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Resumen

Actualmente se reconoce la transmision vertical de la microbiota
habitual de la madre al hijo durante la gestacion; sin embargo,
desde tiempos remotos se aceptd que durante el paso por el
canal de parto el feto tenia su primer contacto microbiolégico
y era inoculado con la microbiota vaginal de la madre. Dentro
del universo microbiano vaginal coexisten cerca de 300 es-
pecies de bacterias, siendo Lactobacillus el género predomi-
nante, por el cual cumplen funciones protectoras probidticas.
El objetivo del presente trabajo fue comprobar la presencia de
Lactobacillus spp. en muestras bucales de 17 neonatos nacidos
por parto natural en la Unidad de Ginecologia-Obstetricia del
Hospital Sor Juana Inés de la Cruz Mérida-Venezuela durante
el tercer trimestre del afio 2015. Previo consentimiento de los
representantes legales y el aval de la Directiva del Hospital se
recolectd por hisopado una muestra de los carrillos, encias y
piso de la boca, se inoculd en caldo MRS e incubdé a 37 °C du-
rante 48 horas en microaerobiosis. Posteriormente se efectud
el aislamiento en agar MRS bajo las mismas condiciones de
incubacion. Se seleccionaron macroscoépicamente colonias
tipicas, se evaluaron las caracteristicas microscopicas, asi
como las pruebas preliminares para el género Lactobacillus
obteniéndose 49 aislados. Se seleccionaron 6 aislados para
la identificaciéon bioquimica resultando 2 Lactobacillus aci-
dophilus, 1 Lactobacillus plantarum, 2 Lactobacillus paracasei
ssp. paracasei y 1 Lactobacillus fermentum especies amplia-
mente reconocidas como probidticas. Los hallazgos obtenidos
demuestran la presencia de Lactobacilos en la cavidad bucal
de neonatos y contribuyen a los estudios relacionados con
transmision vertical madre hijo.

PALABRAS CLAVE (DECS): Recién Nacido; Lactobacillus; Parto
Normal; Transmision Vertical de Enfermedad Infecciosa; Boca.
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Abstract

Recently, the vertical transmission of the usual microbiota
from mother to child during pregnancy has been stablished.
However, since ancient times it has been accepted that du-
ring the passage through the birth canal the fetus had its first
microbiological contact and was inoculated with the vaginal
microbiota of the mother. Within the vaginal microbial universe
coexist about 300 species of bacteria, Lactobacillus being
the predominant genus, which performs protective probiotic
functions. The objective of the present research consisted in
verifying the presence of Lactobacillus spp. in oral samples of
17 neonates born by natural birth in the Gynecology-Obstetrics
Unit of Hospital Sor Juana Ines de la Cruz, Merida-Venezuela
during the third quarter of 2015. Prior consent of the parents
and endorsement of the Hospital Directive, the sample was
collected by swab of the cheeks, gums and floor of the mouth,
inoculated in MRS broth and incubated at 37 °C for 48 hours
in microaerobiosis. Subsequently, isolation was carried out on
MRS agar under the same incubation conditions. Typical colo-
nies were selected macroscopically, microscopic characteris-
tics were evaluated, as well as preliminary tests for the genus
Lactobacillus, obtaining 49 isolates. Six isolates were selected
by biochemical identification resulting in 2 Lactobacillus aci-
dophilus, 1 Lactobacillus plantarum, 2 Lactobacillus paracasei
ssp. paracasei and 1 Lactobacillus fermentum species widely
recognized as probiotics. The findings obtained demonstrate
the presence of Lactobacilli in the neonatal oral cavity and con-
tribute to studies related to vertical transmission mother-child.
KEY WORDS (MESH): Infant, Newborn; Lactobacillus; Natural Chil-
dbirth; Infectious Disease Transmission, Vertical; Mouth.
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Introduccién comienzos del siglo XX, el pediatra francés Henry Tissier afirmé que los
bebés humanos se desarrollan dentro de un ambiente estéril y adquieren

su indculo bacteriano inicial mientras viajan a través del canal de parto ma-
terno'. Mas de un siglo después, la hipotesis del utero estéril sigue siendo un
dogma, ya que se supone que cualquier presencia bacteriana en el utero es
peligrosa para el bebé. Sin embargo, estudios recientes reconocen la presen-
cia de una transmisién materna como un mecanismo de transmisién simbié-
tica antiguo y evolutivamente ventajoso. Por lo tanto, ya no podemos ignorar

el hecho de que la exposicion a los microorganismos en el itero es probable e
incluso puede ser una parte universal del embarazo humano, que sirve como
la primera inoculacién de microorganismos beneficiosos antes del nacimien-
to'?3 que se complementa con microorganismos maternos durante el parto*

y la lactancia materna 6.

Basados en la evidencia cientifica descrita, la transmisién materna ex-

terna involucra cualquier transferencia de microorganismos maternos a la
descendencia durante o después del nacimiento. Es decir, los bebés humanos
son inoculados con microorganismos fecales y vaginales maternos cuando
atraviesan el canal de parto”8. Existiendo diferencias significativas en la mi-
crobiota neonatal humana en todos los habitats corporales (piel, bucal, na-
sofaringe e intestino) seguin el modo de parto, donde los bebés nacidos por

via vaginal adquieren microorganismos comunes en la vagina, mientras que
los bebés nacidos por cesarea muestran una microbiota mas similar a la de la

piel humana #7910,

Generalmente, la microbiota vaginal residente esta conformada por Lac-
tobacillus spp., siendo las especies prevalentes L. crispatus, L. jensenii, L. iners,
L. acidophilusy L. gasseri, bacterias reconocidas como una linea fundamental

de defensa contra patégenos potenciales’. También se reportan dentro de la
microbiota vaginal especies de Bacteroides, Staphylococcus epidermis, especies
de Corynebacterium, Peptostreptococcus y Eubacterium, asi como otros géneros
bacterianos: Atopobium, Megasphera, Leptotrichia y Mycoplasma'?.

La comunidad microbiana vaginal cambia durante el embarazo, volvién-
dose menos diversa a medida que avanza el embarazo'®. Sin embargo, a pe-

sar de la disminucion general de ciertas especies bacterianas, la comunidad
vaginal de Lactobacillus se enriquece durante el embarazo'®. Hacia el tercer
trimestre de gestacion, el contaje de Lactobacillus en vagina aumenta al me-
nos 10 veces, lo cual esta relacionado con un aumento de la vascularizacion,
una mayor distensibilidad y un aumento del fluido vaginal provocado espe-
cialmente por el incremento de las hormonas (estrégenos y progesterona),

ademds aumenta la disponibilidad de glucégeno, factor que favorece la pre-
sencia de Lactobacillus en las secreciones vaginales 415,
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El nacimiento es el primer acontecimiento que afecta los cambios en la
cavidad bucal. La colonizacién bucal se inicia con el paso a través del canal
del parto, donde queda expuesta a la microbiota del tracto vaginal materno y
solo bastan ocho horas para que se constituya la comunidad pionera, que ira
variando en el tiempo de acuerdo a la interaccién con el medio ambiente. La
adquisicion del microbiota bucal habitual sigue un desarrollo denominado
sucesion ecoldgica, este desarrollo involucra una sucesion alogénica influida
por factores no microbianos, tales como la aparicion de las piezas dentales y
otra autogénica, que hace referencia a los factores microbianos®.

Estudios in vivo e in vitro realizados a nivel gastrointestinal, utilizando di-
ferentes cepas de Lactobacillus, han demostrado su potencial benéfico en la
promocién de la salud al alterar el balance ecolégico mediante la exclusion
competitiva de bacterias patégenas asi como multiples mecanismos, entre
los cuales se destacan: promocién de la fagocitosis; inhibicidn del crecimien-
to bacteriano; modulacién local de la respuesta inmune; e inhibicién compe-
titiva. Partiendo de la premisa de que la cavidad bucal representa la primera
parte del tracto gastrointestinal, existen razones para considerar que por lo
menos alguno de estos mecanismos también puede acontecer en esta parte
del sistema 7819, Es por ello que, como punto de partida a nuevas investiga-
ciones en el ambito de los probiéticos, el objetivo de esta investigacion fue
comprobar la presencia de Lactobacillus spp. en muestras bucales de neona-
tos por parto natural en Mérida-Venezuela.

Se desarrollé una investigacion de tipo exploratoria, cuyo grupo de estudio
estuvo representado por 17 neonatos sanos, nacidos por parto natural en la
Unidad de Ginecologia-Obstetricia y Servicio de Sala de parto del Hospital Sor
Juana Inés de la Cruz de la ciudad de Mérida, estado Mérida-Venezuela du-
rante el tercer trimestre del aflo 2015. Previo a la recoleccion de las muestras
se informoé a los representantes legales del recién nacido, el propdsito de la
investigacidn, los riesgos, molestias y beneficios que implicaban su participa-
cion en la misma, se procedid a la aplicacién de un consentimiento informa-
doy el llenado de la ficha clinica garantizdndoles ademas la confidencialidad
de los datos proporcionados. Esta investigacion fue realizada con el aval de la
Junta Directiva del Hospital.

Para la obtencién de las muestras se realizé un hisopado con movimien-
tos de barrido de la cavidad bucal con énfasis en las encias, carrillos y piso de
boca. La muestra fue inoculada en tubos de Caldo MRS medio disefiado para
el aislamiento de especies de Lactobacillus y trasladadas al laboratorio donde
fueron incubadas en microaerobiosis a 37°C durante 24 horas. Siguiendo la
metodologia propuesta por Moreno et al, 2011’8, con los cultivos obtenidos
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se realizaron aislamientos en Agar MRS utilizando la técnica de agotamiento
en cuatro cuadrantes, las placas se incubaron en microaerobiosis a 37°C por
48 horas. A partir de las placas de agar MRS, se seleccionaron todas aquellas
colonias que reunian las caracteristicas macroscépicas propias del género
Lactobacillus y se realizo la identificacion preliminar haciendo uso de las ca-
racteristicas morfoldgicas microscopicas y bioquimicas diferenciales, tales
como Gram, movilidad, crecimiento a 15°Cy 45 °C, produccién de amoniaco
a partir de la arginina y produccién de gas a partir de la glucosa'’®20. Los ais-

lados obtenidos fueron conservados a -7°C en agar MRS utilizando glicerol
como crioconservador. Por ultimo, se seleccionaron al azar seis aislados para
ser identificados hasta especie mediante el uso del Sistema de identificacion
bioquimica API 50; combinacién de las galerias API 50CH disenadas para
la realizacion de pruebas de metabolismo de carbohidratos; el medio API
50CHL especifico para la identificaciéon de lactobacilos, y el programa Api
web version 5.0, de la casa comercial BioMerieux, Marcy-l'etoile, France 2'2.
Los aislados obtenidos forman parte del cepario la Unidad de probidticos del
Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Farmacia
y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes, Mérida-Venezuela, desde don-
de se desarrollardn las investigaciones pertinentes para la determinacion del
potencial probidtico. Para el andlisis estadistico se utiliz6 estadistica descrip-

tiva mediante el cdlculo de valores absolutos y porcentajes.

Resultados Se recolectaron un total de 17 muestras de la cavidad bucal de 17 neonatos na-
cidos por parto natural de madres cuya edad promedio fue 24,05 + 7,31 afios y
38,5 semanas de gestacidon. Con respecto a los neonatos, se observé predomi-

nio del género femenino (52,95 %). Del andlisis microbiolégico en agar MRS,
se obtuvieron 13 (76,47 %) cultivos positivos en agar MRS. Tomando en cuenta
las caracteristicas macroscopicas descritas para el genero se seleccionaron 67
aislados de los cuales al realizar la tincién de Gram solo 49 presentaron mor-
fologia celular bacilar o cocobacilar Gram positivos y la prueba de catalasa
fue negativa. El resto de los aislados (18) fueron descartados al observar la

presencia de cocos Gram positivos dispuestos tanto en cadenas como en raci-

mos, asi como una prueba de la catalasa positiva.

Al continuar con la identificacién no se observé movilidad y presentaron
crecimiento al ser incubados tanto a 15°C como a 45 °C. Se evidenci6 la pro-
duccidn de gas a partir de la glucosa en 17 aislados ubicandolos como lactoba-
cilos heterofermentativos, mientras que 32 aislados no mostraron acumula-

cion de gas en el tubo de Durham clasificandolos como homofermentativos.
No se logré obtener resultados concluyentes al aplicar la prueba de produc-

cién de amoniaco a partir de la arginina.
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TABLA 1.

Se seleccionaron al azar 6 aislados a razén de 3 homofermentativos y 3 he-
terofermentativos, identificindose: 2 especies de Lactobacillus acidophilus, 2
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, una cepa de Lactobacillus plantarumy una
cepa de Lactobacillus fermentum (TABLA 1) con porcentajes de correspondencia
de identificacion altos y un promedio de dos pruebas en contra, lo que indica
que los resultados obtenidos al aplicar el sistema de identificacién galerias
API 50 se correlacionaron con la base de datos API Lab Web.

Identificacion fenotipica y bioquimica de aislados obtenidos a partir de la cavidad bucal

de neonatos

AISLADO

TIPO DE
FERMENTACION

LNOOb Homofermentativo
LNON Homofermentativo
LNO12 Homofermentativo
LNO21 Heterofermentativo
LNO30 Heterofermentativo
LNO4 Heterofermentativo
Discusién

— 29

, 9

IDENTIFICACION IDENTI/(I)ZIE();,EL\CION
Lactobacillus acidophilus 3 98]
Lactobacillus acidophilus 1 98,3
Lactobacillus plantarum 999
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 2 97,3
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 2 97]
Lactobacillus fermentum 990.5

La transmisién materna de microorganismos beneficiosos en humanos tie-
ne una amplia relevancia para la salud. La evolucién con estos microorga-
nismos ha dado lugar a nuestra dependencia de ellos para la maduracién y
el desarrollo adecuado del sistema inmune y del tracto gastrointestinal. En
el presente trabajo se logré demostrar la presencia de lactobacilos en la ca-
vidad bucal del 76,47 % de los neonatos inmediatamente después del alum-
bramiento. Para la fecha, se dispone de pocos estudios que investiguen la
presencia de Lactobacillus spp. en la cavidad bucal neonatal. La mayoria de
las investigaciones en neonatos se han desarrollado en heces 561823 y en aras
de demostrar la transmision vertical, en fluido vaginal de mujeres sanas y
mujeres en el tercer trimestre de gestacién?425, con resultados positivos al
identificar diferentes especies de Lactobacillus tales como: L. rhamnosus, L.
casei y L. plantarum, L. acidophilus, L. fermentum, Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei, L. crispatus entre otros.

Hasta hace unos 10-15 afios, la identificacion de Lactobacillus se hacia
analizando propiedades fisioldgicas, por ejemplo la capacidad de utilizar di-
versos azucares. En esas condiciones, las especies vaginales mas abundantes
eran L. acidophilusy L. fermentum y pudieran aparecer con alguna frecuencia
lactobacilos ambientales y colonizadores del tracto digestivo como L. rham-
nosus, L. casei y L. plantaru?6. A pesar de ser un método de identificacién
que ha entrado en desuso y pese a las dificultades econdémicas que no per-
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mitieron la identificacién de la totalidad de los aislados obtenidos, mediante
el sistema de identificacidon bioquimica API 50CH, se logr6 la identificacion

de dos cepas de L. acidophilus y una cepa de L. fermentum, especies que han
sido aisladas de fluido vaginal de mujeres sanas?*. Ademas de dos cepas de

Lactobacillus paracasei ssp paracasei 2'y L. plantarum ampliamente reconoci-
das como microbiota habitual del tracto gastrointestinal, que también se han
encontrado en meconio'®. Lo antes expuesto permite afirmar que el primer
contacto microbioldgico bucal ocurre en el momento que el nifio atraviesa el

canal de parto, hecho que se ratifica con los estudios previos que evidencian
la presencia de especies de lactobacilos colonizando diferentes areas anato-

micas del ser humano, tales como vagina y tracto gastrointestinal.

Cabe destacar que la presencia de lactobacilos en la cavidad bucal de los
neonatos esta relacionada con un proceso fisiolégico natural de inoculacién
y paso hacia el tracto gastrointestinal, y no al establecimiento de dicha micro-

biota en esa area anatémica. Estudios previos demuestran que el contaje de

lactobacilos es inversamente proporcional a los dias de vida del nifio, hecho

que puede ser atribuido a la carencia de mecanismos de adhesion que le per-
mitan a lactobacilos colonizar las mucosas bucales?’.

Todavia se desconoce el modo de accidn que ejercen los lactobacilos en la
cavidad bucal, sin embargo se supone que pueden actuar o bien por compe-

titividad por los nutrientes y sitios de adhesién de S. mutans o bien por coa-

gregacion cambiando la composicion de las biopelicula previniendo la caries
y enfermedades periodontales. También podrian actuar produciendo meta-
bolitos como amonio y peréxido de hidrégeno para eliminar patégenos. Las
enzimas producidas por algunos Lactobacilos como L. brevis, que produce
arginina desaminasa, previene la formacién de nitrito en pacientes con pe-

riodontitis. Asi como la secrecidn de citoquinas proinflamatorias que provo-
ca una estimulacion de la inmunidad innata produciendo IgA y estimulando

la fagocitosis 2829,

Sus aplicaciones en la cavidad bucal pueden verse en patologias como
caries dental donde se ha demostrado que Lactobacillus rhamnosus GG y Bifi-
dobacterium animalis subsp. streptococci en tabletas de chicle reducen la pla-

ca bacteriana causando una disminucién de la gingivitis y que la ingesta de
Lactobacillus rhamnosus GG en la leche durante periodos definidos reduce el

numero de caries30. En la periodontitis, se ha intentado demostrar su uso
como tratamiento coadyuvante, en el control de la biopelicula y por ende,
la disminucién del numero de patégenos?'. En el tratamiento de la halitosis,
se ha estudiado la accién de L. salivarius WB21 administrado bajo la forma
farmacéutica de tabletas efervescentes con xilitol durante 4 semanas obte-

niendo la reduccién de la cantidad de componentes volatiles sulfurosos. La

candidiasis bucal es causada por una invasion de Candida albicans en pacien-
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microorganismos benéficos desde la madre hacia el hijo.
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neonatos con la identificacidon bioquimica hasta especie de 6 cepas, hallazgos
que contribuyen a afianzar los estudios relacionados con la transmisién ver-
tical de los microorganismos benéficos desde la madre hacia el hijo.
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