1)

S. mutans and Lb in
saliva.

S. mutans in saliva

SM and Lb in saliva

SM and Lb in saliva

SM and Lb in saliva

SM and Lb in saliva

SM and Lb in saliva

-SM and Lb in plague
-Oral Health: Caries
Index
-Overall Health

-Salivary flow rate
-Buffer capacity
-Count of SM and Lb
in saliva

-Count of SM and Lb
in saliva and plague
-Other microorga-
nisms

S. mutans and LGG
in saliva

-Reduction in SM
-Reduced in risk of caries in children aged 3 to 4 years

-Decreased count of S. mutans and Candida albicans,
but the difference between the two groups is not
significant
-Significant differences during post-treatment period
-The statistical test showed that intervention with pro-
biotics reduces the risk of having high concentrations
of S. mutans and Candida

-Increase in Lb count
-No significant differences in S. mutans count during
treatment

Reduced S. mutans in saliva with milk fermented with
probiotic

-Significant reduction of SM
-Similar tendency with Lb, but non-significant

Reduction in S. mutans count, but not in Lb

-Significant reduction of SM in comparison to baseline
with the probiotic and xylitol
-No difference in Lb

Significant reduction in SM levels

-Significant reduction in SM levels
-No difference in Lb

-No effect on the number of SM and Lb
-Reduction of caries

Statistically significant reduction in SM and Lb with 200
ml Kefir per day.

No changes were observed in the microorganisms
evaluated

-Significant reduction of S. mutans in the group with
prior treatment with chlorhexidine followed by probiotic
intake.

-Increase of LGG in saliva
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Author Study population Bacterial strain, . . . _
(total) administration route and dose Measurement Result in the experimental group with the probiotic

Petersson et
al, 2011%

Jindal et al,
2011%

Mortazavi
and Akhla-
ghi, 20126

Taipale et al,
201257

Burton et al,
2013%

Campus et
al, 201488

Haslof et al,
2013%

Vistoso,
20134

Toiviainen et
al, 2014%

Nishihara et
al, 2014

Hedayati-
Hajikand et
al, 20154

160 adults (58 to 84
years) with primary
carious lesions

150 children (7 to 14
years)

60 adults
(18 to 37 years)

106 children (from the
age of 1 to 2 months)

100 children with
active caries

191 children (6 to
8 years) with 2 to 3
carious lesions and a
concentration of SM
> 105CFU/ ml

179 children (4 to 13
months)

205 children (123 with
probiotics and 82 with
control)

60 young healthy
adults (24 to 25 years)

64 young adults
(average age 24.8)

138 children (2to 3
years)

EG: Lactobacillus rhamnosus LB21 107
CFU / ml with (B) and without (C) fluoride
in 200 ml of milk, and milk only with
fluorine (D) once a day during 15 months.
CG: placebo (A)

EG: Lactobacillus rhamnosus,
Bifidobacterium sp. in powder diluted in
water (B). Bacillus coagulans in powder

diluted in water. (C)
CG: placebo (A)

EG: Lactobacillus casei 1 X 106 CFU/g in
cheese, 2 times a day for 2 weeks.
CG: placebo

EG: Bifidobacterium animalis subsp.
lactis BB-12 tablets for 23 months (10
CFU/mL), another group with xylitol (X)
and another with sorbitol (S) (twice a day)
CG: placebo

EG: Streptococcus salivarius M18 strain
during 3 months.
CG: placebo

EG: Lactobacillus brevis CD2 (2 x 10°
CFU / g) for 6 weeks.
CG: placebo.

EG: Lactobacillus paracasei F19 (LF19) in
cereals for 9 years.
CG: placebo

EG: Lactobacillus rhamnosus LRHO8 107
CFU/g 2-3 years during 10 months.
CG: Placebo

EG: Lactobacillus rhamnosus GG and
Bifidobacterium animalis subsp. lactis
BB-12 in tablets for 4 weeks.

CG: placebo

EG: 1. Lactobacillus salivarius WB21 6 x
108 CFU with xylitol in tablets
2 Lactobacillus salivarius TI2711 2.8 x
108 CFU with xylitol in tablets
3 Ovalgen (antibody against S. mutans
glucosyltransferase), or xylitol in tablets
for 2 weeks.
CG: tablets of xylitol

EG: Streptococcus uberis KJ2™, S. oralis
KJ3™ and S. ratfus JH 145TM (1 x 108
CFU total in product ProBiora3), a daily

pill for 1 year.
CG.: placebo

-Index of carious
lesions
-Count of SM and Lb
in saliva and plaque

SM in saliva

SM and Lb in saliva

-Assessed after 8
months and 2 years
-Quantification of SM

and B. animalis in

mucosa and tooth

-Changes in dental
plaque
-Gingival health
-Levels of S.
salivarius, S. mutans,
lactobacillus,
Streptococcus
B-hemolytic, Candida.

-pH of dental plague
-Index of bleeding at
probing
-SMin saliva

-SM and Lb in saliva
-DMF Index
-Colonization of LF19

-Clinical examination
-Increase of caries,
DMFs index
-Count of Lb and SM
in saliva

-SM and Lb in saliva
-Formation of plaque
-Development of
gingivitis
-Oral microbiota
-Risk factors for
caries
-Concentration of SM
and Lb
-Amount of salivary
flow
-pH of saliva
-Buffer capacity of
saliva

-Caries index
-Reduced risk of
caries

-Remineralization in treatments with probiotic and/or
fluorine
-Reversal in carious lesions indexes
-No significant differences in SM and Lb counts

-Significant reduction of SM in saliva in the probiotics
groups

-Significant reduction in SM count only when the
population evaluated with the probiotic had high levels
of this bacterium (> 10° CFU/ml).

-There was no difference in Lb count

-Early administration of the probiotic did not result in
permanent colonization of bacteria and did not signifi-
cantly affect colonization by SM either

-Plaque index was significantly lower in children treated
with the probiotic, especially in those who had high
rates
-No differences in microorganism count between the
two groups.

-Reduction in acidogenicity of plague
-Significant reduction in SM
-Reduction in bleeding

-No significant differences in DMF Indexes nor in the
number of SM and Lb
-No evidence of colonization by LF19

-Significant reduction in the incidence of new caries
lesions
-Decrease of individuals with new lesions
-Decrease in SM count

-There is no effect on the number of SM and Lb
-Decrease in plaque formation
-Less gingivitis

-Decreased SM in individuals subjected to probiotics
and Ovalgen in comparison to the control group
-No significant differences in salivary flow and pH
-Buffer capacity significantly increased in groups 2
and 3

Reduction in the development of caries by administe-
ring this combination of probiotics.

SM: streptococcus of the mutans group Lb: Lactobacillus CFU: Colony-Forming Units: EG: experimental group CG: control group.

Source: By the author based on the literaturg!® 16.6471
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Productos orales
* Enjuague bucal

« Chicles
* Pastillas para disolver
en la boca
Alimentos
* Leche Productos para disolver
* Yogurth * Sobres (granulados)
* Queso * Viales
* Helados

Vias de administracion

Figura 2. Vias de administracion de los probidticos para cavidad oral

Fuente: elaboracion propia basada en la literatura# 47. 53 57. 58, 65,67

Oral products
 Mouthwash
 Chewing gum
* Mouth dissolving

tablets
Foods
o Milk Products to dissolve
* Yogurt * Packets (granulated)
¢ Cheese * Vials
* [ce cream

Routes of administration

Figure 2. Routes of administration of probiotics for the oral cavity

Source: by the author based on the literature 4* 47 53.57. 58, 65,67
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Hasta el momento, los probidticos mas evaluados
para cavidad oral son cepas microbianas aisladas,
principalmente del tracto digestivo, como las que
pertenecen al género Lactobacillus (L. rhamnosus,
L. reuteri, L. casei, L. brevis, L. paracasei, L. acidophilus,
L. plantarum) y Bifidobacterium (B. bifidum, B. longum,
B. lactis, B. animalis, B. infantis)* *° (Tabla 1). Estas
bacterias han demostrado su seguridad durante muchos
anos, haciendo posible los estudios clinicos y el desarrollo
de productos comerciales, con el valor agregado de
que algunas han sido identificadas en individuos sanos
(COP = 0) (L. rhamnosus, L. plantarum, L. acidophilus,
L. brevis, L. paracasei),”® lo que indica su papel en el
balance microecoldgico. Como inconveniente para su
utilizacion, algunos estudios han demostrado la pobre
capacidad de colonizacion en la cavidad oral,® ™
especialmente en tejido duro,’? ademas de propiedades
acidogénicas de algunas cepas y presencia en regiones
cariosas,” lo que implicaria un efecto contrario al
esperado con los probioticos.

Una de las bacterias probioticas mas estudiadas en la
cavidad oral fue aislada por Gorbach y Godin en 1983 a
partir de tracto digestivo de un adulto sano.” Fue nom-
brada Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC53103), y se
caracteriza por inhibir, por medio de bacteriocinas, una
gran variedad de bacterias patogénicas humanas,” entre
las que estan S. mutans, S. sobrinus, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis y
Prevotella intermedia.’™ ™ Ademas, esta bacteria se es-
tablece en el microcosmos de la saliva, y no tiene efecto
cariogénico.”™ Con esta bacteria se ha realizado uno de
los estudios clinicos mas completos en nifios (de 1 a 6
anos), donde se obtuvo la reduccion de la incidencia de
caries en la edad de 3 a 4 anos.*

Lactobacillus reuteri es otra de las bacterias mas
estudiadas y residente habitual del tracto gastrointestinal
humano. Se caracteriza por producir bacteriocinas que
inhiben bacterias Gram positivas como Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus 'y Listeria  monocitogenes
y bacterias Gram negativas como E. coli, Yersinia
enterocolitica 'y  Pseudomonas  fluorescens.®

The probiotics most commonly evaluated so far in
the oral cavity are isolated microbial strains, mainly
of the digestive tract, like the ones belonging to
the genus Lactobacillus (L. rhamnosus, L. reuteri,
L. casei, L. brevis, L. paracasei, L. acidophilus,
L. plantarum) and Bifidobacterium (B. bifidum,
B. longum, B. lactis, B. animalis, B. infantis)*’ %
(Table 1). These bacteria have proven their safety
for many years, allowing clinical studies and the
development of commercial products, with the
added value that some have been identified in
healthy individuals (DMF = 0) (L. rhamnosus,
L.plantarum, L.acidophilus, L. brevis, L.paracasei),”
suggesting their role in micro-ecologic balance.
As a drawback to their use, some studies have
shown their poor colonization capacity in the oral
cavity,” ™ especially in hard tissues,’? in addition
to acidogenic properties of some strains and
their presence in carious regions,’ suggesting the
opposite effect to that expected with probiotics.

One of the most commonly studied probiotic
bacteria in the oral cavity was isolated by Gorbach
and Godin in 1983 from digestive tract of a healthy
adult.”® It was named Lactobacillus rhamnosus GG
(ATCC53103) and is characterized by inhibiting,
by means of bacteriocins, a wide variety of
human pathogenic bacteria,” including S. mutans,
S. sobrinus, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas  gingivalis  and  Prevotella
intermedia.’® 7 In addition, this bacterium colonizes
the microcosm of saliva, and has no cariogenic
effect.” This bacterium was used to conduct one of
the most complete clinical studies in children (aged 1
to 6 years), reducing the incidence of caries in the age
of 3 to 4 years.*

Lactobacillus reuteri is another bacterium that
has been commonly studied, and is usually
found in the human gastrointestinal tract. It
produces bacteriocins that inhibit Gram-positive
bacteria as Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus and Listeria monocytogenes and Gram-
negative bacteria such as E. coli, Yersinia

enterocolitica and Pseudomonas fluorescens.>
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En cavidad oral, se ha demostrado que inhibe a
S. mutans en saliva, y en condiciones in vitro a Tannerella
forsythia y S. gordonii.®® Las cepas estudiadas con
mayor frecuencia en cavidad oral son L. reuteri ATCC
55730, aislada en 1990 de leche materna de una
madre peruana, y L. reuteri ATCC 5289, aislada de la
cavidad oral de una mujer japonesa.t' Estas bacterias
presentaron  caracteristicas apropiadas para la
colonizacion y el mantenimiento del pH en cavidad oral.
En 2012, Jalasvuori y colaboradores demostraron en
condiciones in vitro que las cepas mantenian un pH sobre
7 durante 4 horas de incubacion en presencia de glucosa
y suficiente cantidad de arginina, lo que demuestra el
caracter arginolitico de estas bacterias.?' La cepa ATCC
5289 es la mas eficiente para mantener el pH alcalino,
y tiene mayor potencial para colonizar, por su capacidad
de adhesion y formacion de biopelicula.?' 8

Especies del género Streptococcus, como son
S. salivarius, S. sanguinis 'y S. oligofermentans,
son propias de la cavidad oral y han sido estudiadas
como posibles probidticos. S. salivarius es uno de
los colonizadores mas tempranos de la superficie del
epitelio en la boca y la nasofaringe de humanos, y su
habitat primario es el dorso de la lengua saludable; la
cepa K12 fue aislada de saliva de un nifio sano, y se
caracteriza por producir bacteriocinas que inhiben el
crecimiento de bacterias Gram negativas asociadas
a periodontitis y halitosis® y bacterias Gram positivas
como S. mutans. Ademas, tiene la propiedad de producir
amonio a partir de arginina y urea, mediante la expresion
del gen de la ureasa en condiciones de pH acido y exceso
de carbohidratos.®

El papel de S. oligofermentans como probi6tico fue des-
cubierto durante un estudio clinico en el que se observo
una relacion inversa en la cantidad de esta bacteria con
respecto a S. mutans en placa dental.8 Mediante un es-
tudio en condiciones in vitro se confirmo el efecto inhibi-
torio de esta bacteria, debido a la produccion de peroxido
de hidrogeno a partir de &cido lactico, lo cual indica una
capacidad inhibitoria frente a bacterias productoras de
acido lactico.®®

In the oral cavity, it has been shown to inhibit
S. mutans in saliva, and Tannerella forsythia
and S. gordonii in vitro.* The strains most
frequently studied in the oral cavity are I reuteri
ATCC 55730, isolated in 1990 from a Peruvian
mother’s breast milk, and /. reuteri ATCC 5289,
isolated from the oral cavity of a Japanese woman.®!
These bacteria showed suitable characteristics for
colonization and maintenance of pH in the oral
cavity. In 2012, Jalasvuori et al showed that in
vitro the strains kept a pH over 7 during 4 hours
of incubation in presence of glucose and sufficient
amount of arginine, showing the arginolytic nature
of these bacteria.®! Strain ATCC 5289 is the most
efficient to keep an alkaline pH, and has a greater
colonizing potential due to its capacity of adhesion
and formation of biofilm 3! 82

Species of the genus Streptococcus, such as
S. salivarius, S. sanguinis and S. oligofermentans, are
specific to the oral cavity and have been studied as
possible probiotics. S. salivarius is one of the earliest
colonizers of the epithelium surface in the human
mouth and nasopharynx, and its primary habitat is
the dorsum of the healthy tongue; the K12 strain
was isolated from a healthy child’s saliva, and is
characterized by producing bacteriocins which inhibit
the growth of Gram-negative bacteria associated
with periodontitis and halitosis® and Gram-positive
bacteria like S. mutans. In addition, it has the
property of producing ammonium from arginine and
urea, through the expression of the gene of urease in
conditions of acidic pH and excess carbohydrates.*

The role of S. oligofermentans as a probiotic
was discovered during a clinical trial noting an
inverse relationship in the amount of this bacteria
with respect to S. mutans in dental plaque.*> An
in vitro study confirmed the inhibitory effect of
this bacterium, due to the production of hydrogen
peroxide from lactic acid, suggesting its inhibitory
capacity in the presence of bacteria producers of

lactic acid.?
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S. sanguinis, al igual que S. mutans, es uno de los colo-
nizadores primarios de placa dental, pero con una rela-
cion inversa en cantidad, lo que sugirio un antagonismo
entre estas dos bacterias.” Un estudio posterior demos-
trd que este antagonismo se debia a la produccion de
peroxido de hidrégeno por S. sanguninis, por un lado, y a
la produccion de bacteriocinas por S. mutans, por otro.8
El poder de inhibicion de una bacteria sobre la otra esta
determinado por los factores ecoldgicos del hospedador
y por los mecanismos de supervivencia de las bacterias
en la cavidad oral, debido a la regulacion de los com-
puestos inhibitorios por las condiciones ambientales y la
yuxtaposicion de las dos especies.®

EN BUSQUEDA DE LAS BACTERIAS
IDEALES COMO PROBIOTICOS

Varios grupos de investigacion®®-* han realizado estudios
con la finalidad de aislar, identificar y evaluar cepas
bacterianas que cumplan con las caracteristicas de
probidticos en cavidad oral (tabla 2). Entre los estudios
desarrollados esté el de Strahinic y colaboradores, en el
cual, mediante la busqueda de cepas de Lactobacillus
Sp. con caracteristicas probioticas en cavidad oral
humana, identificaron L. salivarius BGHO1 y L. gasseri
BGHO089.% Estas cepas exhibieron antagonismo frente
a bacterias patogénicas humanas (Staphylococcus
auereus, Enterococcus faecalis, Micrococcus flavus,
Salmonella enteritidis), entre las que se encuentra
S. mutans. Un estudio posterior demostrd que
L. salivarius BGHO1 produce mas de una bacteriocina,
entre las que LS1 y LS2 ya han sido aisladas vy
evaluadas.®

S. sanguinis, just like S. mutans, is one of the
primary colonizers of dental plaque, but with
an inverse relationship in quantity, suggesting
an antagonism between these two bacteria.’” A
subsequent study showed that this antagonism was
due to the production of hydrogen peroxide by
S. sanguninis on the one hand, and the production
of bacteriocins by S. mutans, on the other.®® The
inhibitory capacity of a bacterium on the another
is determined by the ecological factors of the host
and by the survival mechanisms of the bacteria in
the oral cavity, due to the regulation of inhibitory
compounds by the environmental conditions and

the juxtaposition of the two species.®

IN SEARCH OF THE IDEAL BACTERIA
AS PROBIOTICS

Various research groups’* have conducted studies
aimingtoisolate, identify, and assess bacterial strains
complying with the characteristics of probiotics
in the oral cavity (table 2). One of such studies is
that by Strahinic et al, who searched for strains of
Lactobacillus sp. with probiotic characteristics in
human oral cavity, identifying /. salivarius BGHO1
and [ gasseri BGH089.”° These strains showed
antagonism against human pathogenic bacteria
(Staphylococcus auereus, Enterococcus faecalis,
Micrococcus  flavus, Salmonella  enteritidis),
including S. mutans. A subsequent study showed
that L. salivarius BGHO1 produces more than one
bacteriocin; of these, LS1 and LS2 have already

been isolated and evaluated.”
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Tabla 2. Caracteristicas de los probioticos para cavidad oral

Propiedades

Seguras para
el consumo
humano

Ubicacion en
cavidad oral

Produccion
de sustancias
antimicrobianas

No cariogénicas

Capacidad
tecnolgica de
produccion

Ausencia de
resistencia
adquirida a
antibiéticos

Otras
caracteristicas

Caracteristicas

Que no tengan efectos adversos en humanos, como patogenicidad,
virulencia, toxicidad e infectividad. 7 %.97. 98

Que no presenten actividades metabolicas daninas (aminas bi6ge-
nas, acido D-l4ctico).%

Que no sean hemoliticas.'”

Que sean capaces de sobrevivir, adaptarse y establecerse en cavidad
oral. En cavidad oral, asi como en tracto digestivo, la alteracion de las
comunidades microbianas es complicada, asi que se requiere una in-
gesta continua del probidtico.” % 1 Sin embargo, se ha demostrado,
en cavidad oral de nifos de 10 anos, una colonizacion mas estable
debido a que la microbiota estd mas sujeta a los cambios.*

Algunos autores consideran que la colonizacion de un sitio en cavidad
oral, asi sea en saliva o en tejidos blandos, puede proveer proteccion
indirecta en otros sitios por mecanismos diferentes a los sistémicos.
Por ejemplo, la reduccion de la colonizacion de patdgenos en la len-
gua y/o saliva reduce los reservorios para la colonizacion de la placa,
como es el caso de Lactococcus lactis NCC2211 o de Lactobacillus
rhamnosus GG.""'

Se considera que lo ideal es el establecimiento en el sitio donde se da
la patologia, es decir, para el caso de la caries, el microorganismo de-
beria tener las caracteristicas que le permitan adherirse a tejido duro
y asf impedir la colonizacion por microorganismos cariogénicos.?

Algunas especies bacterianas producen bacteriocinas,* %y otras
peroxido de hidroégeno,® lo cual contribuye a la inhibicién de pato-
genos. La produccion de estas sustancias inhibitorias es un criterio
importante en la seleccion de una cepa probittica porque se cree que
provee una ventaja para sobrevivir en nichos ecologicos y prevenir el
crecimiento de patdgenos.'®

La utilizacion de bacterias acidogénicas generaria el efecto contrario
al deseado con los probidticos.'!

Microorganismos que sean faciles de cultivar y que no pierdan su
viabilidad durante la produccion y almacenamiento, asi como es
importante establecerlos en la via mas adecuada para su adminis-
tracion. 04105

Algunas bacterias probicticas estan relacionadas con bacterias opor-
tunistas, por lo que puede existir la posibilidad de transferencia de
genes de resistencia. Lo ideal es que las cepas que vayan a ser usa-
das para este fin no tengan ningun tipo de resistencia a antibiéticos.'®*
Es necesario también determinar la susceptibilidad a antibicticos,
para el control en caso de una bacteremia asociada a esta bacteria.

Un valor agregado a la cepa probidtica es la capacidad de producir
metabolitos que estabilicen las condiciones de la cavidad oral, como
es la produccion de amonio mediante el metabolismo de la arginina."
84,92

Es importante que no se produzcan compuestos volatiles sulfuricos,
para evitar |a halitosis.%

Utilidad

La utilizacién de cepas seguras que hayan supe-

rado las pruebas de laboratorio, en animales y en

ensayos clinicos en humanos reduce el riesgo de
efectos adversos.

La adhesion de los probidticos a las superficies
de la cavidad oral es de gran importancia
para evitar la exclusion rapida en el medio.

El establecimiento en la mucosa oral y en la
biopelicula de tejidos duros media la influencia
de la adhesion de otros microorganismos.?

Se considera que el papel benéfico de los
probidticos esta principalmente basado en
su efecto antagonista frente a los patogenos,
como es mediante la produccion de sustancias
antimicrobianas constituyendo un mecanismo de
defensa en el hospedador. 10> 10

Usar bacterias inocuas al hospedador reduce los
efectos adversos por su utilizacion

Poder producir a gran escala el probiético y que
no pierda viabilidad durante el almacenamiento
permite su utilidad a nivel poblacional.

La utilizacién de cepas sin ninguna resistencia a
antibioticos disminuye el riesgo de la transferen-
cia de la resistencia a otras bacterias.

Si la cepa tiene otra caracteristica que contribuya a
disminuir la enfermedad, hace que el efecto como
probictico sea mas fuerte.
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Table 2. Characteristics of probiotics for the oral cavity

Properties

Safe for human
consumption

Location in the
oral cavity

Production of
antimicrobial
substances

Non-cariogenic

Technological
capacity for
production

Absence of
acquired antibiotic
resistance

Other
characteristics

Characteristics

Free of adverse effects in humans, such as pathogenicity, virulence, toxicity,
and infectivity. 7. %.97. 98
Free of harmful metabolic activities (biogenic amines, D-lactic acid).*
Non-hemolytic."

Able to survive, adapt, and colonize the oral cavity. As in the digestive tract,
alterations in the microbial communities in the oral cavity is complicated,
requiring a continuous intake of probiotic.” * 1 However, it has been
shown that in the oral cavity of 10-year-olds, colonization is more stable
since micraobiota is more easily subjected to changes.*

Some authors claim that the colonization of a site in the oral cavity, whether
in saliva or in soft tissue, can provide indirect protection in others sites by
mechanisms other than the systemic ones. For example, the reduction in
colonization of pathogens in tongue and/or saliva reduces the reservoirs for
colonization in plaque, as it is the case of Lactococcus lactis NCC2211 or
Lactobacillus rhamnosus GG.'"'

Colonizing the site where the pathology occurs is considered an ideal
situation. In the case of tooth decay, the microorganism should have charac-
teristics that enable it to adhere to hard tissue and thus prevent colonization
by cariogenic microorganisms.?

Some bacterial species produce bacteriocins,* ® while others produce
hydrogen peroxide,® contributing to the inhibition of pathogens. The produc-
tion of these inhibitory substances is an important criterion in the selection
of a probiotic strain because it is believed to provide an advantage to survive
in ecological niches and prevent the growth of pathogens.'®

The use of acidogenic bacteria would generate the opposite effect to what is
desired with probiotics.'”!

Microorganisms that are easily cultured and do not lose their viability during
production and storage, just as it is important to set them in the most
suitable route of administration.'% 1%

Some probiotic bacteria are related to opportunistic bacteria, suggesting the
possibility of transferring resistant genes. Ideally, the strains to be used to
this end should be free of any type of resistance to antibiotics.®
It is also necessary to verify susceptibility to antibiotics, for control in the
event of bacteremia associated to this bacterium.

An added value to the probiotic strain is its capacity to produce metabolites
that stabilize the conditions of the oral cavity, such as the production of
ammonium by the metabolism of arginine.8' & %

It is important not to produce sulfuric volatile compounds, to avoid halito-
sis.%

Benefits

The use of safe strains that have passed the
tests in laboratories, animals, and clinical trials in
humans reduces the risk of adverse effects.

The adhesion of probiotics to surfaces in the
oral cavity is very important to avoid the quick
release in the oral environment. The establishment
in the oral mucosa and the biofilm of hard
tissues blocks the influence of adhesion of other
microorganisms.?

The beneficial role of probiotics is based primarily
on their antagonistic effect against pathogens,
as it is through the production of antimicrobial

substances constituting a defense mechanism in

the host.102.103

Using harmless bacteria on the host reduces the
adverse effects.

The large-scale production of probiotics without
losing viability during storage allows using them in
the population.

The use of strains with no resistance to antibiotics
reduces the risk of transferring resistance to other
bacteria.

If the strain has another characteristic that can help
reduce the disease, it makes its probiotic effect
stronger.
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Otro estudio, centrado en la busqueda de bacterias aci-
do-lacticas de saliva de nifios sanos, identifico 11 cepas
de bacterias que cumplieron con los criterios estableci-
dos por los investigadores, como la capacidad de adhe-
rencia a tejidos orales y la agregacion para la formacion
de la biopelicula, el antagonismo frente a patdgenos, la
identificacion genética bacteriana, la no produccion de
acidos y compuestos volatiles de mal olor y la no resis-
tencia a antibioticos.”

Camelo-Castillo y colaboradores identificaron, en placa
dental de individuos que nunca han sufrido caries dental,
dos cepas de una bacteria a la que denominaron Strep-
fococcus dentisani. Esta bacteria pertenece al grupo
mitis, pero se agrupo dentro de una nueva ramificacion
filogénetica. Mediante el analisis de caracteristicas meta-
bdlicas y gendmicas, confirmaron que pertenecian a una
nueva especie del género Streptococcus. Como carac-
teristicas de probidtico, S. dentisani presenta actividad
antimicrobina frente a S. mutans en condiciones in vitro,
y produce amonio mediante el metabolismo de la argi-
nina, permitiendo un control del pH de la cavidad oral y
evitando asi el asentamiento de cepas relacionadas con
el desarrollo de caries.®

Para identificar bacterias con caracteristicas probioticas,
Wu vy colaboradores analizaron cepas bacterianas de
Lactobacillus salivarius con actividad antagonica frente
S. mutans. De 64 cepas estudiadas, encontraron dos,
K35 y K43, que inhibian significativamente la formacion
de biopelicula de S. mutans. Posteriores estudios in vitro
confirmaron que tenian una fuerte actividad bactericida
frente a S. mutans.®

En 2015, Terai y colaboradores seleccionaron, a partir de
placa dental y lengua de individuos sanos, bacterias del
género Lactobacillus y Streptococcus en funcion de la no
produccion de Compuestos Sulfuricos Volatiles (CSV) o
glucanos insolubles en agua, que tuvieran alta actividad
antibacterial frente a las bacterias causantes de caries y
periodontitis y alta actividad de adherencia a las células
epiteliales orales y a la hidroxiapatita in vitro. Los auto-
res seleccionaron L. crispatus YIT 12319, L. fermentum
YIT12320, L. gasseri YIT 12321 y S. mitis YIT 12322

Another study, focused on finding lactic acid
bacteria in saliva from healthy children, identified
11 bacteria strains that met the criteria defined
by the researchers, such as ability of adherence
to oral tissues and aggregation to form biofilm,
antagonism against pathogens, bacterial genetic
identification, absence of acids and malodorous
volatile compounds, and absence of resistance to

antibiotics.’!

Camelo-Castillo et al identified two strains of
bacteria that they named Streptococcus dentisani in
the dental plaque of individuals who have never had
dental caries. This bacterium belongs to the mitis
group, but was grouped with a new phylogenetic
branch. Through the analysis of genomic and
metabolic characteristics, they confirmed it belongs
to a new species of the genus Streptococcus.
As probiotic characteristics, S. dentisani has
antimicrobial activity against S. mutans in in vitro
conditions, and produces ammonium by arginine
metabolism, controlling the pH of the oral cavity
and thus preventing the colonization of strains

related to the development of caries.*?

To identify bacteria with probiotic characteristics,
Wau et al analyzed bacterial strains of Lactobacillus
salivarius with antagonistic activity against
S. mutans. They studied 64 strains and found two,
K35 and K43, which significantly inhibited the
formation of biofilm of S. mutans. Subsequent
in vitro studies confirmed that they had strong

bactericidal activity against S. mutans.®

In 2015, Terai et al selected, from dental plaque
and tongue of healthy individuals, bacteria of the
genus Lactobacillus and Streptococcus which did
not produce volatile sulfur compounds (VSCs) or
water-insoluble glucans, with high antibacterial
activity against caries and periodontitis-causing
bacteria as well as high activity of adherence to
oral epithelial cells and hydroxyapatite in vitro.
The authors selected L. crispatus YIT 12319,
L. fermentum YIT12320, L. gasseri YIT 12321
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por cumplir con las caracteristicas mencionadas ante-
riormente y por no tener riesgo cariogénico o producir
endocarditis infecciosa.®

Algunos de los estudios,® % ademas de presentar los
resultados relacionados con la valoracion de las caracte-
risticas como probi6ticos, evidencian las pruebas de se-
guridad que se les realizan a las bacterias seleccionadas.
Estas pruebas (Figura 3) son necesarias para poder lle-
gar a utilizar las bacterias sin ningun riesgo en humanos.
Se inician en el laboratorio mediante estudios in vitro, y
contindan en animales y ensayos clinicos en el hombre.

and S. mitis YIT 12322 for complying with the
abovementioned characteristics, and for not having
cariogenic risk or causing infective endocarditis.*

In addition to presenting findings related to the
evaluation for probiotic characteristics, some of
the studies’ ** show the safety tests that selected
bacteria are subjected to. These tests (Figure 3)
are necessary to use these bacteria without any
risk for humans, they begin as in vitro studies in
laboratories and continue in animals and clinical

trials in humans.

Pruebas de seguridad de los probidticos

IN VITRO

* Susceptibilidad a antibiéticos

* Valor MIC (Concentracion Minima Inhibitoria)
* |dentificacion de la cepa

* Test fenotipico

« Caracterizacion genética

— ¢ Perfiles metabdlicos

* Desconjugacion de &cidos biliares
* Produccion de aminas

» Examen de agregacion plaquetaria
* Degradacion de mucina

* Produccion de 4cido D-lactico

* Toxicidad en lineas celulares

IN VIVO

Estudios en animales

» Estudios de toxicidad en animales experimentales
« Translocacion del probi6tico a otros sitios

* Estudios en animales inmunocomprometidos

Estudios en humanos

* Ensayo clinco que certifique que las propiedades in

vitro se cumplen tras su administracion en voluntarios
sanos y/o pacientes que sufren lo que se pretende
controlar.

* Evaluacion de los efectos a corto y largo plazo.

* Estudios epidemioldgicos de vigilancia de efectos
adversos en consumidores.

* Estudios de consumo en poblacion vulnerable:
ninos, embarazadas, personas mayores, pacientes
criticos.

Safety tests for probiotics

IN VITRO

« Susceptibility to antibiotics
 Minimum inhibitory concentration (MIC)
« Strain identification

* Phenotypic test

« Genetic characterization
L« Metabolic profiles

« Bile acids deconjugation

* Production of amines

* Platelet aggregation test

» Mucin degradation

* Production of D-lactic acid
« Toxicity in cell lines

IN VIVO

Studies in animals

« Toxicity tests in experimental animals

* Translocation of probiotic to other sites

e Studies in immunocompromised animals

Studies in humans

L_| e Clinical trial certifying that the in vitro properties are
met following its administration in healthy volunteers
and/or patients suffering the disease to be controlled
« Evaluation of effects in the long and short terms
* Epidemiological studies to monitor adverse effects
in consumers
« Consumption studies of in vulnerable population:
children, pregnant women, older patients, patients in
critical care

Figura 3. Pruebas de seguridad para el uso de cepas probioticas

Fuente: elaboracion propia basada en la literatura'

Figure 3. Safety tests for the use of probiotic strains

Source: by the author based on the literature'
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CONCLUSIONES

El entendimiento de la caries como una disbiosis de la
microbiota oral ha replanteado el desarrollo de estra-
tegias para el control de esta enfermedad. Una de las
estrategias de tipo biotecnologico es la utilizacion de
probioticos, cuyo objetivo principal es el establecimien-
to de microorganismos benéficos para contribuir a la
homeostasis de la cavidad oral. En salud oral, los re-
sultados obtenidos en una gran diversidad de estudios
con probidticos son prometedores, aunque son pocos
los que presentan resultados claros. La comprension
de las caracteristicas que deberian tener los probidticos
para la cavidad oral permitira seleccionar las cepas mas
idoneas para este fin. En este articulo se sustentaron al-
gunas de las caracteristicas mas importantes, teniendo
como prioridad la seguridad en su utilizacion y la ubica-
cion en cavidad oral.

RECOMENDACIONES

Los probioticos podrian utilizarse como tratamiento pre-
ventivo para la caries; sin embargo, en algunos paises
como Colombia no existen productos desarrollados es-
pecificamente para el control de esta enfermedad. Esto
invita a realizar estudios con bacterias que cumplan las
caracteristicas ideales para cavidad oral y demuestren si
realmente son eficaces.

Estos estudios podrian partir del aislamiento e identifica-
cion de cepas bacterianas autdctonas que sean seguras,
para generar una mayor disponibilidad de opciones y
seleccionar la mas apropiada para estudios clinicos. De
encontrar una cepa con resultados claros, se generard el
desarrollo de productos en el mercado y probablemente
una medida de salud pablica.
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CONCLUSIONS

Understanding caries as an oral microbiota dysbiosis
has raised again the issue of the development of
strategies for the control of this disease. One of the
biotechnological strategies is the use of probiotics,
with the main objective of establishing beneficial
microorganisms to contribute to homeostasis in the
oral cavity. In oral health, the findings in a variety
of studies on probiotics are promising, although
few include clear results. Understanding the
characteristics that probiotics should have for
the oral cavity will allow selecting the most suitable
strains for this purpose. This article discussed some
of the most important features, prioritizing safety

in their use and location in the oral cavity.

RECOMMENDATIONS

Probiotics could be used as a preventive treatment
for tooth decay; however, in some countries
like Colombia no products have been developed
specifically for the control of this disease. This
creates an invitation to conduct studies on bacteria
that satisfy the ideal characteristics for the oral
cavity and prove being effective.

Such studies could start by isolating and identifying
native bacterial strains that are safe, in order to
create a greater availability of options and select
the most appropriate for clinical studies. If a strain
with clear results is found, new products will be
available in the market and probably public health
measures as well.
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