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1. Resumen  

Los probióticos son microorganismos vivos de gran interés en la industria 

farmacéutica por sus beneficios para la salud, como en la regulación de la 

población microbiana intestinal y la microbiota oral. La inclusión de estos 

microorganismos en presentaciones farmacéuticas es una de las aplicaciones que 

ha cobrado gran relevancia en los últimos años, siendo el género Lactobacillus 

uno de los más utilizados. El objetivo del presente estudio fue el aislamiento, 

caracterización y tipificación de cepas de Lactobacillus reuteri provenientes de un 

suplemento alimenticio en forma de comprimido bucal, así como la determinación 

de su capacidad inhibitoria frente a diversos patógenos. Los microorganismos 

aislados fueron identificados por su morfología bacilar correspondiente al género 

Lactobacillus. Las colonias aisladas fueron identificadas como Gram + y catalasa 

negativa. El número de células viables fue de 107, valor coincidiente con el 

marbete. La tipificación molecular confirmó un 100 % de identidad con el género L. 

reuteri. Los resultados de la actividad antagónica mostraron que si existe inhibición 

de patógenos. En conclusión, se confirmó que L. reuteri se encontraban en el 

suplemento alimenticio, además se demostró que posee propiedades bactericidas 

in vitro contra enteropatógenos y patógenos bucales.  

 

2. Abstract 

Probiotics are live microorganisms of great interest in the pharmaceutical industry 

for their health benefits, such as the regulating of the intestinal microbial population 

and the oral microbiota. Including these microorganisms in pharmaceutical 

presentations is one of the applications that has gained significant relevance in 

recent years, being the most used genus Lactobacillus. The present study’s aim 

was the isolate, characterize and typifying  Lactobacillus reuteri strains from a food 

supplement in the form of an oral tablet, as well as to determine their inhibitory 

capacity against several pathogens. The isolated microorganisms were identified 

by their bacillary morphology corresponding to the genus Lactobacillus. The 

isolated colonies were identified as Gram + and catalase negative. The number of 

viable cells was 107, coinciding with the tag. Molecular typifying confirmed 100% 
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identity with the genus L. reuteri. The results of the antagonistic activity showed 

that there was inhibition against pathogens. In conclusion, L. reuteri was found in 

the food supplement, and the biological evaluation demonstrated that it possesses 

bactericidal properties in vitro against pathogens.  
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3. Introducción 

Los probióticos al ser microorganismos vivos son de gran interés para la industria 

farmacéutica, ya que los beneficios para la salud son diversos, como la regulación 

de las poblaciones bacterianas en las microbiotas intestinales y bucales de 

individuos sanos. Los principales géneros son aquellos pertenecientes a la familia 

de las bacterias ácido-lácticas como son el género Lactobacillus spp., los cuales 

se caracterizan por la producción de metabolitos como el ácido láctico, para la 

homeostasis bucal, además de encontrarse en distintas estructuras dentro del 

cuerpo humano. La inclusión de estos microorganismos en presentaciones 

farmacéuticas y suplementos alimenticios representa una de las aplicaciones más 

particulares de este tipo de microorganismos (Sin, C., et al., 2017). 

 

Lactobacillus reuteri es una especie de bacterias ácido-lácticas presentes en la 

cavidad bucal, predominantemente en la base de la lengua, saliva y dientes en 

donde desempeñan funciones de formación de biocapas, además de estar 

presentes en lesiones de caries activas. La dosis recomendada para ejercer un 

efecto positivo sobre la salud bucal es de 2 x 108 unidades formadoras de colonia. 

Su estructura principal comprende una envoltura celular y una pared que además 

de protegerlos contra los desafíos ambientales, le proporciona estructura a la 

célula y al tener una capa de peptidoglicano muy gruesa se caracterizan como 

bacterias Gram positivas con una morfología bacilar. Su metabolismo es 

anaerobio facultativo y bioquímicamente se identifican como catalasa negativa. 

Para su crecimiento y aislamiento es indispensable el uso de medios de cultivo del 

tipo selectivo como el de Mann Rogosa y Sharpe (MRS) y Rogosa Mitchell 

Wiseman. Una vez aisladas, la morfología colonial puede apreciarse de forma 

circular con una coloración blanca y en ocasiones con bordes lisos y regulares. Su 

tamaño puede variar de entre 1 y 5 mm, requiriendo para su crecimiento una 

temperatura que oscile entre los 35 y 37 ºC (Sin, C., et al., 2017). 

 

Debido al creciente interés por las aplicaciones de microorganismos probióticos, 

es importante el análisis para la verificación de la presencia de probióticos en 
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productos del tipo suplemento alimenticio, como lo son los comprimidos Biogaia®, 

en los cuales es importante el control de condiciones como la temperatura, el 

almacenamiento y consideraciones de otros componentes en la producción.  

 

En este estudio se pretende realizar una revisión introductoria de las principales 

características morfológicas, bioquímicas y moleculares de cepas provenientes de 

un comprimido bucal Biogaia® para posteriormente a través de un diseño 

experimental basado en técnicas microbiológicas, demostrar la viabilidad y la 

concentración de las cepas de Lactobacillus reuteri presentes en el comprimido, 

además de comprobar su actividad inhibitoria contra enteropatógenos y patógenos 

bucales. Como parte introductoria y de contextualización, se presentarán las 

características de cepas de Lactobacillus reuteri a estudiar, con el fin de sentar 

una base teórica, posteriormente se describirán los distintos métodos a utilizar 

para el aislamiento y caracterización de cepas provenientes del comprimido bucal 

Biogaia®. Finalmente, los resultados esperados comprenden el cálculo de las 

unidades formadoras de colonia (UFC) para la obtención de la viabilidad y 

concentración de microorganismos indicada en el marbete del producto, la 

identificación de las cepas de Lactobacillus reuteri como resultado de las pruebas 

morfológicas, bioquímicas y moleculares aplicadas a las muestras, además de 

determinar la actividad antagónica de los aislados.  
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4. Marco teórico  

4.1.  Probióticos 

Los probióticos son bacterias benéficas que al ser consumidos en concentraciones 

adecuadas le confieren un beneficio a la salud del huésped. Los probióticos 

pertenecen a las bacterias ácido-lácticas (BAL) que se pueden obtener de 

productos fermentados de forma natural. Estos son capaces de regular la 

microbiota intestinal y bucal, siendo los productos lácteos los vehículos más 

comunes para la entrega de estos (Arshad et al., 2018). Según la comunidad 

científica, el valor para poder conferir un beneficio a la salud del huésped, estos 

productos deben ser consumidos o administrados en una cantidad mínima de 106 

UFC/ ml. En los últimos años han cobrado una gran importancia esto debido a sus 

grandes beneficios en la salud, así como su amplió uso durante su historia (Chen 

et al., 2018). Se ha comprobado el beneficio a la salud que tienen las BAL en 

especial las cepas que son reconocidas como seguras (GRAS) (Arshad et al., 

2018). Entre los probióticos más comunes se encuentran Lactobacillus spp., 

Bifidobacterium spp., Streptoccus spp. y Saccharomyces boulardi., las cuales se 

pueden encontrar en el intestino humano y en la cavidad oral (Roobab et al., 

2020).  Para el uso adecuado de los probióticos, estos deben contar con ciertas 

características, como; resistir el paso por el tracto gastrointestinal, el pH ácido y 

las sales biliares. Además, la seguridad en el uso de probióticos es importante, por 

eso se recomienda el uso de cepas de origen humano. Por otro lado, la capacidad 

de adherirse a la mucosa intestinal y bucal es una propiedad muy deseada, ya que 

da lugar a la colonización en el área del intestino así como de la cavidad oral, lo 

que puede intensificar los efectos favorables de los probióticos (Sarao and Arora, 

2017). 

 

Los probióticos poseen una serie de efectos benéficos para la salud de los seres 

humanos y animales. Tienen la capacidad de coadyuvar en el tratamiento de  

ciertas enfermedades como la gastroenteritis, el cáncer, la diarrea, el síndrome del 

intestino irritable, las alergias, la colesterolemia y también enfermedades 

periodontales. Además de todos estos efectos, los probióticos también estimulan 
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el sistema inmunitario mediante diversos mecanismos, contribuyendo así a la 

salud general de los consumidores (Goel and Kumar, 2021). 

 

4.2. Principales mecanismo de acción de los probióticos 

El primer mecanismo de acción de los probióticos es la competencia con los 

patógenos por los nutrientes. Aquí, los probióticos mantienen el equilibrio 

huésped-microorganismo, reduciendo la colonización del patógeno a través de la 

inhibición de la adhesión de los patógenos. Se ha demostrado en distintos 

estudios que algunos probióticos tienen la capacidad de poder inhibir a una gran 

variedad de bacterias patógenas realizando una actividad antagónica contra estos 

(Abatenh et al., 2018).  

 

Debido al aumento de las bacterias resistentes a los antibióticos, el segundo 

mecanismo de acción cobra una gran relevanciaya que esta relacionado con la 

producción de algunas sustancias antimicrobianas, ácidos grasos de cadena corta, 

bacteriocinas, disminución del pH intestinal y especies reactivas de oxígeno que 

suprimen el crecimiento de los patógenos (Goel and Kumar, 2021). La capacidad 

de los probióticos para producir sustancias antimicrobianas ha causado un gran 

impacto en los investigadores y en la comunidad científica, de ahí que los usos 

profilácticos y terapéuticos de los probióticos se han reconsiderado como 

alternativa al uso de antibióticos (Coman et al., 2014).  

 

El tercer mecanismo es la estimulación/modulación de la respuesta inmune 

mediante la activación de las células T, la producción de citocinas, la potenciación 

de las respuestas de los linfocitos Th1 y atenuación de la respuesta de los 

linfocitos Th2, estos mecanismo son importantes para la prevención y el 

tratamiento de diversas enfermedades infecciosas (Abatenh et al., 2018). 

 

En la actualidad, se ocupan una gran cantidad de grupos de microorganismos 

como probióticos los cuales poseen efectos beneficiosos para la salud del 
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huésped. La mayoría de estos grupos son las pertenecientes a las BAL entre las 

que destacan el género de lactobacillus spp. 

 

4.3.  Lactobacillus spp. 

El género de Lactobacillus comprende un grupo de bacterias heterofermentativas 

que son capaces de producir ácidos orgánicos (entre los que se encuentran el 

ácido láctico como principal producto, el ácido acético, ácido propiónico y el ácido 

feniláctico), con la finalidad de disminuir el pH en el entorno en el que se 

desarrollan. Es bien conocido que los Lactobacilos pueden interaccionar con las 

células del huésped provocando una afectación en los mecanismos del sistema 

inmune innato a través de vías de señalización, en los que intervienen los 

receptores de tipo toll (TLR). El género Lactobacillus posee una morfología en 

forma de bastones o cocobacilos, se identifican como bacterias Gram positivas no 

formadoras de esporas. Estas pueden ser estrictamente fermentativas, 

aerotolerantes o anaerobias, así como acidófilas, además de tener requisitos 

nutricionales muy complejos (Widyarman et al., 2018). Al ser aerotolerantes estas 

pueden desarrollarse en ambientes con 5-10 % de CO2 y su temperatura óptima 

es de 35 – 37 ºC, requieren de  24 a 48 horas para su reproducción en medios 

tanto líquidos como en sólidos, la coloración de sus colonias blanca con una forma 

circular, bordes lisos y regulares, su tamaño oscila entre 1 y 5 mm, el pH ideal 

para su crecimiento es de 5.4 - 5.5, y todas estas características se pueden 

observar en medios agarizados (Sin et al ., 2017). 

 

Los probióticos han sido siempre asociados tradicionalmente con la salud 

intestinal, sin embargo en los últimos años se ha encontrado que también tienen 

aplicaciones potenciales en la salud bucal (Hasslöf and Stecksén-Blicks., 2020). 

Basado en el hecho que los probióticos se pueden encontrar en la cavidad oral, 

estos tienen también la capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano y prevenir la 

adhesión de especies patógenas. Por estas razones es importante el conocimiento 

de la microbiota oral, ya que tiene efectos en el desarrollo y mantenimiento del 
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equilibrio entre los patógenos y las bacterias saludables para lograr una 

homeostasis bucal (Signorino et al., 2021). 

 

4.4.  Microbiota oral   

La microbiota juega un papel muy importante en la salud del huésped, sus 

alteraciones pueden provocar algunos problemas de salud. La boca, es la principal 

entrada para muchos microorganismos que van a llegar y colonizar diferentes 

partes del cuerpo, es por lo que cada parte del cuerpo tiene su propia y particular 

microbiota. La microbiota oral está conformada por alrededor de 1000 especies de 

microorganismos, esto depende de la edad, la higiene bucal y la genética, ya que 

todos estos aspectos pueden influir en la diversidad de la microbiota oral 

(Sivamaruthi et al., 2020). Así mismo, la biopelícula oral juega un papel crucial en 

la adhesión microbiana. La biopelícula en la cavidad bucal es causante de una 

mala salud bucal, ya que esta se adhiere a la cavidad mediante agregación y 

coagregación. La colonización y la supervivencia de las bacterias probióticas en la 

biopelícula son eventos de suma importancia, ya que con esto se puede 

establecer los efectos beneficos dado que los probióticos interactúan con esta 

biopelícula eliminando a los patógenos responsables (Hasslöf and Stecksén-

Blicks., 2020). 

 

Las enfermedades orales, en especial las infecciones periodontales y las caries 

dentales, son muy comunes y pueden presentar algunas complicaciones que 

requieran el uso de antibióticos, lo que puede traer algunos efectos secundarios. 

El tratamiento de enfermedades orales es uno de los más costosos a nivel mundial 

se estima que alrededor de $ 544 mil millones se utilizaron para dichos 

tratamientos, por lo tanto es de suma importancia un tratamiento profiláctico y 

coadyuvante, con la finalidad de poder abordar estos problemas, es por esto que 

se están investigando nuevos enfoques de tratamiento, como el uso de probióticos 

(Mishra et al., 2020). 
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Investigaciones actuales sobre algunas cepas particulares podrían aumentar el 

papel o la eficacia de los probióticos en la salud oral, en vista de que los 

probióticos proporcionan efectos terapéuticos a corto y largo plazo, ya que pueden 

ser consumidos como parte de la dieta logrando así mejorar la salud oral (Ranjha 

et al., 2021). 

 

El uso de probióticos ha cobrado una gran relevancia y popularidad, se han 

convertido en promotores para la prevención y tratamiento en contra de algunas 

enfermedades relacionadas con la salud bucal e intestinal, dentro de este grupo 

de bacterias beneficiosas se encuentra los Lactobacillus reuteri el cual puede 

eliminar el crecimiento de algunas bacterias patógenas como por ejemplo 

Streptococcus mutans (Widyarman et al., 2018). 

 

4.5.  Lactobacillus reuteri 

L. reuteri fue aislado en el siglo XX en la década de los 60’s por Gerhard Reuter 

un microbiólogo alemán, que las encontró y aisló del yeyuno/íleon y de las heces 

de humanos, contienen 175 especies y 27 subespecies, además de que se 

pueden encontrar en distintas partes del tracto gastrointestinal, así como en la 

cavidad oral, demostrando que L. reuteri es un miembro estable del microbioma 

humano. Algunas cepas tienen la capacidad de transformar el glicerol en 3-

hidroxipropionaldehído (3-HPA), para después excretarlo en forma de reuterina, un 

sistema potente antimicrobiano. La investigación de los efectos beneficiosos que 

tiene L. reuteri sobre la salud se ha incrementado, encontrando que puede ser 

utilizada para diferentes enfermedades y eventos inflamatorios (El-Ziney, 2018). 

  

L. reuteri se considera como una bacteria probiótica la cual coloniza el intestino y 

la cavidad oral, esta puede ser consumida en diferentes presentaciones como lo 

son en yogurt o en tabletas con la finalidad de reducir la colonización de diferentes 

bacterias patógenas (Widyarman et al., 2018). El aumento en el interés de los 

consumidores por los probióticos como una alternativa para mejorar la calidad de 

vida ha incentivado el desarrollo del mercado de los probióticos. Por estos motivos 
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la industria láctea como la industria farmacéutica seleccionan nuevas cepas de 

bacterias probióticas con la finalidad de proponer nuevas formas farmacéuticas en 

beneficio del consumidor (Di Pierro et al., 2019). 

 

4.6. Formas farmacéuticas de los probióticos  

El uso de cepas probióticas ya no solo es en las aplicaciones alimenticias, en los 

últimos años también se han utilizado para formulaciones bioterapéuticas y 

farmacéuticas. Los probióticos se encuentran regulados en diferentes países en 

tres categorías principales; alimentos, suplementos alimenticios y productos 

farmacéuticos (Sanders et al., 2018). Es por esto, que los suplementos 

alimenticios representan un segmento importante en el mercado de probióticos y 

cada año crece más el interés por estos productos (Marinova et al., 2019). El gran 

interés de los consumidores por una vida saludable ha promovido la creciente 

demanda por estos productos biofuncionales. Estos suplementos alimenticios 

pueden contener cultivos monos o mixtos de microorganismos o esporas 

bacterianas, y se pueden encontrar en distintas presentaciones como cápsulas, 

polvo, tabletas o suspensiones (Vecchione et al., 2018). Los suplementos 

alimenticios probióticos representan el segundo segmento más grande en el 

mercado de probióticos y este crece año con año, dado que estas formulaciones 

están especificadas a pacientes con perfiles clínicos diferentes, en este sentido es 

fundamental asegurar la caracterización e identificación correcta (Marinova et al., 

2019). Dado que los probióticos son microorganismos vivos, deben llegar a su 

destino en cantidades suficientes y permanecer viables para ser efectivos. La 

viabilidad depende del proceso de producción, el sistema de entrega y la carga. 

Los productos probióticos desarrollados a partir de la misma cepa en diferentes 

entornos e instalaciones de fabricación pueden tener diferentes funciones (Batool 

et al., 2020). No obstante se ha informado de la baja calidad de los productos 

probióticos, esto relacionado con el incumplimiento en las células viables, hasta la 

identificación incorrecta de las especies (Di Pierro et al., 2019).  

 



 

 11 

4.7.  Calidad de los productos probióticos 

La calidad de los productos, donde se incluye la fiabilidad y la exactitud del 

etiquetado del producto puede variar en diferentes zonas geográficas, es por ello 

que debe existir una armonización de los marcos normativos que dictaminan los 

requisitos de fabricación de los productos probióticos (Sanders et al., 2018). Los 

aspectos de calidad son de suma importancia, es por ello que se debe monitorear 

el uso de cepas probióticas con el fin de asegurar la bondad y la confiabilidad de 

los efectos beneficiosos (Ghafouri-Fard et al., 2018). Uno de los problemas de 

calidad de los probióticos es el mantenimiento de la viabilidad en el proceso de 

envasado, almacenamiento y distribución (Di Pierro et al., 2019). Es por esto, que 

las propiedades tecnológicas son de suma importancia para que las bacterias 

probióticas se puedan utilizar en un producto comercial, por eso deben ser 

adecuadas para poder ser cultivadas a gran escala, deben permaneceré viables y 

estables durante todo el proceso de fabricación y de almacenamiento, además de 

que no deben conferir ningún sabor desagradable al producto final y lo más 

importante es que deben de tener el efecto benéfico para el huésped (Sarao and 

Arora, 2017). Los ingredientes o aditivos pueden tener un impacto en la 

supervivencia de los probióticos, además de que los niveles altos de ciertos 

ingredientes pueden provocar la inhibición del crecimiento de las células 

bacterianas durante el almacenamiento. Las condiciones ambientales durante el 

periodo de almacenamiento y de transporte son otro factor importante para la 

viabilidad de los microorganismos, siendo la temperatura optica de  

almacenamiento de 4-5 ºC, ya que se ha comprobado que a una temperatura más 

elevada, por ejemplo a 20 ºC, hay una reducción significativa de las células 

viables. La permeabilidad de la luz y las técnicas de envasado son otro factor 

importante para garantizar la supervivencia de las bacterias probióticas 

(Mizielińska et al., 2017). 

 

Es necesario establecer regulaciones pertinentes con la finalidad de salvaguardar 

la salud de los consumidores y evitar cualquier posible efecto adverso derivado del 

uso de probióticos, garantizando las normas de los productos comerciales y su 
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eficacia (Sharma et al., 2016). La adecuada identificación de las bacterias 

probióticas es fundamental para evaluar las condiciones de crecimiento y las 

características metabólicas y la información genómica (Ghafouri-Fard et al., 2018). 

 

4.8. Identificación de los probióticos 

La extensa gama de aplicaciones que presentan las BAL hace necesario la 

caracterización de estas para determinar las características importantes y de esta 

manera poder explotar sus aplicaciones. A lo largo del tiempo se han recopilado 

distintas herramientas de caracterización con base en análisis morfológico, la 

tinción de Gram es uno de los análisis más utilizados para la identificación 

morfológica, siendo los Lactobacillus Gram positivos, además se utilizan medios 

de cultivo selectivos para el aislamiento y el recuento de las células viables, como 

son el agar De Man, Rogosa Sharpe (MRS) y el Rogosa Mitchell Wiseman los 

cuales contiene los nutrientes necesarios para el desarrollo y crecimiento de los 

Lactobacilllus (Sin et al ., 2017). Otra forma de idenfiticación son las pruebas 

bioquímicas. En el caso de las BAL, se determina su naturaleza a traves de la 

prueba de catalasa, los Lactobacillus no producen la enzima catalasa y por esta 

razón son consideradas catalasas negativa, y por último para la identificación 

molecular existen diferentes técnicas las cuales se han ocupado ampliamente para 

la identificación de las especies de Lactobacillus. Cada una de estas técnicas 

presentan sus ventajas y desventajas. Las herramientas se pueden clasificar de 

manera general como herramientas que se basan en la amplificación, el ADN, y en 

la secuenciación de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) la cual nos 

permite la identificación con precisión de las cepas aisladas (Sharma et al., 2020). 
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5. Planteamiento del problema 

Los probióticos comprenden un grupo amplio de microorganismos, los más 

utilizados son pertenecientes al género de Lactobacillus, los cuales tienen como 

objetivo el balance de la microflora bucal e intestinal confiriendo un efecto 

beneficioso al hospedador. En la actualidad existe gran cantidad de productos que 

se denominan suplementos alimenticios, el amplio uso de estos productos 

conlleva al estudio y la evaluación de la viabilidad y el número de microorganismos 

presentes para que puedan ejercer el efecto deseado dentro del organismo del 

hospedador. La viabilidad de los probióticos depende de factores como las 

características fisiológicas, condiciones de producción y de almacenamiento, 

además de factores ambientales como la temperatura y el oxígeno. Por esta 

razón, es importante la implementación de técnicas de microbiología para el 

estudio, la identificación y caracterización para el aseguramiento de la viabilidad 

de los suplementos alimenticios anteriormente mencionados.  

 

6. Justificación 

Para que los probióticos ejerzan su efecto beneficioso dentro de la microflora 

intestinal y bucal, deberán permanecer viables y en una concentración adecuada. 

Es importante verificar la concentración adecuada de microorganismos en el 

suplemento y esto se logra a través de técnicas que evalúan el número y las 

características morfológicas propias de las bacterias ácido-lácticas. Dentro de 

estas técnicas, se encuentran el aislamiento en medios de cultivo selectivo; lo cual 

describirá las características morfológicas de las bacterias ácido-lácticas, recuento 

en placas; que proporcionará el número de microorganismos viables, pruebas 

enzimáticas; que brindarán información acerca del metaboloma de las bacterias y 

la tipificación molecular, utilizada para el aseguramiento de la presencia de 

microorganismos probióticos. En este estudio, a través de una revisión 

bibliográfica y su complemento experimental, se plantea realizar el aislamiento, la 

caracterización morfológica y bioquímica, tipificación molecular y actividad 

antagónica de microorganismos probióticos provenientes de un suplemento 
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alimenticio en forma de comprimidos bucales Biogaia® con el objetivo de verificar 

el número y la viabilidad de cepas de Lactobacillus reuteri. 

 

7. Objetivos 

7.1. Objetivo general 

 Aislar y caracterizar cepas de Lactobacillus reuteri a partir de comprimidos 

bucales Biogaia®  

 

7.2. Objetivos particulares 

• Reactivar las cepas de Lactobacillus reuteri provenientes del comprimido 

bucal Biogaia® 

• Aislar y cuantificar las cepas de Lactobacillus reuteri activas  

• Caracterizar morfológicamente, bioquímicamente y molecularmente las 

cepas de Lactobacillus reuteri  
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8. Materiales y métodos 

En esta investigación se analizó el suplemento alimenticio en presentación de 

comprimido bucal Biogaia® ProD™ que contenía 2 cepas de Lactobacillus reuteri, 

las muestras se almacenaron a temperatura ambiente hasta su análisis. Esto fue a 

través de un diseño experimental de corte cuantitativo, donde se pretende abordar 

un alcance descriptivo de las propiedades morfológicas, bioquímicas y 

moleculares de cepas de Lactobacillus reuteri, teniendo como variable 

dependiente la supervivencia y el número de microorganismos presentes en el 

comprimido bucal. En la figura 1 se muestra el resumen de la metodología 

utilizada en esta investigación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Diagrama de flujo de la metodología utilizada en esta investigación 

 

8.1.  Adaptación y reactivación de las cepas de Lactobacillus reuteri 

La reactivación de las cepas provenientes del comprimido bucal se llevó a cabo 

preparando una solución de agua peptonada al 1%, pesando 0.1 g de peptona de 

carne y disolviéndose en 10 mL de solución de cloruro de sodio 0.9% para 
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favorecer la adaptación y la activación de las cepas de L. reuteri. La solución de 

agua peptonada fue esterilizada en autoclave por 15 minutos a 121 ºC. La 

reactivación de las cepas se realizó pesando 1 g del comprimido bucal Biogaia® 

ProD™ y disolviéndose en 9 mL de la solución de agua peptonada previamente 

preparada, la mezcla se mantuvo a agitación constante durante 30 minutos hasta 

su homogenización. La activación de las cepas de L. reuteri se efectuó en caldo 

Man Rogosa Sharpe (MRS) (Difco, USA), con una atmosfera de CO2 y otra sin 

CO2, el caldo se inoculó con una alícuota de 1000 µL de la solución de agua 

peptonada con muestra y se incubó a 37 ºC a 150 rpm en una incubadora rotatoria 

por 24 h. 

 

8.2.  Aislamiento e identificación de las cepas de Lactobacillus reuteri 

El aislamiento de las cepas de L. reuteri DSM 17938 se realizó utilizando placas 

de agar Man Rogosa Sharpe (MRS) adicionado con vancomicina (50 mg/L) y 

ampicilina (2 mg/L) (medio VA), y placas de agar Man Rogosa Sharpe (MRS) 

adicionado con vancomicina (50 mg/L) para L. reuteri ATCC PTA 5289 (medio V). 

la adición de la vancomicina y ampicilina se realizó con la finalidad de tener 

medios selectivos para cada cepa (Romani et al., 2013). Se tomó una alícuota de 

5 µL del caldo de activación y se extendió por el método de estriado en las placas 

de agar y se incubaron a 37 ºC por 24 h en campana anaeróbica que contenía 

85% de nitrógeno, 10 % de CO2 y 5% de hidrógeno. Las colonias individuales 

observadas después de las 24 h fueron aisladas en función de su morfología 

colonial, como el tamaño, la forma y el color. La identificación de las cepas se 

realizó por la técnica de tinción de Gram de acuerdo al procedimiento estándar, 

posteriormente la observación microscópica se realizó con un microscopio óptico 

con un objetivo de 100x. Su identificación bioquimica se realizó por la prueba de 

catalasa, donde se añadió una gota de peróxido de hidrógeno al 3 % a una colonia 

aislada. La presencia de la enzima catalasa se evaluó por la formación de 

burbujas o la ausencia de estas. Como control positivo de la prueba de catalasa se 

utilizó un cultivo de Escherichia coli y como control negativo S. mutans.  

 



 

 17 

8.3.  Cuantificación de las cepas de Lactobacillus reuteri 

Para la cuantificación de las células viables del comprimido bucal Biogaia® 

ProD™, primero se realizaron diluciones seriadas desde 1x10-1 – 1x10-8, 

posteriormente en placas de agar MRS  se inocularon 5 µL de cada dilución, se 

llevaron a incubar a 37 ºC por 24 h en una campana anaeróbica. El ensayo se 

realizó por triplicado. Después de las 24 h se realizó el conteo de las colonias con 

ayuda de un contador de colonias. 

 

8.4.  Tipificación molecular de las cepas de Lactobacillus reuteri 

El primer paso de la tipificación molecular fue la extracción del DNA, para poder 

llevar a cabo la extracción de material genómico. Se sembraron colonias de L. 

reuteri en placas de agar MRS (medio VA y medio V) y se incubaron por 24 h en 

camara anaeróbica a 37 ºC con la finalidad de producir biomasa. La extracción del 

DNA se llevó a cabo utilizando el kit de extracción Wizard® Genomic DNA 

Purification Protocol (Promega, EUA) con algunas modificaciones, ya que también 

se utilizaron columnas de centrifugado de purificación de ácidos nucleicos de 

silice. El DNA resultante de la extracción se corrió en un gel de agarosa al 1% a 

400 mA, 75 v por 30 minutos, una vez transcurrido el tiempo de la electroforesis, 

los fragmentos del DNA se visualizaron en una lámpara de luz UV. 

 

El segundo paso de la tipificación molecular fue la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), donde se amplificó la secuencia de la subunidad 16 S del DNA 

genómico, con los iniciadores universales 9F y 1512R y un buffer mix, los 

volúmenes utilizados en la reacción se detallan en la tabla 1. Las condiciones de 

amplificación fueron; un primer ciclo de 94 ºC 3 min, seguido de 30 ciclos que 

consistieron en 94 ºC 45 s, 50 ºC 45 s y 72 ºC 1 min 30 segundos y un ciclo más 

de 72 ºC por 10 min. Los productos de PCR fueron cargados en un gel de agarosa 

al 2% con un marcador de peso molecular y visualizados utilizando una lámpara 

de luz UV. 
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El tercer paso de la tipificación molecular fue la purificación de los productos de 

PCR, este se efectuó utilizando el kit de purificación QIAquick® PCR Purification 

kit (QUIAGEN, EUA) de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Los 

productos de purificación fueron corridos en un gel de agarosa al 1% con un 

marcador de peso molecular y visualizados con una lámpara UV.  

El último paso de la tipificación molecular fue la secuenciación de los productos de 

PCR, el DNA amplificado se envió al laboratorio Humanizing Genomics macrogen 

para su identificación final mediante la secuenciación genética. El trimming se 

realizó utilizando el software 4Peaks en donde se consideraron solo las regiones 

del electroferograma mejor resueltas dentro del intervalo de 30 a 500 pares de 

bases. La comparación y alineación de cada secuencia se realizó con el software 

Mega 11 a través del uso de la base de datos BLAST del NCBI 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). La construcción del árbol filogenético se 

realizó con el software Mega 11. 

 

Tabla 1. Volúmenes de los componentes de la reacción de PCR 

 

 

 

 

 

 

 

8.5.  Ensayos de inhibición de las cepas de Lactobacillus reuteri 

Para los ensayos de inhibición de las cepas de L. reuteri se utilizaron bacterias 

patógenas bucales y entéricas (Tabla 4). Primero se realizó una cinética de 

crecimiento con la finalidad de conocer cuando el cultivo inicia la fase estacionaria, 

que es dónde el microorganismo empieza a secretar productos que pueden inhibir 

el crecimiento de otras bacterias (Caycedo et al., 2021). Para la construcción de la 

cinética de crecimiento se inocularon caldos MRS con L. reuteri previamente 

Componente  Cantidad (50 µL) 

Buffer mix* 25 µL 

Primer 1512R 

Primer 9F 

1 µL 

1 µL 

DNA genómico  2 µL 

Agua estéril 21 µL 

*contiene MgCl2, dNtp y taq polimerasa 
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aislados y fueron incubados por 8 h a 37 ºC en una incubadora rotatoria a 150 

rpm. De este primer inóculo se tomó una alícuota de 1 ml y se inóculo en caldo 

MRS, este cultivo se incubó overnight (toda la noche) a 37 ºC en una incubadora 

rotatoria a 150 rpm. Para la fermentación se inóculo caldo MRS a una densidad 

óptica de 0.2 a 600 nm, el tiempo de fermentación fue de 28 h. Se tomaron 

alícuotas de 2 ml cada 2 horas comenzando en el tiempo 0, a las cuales se les 

midió el pH con un potenciómetro y fueron leídas en un espectrofotómetro a 600 

nm, el peso seco fue calculado con base a una curva estándar de Lactobacillus de 

peso seco vs abs proporcionada por el Dr. Alejandro Azaola. Posteriormente para 

la determinación de la actividad antagónica se realizó por el método de doble agar, 

teniendo en cuenta el intervalo de la fase estacionaria. Las cepas de L. reuteri se 

sembraron en medios de cultivo agar MRS y se dejaron crecer 24 horas previas a 

la inoculación de la segunda capa de agar. Una vez observado el crecimiento de 

las colonias de L. reuteri se cubrió el medio MRS utilizando medio de cultivo agar 

Mueller Hinton con una concentración de 0.5 en la escala de McFarland de los 

patógenos bucales y entéricos. Las placas de doble agar se incubaron a 37 ºC por 

24 h. Por último, para la determinación de la actividad bacteriostática y bactericida, 

de los halos de inhibición resultantes de la actividad antagónica, se tomaron 

muestras con hisopo estéril y se resembró en medio de cultivo agar Mueller Hinton 

se dejaron crecer por 24 h a 37 ºC. 
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9. Resultados 

9.1.  Adaptación y reactivación de las cepas de Lactobacillus reuteri 

La adaptación y reactivación de las cepas se consiguió en los dos caldos con CO2 

y sin CO2 esto se puede observar en la figura 2A y 2B, ya que existió una turbidez 

en los caldos después de las 24 h de incubación, lo que significa que existió una 

producción de biomasa. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9.2. Aislamiento e identificación de las cepas de Lactobacillus reuteri 

Se llevó a cabo el aislamiento de cepas de L. reuteri en agar MRS modificado 

(medio VA y medio V) resultando en colonias aisladas circulares, color blanco, 

acuosas y con dimensiones de 1 mm para ambas cepas. Las colonias obtenidas 

después de 3 resiembras fueron sometidas a la tinción de Gram, esto permitió 

determinar que las bacterias aisladas fueran Gram positivas. La observación al 

microscopio óptico mostró una morfología bacilar asemejándose al género 

Lactobacillus (figura 3). En las pruebas bioquímicas, ambas cepas fueron catalasa 

negativa, esto debido a la ausencia de burbujas durante la prueba. 

 

 

 

 

Figura 2. Activación de las cepas de L. reuteri A) Caldo sin inocular B) Caldo 

depues de 24 h sin CO2 y C) Caldo despues de 24 h con CO2 
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9.3. Cuantificación de las cepas de Lactobacillus reuteri 

Se determinó la cuenta de células viables del suplemento alimenticio Biogaia® 

ProD™, tomando en cuenta la morfología y el número de colonias. Para ello se 

seleccionaron las diluciones donde las colonias se encontraban separadas y se 

podían contar con facilidad. Una vez seleccionado las diluciones, se procedió a 

calcular el número de unidades formadoras de colonias por ml (UFC/ml), 

promediando el resultado de las 3 gotas por dilución, para conocer el valor en las 

muestras se realizó con la siguiente fórmula: 

 

 

 

En la figura 4 y tabla 2 se muestra el número de colonias y el conteo de UFC/ml de 

las diluciones, además del número de colonias que indica el marbete del producto 

Biogaia® ProD™. Se demostró que el número de UFC/ml es el mismo indicado en 

el marbete del producto. 

 

Figura 3. Aislamiento y caracterización morfológica de cepas; A) Morfología 

colonial en agar MRS (medio V) después de 24 horas de crecimiento, B) 

Morfología colonial en agar MRS (medio VA) después de 24 horas de 

crecimiento, C) Microfotografía a 100x de aumento de L. reuteri (medio V) y 

D) Microfotografía a 100x de aumento de L. reuteri (medio VA) 

A B 

D C 
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Tabla 2. Número de colonias y UFC/ml de las diluciones Biogaia® ProD™ 

 

 

 

 

 
 

†Promedio de las 3 gotas ± desviación estándar,* por 0.1 g de comprimido 

9.4. Tipificación molecular de las cepas de Lactobacillus reuteri 

En la figura 5A se pueden observar los productos de la extracción del DNA de las 

cepas aisladas, la amplificación del DNA se observa en la figura 5B con los 

productos de PCR y la purificación de los productos de PCR se observa en la 

figura 5C, donde se perciben bandas bien definidas. La comparación de los 

resultados de la secuenciación se llevó a cabo utilizando la base de datos 

MEGABLAST® teniendo como resultado al Lactobacillus reuteri con un porcentaje 

de identidad de 100% para ambas cepas, además de que el análisis de los datos 

de secuenciación permitió la construcción del árbol filogenético que se muestra en 

la figura 6.  

 

 

 

Factor de dilución 10-3 10-4 10-5 
Biogaia® 

ProD™ 

No. colonias 82 ± 2† 15 ± 1† 3.3 ±0.57† 
-------- 

UFC/ml 1.64x107 3x107 6.66x107 2x107* 

Figura 4. Diluciones y número de colonias de Biogaia® ProD™ 
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9.5. Ensayos de inhibición de las cepas de Lactobacillus reuteri 

La fermentación de las cepas de L. reuteri se realizó con la finalidad de encontrar 

el tiempo en el que el microorganismo alcanza la fase estacionaria de crecimiento, 

ya que en este punto es en donde comienza la liberación de metabolitos capaces 

de inhibir el crecimiento de microorganismos enteropatógenos y bucales (Caycedo 

et al., 2021). La tabla 3 muestra los valores obtenidos de absorbancia y de peso 

A B C 

Figura 5. Gel de agarosa; A) Extracción de DNA, B) Productos de PCR columna y 

C) Purificación de productos de PCR. M: marcador de peso molecular; 7 y 8 cepas 

de L. reuteri 

Figura 6. Árbol filogenético • Cepas aisladas de L. reuteri Cepas de L. reuteri 

reportadas en el marbete del producto  Cepa control E. coli 



 

 24 

Figura 7. Cinética de crecimiento y valores de pH de L. reuteri 

seco. La figura 7 muestra las diferentes fases de crecimiento para L. reuteri siendo 

el inicio de la fase estacionaria la marca de las 9 horas hasta las 26 horas.  

 

Tabla 3. Valores obtenidos en la Cinética de crecimiento L.reuteri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La inhibición de L. reuteri se observa en la Tabla 4 y Figura 8. Las cepas de L. 

reuteri se dejaron crecer 24 horas previas a la inoculación del enteropatógeno, 

tiempo necesario para tener un cultivo en fase estacionaria de crecimiento. Se 

Tiempo Absorbancia Peso seco (mg/ml)* pH 

0 0.2681 0.086 6.25 

2 0.4884 0.141 5.92 

4 1.7423 0.454 5.21 

6 1.3143 1.389 4.7 

8 1.4093 1.484 4.2 

24 1.6084 1.683 4.12 

26 1.7323 1.807 4.12 

28 1.0437 1.119 4.14 

*Valores extrapolados en una curva estándar de Lactobacillus 

proporcionada por el Dr. Alejandro Azaola 
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Figura 8. Zonas de inhibición. A: sin inhibición (-), B: inhibición mínima (+), 

C: Inhibición media (++) y D: inhibición mayor (+++) 

puede observar que L. reuteri mostró la mayor inhibición contra E. coli y P. 

aeruginosa. Sin embargo, no existió inhibición contra S. typhimurium, S. lutea y S. 

tigurinus. 

 

Tabla 4. Resultados de la actividad antagónica L. reuteri contra microorganismos 

patógenos bucales y entéricos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Patógeno Lactobacillus reuteri 

Escherichia coli +++ 

Sarcina lutea - 

Staphylococcus aureus ++ 

Salmonella typhimurium - 

Serratia marcesens + 

Pseudomona aeruginosa +++ 

Klebsiella pneumoniae + 

Lactococcus lactis†  + 

Streptococcus mutans† ++ 

Streptococcus sobrinus† ++ 

Streptococcus tigurinus† - 

Enterococcus faecalis† ++ 

Streptococcus oralis† ++ 
+++: inhibición mayor; ++: inhibición media, +: inhibición mínima, -: sin inhibición. 
†Patógenos bucales donados por la Dra. Aida Hamdan 
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Para confirmar la naturaleza de la actividad bactericida o bacteriostático de L. 

reuteri, se realizó el ensayo tomando muestras con hisopos de la zona clara de la 

inhibición y se sembró en agar Mueller Hinton, los resultados se observan en la 

Tabla 5 y Figura 9 siendo de forma bactericida en la mayoría de las inhibiciones 

realizadas, debido a, la ausencia de crecimiento del patógeno y solamente 

bacteriostática para la cepa S. mutans, dado que, existió crecimiento del 

patógeno.  

 

Tabla 5. Resultados de la determinación de actividad bacteriostática y bactericida 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Patógeno Lactobacillus reuteri 

E. coli Bactericida 

S. lutea - 

S. aureus Bactericida 

S. typhimurium - 

S. marcesens Bactericida 

P. aeruginosa Bactericida 

K. penumoniae Bactericida 

L. lactis†  Bactericida 

S. mutans† Bacteriostática 

S. sobrinus† Bactericida 

S. tigurinus† - 

E. faecalis† Bactericida 

S. oralis† Bactericida 

-: no se realizó determinación. †Patógenos bucales. 

Figura 9. Resultados de la determinación de la actividad bacteriostática (A: S. 

mutans) y bactericida (B: S. sobrinus y S. oralis) provenientes de muestras de 

inhibición. 
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10. Discusión  

Los productos probióticos son cada vez más populares en el mundo, existiendo 

una gran cantidad de presentaciones en el mercado. Los consumidores buscan los 

efectos beneficiosos de las bacterias probióticas esperando que estos productos 

contengan las bacterias indicadas en la etiqueta (Yeung et al., 2016). Las 

investigaciones sobre el tema de la calidad de la composición de los suplementos 

alimenticios comerciales indican que en muchas ocasiones el contenido no 

corresponde con la información del etiquetado, ya sea en términos de identidad, 

viabilidad y en el número de microorganismos presentes en la muestra (Vecchione 

et al., 2018). 

 

Esta investigación se realizó con la finalidad de verificar que los Lactobacillus en el 

suplemento alimenticio Biogaia® ProD se encontraran en la cantidad declarada 

por el marbete del producto. Además de comprobar si tenían una actividad 

antagónica frente a diversas bacterias patógenas. Ya que en los últimos años el 

papel de los probióticos ha tenido un enorme progreso dentro del área de la salud, 

mejorando, previniendo y ayudando a reducir algunas enfermedades. Los 

probióticos requieren de suplementos específicos en su medio para su correcto 

desarrollo y reproducción. Los resultados obtenidos nos confirmaron la presencia 

de las cepas de L. reuteri, ya que la adaptación y reactivación en caldo MRS se 

cumplió, debido a la presencia de turbidez después de las 24 h de incubación, lo 

cual nos indica que a pesar del estrés sufrido en el proceso de fabricación las 

cepas se encontraban presentes en el suplemento.  

  

El crecimiento de las bacterias está influenciado no solamente por la composición 

del medio de cultivo, sino que también las condiciones ambientales desempeñan 

un papel importante en el desarrollo óptimo de las bacterias. Usualmente, el 

crecimiento de bacterias ácido-lácticas se logra a través de una temperatura de 

37ºC ( Sin et al., 2017). En los resultados del aislamiento en medios de cultivo 

MRS modificados, se observó el crecimiento de colonias con características de 

coloración blanca y de constitución mucosa, demostrando la importancia de la 
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temperatura y las condiciones anaeróbicas de incubación. El resultado de la 

tinción de Gram confirmó que las bacterias son Gram positivas, y la morfología 

observada microscópicamente confirmó la presencia de bacilos representativos 

del género Lactobacillus, aunque el tamaño fue distinto para ambas cepas esto 

podría deberse a los antibióticos presentes en el medio de cultivo, haciendo que 

las dos cepas se diferenciaran (Fevria and Hartanto, 2020). Para la identificación 

bioquímica se realizó la prueba de catalasa, la cual consiste en la reacción del 

peróxido de hidrógeno en presencia de esta enzima, produciendo agua y oxígeno 

el cual se evidencia mediante la formación de burbujas. El resultado de la prueba 

fue negativo, tal como se describe en el estudio realizado por Rodríguez y 

colaboradores (2021), en donde se aislaron e identificaron diferentes cepas de 

género Lactobacillus.  

 

De acuerdo con los resultados obtenidos el medio MRS es el mejor para el 

aislamiento del género de Lactobacillus spp., lo cual se comprobó al sembrar en 

medio TPYG (datos no mostrados) y no lograr un aislamiento correcto, ya que el 

crecimiento era muy lento, con una coloración blanco transparente y produjo 

colonias muy pequeñas. Reflejando así la importancia de las diferentes fuentes de 

carbono, nitrógeno y de cada uno de los componentes del medio donde se llevó a 

cabo el aislamiento. Estos resultados son similares a los encontrados por y 

colaboradores (2017), donde describe que el medio MRS es el apropiado para 

aislar cepas del género de Lactobacillus spp.   

 

El número de células viables que contiene una fórmula probiótica es uno de los 

requisitos más importantes, dado que, la ingesta diaria debe ser al menos de 106 

UFC/ml (Chen et al., 2018). Sin embargo existen diferentes factores, como el 

proceso de fabricación, transporte y condiciones de almacenamiento que pueden 

afectar el número de células viables de los suplementos alimenticios (Yeung et al., 

2016). Los resultados obtenidos para la cuantificación de células viables indican 

que el suplemento alimenticio Biogaia® ProD cumplió con lo declarado en la 

etiqueta del producto, demostrando la viabilidad de los probióticos, lo que se 
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traduce en que pueden producir efectos beneficiosos para el consumidor. Estos 

resultados son similares a los presentados por Marinova y colaboradores (2019), 

donde 10 de los suplementos alimenticios analizados en ese estudio, presentaban 

un número de células viables que coincidían con lo indicado en las etiquetas, que 

oscilaban entre 108 – 1010 UFC/g.  

 

Un microorganismo debe cumplir con ciertos requisitos para poder ser 

considerado como probiótico. Entre estos requisitos se incluye la identificación a 

nivel de especie y la tolerancia a las barreras fisicoquímicas del huésped (Battol et 

al., 2020). La extracción del DNA de esta investigación fue visualizada en gel de 

agarosa, las bandas observadas confirmaron la presencia del DNA, ya que en las 

dos muestras se observaron bandas bien definidas. Para los productos de PCR 

las dos bandas se observaron en la zona de 500 bp, sin embargo las muestras 

presentaban un barrido indicando la presencia de otros componentes que fueron 

eliminados con el proceso de purificación donde se observaron bandas bien 

definidas.  

 

Basándose en el análisis de secuenciación de genes, se logró identificar los 

probióticos que contenían el suplemento alimenticio Biogaia® ProD coincidiendo 

con los genes y la especie indicada en la etiqueta. La identificación de la 

subunidad 16S del DNA confirmó que L. reuteri tenía un 100% de identidad con 

los genomas analizados en la base de datos del NCBI. El resultado del análisis del 

árbol filogenético construido por el método basado en distancias de L. reuteri 

aislado del suplemento alimenticio Biogaia® ProD fue alineado con otras 

secuencias de L. reuteri, L. acidophilus y teniendo como control a E. coli, donde se 

puede observar que si existió una relación filogenética con las otras cepas de L. 

reuteri, y confirmando así que el producto contenía tanto la especie y el número de 

células viables que indicaba el etiquetado. Destacando la importancia de que las 

cepas probióticas deben estar claramente etiquetadas en los marbetes de los 

productos, siendo esto de suma importancia, ya que puede existir una 

contaminación o contener especies diferentes a las reportadas. Estos resultados 
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son similares a un estudio realizado por Ansari y colaboradores (2019), donde 

examinaron 21 suplementos y se descubrió que un 82 % de las identificaciones de 

especies coincidían con la etiqueta del producto mediante la secuenciación de la 

subunidad 16S del DNA.  

 

Los probióticos son importantes, ya que cumplen dos funciones principales, una 

siendo agentes para la fermentación de alimentos y la segunda, confiriendo 

beneficios a la salud a quien los consume. Durante mucho tiempo se 

ha pensado que los probióticos brindan protección contra los patógenos a través 

del antagonismo directo o la eliminación competitiva, ya que las bacterias 

probióticas son capaces de producir bacteriocinas para eliminar a sus 

competidores (Coman et al., 2014). La búsqueda de nuevas sustancias 

antimicrobianas ha causado el interés por el uso de algunos probióticos, esto con 

la finalidad de prevenir algunas enfermedades gastrointestinales, así como orales.  

 

Con base en estas observaciones, la primera parte de los ensayos de inhibición 

fue la cinética de crecimiento de L. reuteri, la cual se realizó con la finalidad de 

determinar cada una de las fases de crecimiento, siendo un parámetro importante 

para el análisis del efecto inhibidor de L. reuteri. Con respecto al resultado de la 

cinética de crecimiento se observó que la fase de latencia empezó de las 0 – 4 h 

con un pH entre 6.25 – 5.21, la fase exponencial empezó de las 4 - 8 h con un pH 

entre 4.7 – 4.2 y la fase estacionaria comenzó de las 9 – 26 h con un pH entre 4.2 

– 4.1, siendo esta última fase la más importante en esta investigación dado que es 

donde los microorganismos pueden ser más activos metabólicamente. El pH 

también es un factor importante para los probióticos debido a que durante la 

cinética pueden producir ácidos orgánicos, los cuales pueden tener un efecto 

inhibitorio frente a ciertos patógenos. Los ácidos láctico y acético que son 

producidos por L. reuteri son ácidos orgánicos débiles a pH bajo y, por lo tanto, 

pueden atravesar las membranas plasmáticas hidrofóbicas. El proceso de difusión 

ocurre espontáneamente y está influenciado simultáneamente por el pH y los 

gradientes osmóticos entre las membranas celulares internas y externas. Los 
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aniones cargados no pueden pasar a través de la membrana celular y, por lo 

tanto, pueden dañar la célula por el aumento en la actividad necesaria para 

mantener el pH correcto en la célula y alterando la membrana celular (Greifová et 

al,. 2017). Se puede observar que la fase estacionaria y el descenso del pH son 

muy semejantes a los presentados en un estudio por Mis y colaboradores (2019), 

donde la cinética de crecimiento de L. reuteri de igual forma comienza a las 9 h y 

el pH es de 4.1 a las 24 h. 

 

Los lactobacilos son conocidos por producir algunos compuestos antimicrobianos, 

esto se ha demostrado en experimentos in vitro contra patógenos entéricos y 

orales. La eficacia de la actividad antagónica de los probióticos depende de 

factores, como las condiciones ambientales de crecimiento, y la producción de 

metabolitos como los ácidos orgánicos (Coman et al., 2014). La actividad 

antagónica en esta investigación se realizó con cepas de bacterias patógenas 

(entéricas y bucales), las cuales fueron seleccionadas de acuerdo con el propósito 

del suplemento alimenticio estudiado que era la salud bucal, además de 

comprobar su acción en problemas intestinales.  

 

La actividad antagónica en esta investigación se realizó con L. reuteri en una fase 

estacionaria, demostrando que los probióticos aislados tenían diversos grados de 

inhibición contra las diferentes bacterias patógenas. La inhibición se evaluó por el 

método de doble agar: método que utiliza al microorganismo con un crecimiento 

de 24 h. Los probióticos pueden combatir a los patógenos bacterianos, ya sea por 

interacción indirecta, exclusión competitiva, o por la secreción de metabolitos 

(Bustamante et al., 2020).  Basándose en los resultados de la actividad antagónica 

de L. reuteri se confirmó que tuvo una inhibición por exclusión competitiva contra 

la mayoría de los patógenos probados, esto debido a que al coexistir los dos 

microorganismos en el mismo medio de cultivo compitiendo por recursos limitados 

(nutrientes y espacio), L. reuteri logro formar un halo de inhibición frente a los 

patógenos. Sin embargo, no se confirmó si la inhibición fue causada por algún 

metabolito excretado. Por lo tanto, se podría esperar una mayor inhibición con el 
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uso de algún metabolito que se pudiera aislar de L. reuteri. Para confirmar la 

naturaleza de la actividad antagónica, se evaluó la actividad bacteriostática y 

bactericida. Los resultados de esta confirmaron que L. reuteri presentó una 

actividad bactericida, esto debido a que no hubo crecimiento del patógeno al tomar 

una muestra del halo de inhibición y resembrarlo. Para el caso de S. mutans que si 

presentó crecimiento, se puede concluir que L.reuteri puede disminuir la cantidad 

del microorganismo patógeno pero no inhibirla totalmente. Baca-Castañón y 

colaboradopres (2014), informó en su estudio que L. reuteri posee una actividad 

inhibitoria contra patógenos bucales, de igual manera destacan la necesidad de 

profundizar en la investigación antibacteriana de los probióticos. Además, un 

estudio realizado por Guantario y colaboradores (2018), demostró que, con el 

método de doble agar, algunos microorganismos del género Lactobacillus 

presentan actividad antagónica frente a patógenos entéricos, con resultados 

similares a los obtenidos en el presente estudio.   
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11. Conclusión 

 

Esta investigación confirma la presencia de los microorganismos en el suplemento 

alimenticio Biogaia® ProD, lo anterior a través de las técnicas aplicadas para su 

caracterización morfológica y bioquímica. El número de células viables se verificó 

a través de las UFC/ml cumpliendo con lo indicado en la etiqueta. La técnica de 

tipificación molecular y la secuenciación del material genómico permitió la 

identificación de las cepas de L. reuteri presentes en el suplemento alimenticio, 

confirmando que el producto tiene una calidad satisfactoria. 

 

Los beneficios que ofrecen los productos probióticos para prevenir y coadyuvar 

con algunas enfermedades relacionadas con la microbiota intestinal y oral se 

demostraron en esta investigación, evidenciando que las cepas aisladas poseen 

propiedades bactericidas in vitro contra patógenos entéricos y bucales, ya que se 

logró la inhibición de la mayoría de ellos. Estos resultados dan certeza de que los 

probióticos confieren un beneficio a la salud de quien los consume. Sin embargo, 

se recomienda realizar más estudios para identificar los metabolitos responsables 

de la actividad inhibitoria. Además, se necesitan ensayos in vivo para determinar 

su actividad probiótica y así reafirmar sus beneficios a la salud. 
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