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Resumen
Objetivo: Aislar, purificar y conservar cepas de Streptococcus 

spp. y Lactobacillus spp. de la cavidad bucal, y enfrentarlas “in 
vitro” a bacterias lácticas. 

Materiales y métodos: Se seleccionaron individuos con 
caries activas y se recolectaron muestras de saliva. Para recuperar 
Streptococcus spp., se empleó medio Mitis Salivarius (Difco,™ 
Detroit, MI, Estados Unidos) y para Lactobacillus spp. se usó Ro-
gosa (Biokar Diagnostics, Beauvais, Francia). Como cepas produc-
toras de bacteriocinas, se utilizaron 7 cepas de Lactococcus lactis
subsp. lactis, 2 de Leuconostoc mesenteroides y 1 de Lactococcus lactis 
subsp. diacetylactis. La actividad antagónica de las bacterias lácticas al 

crecimiento “in vitro” de bacterias cariogénicas se determinó con el mé-
todo de difusión en agar. 

Resultado: El desarrollo y la multiplicación de las cepas de 
Streptococcus spp. de origen bucal ensayadas se vieron afecta-
dos por la presencia de metabolitos generados por las cepas de 
Lactococcus lactis subsp. lactis. 

Conclusión: El crecimiento de las cepas de Streptococcus 
spp. fue inhibido por efecto de L. lactis subsp. lactis.

Palabras clave: Lactococcus lactis subsp. lactis, microor-
ganismos cariogénicos, metabolitos antagónicos, bacterias lác-
ticas. 

Abstract
Aim: To isolate, purify and preserve strains of Streptococcus 

spp. and Lactobacillus spp. obtained from the oral cavity and ‘in 
vitro’ analyze their growth in the presence of lactic acid bacteria. 

Materials and methods: Saliva samples were collec-
ted from patients with active caries lesions. Mitis-salivarius 
agar medium (Difco,™ Detroit, MI, USA) was used to recover 
Streptococcus spp. while Rogosa medium (Biokar Diagnostics, 
Beauvais, France) was used for the Lactobacillus spp. 7 strains 
of Lactococcus lactis subsp. lactis, 2 of Leuconostoc mesente-
roides subsp. dextranicum, and 1 of Lactococcus lactis subsp. 

diacetylactis were used as bacteriocin producers. Its antagonist 
activity against cariogenic bacterial growth was tested ‘in vitro’ 
using the agar diffusion method. 

Results: The growth and the multiplication of oral Streptococcus 
spp. were affected due to the presence of metabolites produced by 
Lactococcus lactis subsp. lactis. 

Conclusion: The growth of Streptococcus spp. strains is inhi-
bited by the metabolites of Lactococcus lactis subsp. lactis. 

Key words: Lactococcus lactis subsp. lactis, cariogenic mi-
croorganisms, antagonistic metabolites, lactic bacteria.
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Introducción
bióticas, y generan metabolitos (como ácidos orgánicos, 
peróxido de hidrógeno, dióxido de carbono, diacetilo 
y bacteriocinas o sustancias parecidas a bacteriocinas) 
con efecto antagónico al crecimiento de microorganis-
mos indeseables, tales como los microorganismos ca-
riogénicos.10 

Varios estudios obtuvieron resultados satisfactorios 
en la evaluación del antagonismo de cepas bacterianas 
contra el establecimiento de Streptococcus mutans en el 
biofilm dental.11-13 

El objetivo de este trabajo fue aislar, purificar y con-
servar cepas de Streptococcus spp. y Lactobacillus spp. 
de la cavidad bucal y enfrentarlas, “in vitro”, a bacterias 
lácticas productoras de bacteriocinas.

Materiales y métodos
Población de estudio. Se seleccionaron 15 indi-

viduos, de edades comprendidas entre los 18 y los 21 
años, que presentaban caries activas. Los pacientes in-
formaron su consentimiento según lo dispuesto por el 
Comité de Bioética de la Facultad de Odontología de 
la Universidad Nacional del Nordeste (UNNE), según 
resolución 126/11 CD. Se realizó la toma de muestras de 
saliva mediante autoestimulación por parte del paciente. 
Para su recolección se emplearon recipientes herméticos 
estériles. Las muestras fueron transportadas al laborato-
rio en condiciones de refrigeración y procesadas en el 
mismo día. 

Microorganismos de origen bucal. Para la recuperación 
de Streptococcus spp., se empleó medio Mitis Salivarius
(Difco,™ Detroit, MI, Estados Unidos), y para la re-
cuperación de Lactobacillus spp. se utilizó Rogosa 
(Biokar Diagnostics, Beauvais, Francia). Las muestras 
se sembraron por duplicado, utilizando la metodología 
de inoculación y vertido, y se incubaron durante 48 ho-
ras, a 37 °C, en atmósfera de CO2 (5%, v/v).

Las unidades formadoras de colonias (UFC) que pre-
sentaron caracteres típicos en medio agar Mitis Salivarius 
y en medio Rogosa, respectivamente, fueron examina-
das en preparaciones en fresco y tinción de Gram.

Los microorganismos fueron purificados mediante tres 
pasajes sucesivos desde los respectivos medios sólidos 
hacia los líquidos. Su pureza se comprobó por microsco-
pía. Los Streptococcus spp. fueron conservados en caldo 
Mitis Salivarius, y los Lactobacillus spp. en caldo M.R.S. 
(Britania, Buenos Aires, Argentina), a -20 °C, empleando 
glicerol (15%, v/v) como crioprotector.

Bacterias lácticas de origen alimentario. Como 
productoras de bacteriocinas, se utilizaron 7 ce-
pas de Lactococcus lactis subsp. lactis, 2 cepas de 

La placa dental es un biofilm que se desarrolla natu-
ralmente sobre la pieza dentaria. Son 700, aproxima-
damente, las especies bacterianas que componen este 
complejo ecosistema. Sus interacciones dan origen al 
biofilm (supra y subgingival, según su localización) y 
constituyen los agentes etiológicos principales de las 
enfermedades infecciosas orales, la caries dental y la 
enfermedad periodontal.1

La caries dental surge como consecuencia de cam-
bios ecológicos en la cavidad bucal, debidos a múl-
tiples factores en relación con el huésped y a la mi-
crobiota oral. Esta enfermedad de origen bacteriano se 
caracteriza por la desmineralización del esmalte dental, 
que suele ser resultado de la proliferación y la acción 
de Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus.2,3

Los bactericidas químicos y antibióticos empleados 
para prevenir las infecciones bacterianas a menudo ge-
neran disturbios en la microbiota de la cavidad oral y del 
tracto digestivo, lo cual favorece el desarrollo de resis-
tencia en algunos microorganismos, por lo que pierden 
su efectividad. Un número muy pequeño de estudios ha 
abordado con éxito la búsqueda de agentes naturales 
para ser empleados como antimicrobianos contra pató-
genos orales.4,5 

La bacterioterapia se basa en combatir las infecciones 
bucales mediante la administración de bacterias inocuas 
que producen bacteriocinas (o sustancias similares a 
bacteriocinas), o de alimentos probióticos que contienen 
microorganismos con habilidades particulares, los que, 
al ser suministrados en cantidades suficientes, dan lugar 
a efectos fisiológicos benéficos en la salud del huésped.6 

Actualmente, probióticos y prebióticos son utilizados 
en la elaboración de alimentos con el fin de prevenir al-
gunas enfermedades de los tractos intestinal o urinario, 
e infecciones vaginales, entre otras.7 Hace algunas dé-
cadas, la terapia con antibióticos de las enfermedades 
bucales, principalmente de caries y periodontitis, fue 
reemplazada por el uso de algunos probióticos en el tra-
tamiento de la caries.8 

Las bacterias lácticas (BAL), consideradas esenciales 
durante centurias en la producción de alimentos fermen-
tados, son sustancias generalmente reconocidas como 
seguras (GRAS) por la FDA (Food and Drug Adminis-
tration), la que resguarda su uso en la ingesta humana.9 

Este grupo de microorganismos despertó un interés cre-
ciente debido a que, mediante sus diferentes vías meta-
bólicas, influyen en las características sensoriales de los 
alimentos, aumentan su valor nutricional por la produc-
ción “in situ” de vitaminas, otorgan beneficios adicio-
nales a la salud humana gracias a sus propiedades pro-
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Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum y 1 
cepa de L. lactis subsp. diacetylactis, todas autóc-
tonas de Corrientes, y pertenecientes a la Colección 
Institucional de la Facultad de Ciencias Exactas y 
Naturales y Agrimensura de la UNNE, aisladas del 
ambiente caseario. Las cepas se activaron por pasa-
jes sucesivos en medio Elliker (Biokar Diagnostics, 
Beauvais, Francia), con incubación a 35 °C, durante 
24 horas. 

Screening del efecto antibacteriano. La actividad 
antagónica, “in vitro”, de las BAL al crecimiento de 
las bacterias cariogénicas se ensayó con el método de 
difusión en agar, para lo cual se colocaron 25 µl de cul-
tivos crecidos de las BAL sobre discos de papel de 
filtro Whatman® n.º 1 (Buenos Aires, Argentina), de 
0,55 cm de diámetro, ubicados en la superficie de me-
dios de cultivo adecuados para las bacterias cariogéni-
cas (Mitis Salivarius y Rogosa), en cajas de Petri pre-
viamente sembradas con 50 µl de cultivos overnight 
de las bacterias cariogénicas.14 La superficie del agar 
vertido en las cajas de Petri se dejó solidificar y secar 
durante 15 minutos en ambiente estéril. Las cajas de 
Petri inoculadas se incubaron durante 24 horas, a la 
temperatura óptima de crecimiento (35 °C). Los diá-
metros de las zonas de inhibición (ZOI) se midieron 
con un vernier. 

Resultados 
Para la observación macroscópica, se seleccionaron las 

colonias crecidas en medio Rogosa que presentaron las 
características típicas: forma circular, color amarillo, y 
0,5-1,0 mm a 3,0 mm de diámetro; y las desarrolladas en 
medio Mitis Salivarius que observaron forma circular, co-
lor azul oscuro, y 0,5-1,0 mm a 3,0 mm de diámetro. El 
examen en fresco y tinción de Gram mostró que las célu-
las provenientes de las colonias amarillas se correspondían 
con bacilos pleomórficos Gram (+), y las de las colonias 
azules, con cocos de a pares o en cadenas Gram (+).

Se aislaron, purificaron y conservaron 8 cepas de 
Streptococcus spp. y 4 de Lactobacillus spp. de origen 
bucal. 

El enfrentamiento de las cepas de origen bucal a las 
BAL arrojó resultados exitosos. Sólo el crecimiento de 
las cepas de Streptococcus spp. fue inhibido por efecto 
de L. lactis subsp. lactis (tabla 1).

Sólo 2 de las cepas de Streptococcus spp. de origen 
bucal (OD14 y OD15) mostraron ser sensibles a los 
metabolitos de 5 cepas (155, 157, 159, 163 y 164) de 
L. lactis subsp. lactis salvajes y autóctonas del nicho 
ecológico de Corrientes. Las zonas de inhibición gene-
radas por la actividad de las bacterias lácticas ensaya-
das no destacaron (P<0,05) a ninguna de ellas frente a 
las 2 cepas sensibles (figura 1).

Tabla 1. Inhibición del crecimiento de estreptococos de origen bucal por acción de bacterias 
lácticas de origen alimentario.

Microorganismos de
origen alimentario

Microorganismos de 
origen oral

ZOI (cm)
X1/2 ± DE

L. lactis subsp. lactis 155cVCOR Str. spp. OD14 1,33 ± 0,11

L. lactis subsp. lactis 155cVCOR Str. spp. OD15 1,65 ± 0,07

L. lactis subsp. lactis 157cVCOR Str. spp. OD14 1,4 ± 0,34

L. lactis subsp. lactis 157cVCOR Str. spp. OD15 0,65 ± 0,91

L. lactis subsp. lactis 159cVCOR Str. spp. OD14 1,03 ± 0,90

L. lactis subsp. lactis 159cVCOR Str. spp. OD15 1,2 ± 0,28

L. lactis subsp. lactis 163cVCOR Str. spp. OD14 1,53 ± 0,23

L. lactis subsp. lactis 163cVCOR Str. spp. OD15 0,85 ± 1,2

L. lactis subsp. lactis 164cVCOR Str. spp. OD14 1,63 ± 0,05

L. lactis subsp. lactis 164cVCOR Str. spp. OD15 1,65 ± 0,07

cVCOR: nomenclatura asignada a cocos lácticos de la Colección Institucional de bacterias lácticas 
autóctonas de Corrientes; DE: desviación estándar; OD: nomenclatura asignada a microorganismos 
autóctonos aislados del nicho ecológico bucal en Corrientes; ZOI: diámetro de la zona de inhibición 
medido en centímetros. Los resultados se expresan como el promedio de tres determinaciones 
independientes ± la desviación estándar. 
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Discusión
Muchas investigaciones surgieron a partir de la nece-

sidad de encontrar o desarrollar compuestos que puedan 
ser utilizados para el tratamiento o la prevención de la 
caries dental.

Estudios realizados recientemente seleccionaron 
236 cepas de BAL de origen alimentario (quesos) para 
evaluar la actividad antimicrobiana frente a 10 cepas 
aisladas de cavidad bucal, 3 de las cuales eran Gram 
(-), y 7, Gram (+). Sólo 3 de las 236 cepas de origen 
alimentario aisladas (Lactobacillus plantarum ACA-
DC 269, Lactobacillus fermentum ACA-DC 179 y 
Streptococcus macedonicus ACA-DC 198) produjeron 
actividad antimicrobiana frente a los patógenos orales. 
Los ensayos realizados indicaron que las cepas Gram 
(+) fueron sensibles a las bacteriocinas producidas por 
Lactobacillus y Streptococcus de origen alimentario; 
y que las cepas Gram (-), en cambio, no mostraron ser 
sensibles a las bacteriocinas producidas por las BAL 
utilizadas.15 

Otro estudio utilizó cepas de Leuconostoc gelidum 
ATCC 49366, Leuconostoc mesenteroides subsp. 
cremoris ATCC 19254 y Leuconostoc mesenteroides 
subsp. mesenteroides ATCC 8293, todas productoras 
de dextranos a partir de sacarosa, para evidenciar “in 
vitro” los efectos inhibidores de la formación del bio-
film y la proliferación de cepas de S. mutans, también 
productoras de polímeros solubles similares a dextra-
nos. El autor concluyó que la inhibición de la formación 
de biofilm por S. mutans se produjo debido a una com-
petencia por el espacio físico de parte de los polímeros 
producidos por las cepas de Leuconostocs.16 

También se utilizaron cepas de Weisella cibaria, co-
múnmente encontradas en productos alimenticios fer-
mentados, que fueron aisladas de la cavidad bucal de 
niños sanos. Los ensayos realizados evidenciaron inhi-
bición de la proliferación y la formación de biopelícu-
las por parte de Streptococcus mutans, tanto “in vivo” 
como “in vitro”. Aparentemente, la inhibición de estos 
microorganismos cariogénicos y periodontopatógenos, 
tales como Fusobacterium nucleatum, se debería a la 
coagregación de Weisella cibaria en sitios específicos 
de Fusobacterium nucleatum y a su producción de pe-
róxido de hidrógeno.10,17 

Experiencias de administración por vía oral de pro-
ductos lácteos (como yogur) con cepas de L. reuteri, 
L. rhamnosus GG y L. casei mostraron un elevado 
potencial para inhibir el crecimiento de estreptoco-
cos orales, particularmente de los de la especie mu-
tans.18,19 

Conclusión
El desarrollo y la multiplicación de las cepas de 

Streptococcus spp. de origen bucal ensayadas son afec-
tados por la presencia de metabolitos generados por las 
cepas de L. lactis subsp. lactis 155c-157c-159c-163c-
164c cVCOR. 

Estudios adicionales permitirán tipificar las cepas 
14OD y 15OD con métodos moleculares e identificar 
el producto generado por las BAL y su mecanismo de 
acción frente a patógenos orales. 
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