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Resumen

Streptococcus sanguinis forma parte del biofilm bucal, tiene funcién decisoria en el desarrollo de

las enfermedades bucales prevalentes y a nivel sistémico actiia como patégeno oportunista.
Objetivo: Evaluar in vitro los efectos del xilitol en el crecimiento bacteriano frente a Streptococcus
sanguinis (ATCC 10556).

Métodos: la muestra del estudio fue distribuida en 6 grupos: 4 grupos experimentales (xilitol 1M;
0,75M; 0,50M y 0,25M), un control negativo (agua destilada) y un control positivo (clorhexidina);
el analisis estadistico se hizo mediante el software estadistico Infostat y se empleo las pruebas t-
Student, ANOVA y Tukey para contrastar la hipétesis.

Resultados: diferentes concentraciones de xilitol (0,25M; 0,50M; 0,75M y 1M) causaron un halo
de inhibicién entre 9,89 - 12,89 mm (24 horas) y 10,85 - 13,45 mm (48 horas).

Conclusiones: diferentes concentraciones de xilitol inhiben el crecimiento bacteriano del Strep-

tococcus sanguinis, este efecto inhibitorio aumenta a mayor concentraciéon y tiempo de exposicidon.

Palabras clave: Xilitol, Streptococcus sanguinis, Crecimiento Bacteriano.
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Abstract

Streptococcus sanguinis forms part of the oral
biofilm, has a decisive role in the develop-
ment of prevalent oral diseases and acts as an
opportunistic pathogen at the systemic level.
Aims: To evaluate in vitro the effects of xylitol
on bacterial growth against Streptococcus san-
guinis (ATCC 10556).

Methods: The study sample was distributed
into 6 groups: 4 experimental groups (1M;
0,75M; 0,50M and 0,25M xylitol), a negative
control (distilled water) and a positive con-
trol (chlorhexidine). The statistical analysis
was done using the statistical software Infos-
tat and the tests used t-Student, ANOVA and
Tukey to test the hypothesis.

Results: different concentrations of xylitol
(0,25M; 0,50M; 0,75M and 1M) caused an in-
hibition halo between 9,89 - 12,89 mm (24
hours) and 10,85 - 13,45 mm (48 hours).
Conclusions: different concentrations of xyli-
tol inhibit the bacterial growth of Streptococ-
cus sanguinis, this inhibitory effect increases
with higher concentration and exposure time.

Resumo

Streptococcus sanguinis faz parte do biofilme
oral, tem papel decisivo no desenvolvimento
de doencas bucais prevalentes e atua como pa-
tégeno oportunista em nivel sistémico.
Objetivo: Avaliar in vitro os efeitos do xilitol
no crescimento bacteriano contra Streptococ-
cus sanguinis (ATCC 10556).

Métodos: A amostra do estudo foi distribui-
da em 6 grupos: 4 grupos experimentais (1M;
0,75M; 0,50M e 0,25M xilitol), um controle ne-
gativo (dgua destilada) e um controle positivo
(clorexidina); a analise estatistica foi feita com
o software estatistico Infostat e os testes t-Stu-
dent, ANOVA e Tukey para testar a hipdtese.
Resultados: diferentes concentragdes de xi-
litol (0,25M; 0,50M; 075M e 1M) causou um
halo de inibicdo entre 9,89 - 12,89 mm (24 ho-
ras) e 10,85 - 13,45 mm (48 horas).
Conclusdes: diferentes concentracées de
xilitol inibem o crescimento bacteriano de
Streptococcus sanguinis, este efeito inibitério
aumenta com maior concentragdo e tempo de
exposicao.

Keywords: Xylitol, Streptococcus sanguinis,
Bacterial Growth.

Palavras-chave: Xilitol, Streptococcus sangui-
nis, Crescimento bacteriano.

Introduccion

La cavidad bucal sirve como ruta de entrada na-
tural de bacterias tanto a los tractos respiratorio
y digestivo como al torrente sanguineo;® el ser
humano presenta habitat oral microbiano en su-
perficies blandas y superficies duras que ofrecen
varias posibilidades para la colonizacién micro-
biana; estas superficies presentaran variabilidad
dependiendo de las caracteristicas anatémicas,
la disponibilidad de nutrientes, la temperatura,
la concentracion de oxigeno y la exposicion a fac-
tores inmunolégicos.? Algunos estudios indican
que la pérdida del equilibrio en la simbiosis en-
tre el microbioma bucal y el huésped puede ser
vinculada a ciertas enfermedades como: la ostei-
tis alveolar, la amigdalitis, abscesos cerebrales,

endocarditis, abscesos hepaticos, neumonia, dia-
betes y parto prematuro.34

Las bacterias que componen el biofilm bucal
tienen una funcién decisoria en el desarrollo
de las enfermedades bucales de mayor preva-
lencia como la caries dental y la enfermedad
periodontal.*>® Los Streptococcus ocupan una
amplia gama de habitats bucales que incluye si-
tios sin presencia de placa donde se encuentran
en mayor abundancia; tienen la capacidad para
ser colonizadores eficientes a nivel de multiples
superficies bucales.?” Streptococcus mitis, Strep-
tococcus sanguinis y Streptococcus gordonii son
consideradas bacterias de colonizacién tempra-
na que dan originen a la formacién de biofilm en
la superficie de los dientes, esta es seguida por la
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colonizacion tardia de bacterias patégenas como
Streptococcus mutans, Veillonella spp. y Fusobac-
teria spp.”

Streptococcus sanguinis es una bacteria comensal
de tipo anaerobio facultativo Gram positivo que
abunda en el biofilm bucal y se asocia particu-
larmente con una biopelicula de placa sana.®
Es un colonizador primario del biofilm bucal que
favorece la union de organismos sucesivos;®*®
siendo los 9 meses la edad media de coloniza-
cion por S. sanguinis en el nino.*? Para dar inicio
ala formacion de biopeliculas se adhiere a través
de fimbrias a multiples componentes salivales
entre ellos la a-amilasa salival,®® la adhesion de
los componentes salivales como la a-amilasa sa-
lival puede ayudar a que S. sanguinis se adhiera
a la hidroxiapatita presente en las superficies de
los dientes e inicie la formacion de biopeliculas
en la cavidad bucal.® Para sobrevivir es capaz
de emplear una amplia gama de fuentes de hi-
dratos de carbono.® A nivel sistémico, el ingreso
de Streptococcus sanguinis al torrente sanguineo
puede actuar como un patégeno oportunista y si
logra colonizar una valvula cardiaca dafiada pue-
de conducir a una endocarditis infecciosa.?
Xilitol es un alcohol de aztcar natural, que deri-
va principalmente del abedul y otros arboles de
madera dura.*V Esta presente en algunas frutas
y vegetales cuyo consumo en la dieta como subs-
tituto del azucar es aprobado en muchos paises

y actualmente es afiadido como edulcorante en
varios productos comerciales tales como: las
gomas de mascar, los caramelos, los cosméticos,
los productos de higiene oral.'? Ademas, tiene
las peculiaridades de: ser bajo en calorias, no
es metabolizado por la mayoria de las bacterias
orales y posee propiedades anticariogénicas.
(113) A pesar que se conoce poco sobre el meca-
nismo de accién del xilitol sobre las bacterias pa-
togenas, existe evidencia que afirman su acciéon
preventiva en varias enfermedades sobre todo
en la caries dental.'*'? La dosis diaria tolerable
de xilitol es hasta 200 g en adultos y 45 g en ni-
nos; mientras que la dosis diaria empleada en la
prevencion de la caries dental es de 4 a 20 g.09
También, su consumo a corto plazo se asocia con
una disminucion del Streptococcus mutans en la
saliva, en el biofilm y en su transmisiéon de ma-
dres a hijos.(*9

En este estudio se evalu6 in vitro los efectos
del xilitol en el crecimiento bacteriano frente a
Streptococcus sanguinis.

Métodos

Este estudio fue de tipo longitudinal, prospec-
tivo; con disefio cuasiexperimental. El marco
muestral estuvo conformado por 105 repeticio-
nes de inoculaciones de cepas de Streptococcus
sanguinis contenidas en 15 placas Petri con 21
repeticiones en cada grupo (Grafico 1).

Grafico 1: Esquema de distribucion, criterios de inclusidn y exclusion de los grupos en estudio

Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
experimental experimental experimental experimental control control
1(GE1) 2(GE2) 3(GE3) 4(GE4) negativo (GC-) positive (GC”)
[ 1M de ] [ 0,75M ] [ 0,50M [ 0,25M Agua lorhexidina al
ilito] de xilito] de xilitol de xilitol destilada 0,12M
L J K J L J 1§

Criterio de inclusidn:

Placas con siembra adecuada de Sirspiococcus sanguinis gue no
presentaron contaminacion y posterior alaincubacion presentaban halos
L

de inhibicion en opti

Criterio de exclusion:

Placas gque presentaron presencia de ofros
micreorganismes o defectes por maneje de
laboratorio.
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El microorganismo Streptococcus sanguinis
(ATCC 10556) se obtuvo del laboratorio Gen Lab
del Pert S.A.C. Durante el desarrollo de este es-
tudio se actu6 con ética y se siguieron fielmente
las precisiones contenidas en el Certificado de
analisis: especificaciones y rendimiento de mi-
croorganismos liofilizados otorgados por el la-
boratorio proveedor, asi como, en todo momento
se puso en practica las medidas de bioseguridad
pertinentes para evitar una contaminacién bac-
teriana.

En la preparacidn, se disolvié 1M (152,15 g) de
xilitol en 100 mL de agua destilada; posterior-
mente, se obtuvieron diferentes volimenes que
fueron colocadas en tubos de prueba estériles
rotuladas para cada grupo experimental. Para el
GE; setomd6 10 mL de la disoluciéon (1M/100mL);
para el GE, se tomé 7,50 mL de la disolucién
(IM/100mL) y se agregd 2,50 mL de agua des-
tilada; para el GE; se tomd 5 mL de la disoluciéon
(IM/100mL) y se agregd 5 mL de agua destilada
y; para el GE, se tom6 2,50 mL de la disolucién

(IM/100mL) y se agregd 7,50 mL de agua des-
tilada.

Para la activacion y siembra del Streptococcus
sanguinis se prepard el medio de cultivo de agar
Mitis salivarius (Difco Agar Mitis Salivarius). En
la siembra se empled el método de estrias por
agotamiento y para la Prueba de Susceptibilidad
Microbiana se empled el Método de Difusion en
Agar Segtn Kirby Bauer.®® Una vez posicionados
los discos de papel filtro se suministr6 a cada
grupo experimental 10 pL de las disoluciones de
1M; 0,75M; 0,50M y 0,25M de xilitol respectiva-
mente. Mientras que, en el grupo control nega-
tivo se suministré 10 pL de agua destilada y en
el grupo control positivo se suministr6é 10 pL de
clorhexidina al 0,12M. Una vez selladas y rotu-
ladas las placas Petri fueron llevadas a la incu-
badora a una temperatura de 37°C por 24 y 48
horas antes del andlisis. La determinacién del
efecto inhibitorio se hizo mediante la Escala de
Duraffourd®® (Grafico 2).

Grafico 2: Escala de Duraffourd (determina el efecto inhibitorio segtin el diAmetro de inhibicién)

- +
‘ Menor o igual ‘ 9-14 mm
a8 mm

Nula
Sensible

Para el procesamiento y analisis estadistico de
los datos se utiliz6 el programa Excel y el softwa-
re estadistico Infostat. Para el calculo de la dife-
rencia entre la media de los promedios y la va-
riabilidad del halo de inhibicion de los diferentes
grupos, asi como, la diferencia significativa entre
los grupos de acuerdo al tiempo de exposicidn,
se hizo mediante las pruebas t-Student para una

Muy sensible ‘

++ +++
15— 19 mm Mayoro igual a
20 mm

Sumamente sensible -

muestra, analisis estadistico de varianza (ANO-
VA) y contraste Tukey.

Resultados

Diferentes concentraciones de xilitol (0,25M;
0,50M; 0,75M y 1M) causaron un halo de inhi-
bicion en el crecimiento de Streptococcus san-
guinis entre 9,89 - 12,89 mm (24 horas) y 10,85
- 13,45 mm (48 horas), este halo de inhibicién
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se incrementd a mayor tiempo de exposicion. El
control negativo mantuvo la medida del didme-
tro del disco de sensibilidad en 6 mm y el control

positivo ocasiono un halo de inhibicién de 16,19
- 19,80 mm a las 24 y 48 horas (Tabla 1).

Tabla 1: Comparacion in vitro de los efectos del xilitol en el crecimiento bacteriano frente a Strepto-
coccus sanguinis a las 24 y 48 horas

Tiempo | Concentracién n Media de halo de crecimiento DE IC95% Tealcutada p
(H) ™) (mm)
LI LS
1,00 21 12,77 0,28 12,64 | 12,89 209,03 >0,05*
0,75 21 11,97 0,28 11,84 | 12,09 195,93 >0,05*
0,50 21 11,09 0,23 10,99 | 11,19 223,08 >0,05*
24 0,25 21 9,99 0,23 989 [ 10,09 [ 20095 | >005*
C 1,00 21 6,00
C*0,12 21 16,19
1,00 21 13,31 0,30 13,18 | 13,45 106,52 >0,05*
0,75 21 12,51 0,30 12,38 | 12,65 194,11 >0,05*
48 0,50 21 11,82 0,28 11,69 | 11,95 194,11 >0,05*
0,25 21 10,95 0,22 10,85 | 11,05 222,98 >0,05*
C1,00 21 6,00
C*0,12 21 19,80
p <0,05**

DE: desviacion estandar; IC: intervalo de confianza; LI: limite inferior; LS: limite superior; C-: Con-
trol negativo, C+: Control positivo, *Significancia p (t Student para una muestra), **Significancia p

(ANOVA).

La prueba t Student para una muestra, demostré
que los datos referidos a los halos de inhibicion
en el crecimiento de Streptococcus sanguinis
eran homogéneos en los grupos con concentra-
ciones de xilitol (0,25M; 0,50M; 0,75M y 1M) a
las 24 y 48 horas (p > 0,05*%). Mientras que, el
analisis estadistico de varianza (ANOVA) entre
las medias de todos los grupos estudiados mos-
traron que existe diferencia estadistica significa-
tiva de los efectos inhibitorios en el crecimiento
bacteriano de Streptococcus sanguinis (coeficien-
te de variacién 2,18 y p < 0,05**). Por lo que, se
sometio a contraste de grupos mediante la prue-
ba Tukey cuyo resultado fue favorable para el
grupo control positivo seguido de las disolucio-
nes de xilitol de 1M (48 horas); 1M (24 horas)
y 0,75M (48 horas); 0,75M (24 horas) y 0,50M
(48 horas); 0,50M (24 horas) y 0,25M (48 horas)
y; 0,25M (24 horas) (alfa = 0,05; DMS = 0,28 y
gl =200). Es decir, diferentes concentraciones de
xilitol ocasionan inhibicién en el crecimiento de

Streptococcus sanguinis a las 24 y 48 horas. Ade-
mas, a mayor concentracion de xilitol mayor es el
efecto de inhibicion en el crecimiento.
Discusion

En la cavidad bucal, los microorganismos presen-
tan una capacidad simbiética y una relacién con
el huésped apoyada en favores mutuos, como es
el no causar perjuicios a nivel bucal y consentir
que las poblaciones comensales restrinjan a las
especies patdgenas la adhesion a las superficies
de la cavidad bucal.”” Es asi que las especies del
género Streptococcus mayoritariamente se en-
cuentra en las superficies de la mucosa oral,>¥
en la saliva humana,*® en las superficies de los
dientes y a nivel supragingival e infragingival.®?
Algunos estudios describen al Streptococcus san-
guinis como una especie que se asocia significati-
vamente con la salud dental;®> ademas, junto al
Streptococcus mutans son parte importante del
biofilm dental y se afectan contrariamente du-
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rante el proceso de formacion del biofilm. Diaz et
al.®» Hu et al.*®, Wen et al.(!”) evidenciaron cual
es la influencia del Streptococcus sanguinis en la
expresion de genes de virulencia del Streptococ-
cus mutans.

Hay evidencia cientifica acerca del efecto del xi-
litol sobre Streptococcus mutans.'3'9) La exposi-
cién habitual al xilitol genera disminucion tanto
de la formacion de biofilm dental como de los
niveles de Streptococcus mutans.?” Este biofilm
dental es menos adhesivo por la disminucién en
los recuentos de Streptococcus mutansy la canti-
dad de polisacaridos insolubles.®?? Cobos et al.(:?
reconocen los efectos remineralizantes en el es-
malte que proviene del xilitol.

Este estudio demostré que existe una sensibili-
dad inhibitoria en el crecimiento de Streptococ-
cus sanguinis frente a diferentes disoluciones de
xilitol (0,25M; 0,50M; 0,75M y 1M) p** < 0,05.
Resultados similares obtuvieron Ghezelbash et
al.?? quienes emplearon soluciones de xilitol
(2% y 4% p/v) en agua destilada y, demostra-
ron con significancia estadistica la existencia
de disminucién en el crecimiento bacteriano
en un 57% y 65% respectivamente, mostraron
también que posee un efecto inhibidor frente al
Streptococcus sanguinis para la formacién y ad-
hesién a las biopeliculas (p < 0,01). Sahni et al.?®
también mostraron significancia estadistica una
inhibicién en el crecimiento de tres cepas de
Streptococcus orales (S. mutans, S. salivarius y S.
sanguinis), las tres cepas se inhibieron significa-
tivamente a concentraciones de xilitol al 12,50%
y concentraciones superiores; sin embargo, s6lo
S. mutans se inhibi6 significativamente a una
concentracion de xilitol de 1,56%.

Sin embargo, difiere con lo demostrado por Ba-
hador et al.?¥ quienes refieren que el consumo
de xilitol (70% p/p) en una goma de mascar re-
duce S. mutans y S. sobrinus en la saliva, aunque
no presento6 significancia estadistica en los re-
cuentos de S. sanguinis y S. mitis, probablemente
esa diferencia se debi6 al diseno del estudio (in-
tervencién comunitaria). Marttinen et al.?> tam-
bién mostraron que no hubo diferencia estadis-

tica en el crecimiento de S. sanguinis afectados
por xilitol (5%).

Otras investigaciones en las que usaron distin-
tos agentes antimicrobianos para medir el efec-
to inhibitorio en el crecimiento de Streptococcus
sanguinis concuerdan con nuestros resultados.
Nasution et al.?® indican que el extracto de hoja
de Carambola tiene eficacia antimicrobiana esta-
disticamente significativa frente a Streptococcus
sanguinis (p < 0,05), igual que Lyu et al.?”) quie-
nes refieren que el Acido Ursélico tenia una acti-
vidad antimicrobiana estadisticamente significa-
tiva frente a Streptococcus orales comunes y una
actividad antibiofilm contra bacterias patégenas
orales (p < 0,05). Asimismo, Berniyanti y Mah-
miyah®® indicaron que la Saponina Aloe Vera
Linn puede inhibir el crecimiento de Streptococ-
cus sanguinis, asi como, Oda et al.?” concluyeron
que el fluoruro de sodio (2%) reduce la adhesion
de Streptococcus a las superficies de los pilares
de los implantes de titanio y zirconia (p < 0,01).
También, Cheng et al.®? encontraron diferencias
estadisticas en que la pasta de dientes que con-
tiene de fluoruro estafioso (0,45%) favoreci6 el
crecimiento excesivo de S. sanguinis en la biope-
licula (p < 0,05).

En conclusién, diferentes concentraciones de xi-
litol tienen un efecto inhibitorio sobre el creci-
miento de Streptococcus sanguinis tanto a las 24
como 48 horas, mostrando un mayor efecto a las
48 horas y en mayores concentraciones.
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