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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto inhibitorio del Xilitol en diferentes
concentraciones sobre Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) y Actinomyces viscosus
(ATCC 15987), Puno —2019. El presente estudio fue aplicativo, prospectivo, longitudinal
y experimental de disefio cuasi experimental. Se cultivaron 30 placas Petri y en cada placa
Petri se distribuyeron 7 discos de papel filtro N° 4, con un didmetro de 6mm, haciendo
un total 210 discos de placas. El grupo de estudio estuvo conformado por Cepas de
Streptococcus sanguinis y Actinomyces viscosus, inoculadas en 30 placas Petri, con 21
repeticiones para cada grupo experimental y grupo control, haciendo un total de 210. Se
empled la técnica de cultivo propuesta por el Instituto Nacional de Salud, la detecciéon del
efecto inhibidor fue a través de la prueba de difusion de pocillos con disco de papel filtro
por el método de Kirby Bauer. El trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional del Altiplano. Para
el analisis estadistico se utiliz6 la prueba de t de Student para la dispersion de datos, la
prueba de analisis de varianza ANDEVA para observar la significancia y la prueba de
significancia de Tukey. El Xilitol tuvo efecto inhibitorio a través del halo de inhibicién
de 12.77 mm, 11.97 mm, 11.09 mm, 9.99 mm a las 24 horas para las concentraciones de
100%, 75%, 50% y 25% respectivamente; y de 13.31 mm, 12.51 mm, 11.82 mm, 10.95
mm a las 48 horas sobre Streptococcus sanguinis. Con las mismas concentraciones del
Xilitol presentaron un halo de 13.11 mm, 12.70 mm, 12.40 mm, 11.85 mm a las 24 horas;
y 13.74 mm 13.23 mm, 13.10 mm, 12.83 mm a las 48 horas sobre Actinomyces viscosus.
El Xilitol si tiene efecto inhibitorio sobre Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) y
Actinomyces viscosus (ATCC 15987), en sus diferentes concentraciones.

Palabras clave: Xilitol, Streptococcus sanguinis, Actinomyces viscosus, efecto
inhibitorio.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the inhibitory effect of Xylitol at
different concentrations on Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) and Actinomyces
viscosus (ATCC 15987), Puno - 2019. The present study was applicative, prospective,
longitudinal and experimental with a quasi-experimental design. 30 Petri dishes were
cultured and 7 filter paper discs No. 4, with a diameter of 6mm, were distributed in each
Petri dish, making a total of 210 plate discs. The experimental group consisted of Xylitol
at concentrations of 25%, 50%, 75%, 100%, Chlorhexidine at 0.12% as a positive control.
The culture technique proposed by the National Institute of Health was used, the detection
of the inhibitory effect was through the diffusion test of wells with a filter paper disc by
the Kirby Bauer method. The research work was carried out in the Microbiology
Laboratory of the Faculty of Medicine of the National University of the Altiplano. For
the statistical analysis, the Student's t test was used for data dispersion, the ANOVA test
of analysis of variance to observe the significance and the Tukey test of significance.
Xylitol has an inhibitory effect through the inhibition halo of 12.77 mm, 11.97 mm, 11.09
mm, 9.99 mm at 24 hours for concentrations of 100%, 75%, 50% and 25% respectively;
and 13.31 mm, 12.51 mm, 11.82 mm, 10.95 mm at 48 hours on Streptococcus sanguinis.
With the same concentrations of Xylitol they presented a halo of 13.11 mm, 12.70 mm,
12.40 mm, 11.85 mm at 24 hours; and 13.74 mm 13.23 mm, Xylitol does have an
inhibitory effect on Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) and Actinomyces viscosus

(ATCC 15987), in its different concentrations.

Key Words: Xylitol, Streptococcus sanguinis, Actinomyces viscosus, inhibitory

effect.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

El Streptococcus sanguinis es un microorganismo que forma parte del
ecosistema oral, pertenece al grupo de Streptococcus viridans, forma parte de las
bacterias de la cavidad oral y es uno de los colonizadores primarios del biofilm es
frecuentemente aislado en pacientes con endocarditis bacteriana, de entre este grupo
Streptococcus sanguinis es la mas comdn Son Gram positivo, catalasa negativa y
anaerobios facultativos. (1)

Actrinomyces viscosus, es una bacteria Gram positiva antiguamente llamada
Odontomyces viscosus, morfoldgicamente es un bacilo que puede presentar forma
curva, en barra, filamentosa larga o corta observandose por microscopia como formas
ramificadas. Sus colonias son de un color blanco palido brillante, circulares y de
borde entero, esto es tipico en un medio de agar sangre. Su factor de virulencia mas
resaltante son las fimbrias, como la fimbria tipo I, la cual tiene afinidad por las
proteinas ricas en prolina y estaterina, asi como por la superficie del esmalte dental
a través de un mecanismo adhesina-receptor. Actinomyces viscosus impera en el
Biofilm dental que cubre las lesiones de la superficie de la raiz en los dientes
humanos, aunque su papel en el inicio de las mismas es dificil de demostrar, se ha
podido determinar que es una de las bacterias que participa en la progresion de la
caries dental. (1)

El Xilitol es un derivado hidrogenado de la xilosa, fue descrito por primera vez
en 1980, estd presente en pequefias cantidades en frutas, hortalizas, cereales y en el
metabolismo de los mamiferos, puede ser fabricado a partir del arbol del abedul,
residuos del maiz, tamarindo, cafia de azucar. (2)

Varios estudios han demostrado la eficacia del Xilitol en la prevencion de la caries,
ya que no es fermentado por las bacterias orales, neutralizando bajos valores de pH
en la cavidad oral con efectos beneficiosos sobre la salud oral.(3)

La proliferacion de la mayoria de Streptococcus orales son inhibidas por el

Xilitol esto se atribuye a la formacion intracelular de Xilitol5-fosfato, compuesto que
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es toxico para las bacterias, pero no para los seres humanos. El Xilitol 5-fosfato
intracelular inhibe el glicolisis bacteriano de los Streptococcus.(2)

El efecto del Xilitol sobre el inicio de la caries y su progresion no se puede atribuir
solo a su efecto sobre el Streptococcus mutans.

Existen otros estudios donde utilizan diferentes vehiculos de suministracion de
Xilitol como los colutorios orales, dentifricos, jarabes, barnices, todos con diferentes
resultados, pero ninguno comparado con los resultados beneficiosos obtenidos con
las gomas de mascar, caramelos o0 gomitas. Se debe tener en cuenta que las gomas de
mascar son un buen vehiculo para algunas poblaciones o grupos de edad. (4) (5) (6)
El proposito de la presente investigacion fue evaluar el efecto inhibitorio del Xilitol
a diferentes concentraciones sobre Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) y
Actinomyces viscosus (ATCC 15987), con la investigacion que realizamos esperamos
contribuir a disminuir la formacién de la placa dental, ya que las bacterias que
estudiaremos son las pioneras en la formacion del biofilm dental y asi prevenir las

enfermedades bucales que pudieran presentarse.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA:

¢Existe efecto inhibitorio del Xilitol a diferentes concentraciones sobre
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) y Actinomyces viscosus (ATCC 15987)?

1.3 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El presente estudio de tipo cuasi experimental, es de relevancia tedrica porque el
Xilitol fue ampliamente investigado sobre su efecto inhibitorio en Streptococcus
mutans y en otros microorganismos relacionados en la produccion y desarrollo de la
caries dental, pero no hay estudios de los efectos del Xilitol sobre Streptococcus
sanguinis (ATCC 10556) y Actinomyces viscosus (ATCC 15987) ya que estos son
los primeros colonizadores de la superficie dental y formadores del biofilm dental,
segun Ramos y Brafiez (2016) quienes estudiaron dichas bacterias.(1) También
brindara una contribucion cientifica y una aplicacion practica; proporcionara
informacion que sirva de base, ayuda, consulta, o referencias a futuras

investigaciones similares.

1.4 HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION
e Hipotesis alternativa
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El Xilitol muestra efecto inhibitorio sobre Streptococcus sanguinis (ATCC
10556) y Actinomyces viscosus (ATCC 15987).

e Hipotesis nula
El Xilitol no muestra efecto inhibitorio sobre Streptococcus sanguinis (ATCC
10556) y Actinomyces viscosus (ATCC 15987).

1.5 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION:

Objetivo general
Evaluar el efecto inhibitorio del Xilitol en diferentes concentraciones sobre
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) y Actinomyces viscosus (ATCC 15987)
Puno — 2019
Obijetivos especificos
- Evaluar el efecto inhibitorio del Xilitol sobre Streptococcus sanguinis
(ATCC 10556) en concentraciones (25%, 50%, 75%, 100%) a las 24 y 48
horas.
- Evaluar el efecto inhibitorio del Xilitol sobre Actinomyces viscosus (ATCC
15987) en concentraciones (25%, 50%, 75%, 100%) a las 24 y 48 horas
- Comparar el efecto inhibitorio del Xilitol con el grupo control sobre
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) en concentraciones (25%, 50%,
75%, 100%) a las 24 y 48 horas.
- Comparar el efecto inhibitorio del Xilitol con el grupo control sobre
Actinomyces viscosus (ATCC 15987) en concentraciones (25%, 50%, 75%,
100%) a las 24 y 48 horas.

14
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CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

2.1.1 Antecedentes Internacionales:

- Saheer, et al (2019), en India, estudio el efecto de las gomas de mascar sin azucar
(Xilitol y sorbitol) sobre la placa y la gingivitis en escolares de 14 a 15 afios de
edad. Se realiz6 un ensayo controlado aleatorizado de un solo centro, doble ciego,
en nifios de 14 a 15 afios de edad. Se determino el tamafio de la muestra en 48.
Los participantes se asignaron al azar (Xilitol [n = 12], sorbitol [n = 12]) y al
grupo control (sin goma, n = 24). Se realizdé una evaluacion inicial de placa,
gingival y puntaje de sangrado, seguida de profilaxis oral. Los nifios
seleccionados recibieron diariamente dos gomas de mascar (1,1 g cada una) para
masticar durante 20 minutos después del desayuno y después del almuerzo. El
seguimiento se realiza el 15" dia. Hubo una reduccion significativa en la placa,
gingival y puntaje de sangrado en el grupo de prueba (P <0.05) en comparacion
con el grupo control. Como conclusion se llego la goma sin azdcar (Xilitol y

sorbitol) redujo significativamente la placa, la encia y el sangrado. (6)

Salli, et al (2016), en Finlandia, estudio los efectos de la sacarosa, el Xilitol y su
combinacion en tres cepas de Streptococcus mutansy una cepa
de Streptococcus sobrinus utilizando un simulador dental para imitar el entorno
de la cavidad oral. Proporcion6 un sistema de flujo continuo que utiliza saliva
artificial, temperatura constante, mezcla y superficie de hidroxiapatita en la
que se estudié la influencia del Xilitol. La combinacion de Xilitol y sacarosa
disminuyeron las cantidades bacterianas dentro de la saliva artificial y se
redujo la colonizacion en la hidroxiapatita por el aislado clinico de
S. mutans 2366 (p <0.05). EI aumento de la concentracion (2% -5%)
de Xilitol causd una reduccidn en los recuentos bacterianos incluso en presencia
de sacarosa. Se demostr6 que dentro de una biopelicula joven, la sacarosa
promueve significativamente mientras que el Xilitol reduce la colonizacion y
proliferacion bacteriana. Los resultados indican que el Xilitol afecta la capacidad

de cepas de S. mutans para adherirse a la hidroxiapatita; también han demostrado
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que el consumo de Xilitol disminuye la incidencia de caries y reduce la cantidad

de placa. (7)

Ghezelbash, et al (2012), En iran mostraron los efectos del Xilitol y el eritritol al
2% y 4% sobre el crecimiento de Streptococcus orales. Se usaron para ello tres
especies bacterianas: S. mutans, S. sobrinus y un aislado clinico de S. sanguinis
que se cultivaron inicialmente en 5 ml de caldo Infusion Cerebro-Corazon (BHI)
con el fin de producir bacterias en fase logaritmica. EI ensayo microbiano de estos
edulcorantes se realiz6 mediante el método de difusion en Agar, que se incubaron
durante 48 horas a 37°C. Los controles incluyeron agua destilada y tetraciclina.
Los efectos inhibidores se determinaron por la medida del didmetro de la zona de
inhibicion del crecimiento. Resultados: demostraron que tanto el Xilitol como el
eritritol inhibieron el crecimiento de todos los Streptococcus estudiados, con la
solucién al 4% dieron como resultado 68% y 71% para S. mutans, 72% y 76%
para S. sobrinus y 65% y 77% para S. sanguinis, respectivamente. En conclusion,
el eritritol es més eficaz que el Xilitol sobre la inhibicion del crecimiento de cepas

de Streptococcus.(8)

Orellana (2016), en Quito Ecuador, evaluo el mejor efecto inhibitorio del Xilitol
en diferentes concentraciones y en dos periodos de tiempo de exposicion, sobre
Streptococcus mutans aislado de la saliva de nifios de 6 a 7 afios. Fueron
recolectadas muestras de saliva de los nifios; se sembro 1 ml de la muestra en Agar
Muitis salivarius enriquecido (Bacitracina, Telurito y Sacarosa), se incubaron a una
atmosfera de CO2 a 37°C durante 48 horas. Para las diferentes concentraciones de
Xilitol, se prepar6 una solucién disolviendo 30,43g de Xilitol en 100 ml de agua
destilada, se esterilizd en autoclave a 121°C durante 15min, las muestras se
sembraron en el Xilitol a distintas concentraciones, obteniéndose los siguientes
grupos: G1: Xilitol al 0,1%, G2: Xilitol al 0,5%, G3: Xilitol al 1%, G4: Xilitol al
5%, Gb5: Xilitol al 12%, G6: Xilitol al 18%, se realizd mediciones de la densidad
Optica a las 24 y 48 horas con el espectrofotdmetro Eppendorf BioPhotometer D30
con filtro de 600nm. El Xilitol mostr6 efecto inhibitorio en todas las
concentraciones p(<0,05) a las 24 horas, con excepcion del 12% p=0,008 y el 18
% p=0,13 a las 48 horas.(9)
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-Trahan (2009), en Canad4, explico cémo el Xilitol, interfiere con el crecimiento
de Streptococcus mutans. Se encontré6 que la cepa sensible a Xilitol deS.
mutans 27352 (serotipo g) y LG1 (serotipo c)absorbié C-Xilitol cuando el
pentitol marcado se afiadio a las células que crecian a expensas de la glucosa. El
Xilitol se fosforilé a expensas del fosfoenol piruvato por células toluenizadas de S.
mutans LG1, pero no por células toluenizadas de GS5-2 'y S. mutans LG1 X R, La
fosforilacion del Xilitol dependia del fosfoenolpiruvato y requeria la presencia de
fracciones celulares tanto solubles como de membrana en la mezcla de
reaccion. Esto indicé que el Xilitol fue transportado y fosforilado por un sistema
de fosfoenolpiruvato: azucar fosfotransferasa. La fosforilacion dependiente de
fosfoenolpiruvato por membranas aisladas de S. mutans LG1 en presencia de la
fraccion soluble fue inhibida por fructosa, pero no por glucosa, manosa 0
galactosa. La medicion de las actividades de fosfoenolpiruvato: fosfotransferasa
en una membrana aislada revel6 que la cepa 27352 y LG1 tenian actividades para
la fructosa y el Xilitol; Membrana desde 27352 X Ry LG1 X R tuvo muy poca
actividad para la fructosa y el Xilitol. Se concluy6 que el Xilitol fue transportado
y fosforilado por un sistema constitutivo de fosfoenolpiruvato: fructosa
fosfotransferasa en S. mutans. Los datos sugieren que la toxicidad del Xilitol en S.
mutans es causada por la acumulacion intracelular de fosfato de Xilitol. (10)

2.1.2 Antecedentes Nacionales:

- Tovar Huaynate, et al. (2016), En lima demostré la actividad antimicrobiana de
la Stevia en comparacion con el Xilitol, frente a los Streptococcus mutans. Este
estudio fue de caracter experimental; se llevé al laboratorio microbiologico cepas
de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y se hizo el cultivo sobre Agar Mueller
Hinton (OXOID) con sangre de cordero desfibrinada y se comparé el efecto
antimicrobiano de la Stevia y el Xilitol utilizando la técnica de Agar difusion con
bacterias y perforacion en placa ,como control positivo se utilizo clorhexidina al
2 % vy el control negativo el agua; se colocaron en campanas de incubacion a 37
grados Centigrados y se evaluaron a las 24, 48 horas después para determinar el
efecto de estos extractos sobre el crecimiento de las bacterias. Resultados:
demostraron que la Stevia presentd halos de inhibicion bacteriana de 13,2 mm a
las 24 horas y 14,61 mm a las 48 horas, mientras que con el Xilitol se formaron

halos de inhibicién mas pequefios, de 8,6 mm a las 24 horas y de 9,51 mm a las
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48 horas de control. La clorhexidina al 2% logré los halos méas grandes, de 25,86
mm. En conclusion, la Stevia tiene alta inhibicion de la actividad microbiana

frente al S. mutans en comparacion al Xilitol.(11)

Brafez (2018), en Lima determino el efecto antibacteriano del extracto de Stevia
rebaudiana (S. rebaudiana) frente a Streptococcus sanguinis (S. sanguinis) y
Actinomyces viscosus (A. viscosus). Se realizo cultivos de cepas de S. sanguinis y
A. viscosus en placas de agar tripticasa soya (TSA) y agar sangre respectivamente,
incubando a 37 °C por 48 horas a S. sanguinis y por 7 dia en condiciones de
anaerobiosis a A. viscosus. Las cepas bacterianas fueron estandarizadas una escala
de 0,5 de Mc Farland, y tomando indculos de 100 pL fueron sembradas en diez
placas de agar sangre y TSA, luego sobre cada placa se colocaron los discos de
papel secante de 6 mm de diametro de forma equidistante, cargados con 10 uL de
las diferentes concentraciones del extracto, para luego ser incubados. Las
concentraciones de 15, 30, 50, 60 y 120 mg/ml presentaron un halo de inhibicion
promedio de 6,8+0,258; 8,2+1,15; 8,2+1,13; 8,3+0,823; 8,1+0,80 mm
respectivamente, para las bacterias de S. sanguinis. Las concentraciones de 15, 30,
50, 60 y 120 mg/ml presentaron un halo de inhibicion promedio de 7,2+0,75;
9,65+2,15; 9,20+2,03; 7,95+1,09; 8,05+0,96 mm respectivamente, para las

bacterias de A. viscosus. (12)

Sihuinta (2016), en Arequipa, evalud el efecto de los edulcorantes Xilitol y Stevia
sobre el pH salival, ademas de compararlos para establecer cual de los dos
mantiene el pH salival mas alcalino en los alumnos del primer semestre de
estomatologia. La investigacion fue de tipo experimental, con un disefio
prospectivo, de campo y laboratorial, longitudinal y comparativo. Se emple6 un
PH-metro para evaluar el pH de la saliva, el cual fue previamente calibrado para
tal fin. Los resultados demostraron que tanto el grupo expuesto a Xilitol como a
Stevia sufren una variacion de los valores de pH salival a los 15 y 30 minutos de
aplicado, es decir, generan que el pH se hace mas alcalino. Comparando ambos
grupos, no hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas, es decir,
tanto el Xilitol como la Stevia producen el mismo efecto sobre el pH salival de los
alumnos motivo de investigacion. Por tanto, podemos concluir que el uso de estos
edulcorantes es beneficioso para las personas que los consumen, puesto que al
aumentar el pH salival generan que el riesgo de caries disminuya. (13)

- Bocanegra (2015) en Trujillo compar6 el efecto de una goma de mascar con y sin
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Xilitol sobre los niveles salivales del Streptococcus mutans. Materiales y métodos:
Este ensayo doble ciego controlado, se realizé en 22 voluntarios de entre 20 a 25
afios de edad, con un minimo de dos caries de Il grado, ausencia de enfermedad
periodontal, prétesis u ortodoncia. Ellos fueron divididos en dos grupos iguales.
Se recogieron muestras de saliva antes del consumo de las gomas de mascar y se
hizo el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC), registrando los datos
como referencia. Posteriormente, a un grupo se le pidié masticar una goma de
mascar con 60.5% de Xilitol (1 g) y al otro, una goma de mascar sin Xilitol, 5
minutos, una vez al dia, durante 3 dias. Las muestras de saliva se recogieron a las
24 y 72 horas para proceder a la inoculacion y recuento de las colonias. Los
resultados obtenidos no mostraron diferencia estadisticamente significativa al
inicio del estudio (p=0.059), pero a las 24y 72 horas las UFC del grupo con Xilitol
con respecto a las UFC del grupo control disminuyeron significativamente
(p<0.001) sobre los niveles salivales del Streptococcus mutans. CONCLUSION:
La goma de mascar con Xilitol presentd disminucion estadisticamente
significativa (p<0.001) sobre los niveles salivales del Streptococcus mutans, en

comparacion con la goma de mascar sin Xilitol.(5)

2.1.3 Antecedentes Locales

-Padilla (2017), Comparé el efecto del uso de la pasta dental con Xilitol y
convencional en el recuento de Streptcococcus mutans y pH salival en pacientes
con aparatologia ortoddntica fija. Materiales y métodos: se realizé un estudio cuasi
experimental de cegamiento simple, de corte longitudinal el analisis fue bivariado
y cuantitativo, las pruebas estadisticas fueron descriptivas e inferencial. La prueba
T-Student demostro que hubieron menos unidades formadoras de colonias en los
pacientes que utilizaron pasta dental con Xilitol, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa en la quinta semana de uso en comparacién con los
pacientes que utilizaron la pasta dental convencional, llegando a un efecto
antibacteriano de 70.63% frente a un 52.26% respectivamente. En relacién al pH
salival, este fue en aumento en los pacientes que utilizaron la pasta dental con
Xilitol llegando a 7.45 a la quinta semana de uso en comparacion de los pacientes
que utilizaron pasta dental convencional cuyo pH lleg6 a 6.88, siendo esta

diferencia estadisticamente significativa (< 0.0001). Concluyendo que existe

19

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

mayor efectividad de la pasta dental con Xilitol en relacion a la pasta dental

convencional en el recuento de Streptococcus mutans y pH salival. (4)

- Padilla (2012), determino el efecto del Xilitol sobre la cantidad de unidades
formadoras de colonias de Streptococcus mutans en saliva utilizando como
vehiculo pasta dental. Se tom6 una muestra conformada por 16 nifias de 7 a 9 afios
de edad del Centro de Atencion Residencial virgen de Fatima de Puno, que no
habian tomado antibiéticos durante el mes precedente, con 5 caries activas como
minimo. La muestra fue dividida en dos grupos experimental de 12 nifias y grupo
control de 4 nifias. Al grupo experimental se aplicé una pasta dental conteniendo
Xilitol al 36% y fldor, y al grupo control una pasta dental conteniendo solamente
fldor. Los niveles de Streptococcus mutans en saliva se evaluaron utilizando el
sistema comercial «Dentocult» que es un caldo de cultivo selectivo que permite
el crecimiento de Streptococcus mutans adheridas a la superficie de una tira salival
plastica. Demostraron que luego de la aplicacion de la pasta dental con Xilitol y
flior durante 5 semanas, se observd una disminucion desde un nivel 2 de
Streptococcus mutans en saliva hasta un nivel 0 a diferencia del grupo control.
(14)

2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 PLACA DENTAL, BIOFILM:

La cavidad oral puede considerarse como un gran ecosistema ya que en ella
existen microorganismos que se relacionan entre si, esta microflora indigena
coloniza la boca y tambien les circundan elementos abioticos con el que también
estan estrechamente relacionados. En un estado homeostatico, esta flora indigena
juega un papel importante en la proteccion del huésped de las invasiones de
patdgenos exdgenos; sin embargo, ciertos factores ambientales o bioldgicos
pueden desencadenar la interrupcion de este equilibrio, cuando se interrumpe la
homeostasis, conduce a enfermedades como la caries o0 enfermedades
periodontales. (15) (16)

La placa dental es una pelicula bacteriana firmemente adherida a regiones supra e
infra gingivales del diente formada por los microrganismos del ecosistema de la
boca.

En 1965, Egelberg y cols determinaron los estadios en la formacion de la placa
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dental:

- Primer estadio: se forma la pelicula adquirida la cual es una capa amorfa a
celular de algo menos de 1 mm de espesor que cubre los tejidos orales duros
y blandos asi como las suprficies no orales, libre de bacterias y constituida por
la adsorcion selectiva sobre las superficies de las principales proteinas
salivales, especialmente glucoproteinas y proteinas: prolina, estaterina, IgA
secretora, cistatina, mucina, lactoferrina, lisozima y amilasa.(17)
Colonizadores tempranos, como estreptococos y Actinomyces, son capaces de
reconocer estos componentes proteicos y, por lo tanto, la pelicula determina
al menos la union bacteriana inicial. (18)

- Segundo estadio: Los microorganismos pioneros se van adhiriendo
proliferando y formando colonias, y posteriormente asi se produce la
agregacion de espiroquetas y formas filamentosas que forman una cubierta
cohesiva.(19)

- Tercer Estadio: Se produce multiplicacion bacteriana.

- Cuarto Estadio: Debido a la multiplicacién bacteriana de la fase anterior y a
la aparicion de nuevas condiciones, se produce la congregacion de nuevas
especies bacterianas.(20)

En 1970, en el congreso de Edimburgo, se definio la placa dental como
microorganismos mas polisacaridos extracelulares; esta placa dental estaba
recubierta por leucocitos, células epiteliales y restos de comida.
Muchos productos de la placa bacteriana alcanzan el tejido subepitelial, lo que
provoca respuestas inflamatorias como el aumento de la vascularizacion y la
diapédesis de los leucocitos tanto la placa supragingival como la subgingival
pueden formar una masa dura y mineralizada llamada célculo la superficie del
calculo alberga bacterias, que pueden exacerbar las respuestas inflamatorias; a su
vez la pelicula adquirida localizada en surcos, fosas y fisuras produce la lesion
cariosa, que comienza con la disolucion localizada del material inorganico de la
superficie del diente por sustancias acidas que se originan a partir de las bacterias
que metabolizan los hidratos de carbono. Es el principal responsable de las
enfermedades mas prevalentes de la boca como la caries, las enfermedades
periodontales e infecciones pulpares.(17)

Existen tres tipos de placas dentales, cada uno presenta caracteristicas microbianas

y bioquimicas: supra gingivales o coronales (de superficies lisas, de fosas y fisuras
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y proximales), subgingivales y radiculares. Igualmente las placas pueden
localizarse en protesis dentales, materiales de ortodoncia, implantes y cualquier
otro tipo de aditamentos (placas sobre materiales dentales).(15)

En los afios 90, se llegd a un mejor conocimiento de la placa dental y de su
estructura, y se desarroll6 el modelo de la placa dental como biofilm.(21)
Costerton definié el biofilm como: “Una comunidad bacteriana inmersa en un
medio liquido, caracterizada por bacterias que se hallan unidas a un substrato o
superficie, 0 unas a otras, que se encuentran embebidas en una matriz extracelular
producida por ellas mismas, y que muestran un fenotipo alterado en cuanto al
grado de multiplicacion celular o la expresion de sus genes”.(22)

Es por ello que la inhibicion de la formacién de la placa dental, su eliminacion o
atenuacion constituyen procedimientos recomendables para la prevencion de las
enfermedades bucales mas frecuentes, esto constituye una de las medidas

primarias en el cuidado de la salud bucal.(17)

2.2.2 BACTERIAS PIONERAS EN LA FORMACION DEL BIOFILM
DENTAL:

La acumulacion de placa dental comienza a las pocas horas de la erupcion del diente
con la colonizacion temprana de Streptococcus y especies de Actinomyces.(23) (18)
Las bacterias se adhieran a la superficie del diente recubierta con pelicula a pesar
de las fuerzas mecéanicas de corte del flujo salival.(18)

La placa dental humana es una variedad compleja de bacterias unidas por polimeros
sintetizados por el huésped y por bacterias. Aunque la flora es compleja, es al
mismo tiempo una asociacion especifica de microorganismos. (24)

Los primeros colonizadores son de gran importancia porque proporcionan sustratos
de unién vy, por lo tanto, influyen en las etapas posteriores de la formacion de
biopeliculas de placa a traves de las propiedades de coadhesion. (23) La capacidad
de las especies de Actinomyces de la coagulacion intra e intergenérica facilita su
acumulacién en la placa temprana. Los colonizadores posteriores prefieren unirse a
la capa realizada de bacterias colonizadoras tempranas en lugar de la superficie
dental recubierta de saliva. Se ha reconocido que las bacterias existen en complejos
en la placa desarrollada.(25) Esto indica que existe un cierto grado de
incolonizacién de diferentes bacterias. Por ejemplo, a medida que se desarrolla la

gingivitis, un cambio clave en la composicion microbiana de la placa dental es la
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ascendencia de Actinomyces spp. Yy barras gram negativas a expensas de
Streptococcus spp. (25) (18)

El grupo heterogéneo de bacterias orales dentro de los Streptococcus sanguinis y
Actinomyces viscosus comprende miembros de la biota indigena de la cavidad oral
humana, también se encuentran entre las bacterias iniciadoras o pioneras de la
formacidn de biofilm dental anteriores a la fijacion de los colonizadores secundarios
y terciarios por lo tanto son de gran importancia en el desarrollo de enfermedades
bucales.(1) (26)

2.2.2.1 STEPTOCOCCUS SANGUINIS:

S. sanguinis es descrito como un colonizador pionero, que ayuda en la union de
organismos sucesivos y un factor clave en el desarrollo de las biopeliculas orales;
Pertenece a la familia Streptococcaceae de género Streptococcus, es parte del
ecosistema oral, esta muy asociado a patologias como la endocarditis bacteriana.
Antiguamente llamado Streptococcus sanguis, White y Niven en 1944, ha
propuesto este nombre descriptivo desde el punto de vista biol6gico a los
estreptococos a-hemoliticos, En relacion a las patologias de la boca, es el
iniciador en la formacion de la placa dental.(1) (27)
2.1.1 Taxonomia:
Esta bacteria se encuentra en el grupo sanguis dentro del grupo viridans,
aunque algunos investigadores lo consideran dentro del grupo mitis
basandose en la secuencia del gen 16SrRNA, pero puede diferenciarse
facilmente desde el punto de vista fenotipico de ese grupo por sus
reacciones positivas para arginina dihidrolasa e hidrolisis de esculina.(1)
¢ Reino: Bacteria
e Filo: Fermicutes
e Clase: Bacilli
e Orden: Lactobacillales
e Familia: Streptococcacea
e Género: Streptococcus
e Especie: S. sanguini
2.1.2 Morfologia y estructura:

e Caracteristicas macroscopicas:
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Sus colonias son pequefias de un color, gris/verde, traslucidas y alfa
hemolisis en medios de agar sangre.
e Caracteristicas microscopicas:
Los Streptococcus tienen como unidad formadora una estructura
llamada coco de forma esférica de aproximadamente 0,6 um de
didmetro, al igual que otros Streptococcus, la division celular de S.
sanguinis ocurre a lo largo de un solo eje, lo que resulta en cadenas o
pares de cocos mediano o largos. (27) (26). Es un anaerobio facultativo,
gram positivo, catalasa negativo no formador de esporas, el genoma es
una molécula de ADN circular compuesta por 2388435 pb, que codifica
2274 proteinas predichas.(28) Hay 61 genes de ARNt predichos que
producen todos los 20 aminoacidos y 50 transportadores de
carbohidratos, incluidas las enzimas del sistema de fosfotransferasa
especificas para el transporte de glucosa, fructosa, manosa, celobiosa,
glucésidos, fructosa, lactosa, trehalosa, manosa, galactitol y maltosa. S.
sanguinises capaz de utilizar una amplia gama de fuentes de
carbohidratos para sobrevivir.(26)
2.1.3 Factores de Virulencia:
Streptococcus sanguinis, se unen a la pelicula adquirida y a superficies
epiteliales a través de acidos lipoteicoicos, adhesinas, fimbrias y
proteinas superficiales (26) (27)
Entre sus factores de virulencia se encuentran, las fimbrias que median
la adhesion de S. sanguinis a la hidroxiapatita recubierta de saliva (la
sustancia principal de la superficie del diente). Se identificaron también
tres proteinas pilus PilA, PilB y PilC en S. sanguinis, las superficies de
los dientes estan recubiertas con una gran cantidad de proteinas salivales,
la union del pilus a los componentes salivales puede contribuir a la
adherencia de la bacteria a las superficies de los dientes e inicie la
formacion de biopeliculas en la cavidad oral, también se mostraron que
PilB y PilC se unian a la saliva humana entera; (29) ademas, PilC se unio
a multiples componentes salivales, uno de los cuales se encontrd que era
la a-amilasa salival. Se ha demostrado también que SsaB es una
lipoproteina de union a la saliva que media la union a la hidroxiapatita

recubierta de saliva a través de un receptor sensible al pH no
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caracterizado, todavia no esta claro a qué objetivos se une SsaB o, de
hecho, si es una adhesina.(30) También la proteina rica en serina
glicoproteina A ( SrpA ) media la unién de S. sanguinis a las plaquetas
humanas mediante los sialoglicanos humanos, (31) (32) sin embargo,
todavia no hay evidencia que demuestre que SrpA media la unién o la
formacion de biopeliculas de S. sanguinis en la cavidad oral.

Asi también las colonias de S. sanguinis, producen glucosiltransferasas
que en la presencia de sacarosa son responsables de la sintesis de
glucanos adhesivos, los glucanos son el principal polimero de biopelicula
van a permitir mayor adhesion de otros microorganismos estan
compuestos principalmente de glucosa unida a a-1,6 y unida a a-1,3.(15)
(27) (1) La anotacion del genoma muestra que S. sanguinis contiene
dos genes gtf , gtfA y gtfP, (33) de los cuales gtfP es el Unico gen que
produce glucano. Pero carecen de proteinas fijadoras de glucanos, y los
fendmenos coagregativos pueden realizarse a traveés de receptores
polisacaridos (galactosa) que interaccionan con lectinas localizadas en
fimbrias. (15)

La capacidad de formacion de biopeliculas de S. sanguinis difiere
dramaticamente dependiendo del medio de crecimiento utilizado, los
componentes de los diferentes medios afectan los niveles y estructura del
glucano, ademas, la concentracion de oxigeno también afecta la
formacion de biopeliculas incluso cuando se cultiva en el mismo medio,
(34) tal vez debido a cambios en las vias metabolicas que afectan la
biosintesis de glucano. Sin embargo, debido a que la produccion de
glucano se ve afectada por la composicion de los medios, (35) otros genes
pueden participar en la biosintesis de glucano y la formacién de
biopeliculas. EI ADN extracelular (eDNA) es otro componente esencial
para la formacion de biopeliculas En S. sanguinis , H 2 O 2 producido por
SpxB es capaz de liberar ADNc que promueve la unién entre células y
puede contribuir a la maduracion de las biopeliculas.(36)

Los S. sanguinis carece de actividad dextranasa generan peroxido de
hidrogeno, fermenta la inulina y tiene actividad de Ig Al proteasa, la
IgA1 pueden inhibir el desarrollo y la adherencia de otros

microorganismos bloqueando sus adhesinas; la accién de esta IgAsa
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modifica estas acciones protectoras vy, en el caso concreto de la pelicula
adquirida, deja “nuevos espacios libres” para la adhesiéon microbiana.
(15) (27) Posee wunas proteinas parietales, SSP-5, relacionadas
antigénicamente con las de S. mutans y S. sobrinus y que permiten la
adhesion.
2.1.4 Fisiopatologia:
S. sanguinis se distribuye por las superficies de los dientes, las
superficies de la mucosa oral y en la saliva humana, como anaerobia
facultativa, es abundante tanto en la placa supragingival como en la
subgingival. La biomasa pueden ser diferentes significativamente a pesar
de sus similitudes segun las diversas ubicaciones en los dientes; en los
sitios de los incisivos, caninos inferiores estd presente en altas
proporciones, pero en bajas proporciones en los sitios de los molares
superiores, también la formacion de placa en los implantes dentales
produce mucositis periimplantaria. Los diferentes estudios sobre la
colonizacion del S. sanguinis que determinaron la mediana de edad de
colonizacion es en promedio de 9.0 meses. (26)
e Unidn de Streptococcus Sanguinis a superficies:
Los factores de virulencia son los principales factores que contribuyen
a la union de los Streptococcus sanguinis a las superficies que van a
colonizar, las fimbrias median en la adhesion a la hidroxiapatita
recubierta de saliva, también tres proteinas pilus PilA, PilB y PilC que
contribuyen a la adherencia de la bacteria a las superficies de los
dientes, la lipoproteina SsaB media la unién a la hidroxiapatita
recubierta de saliva a través de un receptor sensible al pH no
caracterizado aungue no esté claro a qué objetivos se une SsaB o si es
una adhesina, la proteina rica en serina glicoproteina A ( SrpA) se ha
encontrado que media la unidon de S. sanguinisa las plaquetas
humanas mediante los sialoglicanos humanos.
e Maduracién de la biopedicula de S. sanguinis:
En la mayoria de las biopeliculas, el 10% de la masa seca esta
compuesta de microorganismos, mientras que el resto es la matriz que
estd compuesto por polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos y

lipidos, que median la adhesion célula-célula y célula-superficie al
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formar redes poliméricas 3D cohesivas.

Las colonias de S. sanguinis producen glucosiltransferasas que son

los responsables en la formacién de glucanos adhesivos a partir de la

sacarosa, compuestos que van a permitir mayor adhesién de otros

microorganismos.(15) (27) (1) El ADN extracelular (eDNA) es otro

componente esencial para la formacion de biopeliculas el ADNc

promueve la union entre células y puede contribuir a la maduracion

de las biopeliculas. (36)

e Streptococcus sanguinis en relacion a la caries:
¢ Antagonismo entre S. Sanguinis y S. Mutans

El H 2 O 2 producido por S. sanguinis reprime el crecimiento de S.
mutans. Por el contrario, las mutacinas | y IV secretadas por S.
mutans suprimieron la supervivencia de S. sanguinis.(37) La
condicidn 'rica en nutrientes' puede proporcionar mas fuentes de
carbono para la producciéon de glucano y &cido en S. mutans 'y
facilitar su crecimiento. Sin embargo, los mecanismos de
inhibicibn mutua no se comprenden completamente.
H 2 O 2 producido por S. sanguinis no sélo es perjudicial paraS.
mutans también puede inducir la autolisis en S. sanguinis. (36)
En S. sanguinis, los genes relacionados con la generacion de
H2 O (spxB, ackA, spxR, tpk y spxAl) son todos esenciales
para reprimir el crecimiento de S. mutans, (38) S. mutans también
tiene un H > O, sistema de resistencia. (39) Como se menciond
anteriormente, S. mutans produce mutacinas que inhiben el
crecimiento de S. sanguinis y algunos otros estreptococos orales de
colonizacién temprana. Se ha demostrado que Streptococcus
sanguinis reduce la produccion de mutacina al inactivar el péptido
estimulante de la competencia (CSP) de S. mutans. (40)
Streptococcus mutansy otros organismos acidégenos pueden
generar acidos a partir de azUcares fermentables, que son
responsables de la patogénesis de la caries dental. (41) Debido a
que S. sanguinis es mas sensible a las condiciones acidas que S.
mutans, la condicion de microambiente acido generada por

bacterias aciduricas puede provocar una disminucién de la
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abundancia de S. sanguinis antes o concomitante con el desarrollo
de caries dental. En la comunidad oral, algunas bacterias orales
producen alcali a partir del metabolismo de la arginina a través del
sistema de arginina desiminasa (ADS), que protege contra la caries
causada porS. mutans. Y otras bacterias aciddricas.(42) S.
sanguinis es la especie mas prevalente en la cavidad oral que
contiene el ADS. Puede utilizar los ADS para mantener la
homeostasis del pH y obtener una ventaja al competir con S.
mutans.
Estudios previos informaron que existia una mayor concentracion
de L-arginina en la saliva de las personas sin caries dental que en
las personas activas con caries (42) lo que sugiere que los humanos
pueden usar la L-arginina como arma para luchar contra la
productores de acido en biopeliculas orales. El tratamiento con L-
arginina reduce directamente la cantidad de produccion de
polisacarido extracelular insoluble, lo que alter6 significativamente
la arquitectura de la biopeliculaen S. mutans. Aunque la formacion
de biopeliculas por S. sanguinis también es reprimida por la L-
arginina exogena, la adicion de arginina reduce la biomasa de S.
mutans mas que la de S. sanguinis en biofilms de doble especie.
(43)
En resumen, los estudios epidemiologicos e in vitro sugieren
que S. sanguinis puede suprimir la generacion de caries dental. Sin
embargo, todavia carecemos de evidencia directa para apoyar una
conclusion definitiva sobre el papel de S. sanguinis en la caries
dental. (26)
e Streptococcus sanguinis en relacién a la periodontitis:

La periodontitis es causada por la exposicion del tejido periodontal a

una comunidad de placa dental polimicrobiana ecol6gicamente

desequilibrada, los microorganismos asociados con la periodontitis

interactUan sinérgicamente para mejorar la colonizacion, la obtencion

de nutrientes y la persistencia en un ambiente inflamatorio. (44)

Durante la transicion de la salud periodontal a la enfermedad

periodontal, los componentes de los microbiomas cambian de especies
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principalmente Gram positivas a Gram negativas. (45)

Las células epiteliales gingivales son estimuladas por bacterias
comensales orales para producir IL-8 y B-defensinas, que pueden
proteger el tejido periodontal contra los patdgenos asociados a la
periodontitis. Como un componente principal del microbioma
comensal oral, S. sanguinis puede participar en este proceso. Al
mismo tiempo, la respuesta del huésped inducida por S. sanguinis es
mucho mas débil que la inducida porP. gingivalisoF.
nucleatum. Este puede ser un mecanismo por el cual el huésped se
beneficia de que S. sanguinis compita con estos patdgenos en la
cavidad oral. (26)

Aunque los estudios de secuenciacién de ARNr 16S sugieren que es
una bacteria asociada a la salud, S. sanguinis puede ser un objetivo
potencial de unidn para la localizacion de patégenos dentro de la placa
dental. Se cree que Porphyromonas gingivalis es el principal agente
etioldgico en la periodontitis cronica. (46) Las fimbrias de P.
gingivalis pueden unirse a varias especies de estreptococos,
incluidos S. sanguinis, Streptococcus oralis, S.
gordonii y Streptococcus parasanguinis para la formacion de
biopeliculas. (26)

F. nucleatum es un patdgeno periodontal asociado con una amplia
gama de enfermedades humanas que involucran periodontitis cronica
y agresiva. Se ha informado que se junta con muchos
microorganismos  orales, comoS. sanguinis,S. mutansy P.
gingivalis. Ademas, mejora la coagulacion entre S. sanguinisy P.
gingivalis. Estudios posteriores descubrieron que una adhesina RadD
inhibible con arginina de F. nucleatum mejora la coagulacion con los
‘colonizadores orales tempranos' Gram positivos, incluidos S.
sanguinis, Streptococcus oralis, S. gordonii y Actinomyces
naeslundii. Otro gen, aidl , también se ha demostrado que mejora la
coagulacion.(26) Sin embargo, H2 O produccion y su efecto
destructor se reducen cuando F. nucleatum se permite para formar
congregados con S. sanguinis antes de la adicion a la comunidad

mixta estos estudios sugieren que S. sanguinis puede ayudar aF.
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nucleatum para sobrevivir en la cavidad oral.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans es otro patégeno asociado
con enfermedades periodontales como la periodontitis agresiva
localizada y, en consecuencia, la resorcion 6sea.(47) En condiciones
de flujo, la colonizacion de las superficies de los tejidos blandos por A.
actinomycetemcomitans se  reduce por varias especies de
estreptococos, y especialmente por S. sanguinis, lo que indica los
posibles efectos beneficiosos de S. sanguinis para prevenir la
periodontitis causada por A. actinomycetemcomitans. (48) En la
periferia de las muestras de placa dental, Streptococcus spp. Aparece
en las puntas distales de Corynebacterium spp, junto con Haemophilus
spp. Aggregatibacter spp. y Porphyromonas spp., y parece mediar en
la asociacion de Porphyromonas spp. Con Haemophilus spp. Ademas
los Streptococos pueden crear un microambiente rico en CO., lactato
y acetato y bajo en oxigeno, lo que facilita la supervivencia
de Aggregatibacter spp., Capnocytophaga spp., Fusobacterium spp.
y Leptotrichia spp, en la capa interna de la placa dental. Por otro lado,
los estreptococos no solo eran visibles en la parte inferior, sino que
también aparecian en la periferia de la placa dental, lo que sugiere que
las especies de estreptococos son un objetivo espacialmente
disponible para la fijacion inicial de patdgenos.(49)

Segun los datos de secuenciacion de 16S rRNA, S. sanguinis parece
estar asociado con la salud periodontal. Sin embargo, no esté claro
si S. sanguinis en realidad promueve la salud bucal o si simplemente
sobrevive mejor en sitios saludables, lo que lo convierte en un
indicador de salud bucal mas que en una causa. Ademas, también es
un objetivo de unién paraP. gingivalisy F. nucleatum. En los
modelos actuales de periodontitis, existen patégenos en la biopelicula
formada en las superficies de los dientes dentro de la bolsa
periodontal, y luego atacan las células epiteliales orales cercanas.
(50) Debido a las condiciones complejas en la cavidad oral, como el
flujo salival, la respuesta del sistema inmunitario y el sangrado, es
dificil establecer un modelo in vivo que comience con una biopelicula

de S. sanguinis formada en la bolsa periodontal y luego implique un
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patdgeno de entrada para inducir periodontitis. Para simplificar el
problema, la primera pregunta que debemos aclarar es si la
colonizacion de S. sanguinis en las superficies de los dientes afecta la
fijacion y la formacion de biopeliculas de los patégenos asociados a
la periodontitis. La segunda pregunta es cdmo responde S.

sanguinis al apego del patégeno. (26)

e S. sanguinis en la endocarditis infecciosa

Ademas de su papel como colonizador primario en la cavidad oral, S.
sanguinis es mejor conocido como una causa de endocarditis
infecciosa, una infeccion de las valvulas o el revestimiento
endocardico del corazon. De hecho, S. sanguinis se conocié por
primera vez como ' Streptococcus sbe', por ‘endocarditis bacteriana
subaguda’, y se reconocié como una causa de endocarditis mucho
antes de ser identificado como un habitante de la cavidad oral. (50)

La endocarditis comienza cuando el agente causal ingresa al torrente
sanguineo para causar una bacteriemia y luego es transportado por la
sangre al corazon. Para los estreptococos orales, la atencion a menudo
se centra en los procedimientos dentales invasivos como causa de
bacteriemia, aunque los estreptococos, después de llegar al corazon, S.
sanguinis debe adherirse al endocardio. Dada la importancia de la
formacion de biopeliculas para la adhesion en la cavidad oral, seria
razonable sospechar que la formacion de biopeliculas también podria
ser importante para la adhesion a las superficies endocardicas. De
hecho, la endocarditis a menudo se considera un ejemplo de una
enfermedad mediada por biopeliculas primero,(51) la endocarditis
ocasionalmente acomparia a infecciones de dispositivos cardiacos

implantados, como marcapasos o desfibriladores.(50)

2.2.2.2 ACTINOMYCES VISCOSUS:

Antiguamente fue llamada Odontomyces viscosus, se encuentran en el dorso

de la lengua, criptas amigdalinas, biopelicula de placa supra gingival,

calculos y caries de raiz. (27)

a) Taxonomia:

El género Actinomyces fue nombrado por primera vez por Harz en 1877, al

31

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadament

esta tesls



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

describir un agente causante de la actinomicosis bovina, las especies (por
ejemplo, A. israelii, A. odontolyticus) son los mas basicos y mas importantes
en sisteméatica bacteriana. Durante los dltimos afios, la taxonomia de
Actinomyces ha experimentado cambios y expansiones considerables.
Johnson et al. (1990) (52) han propuesto la subdivision de A. naeslundii en 3
nuevas genoespecies: la genoespeciel incluyeron A. naeslundii serotipo I; la
genoespecies2 incluyeron A. naeslundii serotipo Il y Ill, y cepas de A.
viscosus (serotipo I1); las genoespecies 3 comprendieron Actinomyces WVA
963. (53)

A. naeslundii y A. viscosus se diferencian como especies separadas en funcién
de sus reacciones bioquimicas, A. naeslundii es catalasa negativa y ureasa
positiva, mientras que A. viscosus es catalasa -positivo y ureasa negativo.(18)
¢ Reino: Actinobacteria

e Clase: Actinobacteria

e Subclase: Actinobacteridae

Orden: Actinomycetales

Suborden: Actinomycineae

Familia: Actinomycetaceae

Género: Actinomyces

Especie: A. viscosus (1)
b) Morfologia y estructura:
e Caracteristicas macroscopicas:
Las colonias son circulares, convexa, de borde entero, de un color blanco
palido, brillante y transparente. Pueden ser de tamarfio grande o pequefio.
1)
e Caracteristicas microscopicas:
Los A. viscosus son barras pleomorfas Gram positivas, puede presentar
forma curva, filamentosa larga o corta observandose por microscopia
como formas ramificadas, las grandes y lisas presentan una configuracién
de V, Y y Ty las pequefias y asperas se observan como filamentos de
ramificacion corta.(54) (27)
El andlisis de la secuencia de nucleotidos del gen bacteriano 16S rRNA

ha ampliado su capacidad de identificar. La hibridacion ADN-ADN se
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ha utilizado para la deteccidon e identificacién de especies y gen o
especies de Actinomyces.(18)
¢) Factores de Virulencia:
Su factor de virulencia més resaltante son las fimbrias, la cual le da buena
capacidad de adherirse, las fimbrias tipo | tiene afinidad por las proteinas ricas
en prolina, estaterina, IgA secretora, la cistatina, mucina, lactoferrina,
lisozima, y Amilasa, asi como por la superficie del esmalte dental a través de
un mecanismo adhesina-receptor; mientras que las fimbrias tipo 2 (lectinas
fimbriales) se unen a las superficies epiteliales y bacterianas, facilitan su
fagocitosis al reconocer los receptores que contienen lactosa en los leucocitos
polimorfonucleares. (55)
La adhesion también tiene lugar por los mutanos, dextranos y lévanos
formados por medio de exoenzimas a partir de polisacaridos intracelulares
y extracelulares de alto peso molecular en presencia de sacarosa, siendo los
mutanos compuestos que tienen gran funcién adhesiva y los otros dos usados
como reserva alimenticia. (1)(18) El dextrano la molécula que une a los
organismos, los estreptococos pueden unir dextrano a su superficie celular y
este para unirse a A. viscosus lo contrario también es cierto, el dextrano unido
a Actinomyces esta disponible para unirse a los estreptococos. Es posible que
las "mazorcas de maiz presentes en la placa sean estreptococos unidos a un
Actinomyces por el dextrano. El receptor de dextrano en la pared celular de
Actinomyces es una proteina o estd asociado con una proteina, el sistema
receptor natural podria consistir en una cantidad de 1,6 unidades de glucosa
unidas a una glicoproteina del huésped o de la pared celular de algunas otras
bacterias. Sin embargo, parece probable que, dada su capacidad de enlace lo
usaria si surgiera la ocasion. (24)
Las adhesinas también median la union de A. viscosus a las células huésped,
y a otras bacterias que implican la coagulacion intra o intergenérica.
Fijacion bacteriana y coagulacion

La adhesion generalmente tiene lugar a través de adhesinas, ubicadas en la
superficie bacteriana o fimbrias, que interactian ain mas con moléculas o
ligandos diana especificos. Después de esta adhesion inicial a una superficie,
puede ocurrir mas anclaje fisico llamado apego. El apego es un paso esencial

para una mayor colonizacion. Cuando las bacterias se han unido firmemente,
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comienzan a crecer y comunicarse Yy, por lo tanto, las biopeliculas pueden
desarrollarse ain mas.(56) La coagulacién es un proceso en el que distintas
bacterias en suspension en el desarrollo de biopeliculas de multiples especies
se unen entre si con moléculas.(57) En la agregacion, las cepas bacterianas se
unen especificamente a otras bacterias. Cada especie parece tener parejas
especificas, como Streptococcus sp. o Porphyromonas gingivalis con
Actinomyces naeslundii y Prevotella loescheii con Actinomyces israelii.
Ademas, ciertas cepas de Capnocytophaga se agrupan con cepas de
Actinomyces israelii pero no con Actinomyces viscosus ni con ningln
estreptococo lo que sugiere que la adhesién entre parejas depende mucho de
la especie. Las interacciones entre diferentes bacterias y entre bacterias y su
huésped son factores que controlan el equilibrio dentro de la microbiota y el
desarrollo de posibles afecciones patoldgicas (Kolenbrander 2000).(58) (18)
d) Fisiopatologia:
Mecanismos de adhesion de Actinomyces
A. viscosus, tienen una capacidad superior para adherirse a una superficie con
sus estructuras especiales de superficie, fimbrias tipo 1 y 2. (58)
La adhesion también se da por los mutanos, dextranos y lévanos, siendo los
mutanos los que tienen la mayor funcion adhesiva y los otros dos usados
como reserva alimenticia. (1)(18) Streptococcus sanguis y Streptococcus
mutans también sintetizan dextrano que se une a la célula, los Actinomyces
podrian usar el dextrano libre de células para formar agregados en la placa.
(24)
Las adhesinas también median la union de A. viscosus a las células huésped,
pero también a otras bacterias. (18)
Actinomyces viscosus pueden estar involucrados en la etiologia de la
enfermedad periodontal y la caries de la superficie de la raiz. Se ha
demostrado que los aislados de placa dentogingival humana inducen lesiones
periodontales y caries en la superficie de la raiz.(59) Ademas de su
colonizacidn constante de las lesiones cariosas de la raiz humana.(60)
Actinomyces en infecciones
Aunque las especies de Actinomyces son parte de la microbiota normal y
residente de distintas superficies de la boca, contribuyen a diferentes

enfermedades relacionadas con la placa, p. Ej. caries dental y enfermedades
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periodontales.(61) Los Actinomyces se encuentran cominmente en
infecciones endododncicas como parte de una infeccion polimicrobiana.
Aungue las especies de Actinomyces se han asociado con dientes con pulpas
necroticas, estan relacionadas principalmente con casos de tratamiento fallido
del conducto radicular.(62) Los Actinomyces son capaces de causar
infecciones extraradiculares, evitando asi la curacion periapical mediante la
terapia convencional. Los miembros del género también han sido
frecuentemente aislados de la dentina infectada de las lesiones activas de
caries de raiz.(62) Aunque especialmente A. naeslundii, A. israelii y A.
gerencseriae han sido las especies méas aisladas, el papel de las especies
individuales de Actinomyces en el proceso de caries de raiz sigue sin estar
claro.(18) Ademas, se han publicado varios informes de prevalencia de
especies de Actinomyces en la salud y la enfermedad periodontal. Sin
embargo, se ha informado que la microbiota actinomicetal subgingival (con
altas frecuencias de deteccion de hasta el 98%) tanto de pacientes con
periodontitis crénica como de pacientes periodontalmente sanos es muy
similar.(63)

Ademas de diversas infecciones orales, los actinomicetos pueden actuar como
patogenos principales que conducen a la actinomicosis oral adicional en
diferentes partes del cuerpo humano caracterizadas por la formacion de
abscesos, fibrosis tisular y drenaje de senos. Todas las especies de
Actinomyces etiolodgicamente involucradas en lesiones actinomicoticas en
humanos pertenecen a la microbiota autoctona patégena facultativa de las
superficies mucosas humanas, especialmente en la cavidad oral. A. israelii y
A. gerencseriae son, con mucho, los agentes mas importantes de esta
enfermedad;(64) sin embargo, algunas especies mas nuevas, como A.
turicensis y A. europaeus, también estan claramente asociadas con
infecciones mixtas en abscesos superficiales de tejidos blandos. Estas
especies patdgenas rara vez se aislan solas, sino mas bien como parte de una
infeccion polimicrobiana junto con varias especies aerobias y / 0 anaerobias.
(18)
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2.2.3 XILITOL:

El Xilitol es un poliol, es decir un alcohol de azlGcar ,como
sorbitol,mailtitol,manitol,erittritol,lactol e isomalt, cuya férmula molecular es
CsH1205 (1,2,3,4,5-pentahidroxipentano) ,presenta una estructura abierta, tiene
cinco grupos de hidroxilo(OH), cada uno de ellos estdn unidos a un atomo de
carbono, ademas de ser un edulcorante capaz de reemplazar a la sacarosa, €s
tolerado por los diabéticos de tipo | o tipo Il porque no depende de la insulina para
ser metabolizado por el organismo. Despertd el interés de numerosos investigadores
a nivel mundial, porque este presenta multiples ventajas se usan en la industria de
alimentos, farmacéutica y en la elaboracién de productos de higiene oral. (65) (66)
(67)

Su obtencion por la hidrogenacion de la D - xilosa presente en la materia vegetal,
ya sea por via quimica, o por via biotecnoldgica. La produccion de Xilitol por via
quimica en la escala industrial tuvo inicio en 1975, en Finlandia y es el Unico
actualmente utilizado para la produccion del Xilitol en gran escala. (68)

El Xilitol se presenta como un granulo solido cristalino de color blanco, las
particulas equidimensionales tienen un diametro medio de aproximadamente 0,4 —
0,6 mm, se encuentra de manera natural en algunas frutas y vegetales. Ha sido
aprobado en la dieta para el consumo humano en muchos paises. Actualmente, se
incorpora como edulcorante en varios productos: dulces, gomas de mascar,
confiteria, productos de higiene oral, cosméticos y medicamentos. (69)

El Xilitol es un componente natural de metabolismo diario del cuerpo humano,
produciendo hasta 10 gr por dia al ser metabolizados los hidratos de carbono, se
encuentra en gran diversidad de verduras y frutas, alrededor de un tercio del xilitol
ingerido es absorbido por el higado, los otros dos tercios se dirigen al tracto
intestinal donde las bacterias estomacales los degradan y los eliminan.
Actualmente, se incorpora como edulcorante en varios productos: dulces, gomas de
mascar, confiteria, productos de higiene oral, cosméticos y medicamentos.(70) (69)
3.1Historia:

El descubrimiento del Xilitol se le atribuye al quimico aleman, premio nobel
de quimica, Emil Fisher y a su alumno Rudolf Stahel en 1891 vy ha sido
utilizado en la industria alimentaria como sustituto del aztcar desde finales de

1960 , durante la Segunda Guerra Mundial en Finlandia que al estar en guerra
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con Rusia y Alemania no dispone de azlicar y finalmente recurre al
descubrimiento de Fischer, para ello extrajeron el azlcar de madera o azucar
de abedul, que a través del uso de la hidracina, aislada de un compuesto al que
Ilamaron Xilitol, como resultado de la investigacién de los derivados de la
xilosa. (70) (71)

Posteriormente, la produccion de Xilitol se amplié con el uso de diversas
plantas que contienen polisacarido Xilano. Con el proceso quimico de
elaboracion de estas plantas se obtiene el mismo tipo de xilitol que produce el
organismo, por lo tanto, es considerado un producto totalmente natural.(72)
(73)

3.2 Descripcion Y Etiologia:

Segun Cobos, afirma que el Xilitol proviene del griego “xylon”, que significa
recipiente para transportar agua, refiriéndose el sufijo “ol” a la naturaleza
quimica de la molécula. Desde el punto de vista quimico, pertenece a los
alcoholes de azucar, que son alcoholes polioles o polivalentes, sin existir
relacion de este con el etanol u alcohol ordinario, al contrario, se refiere a la

clasificacion quimica de las moléculas. (69)

Segun Bravo et, al afirman que el Xilitol es un alcohol con estructura de cinco
atomos de carbono, llamado poliol, se encuentra presente en la corteza del
arbol abedul, asi como en distintas verduras y frutas, con un sabor dulce

similar a la sacarosa y con solamente dos tercios de las calorias.(74)
3.3 Taxonomia:

Teniendo en cuenta que la principal fuente de produccion del Xilitol es el

abedul, la taxonomia es:

e Reino: Plantae

e Subrieno: Eukaryota

e Clase: Magnoliopsida

e Subclase: Magnoliosida
e Orden: Falages

e Familia: Betulaceae

e Género: Betula
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e Especie: Betulaalba L. (70)
3.4 Propiedades:

3.4.1 PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS:

Soumitra (1998), menciona que las propiedades fisicas y quimicas del

Xilitol son:

e Formula empirica: C5H1205
e Masa molar: 152.15 g/ mol
e Apariencia: Polvo cristalino
e Color: Blanco
e Sabor: Dulce
e Olor: Ninguno
e Punto de fusion: 92-96 ° C
e Punto de ebullicion: 216 ° C (a 760 mmHg)
e pHenagua (1g/10ml): 5a7
e Densidad: 1,03 g/ ml
e Solubilidad: 63 g/100g
e Viscosidad: 1,23 (a20° C)
e Calor de la solucion: 34,8 cal / g
e Valor Calorico: 4,06 cal / g
e Indice de refraccion (25° C): 1.3471
e Estabilidad: Estable a 120 ° C (no carameliza)
e Poder edulcorante: Similar a la sacarosa, superior al del sorbitol
y al manitol (75)
Quimicamente el Xilitol es un polialcohol de cinco atomos de carbono

que posee caracteristicas que lo convierten en elemento de beneficio para
la salud integral. Este contiene un nivel edulcorante similar a la sacarosa,
con la ventaja que el contenido caldrico es inferior con respecto a esta.
Se encuentra en cantidades minimas, especialmente en frutas y vegetales,
aunque es obtenido de manera industrial por hidrogenacion quimica de
la xilosa, conteniendo calor de disolucion negativo, lo que origina la

sensacion refrescante cuando es ingerido por via oral. (69) (65) (73)

Las propiedades quimicas mas importantes del Xilitol en relacién a la

caries dental son:

1. Estimulacién de la secrecion salival: Estudios realizados sugieren

que el Xilitol en la cavidad oral aumenta la secrecién del acido
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sialico o sialoproteinas y el sulfato en saliva, compuestos que
proporcionan viscoelasticidad y lubricacién a la saliva. Aumentan la
actividad de la Lactoperoxidasa como mecanismo de defensa.
Estudios indican que el consumo de grandes dosis de Xilitol esta
asociado con el incremento de ion tiocianato en saliva aumentando
de esta manera las defensas salivales. El Xilitol aumenta la
produccion de Bicarbonato en la saliva completa, debido a que tiene
un efecto favorable en la produccién, actividad y estabilidad de la
anhidrasa carbonica. El Bicarbonato eleva los niveles de pH de la
saliva disminuyendo su acidez.

2. Eleva la concentracién de ciertos electrolitos en los fluidos orales

3. Incrementa el poder buffer de la saliva, regulando el PH tanta en la
saliva como en la placa

4. Con el consumo del Xilitol el metabolismo proteinico aumenta
significativamente el metabolismo del nitrogeno, elevandose la
concentracion de amonio, elemento que va a controlar el PH de la
placa dental

5. El Xilitol interactta con el Calcio (Ca) y otros cationes polivalentes
formando complejos estables en saliva, placa dental y en lesiones
cariosas, gobernando el destino del Ca en este entorno. Estos
complejos se forman por el desplazamiento de las moléculas de agua
en la solvatacion (disolucién de un sélido en un solvente) del Ca por
grupos OH del Xilitol, asi el Xilitol estabiliza el calcio formando
compuestos Xilitol-Calcio en el medio oral, cumpliendo su funcion
de remineralizacion.(76) (77)

3.4.3 PROPIEDADES TERAPEUTICAS:

Entre las propiedades terapéuticas del Xilitol se pueden mencionar las

siguientes:

Sus propiedades quimicas mas importantes en relacion con la caries dental

son.

1. Estructura de cadena abierta
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Ausencia de grupos reductores de carbonilo, factor que confiere al
Xilitol mayor estabilidad quimica que las aldosas y cetosas que
contienen el mismo namero de carbonos que el Xilitol.

Una molécula més corta comparada con los hexitoles

La similitud en la configuracion en varios atomos de Carbono con los
azlcares comunes

La capacidad del Xilitol para formar complejos con ciertos cationes
metalicos (Ca2 +, por ejemplo) o compuestos que contienen estos
atomos metalicos.(76)

La anticariogenicidad es uno de las principales propiedades del
Xilitol, por la ausencia de fermentacion por bacterias del género
Streptococcus, mediante la inhibicion del crecimiento bacteriano,
presente en la saliva y la biopelicula que se forma en la superficie de
los dientes. También evita la inflamacion de las encias, minimiza el
efecto adherente de los microorganismos y evita el proceso de
desmineralizacion del esmalte dental mediante la reduccién de la
produccion de los &cidos. (78)

Controla los niveles de glucosa en la sangre, el peso corporal y los
lipidos, son las metas fundamentales para el tratamiento de la diabetes
en la actualidad, por lo tanto, el Xilitol al no contener fructosa dentro
de su composicion no representa riesgo en los niveles de insulina y
glucosa en sangre, evitando el riesgo de patologias metabolicas y

auxiliando en la resistencia a la insulina. (79)
MECANISMO EN LA PREVENCION DE CARIES

El Xilitol puede ser incorporado por el Streptococcus mutans y, a
continuacion, se puede inhibir el proceso del glicdlisis de estos
microorganismos por el uso del sistema de fosfotransferasa fructosa,
lo que interfiere en su crecimiento y el metabolismo. Dentro de la
celula de las bacterias, la molécula de este azucar es fosforilada, lo
que resulta en la produccién de Xilitol-5-fosfato, que no puede ser
metabolizado. La acumulacion de este metabolito da como resultado
la inhibicion de la produccidn de la enzima glucolitica. Después de la

administracion de Xilitol a Streptococcus mutans. (68)
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El principal objetivo en la Odontologia moderna es la prevencion de
caries que empieza con los pacientes pediatricos, al ser un edulcorante
el Xilitol produce la estimulacion salival, por lo que aumenta los
mecanismos de defensa frente a los iones acidos de las bacterias,
produciendo que su capacidad aumente, en cuanto a sus efectos
microbioldgicos actia como bacteridstico frente al streptococcus
mutans. (68)

El mecanismo de accion del Xilitol sobre Streptococcus mutans,
estudios afirman que actla inhibiendo el crecimiento del
microorganismo en la saliva y en la placa basandose en el
establecimiento de un ciclo estéril de consumo de energia intracelular
que rompe la cadena energética del fosfato mediante la inhibicidon in
vitro la produccién de polisacaridos de las cepas, también actta sobre

el Streptococcus sanguis y Streptococcus salivares(78)
BENEFICIOS DEL XILITOL

Los beneficios para la salud fue reconocida en Finlandia, en 1970,
usando un modelo animal, la primera goma de mascar desarrollada
con el objetivo de disminuir la caries y mejorar la salud bucal, gracias
a sus propiedades quimicas, contribuye a neutralizar los &cidos de la
placa, ayuda a mantener a mantener la mineralizacion del esmalte y
reduce la sensacion de sequedad bucal al incrementar la secrecion
salival.(79)

De acuerdo a la literatura la dosis sugerida del Xilitol es de 5 a 6
gramos 3 veces al dia para lograr un efecto clinico, es tolerado cuando
se ingiere en dosis espaciadas de maximo de 20 gramos cada una
llegando a un maximo de 60 gramos diarios.En nifios,la
AAPD(Amarican Academy of Pediatric Dentistry) afirma que para
obtener una evidencia clinica se requiere una dosis total de 3 a 8
gramos al dia dividido en dos dosis disponible en el

comercio:jarabe,chicle y pastillas.(79) (80)
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1 AMBITO DE ESTUDIO:

3.1.1 Ambito General:
La presente investigacion se realizd en la Universidad Nacional del
Altiplano de la ciudad de Puno, Provincia de Puno y Region de Puno, que
esta ubicado al extremo sur este del Perd, entre los 13° 00* y 17° 08’ latitud
Sur y enlos 71° 08’ y 68° 50’ longitud Oeste del meridiano de Greenwich,
a orillas del Lago Titicaca; cuenta con una extension territorial de 71 999,0
km2 (6 por ciento del territorio nacional) siendo el quinto departamento méas
grande en el ambito nacional. Limita por el norte con la regién Madre de
Dios, por el este con la Republica de Bolivia, por el sur con la regién Tacna
y la Republica de Bolivia y por el oeste con las regiones de Moquegua,

Arequipa y Cusco.

3.1.2 Ambito Especifico:
La investigacion se realizO especificamente en el laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Medicina Humana, en la Universidad

Nacional del Altiplano — Puno.

3.2 TIPO, DISENO Y NIVEL DE LA INVESTIGACION:

Disefo de la Investigacion:
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ﬂ. UNIVERSIDAD

» Cuasi experimental: porque tiene el mismo proposito que un estudio
experimental probar la existencia de una relacion causal entre dos 0 mas

variables, excepto que los sujetos no se asigno aleatoriamente a los grupos.
Tipo de Investigacion:

» Segln el nimero de mediciones: Longitudinal
> Segun la cronologia de la observacion: Prospectiva
> Nivel de la Investigacion:
- Nivel aplicativo: Ya que hubo una intervencion que plantea resolver
problemas e intervenir en la historia natural de la enfermedad.

» Meétodo: Deductivo analitico

3.3 GRUPO DE ESTUDIO:

3.3.1 Muestra: Cepas de Streptococcus sanguinis y Actinomyces Viscosus,
inoculadas en 30 placas Petri, con 21 repeticiones para cada grupo
experimental y grupo control, haciendo un total de 210 muestreos. (81) (82)

a. Grupo Experimental:

- Grupo experimental 1 (GEi): Xilitol al 25% sobre la bacteria
Streptococcus sanguinis

- Grupo experimental 2 (GEz): Xilitol al 50% sobre la bacteria
Streptococcus sanguinis

- Grupo experimental 3 (GEs): Xilitol al 75% sobre la bacteria
Streptococcus sanguinis

- Grupo experimental 4 (GE4): Xilitol al 100% sobre la bacteria
Streptococcus sanguinis

- Grupo experimental 5 (GEs): Xilitol al 25% sobre la bacteria
Actinomyces viscosus

- Grupo experimental 6 (GEs): Xilitol al 50% sobre la bacteria
Actinomyces viscosus

- Grupo experimental 7 (GE7): Xilitol al 75% sobre la bacteria
Actinomyces viscosus

- Grupo experimental 8 (GEs): Xilitol al 100% sobre la bacteria
Actinomyces viscosus

b. Grupo Control:
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- Grupo control 1 (GCy): Clorhexidina al 0.12% sobre la bacteria

Streptococcus sanguinis
- Grupo control 2 (GC»): Clorhexidina al 0.12%

Actinomyces viscosus

» Caracteristicas del Grupo de Estudio:

a. Criterios de inclusion

sobre la bacteria

Placas con siembra adecuada de Cepas de Streptococcus

sanguinis y Actinomyces viscosus.

Placas que después del proceso de incubacion no presenten

contaminacién

Placas que después del proceso de incubacion presenten halos

de inhibicién en dptimas condiciones.

b. Criterios de exclusion

3.4 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES:

Presencia de otros microorganismos en las placas Petri

Placas que presenten defectos por manejo de laboratorio

catalitica de

pentitol, se obtiene por Ia
hidrogenacion (reduccién)
la D-xilosa.
Posee casi la misma dulzura
de la sacarosa pero aporta
un 40% menos de calorias.

100%

Variables | Definicion Indicadores Sub indicadores |Instrumento | Tipo de
variable

Variable Independiente

XILITOL |Alcohol de azucar del grupgConcentraciones | 25%, 50%, 75%, [Ficha de Cuantitativo

recoleccion de
datos

de razon.

Variable Dependiente

Inhibicion
de
crecimiento
de
Streptococc
us sanguinis
ATCC
10556)

al biofilm de placa

medida primaria de

prevencion.

Microorganismo asociado

saludable, colonizador
pionero en la formacion
del biofilm por la cual su
inhibicion constituye una

Diametros de
halo de
inhibicién

Escala de
Duraffourd.

- Nula > 0=a8mm.

- Sensible =a 9-14
mm.

- Muy sensible =a 15
-19 mm.

- Sumamente sensible
=< 20mm.

Ficha de
recoleccion de
datos

Cuantitativo
de razon.
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Inhibicién | Microrganismo pionero en| Didmetros de | Escala de Ficha de Cuantitativ
de la formacién del biofilm, | halos de Duraffourd. recoleccion de| o de razon.
crecimiento | su inhibicién constituye | Inhibicién - Nula>o=a8mm. |4,
. . - Sensible =a 9-14
de una medida preventiva mm.
Actinomyces| ideal. - Muy sensible = a
Viscosus 15 -19 mm.
ATCC - Sumamente
15087) sensible =< 20mm.
\Variable Interviniente
Tiempo Periodo determinado Horas - 24y 48hrs Reloj Cuantitativo
durante el que se realiza de razén
una accion o se desarrolla
un acontecimiento.

3.5 TECNICA E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS:

a) Técnica: Observacion directa.
b) Instrumentos:
e Documental: Fichas de recoleccion de datos

e Mecanico: Vernier digital y/o regla milimetrada
3.6 MATERIALES:

a) Equipos de Laboratorio:

- Autoclave (horno a presion de calor himedo)
- Estufa esterilizada de 5°C a 220°C
- Incubadora bacteriana.
- Jarra anaerobica
- Contador de colonias.
- Cocina eléctrica
- Mechero Bunsen
- Balanza Electronica
- Estufa
b) Reactivos
- Medios de cultivo (Agar Mitis Salivarius, Agar Base, Agar Mueller
Hinton)
- Caldos (Tripticasa de soya)
- 01 frasco de Clorhexidina al 0.12%
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- Agua destilada y suero fisioldgico
- Alcohol al 96%
c) Materiales de vidrio:
- Placas Petri
- Matraz Erlenmeyer de 250ml, 300ml y 500ml
- Tubos de ensayo
- Pipeta Calibrada
d) Materiales de Laboratorio:
- Regla metélica milimetrada para medir espacios
- Papel filtro
- Hisopos estériles
- Algodén
- Jeringas descartables de 5ml, 10ml y tuberculina
- Papel craf y papel aluminio
- Biofil (cinta para sellar placas)
e) Elementos de Bioseguridad:
- Guantes quirdrgicos estériles
- Anteojos transparentes
- Mandil color blanco
- Gorra color blanco
- Mascarilla desechable
- Detergente, desinfectantes y jabén carbolico.
- Escobilla para lavado de manos
f) Infraestructura:
- Laboratorio de Microbiologia de la Facultad De Medicina Humana de la
Universidad Nacional del Altiplano de Puno.
g) Elementos Auxiliares de registro
- Cémara fotografica digital 7,5 mega pixeles y computadora

- Papel, lapiz y lapiceros

3.7 PROCEDIMIENTO DE RECOLECCION DE DATOS:

3.7.1 Obtencidén de Bacterias:
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Para la obtencidn de las bacterias para este estudio se asumid las indicaciones
y recomendaciones del Laboratorio GenLab del Peru SAC, encargada de la
importacion de las bacterias, el cual envio también las especificaciones
Streptococcus sanguinis ATCC 10556 y Actinomyces viscosus ATCC 15987.
Una vez recibidas se conservo a menos dos grados centigrados antes de su

activacion y replica.

3.7.2 Siembray Activacion de Bacterias:

- Paraactivacion de las bacterias Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) y
Actinomyces viscosus (ATCC 15987) se prepar0 los agares Mitis salivarius
y agar Sangre para cada bacteria respectivamente

- Pesamos en la balanza de precision 1.8 gr del agar Mitis salivarius en 20
ml de agua destilada por indicacion del rotulo del agar; 0.8 gr de agar base
mas 0.04 gr de Tripticasa de soya (que representa el 5 %) para el Agar
Sangre férmula establecida para esta preparacion con 20 ml de agua
destilada.

- Posteriormente se preparé la solucion en matraces Erlenmeyer disolviendo
al calor en cocina eléctrica sellados con papel aluminio y papel craf. Para
su esterilizacion y licuefaccion a una temperatura de 120°C en 20 minutos
en autoclave.

- Se procedi6 al plaqueo en las placas petri previamente esterilizadas. Dejar
enfriar hasta el proceso de gelificacion.

- Unavez listo los agares de cultivos se procedi6 a colocar la solucién buffer
en un tubo de ensayo estéril, esta solucion buffer es proveida por el
laboratorio

- Después de esto se procedid a retirar los microrganismos de su envase,
para esto se debe tener todas las medidas de bioseguridad para evitar la
contaminacion de las bacterias

- Se procede a sembrar el microrganismo en el agar ya preparado

- Sellamos las placas Petri con biofil (cinta para sellar), rotulamos las placas

- Colocamos las placas Petri en un frasco de anaerobiosis y la llevamos a la
incubadora a una temperatura de 37° por 24 horas.

3.7.3 Preparacion de medios de cultivos:

a. Preparacion del Agar Mitis Salivarius:
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- Para la preparacion del agar sacamos las proporciones con la regla de
tres simple segln las indicaciones del agar :
e Agar Base:
500gr —* 12500ml
X — 300ml
X=12gr
e Agar Mitis Salivarius (5%):

12gr —100%
X—> 5%
X=0.6gr
Agar Base + Agar Mitis Salivarius (5%)

- En 300 ml de agua destilada en matraz Erlenmeyer se trasvasa para
diluirlos en calor en la cocina eléctrica, previamente sellados con papel
aluminio y papel craf.

- Una vez disuelta los agares se llevo al autoclave para su esterilizacion
y licuefaccion, a 120 ° por 20 min

- Se dejo enfriar a 45- 50° antes de colocarlos en las placas petri
previamente esterilizadas. Al enfriar los agares toma un estado
gelificado.

b. Preparacién del Agar Sangre:
- Primero sacamos las proporciones con la regla de tres simple segun las
indicaciones del agar :
e Agar Base:
500gr — 12500ml
X — 300ml
X=12gr
e Tripticasa de Soya (5%):
12gr —>100%
X—> 5%
X=0.6gr

- Medimos 300 ml de agua destilada en la probeta
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Colocamos los agares y el agua destilada en el matraz Erlenmeyer para
posteriormente calentarlo en la cocina eléctrica, previamente sellados
con papel aluminio y papel craf.
Una vez disuelta los agares se llevé al autoclave para su esterilizacion
y licuefaccion, a 120 ° por 20 min
Colocamos el 5% de sangre que segln la regla de tres simple saldria de
la siguiente manera
300mlI — 100%

X—> 5%

X=15ml
Una vez colocado 15 ml de sangre se dejé enfriar a 45- 50° antes de
colocarlos en las placas petri previamente esterilizadas. Al enfriar los
agares toma un estado gelificado.

3.7.4 Preparacion de Xilitol:

Segun la normalidad (propiedad de una disolucion) y las propiedades
del xilitol se sacaron las proporciones de la siguiente manera:
Peso mol del Xilitol = 152.15 gr
Normalidad = peso mol
1 L de solvente
=152.15¢gr
1 L (agua destilada)

Solo se necesitd 100 ml de disolucion y segun la regla de tres simple:
152.15gr — 1000ml (1L)
X—> 100ml
X=15.215 gr
Se disolvio el Xilitol en agua destilada en un matraz Erlenmeyer segun
la proporcion.
Procedimos a colocar las disoluciones en tubos de prueba y estériles
previamente rotulados de la siguiente manera:
v’ Laprimera concentracion es al 100%, sacamos 10 ml con una jeringa
descartable del matraz que contiene le Xilitol disuelto.
v’ La concentracién al 75 % se obtuvo agregando 7.5 ml del matraz

(con el Xilitol disuelto al 100%) y 2.5 ml de agua destilada pura.
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v" La concentracion al 50 % se obtuvo agregando 5 ml del matraz (con
el Xilitol disuelto al 100%) y 5 ml de agua destilada pura
v' La concentracion al 25 % se obtuvo agregando 2.5 ml del matraz
(con el Xilitol disuelto al 100%) y 7.5 ml de agua destilada pura
3.7.5 Prueba de Susceptibilidad Microbiana por el Método de Difusion en Agar
Segun Kirby Bauer
a. PREPARACION DEL ESTANDAR 0.5 MC FARLAND PARA EL
INOCULO:
- El inéculo del Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) vy
Actinomyces viscosus, fue preparado extrayendo las colonias de
sus respectivas placas con hisopo estéril, para la muestra en 10 ml
de suero fisioldgico.
- Serepartié la muestrade 1 mlen tubo de 9 ml de suero fisiolégico
denominado tubo de 10
- Del tubo de 10 se trasvaso 1 ml a un tubo de 9 ml de suero
fisioldgico denominado tubo 1072
- Del tubo de 1072 se trasvaso 1 ml a un tubo de 9 ml de suero
fisioldgico denominado tubo 107
- Del tubo de 107 se trasvaso 1 ml a un tubo de 9 ml de suero
fisiol6gico denominado tubo 10
- Se midi6 todos los tubos en espectrofotometro, el tubo que
marcaba una turbidez de 0.5 de Mac Farland, es el que
corresponde a una concentracion de 1.5x10° alfa unidades
formadoras de colonias
b. INOCULACION DE LAS PLACAS POR EL METODO DE
ESTRIAS POR AGOTAMIENTO
Se inoculé con el contenido de ambos tubos de ensayo, con las cepas
de Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) y Actinomyces viscosus
distribuyéndolos en a las placas Petri con el agar Mitis salivarius y Agar
sangre respectivamente, siendo la siembra por agotamiento con
hisopado en tres direcciones para asegurar la distribucién uniforme,
repitiendo el procedimiento en las 30 placas Petri.
c. APLICACION DE LOS DISCOS POR EL METODO DE KIRBY
BAUER (83)
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- Primeramente se rotulo las placas separandolas por bacterias (S.
sanguinis y A. viscosus) y concentraciones (100%,75%, 50% y
25%)

- Se realizo siete pocillos separados uniformemente, se colocé los
discos de papel filtro ya esterilizados, dentro de los pocillos con la
ayuda de una pinza estéril.

- Seguidamente con una pipeta automatica se suministré 10l del
Xilitol en sus diferentes concentraciones 100%,75%, 50% y 25%
dentro de los pocillos con papel filtro, en 3 placas Petri para cada
concentracion y bacteria.

d. INCUBACION

- Antes de llevar a la incubadora se sellaron todas las placas Petri
biofil (cinta para sellar)

- Setuvo en reposo por 30 minutos todas las placas.

- Pasado el tiempo se coloco las placas Petri en posicion invertida a
37°C en la incubadora.

- Después de las 24 y 48 horas de incubacion se examino cada placa
y se midid los didmetros de los halos de inhibicion alrededor de
cada disco.

3.7.6 Recoleccion de Datos
a. Pasados las 24 y 48 horas se registrd los datos observados en la ficha de
recoleccion de datos. Utilizando vernier y contador de colonias para medir
el halo de inhibicion.
b. EIl efecto inhibitorio se considerd en base al didmetro de los halos de
inhibicidn segln la escala de Durafford:
v" Nula>o0=a8 mm.
v Sensible = a 9-14 mm.
v" Muy sensible =a 15 -19 mm.
v" Sumamente sensible =< 20 mm.
c. Para el procesamiento de los datos se hizo uso del programa Excel.
d. Para la realizacion de cuadros y graficos estadisticos se uso el programa
de Infostat (version estudiantil).
3.7.7 Analisis Estadistico:
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Para interpretar los resultados en el presente estudio, en concordancia con los
objetivos e hipdtesis; se utilizd la prueba de t, para calcular la diferencia entre
la media de los promedios de halo de inhibicién de los diferentes tratamientos
y la media hipotética en relacion a la variabilidad de los halos de inhibicion; la
prueba de TUKEY entre los grupos de estudio para establecer si hay diferencias
significativas entre los tiempos; el Anélisis de Varianza de ANDEVA para
evaluar si existe diferencia estadisticamente significativa entre los promedios
de halo de inhibicion y para contrastar la igualdad de medias de tres 0 méas
poblaciones independientes, con distribucion normal con un valor de P< 0.05

considerado estadisticamente significativo, con un nivel de confianza al 95%.

Prueba de t: Prueba estadistica para evaluar la hipétesis nula de la media de

halo de inhibicion (diametro de halo en mm de Streptococcus sanguinis y

Actinomices viscosus) es igual a un valor especifico, con la siguiente férmula:
X—n

Sx.

Vn

t* =

e t=pruebatde muestra unica
e X = media muestral
e S = Desviacion estandar

e n =tamafio de repeticiones (mm)

Analisis de varianza: Es la prueba estadistica de significancia que analiza la
hipdtesis de las medias de dos 0 méas repeticiones son iguales, asimismo evalla
la importancia de uno o més factores al comparar las medias de la variable de

distintos tratamientos
Yij = p+tj +Eij

e Yij: variable objeto de estudio (mm)

e | Constante que indica la respuesta media de cada nivel

e tj: Efecto diferencial de nivel “j” recoge informacion de cada
tratamiento. Que es el objetivo del analisis.

e Eij: Termino error considerado, como variable aleatoria.
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Contraste de Tukey: Prueba todas las diferencias entre medias de tratamiento,
la Unica exigencia es que el nimero de repeticiones sea constante en todos los

tratamientos.
W = qt.giecyxVCMee/r

e Q= Amplitud total estandarizada. Valor encontrado.
e o= Nivel de significancia.

e t=NuUmero de tratamientos.

e Glee: Grado de libertad del error experimental.

e CMee: Cuadro medio del error experimental.

r: Numero de repeticiones de las medidas de los tratamientos.

3.8 CONSIDERACIONES ETICAS:

Se consideré todas las medidas de bioseguridad para el manejo de
microorganismos, asi también las indicaciones del laboratorio proveedor de las
cepas bacterianas. Se pidieron los respectivos permisos y certificaciones del trabajo
de investigacion:

a. Solicitud dirigida al Decano de la Facultad de Medicina Humana para el uso
del Laboratorio de Microbiologia.

b. Constancia de haber ejecutado el proyecto en el laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Medicina Humana

c. Certificado de analisis: especificacion de microorganismos liofilizados y
rendimiento, otorgado por el laboratorio proveedor.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES
4.1 RESULTADOS:

TABLA N°1: EVALUAR EL EFECTO INHIBITORIO DEL XILITOL EN
CONCENTRACIONES DE 100%, 75%, 50%, 25% SOBRE STREPTOCOCCUS
SANGUINIS (ATCC 10556) A LAS 24 HORAS.

PRUEBA EFECTO INHIBITORIO DEL XILITOL EN CONCENTRACIONES

ESTADISTICA DE 100%, 75%, 50%, 25% FRENTE A LA BACTERIA

DE t STREPTOCOCCUS SANGUINIS (ATCC 10556) A LAS 24 HORAS
100% 75% 50% 25%

PROMEDIO 12.77 mm 11.97 mm 11.09 mm 9.99 mm

DE +0.28 +0.28 +0.23 +0.23

LI 12.64 mm 11.84 mm 10.99 mm 9.89 mm

LS 12.89 mm 12.09 mm 11.19 mm 10.09 mm

Tcalculada 209.03 195.93 223.08 200.95

P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

Fuente: los investigadores.

INTERPRETACION: En el andlisis de la tabla 1 podemos mencionar que, la técnica
utilizada para la interpretacion del efecto inhibitorio del Xilitol al 25%, 50%, 75% y
100% frente a la bacteria Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) pionera en la
formacion del biofilm dental, se fundamenta en la presencia de halos de inhibicién que
son expresados en mm, observado in vitro a las 24 horas, los resultados obtenidos
podemos afirmar que t caiculada €S Mayor que t tbulada POr lo tanto son homogéneos y no
dispersos los datos, con valor de la media bajo la hipotesis nula, los resultados nos
demuestran que el mayor promedio de halo de inhibicidn para Streptococcus sanguinis(
ATCC 10556), se registra con la aplicacion de Xilitol al 100% con 12.77 mm por lo que
tiene un mejor efecto inhibitorio, el menor promedio se da con la aplicacion del Xilitol al
25% con 9.99 mm. Por lo que se concluye que a mayor concentracién con la aplicacion
del Xilitol mejor efecto inhibitorio frente a la bacteria Streptococcus sanguinis (ATCC
10556) a las 24 horas.
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FIGURA N° 1: PRUEBA ESTADISTICA DE COMPARACION DE TUKEY DE LA
ZONA DE INHIBICION CON XILITOL EN CONCENTRACIONES DE 25%, 50%,
75% Y 100% FRENTE A LA BACTERIA STREPTOCOCCUS SANGUINIS (ATCC
10556) A LAS 24 HORAS
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APLICACION DEL XYLITOL A LAS 24 HORAS

INTERPRETACION: Sometidos los datos de halo de inhibicion a la prueba estadistico
de analisis de varianza (ANDEVA), se observa que la Fcaiculada €5 mayor que la F tabular,
por lo tanto la variable aplicacién del Xilitol en concentraciones de 25%, 50%, 75% Y
100% tiene una diferencia significativa con un C.V. de 2.23 y una probabilidad de 0.05.
Por lo que se sometio a la prueba estadistica de contraste de Tukey con alfa = 0.05, DMS
=0.20663 y gl = 80 entre las medias de la zona de inhibicion con la aplicacién del Xilitol
en concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% frente a la bacteria Streptococcus
sanguinis (ATCC 10556), siendo el resultado marcadamente diferente entre las zonas de
inhibicion en favor a la concentracion del 100% del Xilitol frente a la bacteria
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) en relacion a las demas concentraciones, seguida
de la concentracion del 75% del Xilitol que es diferente y significativo en relaciéon a las
concentraciones de 50% y 25%, por ultimo existe diferencia significativa entre la
aplicacion de las concentraciones de 50% y 25% del Xilitol, en conclusion existe relacién
entre las variables de concentracion del Xilitol frente a la bacteria Streptococcus

sanguinis (ATCC 10556).
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TABLA N°2: EVALUAR EL EFECTO INHIBITORIO DEL XILITOL EN
CONCENTRACIONES DE 100%, 75%, 50%, 25% SOBRE STREPTOCOCCUS
SANGUINIS (ATCC 10556) A LAS 48 HORAS.

PRUEBA EFECTO INHIBITORIO DEL XILITOL EN
ESTADISTICA CONCENTRACIONES DE 100%, 75%, 50%, 25% FRENTE A LA
DE t BACTERIA STREPTOCOCCUS SANGUINIS (ATCC 10556) A
LAS 48 HORAS
100% 75% 50% 25%
PROMEDIO 13.31 mm 12.51 mm 11.82 mm 10.95 mm
DE +0.30 +0.30 +0.28 +0.22
LI 13.18 mm 12.38 mm 11.69 mm 10.85 mm
LS 13.45 mm 12.65 mm 11.95 mm 11.05 mm
Tcalculada 206.52 194.11 194.41 222.98
P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

Fuente: los investigadores.

INTERPRETACION: En la tabla 2 podemos observar el analisis estadistico de la prueba
de t de los datos obtenidos del halo de inhibicion de las concentraciones 25%, 50%, 75%
y 100% del Xilitol a la aplicacion in vitro de 48 horas frente a la bacteria Streptococcus
sanguinis (ATCC 10556) que esta presente en la actividad cariogenica, con los resultados
obtenidos mostrados en la tabla podemos mencionar que t caiculada €S Mayor que t tabular
por lo que afirmamos que no existe dispersion de los datos siendo estos homogéneos con
el valor de la media bajo la hipdtesis nula, resultando el mayor promedio de halo de
inhibicion para la bacteria Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) con la aplicacién de
Xilitol al 100% con un promedio de 13.31 mm, el menor promedio se da con la aplicacién
del Xilitol al 25% con 10.95mm. Por lo que se concluye que a mayor concentracion con
la aplicacién del Xilitol es mejor el efecto inhibitorio frente a la bacteria Streptococcus
sanguinis (ATCC 10556) a las 48 horas.
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FIGURA N° 2: PRUEBA ESTADISTICA DE COMPARACION DE TUKEY DE LA
ZONA DE INHIBICION CON XILITOL EN CONCENTRACIONES DE 25%, 50%,
75% Y 100% FRENTE A LA BACTERIA STREPTOCOCCUS SANGUINIS (ATCC

10556) A LAS 48 HORAS
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APLICACION DEL XYLITOL ALAS 48 HORAS

INTERPRETACION: En la prueba estadistico de analisis de varianza (ANDEVA) de
los datos del efecto inhibitorio a las 48 horas, se observa que la Fcaiculada €5 mayor que la
Ftabutar, POr lo que con la aplicacion del Xilitol en concentraciones de 25%, 50%, 75% Y
100% existe una diferencia significativa sobre el efecto inhibitorio, frente a la bacteria
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) con un C.V. 2.35 y una probabilidad de 0.05, por
lo que se sometio a la prueba estadistica de contraste de Tukey alfa = 0.05, DMS =
0.22177 y gl = 80 entre las medias de la zona de inhibicion con la aplicacién del Xilitol
en los diferentes concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% frente a la bacteria
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), siendo el resultado marcadamente diferente entre
la zona de inhibicion al 100% del Xilitol a las 48 horas con relacion a los demas
concentraciones, seguida mejor efecto inhibitorio con la concentracion del 75% de Xilitol
a las 48 horas en relacion a las concentraciones de 50% y 25%, por ultimo existe
diferencia significativa entre el tratamiento de concentraciones de 50% y 25%, en tal
sentido existe relacion entre las variables frente a la bacteria de Streptococcus sanguinis

(ATCC 10556),en sus concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% a las 48 horas.
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TABLA N°3: EVALUAR EL EFECTO INHIBITORIO DEL XILITOL EN
CONCENTRACIONES DE 100%, 75%, 50%, 25% SOBRE ACTINOMYCES
VISCOSUS (ATCC 15987) A LAS 24 HORAS.

PRUEBA EFECTO INHITORIO DEL XILITOL EN CONCENTRACIONES

ESTADISTICA DE 100%, 75%, 50%, 25% FRENTE A LA BACTERIA

DE t ACTINOMYCES VISCOSUS (ATCC 15987) A LAS 24 HORAS
100% 75% 50% 25%

PROMEDIO 13.11 mm 12.70 mm 12.40 mm 11.85 mm

DE +0.20 +0.17 +0.17 +0.26

LI 13.02 mm 12.62 mm 12.32 mm 11.73 mm

LS 13.20 mm 12.78 mm 12.48 mm 11.97 mm

T Calculada 30321 34780 33959 30321

P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

Fuente: los investigadores.

INTERPRETACION: En el célculo de datos del halo de inhibicién con la prueba
estadistica de t se observa en la tabla 3, los resultados obtenidos con la técnica utilizada
para la interpretacion de la zona de inhibicion del Xilitol en concentraciones de 25%,
50%, 75% y 100% frente a la bacteria Actinomyces viscosus (ATCC 15987),
microorganismo que forma parte de la cavidad oral, los halos de inhibicién son
expresados en mm, observado in vitro a las 24 horas, en los resultados obtenidos podemos
mencionar que t caiculada €S Mayor que t whular €N tal razon no existe dispersion de los datos
siendo estos homogéneos, el valor de la media bajo la hipdtesis nula, resultando el mayor
promedio de halo de inhibicion con la aplicacion del Xilitol a una concentracion de 100%
con un promedio de 13.11 mm, el menor promedio se da con la aplicacién del Xilitol al
25% con 11.85mm. Por lo que se concluye gue a mayor concentracion del Xilitol mejor

efecto inhibitorio frente a la bacteria Actinomyces viscosus (15987) a las 24 horas.
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FIGURA N° 3: PRUEBA ESTADISTICA DE COMPARACION DE TUKEY DE LA
ZONA DE INHIBICION CON XILITOL EN CONCENTRACIONES DE 25%, 50%,
75% Y 100% FRENTE A LA BACTERIA ACTINOMYCES VISCOSUS (ATCC 15987)
A LAS 24 HORAS
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APLICACION DEL XYLITOL A LAS 24 HORAS
INTERPRETACION: En la prueba estadistica de analisis de varianza de los datos del
efecto inhibitorio a las 24 horas, se observa que la F caiculada €5 mayor que la F tabulada, CON
la aplicacion del Xilitol en concentraciones de 25%, 50%, 75% Y 100% existe una
diferencia significativa en el efecto inhibitorio con un C.V. 1.62 con una probabilidad de
0.05,se sometio a la prueba estadistica de contraste de Tukey alfa =0.05, DMS =0.16391
y gl = 80 entre la zona de inhibicion con la aplicacion del Xilitol en sus diferentes
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% frente a la bacteria Actinomyces viscosus
(ATCC 15987), fue marcadamente diferente entre la zona de inhibicion, en favor al
tratamiento con Xilitol al 100% a las 48 horas, en relacion a los demas aplicaciones;
seguida la diferencia significativo con Xilitol al 75% a concentraciones de 50% y 25%,
por ultimo existe diferencia significativa entre el tratamiento de concentraciones de 50%
y 25%, en tal sentido existe relacion entre las variables en sus concentraciones frente a

la bacteria Actinomyces viscosus (ATCC 15987) a las 24 horas.
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TABLA N°4: EVALUAR EL EFECTO INHIBITORIO DEL XILITOL EN
CONCENTRACIONES DE 100%, 75%, 50%, 25% SOBRE ACTINOMYCES
VISCOSUS (ATCC 15987) A LAS 24 HORAS.

PRUEBA EFECTO INHIBITORIO DEL XILITOL EN
ESTADISTICA CONCENTRACIONES DE 100%, 75%, 50%, 25% FRENTE A LA
DE t BACTERIA ACTINOMYCES VISCOSUS (ATCC 15987)A LAS 48
HORAS
100% 75% 50% 25%
PROMEDIO 13.74 mm 13.23 mm 13.120 mm 12.83 mm
DE +0.27 +0.29 +0.29 +0.30
LI 13.61 mm 13.09 mm 12.97 mm 12.70 mm
LS 13.86 mm 13.36 mm 13.23 mm 12.97 mm
Tcalculada 229.16 206.54 205.91 194.60
P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

Fuente: los investigadores.

INTERPRETACION: En la tabla 4 se observa los resultados obtenidos del efecto
inhibitorio del Xilitol al 25%, 50%, 75% y 100% frente a la bacteria Actinomyces
viscosus(ATCC 15987), bacteria que inicia la formacion del biofilm, los halos de
inhibicion son expresados en mm, observado in vitro a las 48 horas, en los resultados
obtenidos podemos mencionar que t caiculada €5 Mayor que t woular indica que no existe
dispersion de los datos siendo homogéneos, el valor de la media bajo la hipdtesis nula,
teniendo el mayor promedio de halo de inhibicion para Actinomyces viscosus(ATCC
15987), se registra con la aplicacion de Xilitol al 100% con 13.74 mm, el menor promedio
con la aplicacién del Xilitol al 25% con 12.83 mm. Por lo que se concluye que a mayor
concentracion con la aplicacion del Xilitol mejor efecto inhibitorio frente a la bacteria
Actinomyces viscosus (ATCC 15987) a las 48 horas.
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FIGURA N° 4: PRUEBA ESTADISTICA DE COMPARACION DE TUKEY DE LA
ZONA DE INHIBICION CON XILITOL EN CONCENTRACIONES DE 25%, 50%,
75% Y 100% FRENTE A LA BACTERIA ACTINOMYCES VISCOSUS A LAS 48

HORAS
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INTERPRETACION: Sometidos los datos del halo de inhibicion a la prueba estadistico
de ANDEVA del efecto inhibitorio a las 48 horas, se observa que la Fcaiculada €5 mayor
que la F tabulada, POr consiguiente con la aplicacion del Xilitol en concentraciones de 25%,
50%, 75% Y 100% existe una diferencia significativa en el efecto inhibitorio conun C.V.
2.20 y una probabilidad de 0.05 a las 48 horas, se sometio a la prueba estadistica de
comparacion de medias de Tukey alfa = 0.05, DMS = 0.23537 y gl = 80 entre la zona
de inhibicion con la aplicacion del Xilitol en las concentraciones de 25%, 50%, 75% y
100% frente a la bacteria Actinomyces viscosus (ATCC 15987),fue marcadamente
diferente entre la zona de inhibicion a la aplicacion con Xilitol al 100% a las 48 horas
frente a la bacteria Actinomyces viscosus (ATCC 15987), en relacién a los demas
aplicaciones, seguida la diferencia significativo con la aplicacion con Xilitol al 75% a
las 48 horas, en relaciones a las concentraciones de 50% y 25%, por ultimo existe
diferencia significativa entre el tratamiento de concentraciones de 50% y 25%, en tal
sentido existe relacion entre las variables en sus cuatro concentraciones frente a la

bacteria Actinomyces viscosus(ATTCC 15987) a las 48 horas.
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TABLA N°5: COMPARACION DEL EFECTO INHIBITORIO DEL XILITOL EN
CONCENTRACIONES DE 100%, 75%, 50%, 25% A LAS 24 Y 48 HORAS Y
CONTROL POSITIVO (CLORHEXIDINA 0.12%) SOBRE LA BACTERIA
STREPTOCOCCUS SANGUINIS (ATCC 10556)

COMPARACION DEL EFECTO IHHIBITORIO DEL XILITOL CONTROL
POSITIVO (CLORHEXIDINA 0.12%) SOBRE LA BACTERIA STREPTOCOCCUS
SANGUINIS (ATCC 10556)

TIEMPO 24 HORAS 48 HORAS

C+ 100 75 50 25 C+ 100 75 50 25
CONCENTRACION % % % % % % % %
PROMEDIO 16.19 12.77 11.9711.099.99 19.80 13.31 12.5111.8210.95

mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm
PORCENTAJE 100 78.87 73.9368.4961.70100 67.22 63.1859.6 55.30
% % % % % % % % 9% %

Fuente: los investigadores.

INTERPRETACION: En el anélisis de la tabla 5 son los resultados obtenidos del efecto
de inhibicion del Xilitol al 25%, 50%, 75% y 100% a las 24 y 48 horas frente a la bacteria
Strectococcus sanguinis (ATCC 10556), siendo el control positivo (clorhexidina 0.12%)
con mejor efecto y de mayor halo de inhibicion con un promedio de 19.80 mm a las 48
horas, que representa el 100% de la actividad inhibitoria, en relacion a la aplicacion del
Xilitol al 100% tiene mejor actividad inhibitorio de 13.31 mm de promedio, con 67.22%
de efectividad en relacion al control positivo. EI menor efecto inhibitorio tiene la
aplicacion del Xilitol al 25% a las 24 horas con un promedio de 9.99 mm y un 61.70% de
efectividad en relacién al control positivo a las 24 horas; Por lo que se concluye que a
mayor concentracion con la aplicacion del Xilitol al 100% a las 48 horas mejor efecto
inhibitorio frente a la bacteria Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), y tiene mejor

porcentaje de efectividad en relacion al control positivo.
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FIGURA N° 5: PRUEBA ESTADISTICA DE COMPARACION DE TUKEY DE LA
ZONA DE INHIBICION CON XILITOL EN CONCENTRACIONES DE 25%, 50%,
75% Y 100% Y CONTROL POSITIVO FRENTE A LA BACTERIA
STREPTOCOCCUS SANGUINIS (ATCC 15987) A LAS 24 Y 48 HORAS.
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INTERPRETACION: Sometidos los datos del halo inhibitorio a la prueba estadistico
de varianza (ANDEVA) se observa la F caiculada €5 mayor que la F tapuiar por lo tanto la
aplicacion de Xilitol en concentraciones de 25%, 50%, 75% Y 100%, tiene una diferencia
significativa en el efecto inhibitorio con un C.V. 2.18 y una probabilidad de 0.05, por lo
que se sometid a la prueba estadistica de contraste de Tukey con alfa = 0.05, DMS =
0.27757 y gl = 200 entre la zona de inhibicion con la aplicacién del Xilitol en
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% y el Control positivo(clorhexidina 0.12%)
frente a la bacteria Streptococcus sanguinis(ATCC 10556) fue marcadamente diferente
entre la zona de inhibicion, en favor del control positivo seguido de la aplicacion con
Xilitol al 100% a las 48 horas, en relacion a las demas aplicaciones, seguida de la
aplicacion con Xilitol al 75% a las 48 horas, teniendo el mismo efecto inhibitorio la
aplicacion del Xilitol al 100% a las 24 horas con la del Xilitol al 75% a las 48 horas, y
las aplicaciones del Xilitol al 75% a las 24 horas con la del Xilitol al 50% a las 48 horas
asi también la aplicacion del Xilitol al 50% a las 24 horas con la aplicacion del Xilitol al

25% a las 48 horas.
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TABLA N°6: COMPARACION DEL EFECTO INHIBITORIO DEL XILITOL EN
CONCENTRACIONES DE 100%, 75%, 50%, 25% A LAS 24 Y 48 HORAS Y
CONTROL POSITIVO (CLORHEXIDINA 0.12%) SOBRE LA BACTERIA
ACTINOMYCES VISCOSUS (ATCC 15987).

COMPARACION DEL EFECTO INHIBITORIO DEL XILITOL CON EL CONTROL
POSITIVO (CLORHEXIDINA 0.12%) SOBRE LA BACTERIA ACTINOMYCES
VISCOSUS (ATCC 15987)

TIEMPO 24 HORAS 48 HORAS
CONCENTRACIONES C+ 100 75 50 25 C+ 100 75 50 25%
% % % % % % %
PROMEDIO 15.00 13.11 12.7012.4011.8515.14 13.7413.2313.1012.83
mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm
PORCENTAJE 100 87.40 84.6 82.6 79.0 100% 90.7 87.3 86.5 84.74
% % 6% 6% 0% 5% 8% 2% %

Fuente: los investigadores.

INTERPRETACION: En la tabla 6 los resultados del efecto de inhibicion del Xilitol al
25%, 50%, 75%, 100% y control positivos a las 24 y 48 horas, frente a la bacteria
Actinomyces viscosus (ATCC 15987), teniendo el mayor halo de inhibicion con el control
positivo con un promedio de 15.14 mm a las 48 horas que representa el 100% , en relacién
de la aplicacion del Xilitol al 100% tiene mejor efecto inhibitorio; siendo su halo de
inhibicion de 13.74 mm de promedio, con 90.75% de efectividad en relacion al control
positivo (clorhexidina 0.12%). EI menor efecto inhibitorio tiene la aplicacion del Xilitol
al 25% a las 24 horas con un promedio de 11.85 mm y un 79% de efectividad en relacién
al control positivo a las 24 horas; por lo que se concluye que a mayor concentracion con
la aplicacion del Xilitol al 100% a las 48 horas mejor efecto inhibitorio frente a la bacteria
de Actinomyces viscosus (ATCC 15987).
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FIGURA N° 6: PRUEBA ESTADISTICA DE COMPARACION DE TUKEY DE LA
ZONA DE INHIBICION CON XILITOL EN CONCENTRACIONES DE 25%, 50%,
75% Y 100% Y CONTROL POSITIVO FRENTE A LA BACTERIA ACTINOMYCES
VISCOSUS (ATCC 15987) A LAS 24 'Y 48 HORAS.
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TIEMPO, CONCENTRACION DEL XYLITOL Y CONTROL

HALO DE INHIBICION EN mm DE Actinomyces viscosus

INTERPRETACION: Sometidos los datos a la prueba Estadistica de ANDEVA que la
Fealculada €S mayor que la F wouar  por consiguiente la aplicacion del Xilitol en
concentraciones de 25%, 50%, 75% , 100% y control positivo (clorhexidina 0.12%) tiene
una diferencia significativa en el efecto inhibitorio con un C.V. 1.79 y una probabilidad
de 0.05, por lo que se sometio a la prueba estadistica Xilitol en concentraciones de 25%,
50%, 75% y 100% y Control positivo frente a la bacteria Actinomyces viscosus (ATCC
15987), fue marcadamente diferente entre la zona de inhibicién, en favor del control
positivo, seguido de la aplicacion con Xilitol al 100% a las 48 en relacion a los demaés
aplicaciones; seguida la diferencia significativo con la aplicacion con Xilitol al 75% a
las 48 horas, teniendo el mismo efecto inhibitorio la aplicacion del Xilitol al 75% a las 48
horas con la del Xilitol al 100% a las 24 horas y también la del Xilitol al 50% a las 48
horas, por Gltimo se tiene el mismo efecto con las aplicaciones del Xilitol al 25% a las

48 horas y la aplicacion del Xilitol al 75% a las 24 horas.
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4.2 DISCUSIONES:
La caries y la enfermedad periodontal se relacionan directamente con la presencia
de placa bacteriana. El Streptococcus sanguinis y Actinomyces viscosus, son las
bacterias mas importantes en la formacion de la placa bacteriana; razon por la que
el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto inhibitorio del Xilitol sobre
dichas bacterias.
Este estudio tuvo como resultados que el Xilitol inhibe la formacion y desarrollo
de estas bacterias; resultados que son similares a los reportados por Saheer y
colaboradores,(6) quienes demostraron que las gomas de mascar con Xilitol tiene
un efecto directo sobre la placa bacteriana puesto que reduce su formacion.
Las diferentes investigaciones del Xilitol realizados a cepas del género
Streptococcus, demuestran también el efecto que este tiene sobre este tipo de
bacterias; como el estudio de Salli y colaboradores,(7) quienes compararon los
efectos de la sacarosa, el Xilitol y su combinacion en tres cepas de Streptococcus
mutansy una cepa de Streptococcus sobrinus demostrando que dentro de
una biopelicula joven, la sacarosa promueve significativamente la colonizacién y
proliferacion bacteriana mientras que el Xilitol lo reduce, afirmando que
el consumo de Xilitol disminuye la incidencia de caries y reduce la cantidad de
placa; asi también Orellana(9) evaluod el mejor efecto inhibitorio del Xilitol en
diferentes concentraciones y en dos periodos de tiempo de exposicion, sobre
Streptococcus cuyos resultados determinaron que el Xilitol mostré efecto
inhibitorio en la mayoria de concentraciones a las 24 horas; el estudio de Trahan
(10) explico cémo el Xilitol, interfiere con el crecimiento de Streptococcus
mutans; el Xilitol fue transportado y fosforilado por un sistema constitutivo de
fosfoenol piruvato: fructosa fosfotransferasa en S. mutans. Los resultados de
nuestro estudios son similares a los estudios anteriores ya que se comprobo que el
Xilitol si tiene efecto inhibitorio sobre el Streptococcus sanguinis bacteria
perteneciente a la misma familia de las cepas estudiadas por Orellana y Trahan,
tanto a las 24 horas como a las 48 horas; ya que el Xilitol actta inhibiendo el
crecimiento de estos microorganismo en base al establecimiento de un ciclo estéril
de consumo de energia intracelular que rompe la cadena energética del fosfato
mediante la inhibicién de la produccidn de polisacaridos de las cepas.
Asi también concordamos con el estudio de Ghzelbash y colaboradores(8),

quienes comprobaron que tanto el Xilitol como el eritrol (otro poliol usado
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también como edulcorante) inhibieron el crecimiento de los Streptococcus (S.
sanguinis, S. sobrinus y S. mutans), sin embargo sus conclusiones fueron que el
eritritol es mas eficaz que el Xilitol.

Con respecto a las bacterias usadas en nuestro estudio, algunos autores también
las estudiaron junto a otros edulcorantes, Brariez(12) determino el efecto
antibacteriano del extracto de Stevia rebaudiana frente a Streptococcus sanguinis
y Actinomyces viscosus; en donde la Stevia hizo més efecto en la bacteria de A.
viscosus que en S. sanguinis, en nuestro estudio con el Xilitol también se vio que
el Xilitol tuvo mayor efecto inhibitorio en Actinomyces viscosus en comparacion
al Streptococcus sanguinis, esto puede ser debido a que el Xilitol se metaboliza
de forma diferentes en ambas bacterias; el Streptococcus sanguinis como ya
sabemos, metaboliza al xilitol a través del sistema fosfotransferasa al igual que el
Streptococcus mutans como lo explica el estudio de Trahan, en cambio el
Actinomyces viscosus no fosforilan estos polioles y se oxida a fructosa por una
deshidrogenasa inducible y la fosforilacion adicional a fosfato de fructosa 6 es
catalizada por una enzima dependiente de GTP, debido a esto podriamos sugerir
el estudio de los efectos de la Stevia y el Xilitol frente a las bacterias S. sanguinis
y A. viscosus ya que parecen tener similar efecto sobre estas bacterias; sin embargo
el estudio de Tovar Huaynate(11) comparo el efectos antibacteriano de la Stevia
con el Xilitol frente a los Streptococcus mutans, concluyendo que la Stevia tiene
mejor efecto inhibitorio frente al Streptococcus mutans, por otro lado Sihuinta(13)
comparo el efecto del Xilitol y Stevia sobre el pH salival tratando de establecer
cuél de los dos mantiene el pH salival més alcalino, y sus resultados demostraron
que ambos edulcorantes producen una variacion a los 15 y 30 minutos de aplicado,
el Xilitol fue ligeramente mejor en comparacion a la Stevia pero al comparar el
efecto de ambos edulcorantes, no encontraron diferencias estadisticamente
significativa, por tanto concluyeron que el uso de ambos edulcorantes es
beneficioso para las personas que los consumen.

Otros estudios realizados en gomas de mascar, pastas dentales con el Xilitol como
edulcorante también demostraron el efecto inhibitorio del Xilitol; Bocanegra(5)
por un lado comparo el efecto de una goma de mascar cuyo principio activo
también fue el Xilitol sobre los Streptococcus mutans, a las 24 y 72 horas las UFC
disminuyeron significativamente sobre los niveles salivales del Streptococcus

mutans, demostrando que el Xilitol si muestra su efecto aun como edulcorante en
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gomas de mascar; en nuestro estudio el Xilitol se estudié como un endulzante
natural que segun los resultados, si presentaron efectos de inhibicién frente a las
bacterias estudiadas viéndose también que los halos de inhibicion en relacion a la
concentracion de Xilitol en ambas bacterias son inversamente proporcionales, es
decir conforme va aumentando la concentracion de aplicacion del Xilitol, fue
disminuyendo los halos de inhibicion; asi también en nuestra region Padilla en el
2012(14) determino el efecto del Xilitol sobre las UFC de Streptococcus mutans
en saliva, utilizando como vehiculo la pasta dental, luego de la aplicacion durante
5 semanas, en sus resultados se vieron que disminuye desde un nivel 2 de
Streptococcus mutans hasta un nivel 0 a diferencia del grupo control, y en el
2017(4) compard el efecto de una pasta dental con Xilitol y una convencional en
el recuento de Streptococcus mutans evaluando también el pH salival, todo ello
en pacientes con aparatologia ortodéntica fija, demostrando también que existe
mayor efectividad de la pasta dental con Xilitol en relacion a la pasta dental
convencional en el recuento de Streptococcus mutans y pH salival. De este modo
Ilegamos a la conclusidn, en el presente estudio se acepta la hipétesis propuesta al
inicio de la investigacion, pudiendo afirmar que el Xilitol si tiene efecto
inhibitorio sobre el Streptococcus sanguinis y Actinomyces viscosus, a mayor

concentracion del tratamiento mejor efecto; tanto a las 24 y 48 horas.
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V. CONCLUSIONES

1. El Xilitol, presenta efecto inhibitorio en sus diferentes concentraciones sobre las
cepas de las bacterias Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) y Actinomyces
viscosus (ATCC 15987) en las 24 y 48 horas, teniendo su mayor efecto en las
concentraciones del 100% a las 48 horas en ambas bacterias.

2. El Xilitol a diferentes concentraciones presenta efecto inhibitorio sobre las cepas
de la bacteria Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) en 24 y 48 horas, siendo
mejor su efecto a las 48 horas a una concentracion de 100 %.

3. El Xilitol a diferentes concentraciones presenta efecto inhibitorio sobre las cepas
de Actinomyces viscosus (ATCC 15987) en 24 y 48 horas, siendo mejor su efecto
a las 48 horas a una concentracion de 100 %.

4. EIl tamafo del halo de inhibicion del grupo control positivo (Clorhexidina al
0,12%) fue mayor a las 48 horas al comparar con las diferentes concentraciones
de Xilitol, sobre las cepas de Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).

5. El tamafio del halo de inhibicion del grupo control positivo (Clorhexidina al
0,12%) fue mayor a las 48 horas al comparar con las diferentes concentraciones

de Xilitol, sobre las cepas de Actinomyces viscosus (ATCC 15987)
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VI. RECOMENDACIONES

1. Serecomienda hacer estudios del Xilitol para determinar su concentracién minima
inhibitoria; asi también hacer estudios a mayor tiempo.

2. Se recomienda hacer estudios del Xilitol, frente a otros microorganismos
patdgenos de la cavidad bucal y asi determinar la capacidad inhibitoria.

3. Se recomienda realizar estudios con bacterias nativas de Puno, para comparar el
efecto.

4. Se recomienda a los pacientes utilizar el Xilitol con mayor frecuencia como
medidas preventivas; dentifricos con xilitol u otros productos que contuviesen

Xilitol (caramelos, chicles).
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ANEXOS

ANEXO 1
ANALISIS ESTADISTICO

Xilitol en concentraciones de 100%, 75%, 50%, 25% sobre Streptococcus sanguinis
(ATCC 10556) a las 24 horas.

Prueba t para una media

Valor de la media bajo la hipotesis nunla: 0

Variable n Media DE LI(95) L5(9%) T piBilateral)
25% 21 9.899 0.23 5.8% 10.0% 200.%5%5 <0.0001
S0% 21 11.0% 0.23 10.%% 11.1% 223.08 <0.0001
To5% 21 11.5%7 0.28 11.84 12.09 155.33 <0.0001
100% 21 12.77 0.28 12.64 12.89 209.03 <0.0001

Analisis de la varianza

WVariable 4] E* E* BLj CW
HALO DE INHIBICION 84 0.54 0.354 2.23

Cnadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. = gl CH F p—-valor
Modelo. 89.46 3 25.82 457.5%3 <0.0001
APLICACICH 89.46 3 29.82 457.93 <0.0001
Error 5.21 80 0.07
Total 94.67 B3

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.20663
Error: 0.0&£51 gl: &0

APLICACICH Medias n E.E.
XYLITOL 100% 12.77 21 0.06 &

XYLITOL T73% 11.57 21 0.06 B
XYLITOL 30% 11.0% 21 0.06 C
XYLITOL 25% 9.585 21 0.06 D

Medizs con ups letra comin no son significstivamente difsrentes (p » 0.058)

Xilitol en concentraciones de 100%, 75%, 50%, 25% sobre Streptococcus Sanguinis
(ATCC 10556) a las 48 horas.
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Prueba t para una media

Valor de la media bajo la hipdétesis nmla: 0

Variable n Media DE LI (85) L5(55) T pi(Bilateral)
25% 21 10.45 0.20 10.36 10.54 243.&3 <0.0001
50% 21 11.36 0.21 11.27 11.46 246.8859 <0.0001
T5% 21 12.04 0.33 11.8% 12.159 1&7.485 <0.0001
100% 21 12.84 0.33 12.69 12.99 178.&3 <0.0001

Andglisi= de la varianza

Variable N E* E* &3 CW
HALL DE INHIBICICH 84 0.592 0.891 2.35

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CM F p—-valor
Modelo. 64.87 3 21.62 288.27 «0.0001
APLICACICH 64.87 3 21.62 288.27 <0.0001
Error &.00 80 O0O.08B
Total 70.87 83

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.22177
Error: 0.0750 gl: BO

APLICACICHN Medias n E.E.

XYLITCL 100% 12.84 21 0.06 A

XYLITCL 75% 12.04 21 0.06 B
XYLITCL 50% 11.36 21 0.06 C
XYLITCOL 25% 10.45 21 0.0& D

Medizs con una letrs comiin no son sigrificativamente diferentes (p > 0.05)

Xilitol en concentraciones de 100%, 75%, 50%, 25% sobre la bacteria Actinomyces
viscosus (ATCC 15987) a las 24 horas.

Pruceka t para una media

Valor de la media bajo la hipdétesis nmla: 0

Variable n Media DE LI(95) L5(95) T piBilateral)
25% 21 11.85 0.26 11.73 11.97 207.34 <0.0001
S50% 21 12.40 0.17 12.32 12.48 339.5%9 <0.0001
T5% 21 12.70 0.17 12.82 12.78 347.80 <0.0001
100% 21 13.11 0.20 13.02 13.20 303.21 <0.0001
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Analisis de la varian=za

Variable H E®= ER* Bj CW
HolLO DE INHIBICICON 84 0.84 0.84 1.62

Cnadro de Andlisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CHM F p-wvalor
Modelo. 17.76 3 5.92 144.46 <0.0001
LPLICACICH 17.76 3 5.92 144.46 <0.0001
Erraor 3.28 B0 0.04
Total 21.04 83

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.16391
Error: 0.0410 gl: BO

LPLICACTICON Medias n E.E.
XYLITCL 100% 13.11 21 0.04 A

XYLITCL 75% 12.70 21 0.04 B
XYLITCL S0% 12.40 21 0.04 C
XYLITCOL 25% 11.85 21 0.04 D

Mediszs con una letra comiin no son signifigativamente diferentes (p > 0.05)

Xilitol en concentraciones de 100%, 75%, 50%, 25% sobre la bacteria Actinomyces
viscosus (ATCC 15987) a las 48 horas.

Prueba t para una media

Valor de la media bajo la hipdtesis mmla: 0O

Variable n Media DE LI{(25) L5(585) T p(EBilateral)
25% 21 12.83 ©0.30 12.70 12.97 1%94.&0 <0.0001
50% 21 13.10 ©.2%9 12.97 13.23 205.91 <0.0001
T5% 21 13.23 0.29 13.0% 13.3% 206.54 <0.0001
100% 21 13.74 0.27 13.61 13.86 229.1& <0.0001

Analisis de la wvarianza

Variable )} E* ER* Lj CW
HAT.CO DE ITNHIEBICICHW 84 O0.57 0.56 2.20

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p—valor
Modelo. 9.08 3 3.03 35.82 «<0.0001
ARPLICACTICHN 9.08 3 3.03 35.82 «<0.0001
Error &6.76 B0 0.08
Total 15.84 83

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.23537
Error: 0Q.0845 gl: 8O

LPLICACICH Mediaz n E.E.
HYLITCL 100% 13.74 21 0.06 A

XYLITOL 75% 13.23 21 0.06 B
XYLITOL 503 13.10 21 0.06 B
XYLITOL 253 12.83 21 0.06 C

Medizs con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Xilitol en concentraciones de 100%, 75%, 50%, 25% a las 24 y 48 horas y control positivo
(clorhexidina 0.12%) sobre la bacteria Streptococcus sanguinis (ATCC 10556)

Prueba t para una media

Valor de la media bajo la hipdotesis nunla: 0

Variable n Media DE LI(95) L5(585) T p(Bilateral)
48 HORLS 25% 21 10.95 0.22 10.85 11.05 222.98 <0.0001
48 HORRS 50% 21 11.82 0.28 11.82 11.95 194.41 <0.0001
48 HORRS 75% 21 12.51 0.30 12.38 12.65 194.11 <0.0001
48 HORRS 100% 21 13.31 0.30 13.18 13.45 206.52 <0.0001
Analisis de la varianza

Variable H E* RE® B3 CW

HALD DE IWNHIBICICHN 210 ©0.89 0.89 2.18

Cnadro de Andlisiz de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CH F p—-valor

Modelo. 1598.95 9 177.66 2208.15 <0.0001

TIEMPO 1598.95 9 177.66 2208.15 <0.0001

Error 16.09 200 0.08

Total 1615.04 209

Test: Tokey Alfa=0.035 DMS=0.2T757
Error: 0Q.080F gl: 200

TIEMEC Medias n E.E.

48 H C+ 15.80 21 0.0 A

24 H C+ 16.15 21 0.06 B

48 H 100% 13.31 21 0.0& C

24 H 100% 12.77 21 0.06 D

48 H T5% 12.51 21 0.06 D

24 H T5% 11.597 21 0.06 E

48 H 50% 11.82 21 0.06 E

24 H 50% 11.0% 21 0.06 F
48 H 25% 10.585 21 0.06 F
24 H 25% 9.59% 21 0.06 &}

Medias con upa letra comin no sonr significativamente diferentes (p > 0.05)

Comparacion del efecto inhibitorio del Xilitol en concentraciones de 100%, 75%, 50%,
25% a las 24 y 48 horas y control positivo (clorhexidina 0.12%) sobre la bacteria
Actinomyces viscosus (ATCC 15987).
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Anaglisi= de la varianza

Variable N E* E* BLj CW
HaLO DE INHIBICION 210 0.85 0.85 1.7%9

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. sC gl CH F p-valor

Modelo. 210.81 9 23.42 410.35 <0.0001

TIEMPC 210.81 9 23.42 410.35 <0.0001

Error 11.42 200 0.06

Total 222.22 209

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.23379
Error: 0.0571 gl: 200

TIEMPO Medias n E.E.

48 H C+ 15.14 21 0.05 &4

24 H C+ 15.00 21 0.05 &4

48 H 100% 13.74 21 0.05 B

48 H T5% 13.23 21 0.05 C

24 H 100% 13.11 21 0.05 C

48 H 50% 13.10 21 0.05 C

48 H 25% 12.83 21 0.05 D

24 H T5% 12.70 21 0.05 D

24 H 50% 12.40 21 0.05 E
24 H 25% 11.85 21 0.05 F

Modias cor upa letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.0E5)

Analisis de la varianza

Variable i) E* E* &7 CW
HALD DE INHIBICICH 84 0.65 ©0.64 2.00

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CM F p—-valor
Modelo. 10.36 3 3.45 49.2¢ «<0.0001
APLICACICH 10.36 3 3.45 49.26 <0.0001
Error 5.61 80 0.07
Total 15.87 83

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.21438
Error: 0Q.0701 gl: &0Q
APLICACICH Medias n E.E.

48 H Av 13.74 21 0.06 &L

48 H S= 13.31 21 0.06 E

24 H 4w 13.11 21 0.06 E

24 H 5= 12.77 21 0.06 C

Meadiss ocon uns letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.0E5)
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Analisis de la wvarian=za

Variable H E* R=* &3 CW
HoLI. DE INHIBICICNHN 84 0.75 ©0.74 2.10

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.WV. s5C gl CH F p—wvalor
HModelo. 17.08 3 5.89% B1.42 «<0.0001
APLICACION 17.08 3 S5.69% B81.42 «<0.0001
Error 5.60 80 0.07
Total 22.88 83

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.21415
Error: 0.0&899 gl: B8O

LPLICACION Medias m E.E.

48 H Av 13.23 21 0.06 A

24 H Awv 12.70 21 0.06 B

48 H Ss= 12.51 21 0.06 B

24 H 5= 11.897 21 0.06 C

Medias con una letrs comin no son significativamente diferentes (p » 0.05)

Anali=i=s de la varianza

Variable N E*f ER* B3 CW
HATL.C DE THNHIBICION 84 0.80 ©0.90 2.03

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo. 45.895 3 15.32 252.62 <0.0001
LPLICACTION 45.95 3 15.32 252.62 <0.0001
Erraor 4.85 80 0.06
Total S50.80 B3

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.19539
Error: 0.080& gl: BO

APLICACION Medias n E.E.

48 H Awv 13.10 21 0.05 A

249 H Av 12.40 21 0.05 B

48 H S= 11.82 21 0.05 C

24 H 5= 11.09 21 0.05 8]

Medizs con uns letrs comin no son significstivamente diferentes (p > 0.0E5)

Analisis de la varianza

Variable N E= ER= B3 CW
HAIL.O DE INHIBICIOHW 84 0.395 0.94 2.25

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. s5C gl CHM F p-valor
Modelo. 93.46 3 31.15 474.75 <0.0001
ARPLICACTION 93.46 3 31.15 474.75 <0.0001
Error 5.25 B8O ©0.07
Total 98.71 83

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.20743
Error: 0.085& gl: BO

BPLICACION Medias nmn E.E.

48 H Awv 12.83 21 0.068 &

24 H &awv 11.85 21 0.06 B

48 H 5= 10.%5 21 0.06 C

24 H 5= 9.59%9 21 0.06 ]

Modizs con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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ANEXO 2

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

STREPTOCOCCUS SANGUINIS
N° HALOS DE INHIBICION A HALOS DE NHIBICION ALAS 48 24H 48H
LAS 24 HORAS HORAS
25%  50% 75%  100% 25% 50% 75% 100%  C+ C+

1 9.80 10.90 11.80 12.60 1050 11.70 12.00 1280 16.40 19.20
2 990 11.00 11.90 12.70 1090 1180 1210 1290 16.30 19.40
3 1010 11.20 12.10 1290 11.10 11.70 1260 1340 16.40 19.30
4 1040 11.50 12.40 13.20 11.00 11.00 1280 13.60 16.50 19.40
5 990 11.00 11.90 12.70 1080 1160 1240 1320 16.60 19.50
6 1010 11.20 12.10 1290 1090 1180 1270 1350 16.70 19.70
7 1030 11.40 12.30 13.10 11.20 1150 1230 1310 16.60 19.60
8 9.70 10.80 11.70 1250 11.30 1200 1190 1270 1580 20.10
9 990 11.00 11.90 12.70 1110 1220 1270 1350 15.90 20.30
10 9.80 10.90 11.80 12.60 11.00 1190 1220 13.00 15.70 20.20
11 990 11.00 11.90 12.70 1090 1180 1240 1320 1590 20.10
12 10.10 11.20 12.10 1290 1120 1200 1230 1310 1580 20.30
13 10.20 11.30 12.20 13.00 11.30 1180 1260 1340 1570 20.20
14 10.40 11.50 1240 13.20 11.20 1190 1270 1350 15.60 20.40
15 9.90 11.00 11.90 12.70 1080 1160 1240 1320 16.40 19.90
16 9.80 10.90 11.80 12.60 10.70 11.80 12.60 1340 16.30 19.80
17 10.20 11.30 12.20 13.00 1090 1190 1270 1350 16.10 19.70
18 10.10 11.20 12.10 1290 11.00 12.00 1280 13.60 16.30 19.60
19 10.00 11.10 12.00 12.80 10.80 11.70 1290 13.70 16.40 19.90
20 9.60 10.70 11.60 1240 10.70 1230 1280 13.60 16.20 19.70
21 9.70 10.80 11.20 12.00 1060 1220 1290 13.70 16.30 19.50
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ACTINOMYCES VISCOSUS
N° HALOS DE INHIBICION A LAS HALOS DE NHIBICIONA 24H 48H
24 HORAS LAS 48 HORAS
25% 50% 75% 100% 25% 50% 75% 100% C+ C+

1 1220 1260 1290 13.20 13.10 13.20 13.40 13.90 15.10 15.40
2 1210 1250 1280 1310 13.20 13.40 13.20 14.00 15.00 15.30
3 1170 1210 1240 1270 13.00 13.30 13.50 14.10 14.90 15.00
4 1220 1260 1290 1260 1290 13.10 13.20 13.70 14.80 15.30
5 1210 1250 1280 1320 13.30 13,50 13.70 13.60 15.00 15.20
6 1190 1230 1260 1320 13.10 13.20 13.40 13.70 14.90 15.00
7 1160 1240 1270 13.00 13.30 13.40 13.20 13.90 15.20 15.30
8 1180 1220 1250 1310 1270 1290 13.30 13.60 14.90 15.20
9 1230 1270 13.00 1350 12,60 12.80 13.00 13.50 14.80 14.90
10 1200 1240 1270 13.30 1250 12.70 12.80 13.40 14.70 15.30
11 1200 1240 1270 13.10 1270 1250 1290 13.30 15.10 15.30
12 1190 1230 1260 13.20 1240 12,60 1270 13.70 1490 15.30
13 1150 1240 1270 13.00 1250 1280 12.60 1350 15.00 14.80
14 1150 1230 1260 13.10 1220 13.10 13.30 13.20 15.10 15.10
15 1160 1260 1290 13.20 13.00 1340 13.20 1350 15.30 14.70
16 1140 1250 1280 13.10 1290 1350 13.60 13.90 15.40 14.90
17 1190 1230 1260 13.10 1270 13.10 1340 14.00 15.20 15.00
18 11.80 1220 1250 13.40 12.60 13.00 13.60 13.80 15.10 15.20
19 1210 1250 1280 13.20 1280 13.10 13.20 14.00 15.00 15.30
20 1160 1250 1280 1310 1290 13.20 13.40 14.20 14.90 15.20
21 11.7/0 1210 1240 13.00 13.10 13.30 13.20 14.00 14.80 15.20
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ANEXO 3

GALERIA DE FOTOS

Adicion de agua destilada

Esterilizacion de los Agares Autoclave encendida
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Agares preparados para la activacion de Presentacion de las cepas

cepas

Cepas al sacar de su envase Cepas en envase

Activacion de las cepas Cepas en placas Petri
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Sembrado de bacterias en el medio cultivo
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ANEXO 4

£t

Tecnologias para la Vida

COMUNICACION IMPORTANTE
ProbucCTos SENSIBLES A TEMPERATURA

Por medio de la presente, les comunicamos que en atencién a su Orden de
Compra, hacemos-el envio de los productos solicitados, los Wi rios que por su
naturaleza y composicién, son altamente sensibles a los efectos de variacion de -
la temperatura de su entormo.

La temperatura requerida para cada uno de los productos se indica en detalle en
el rotulado de su empaque.

Por lo expresado recomendamos a ustedes, que en cuanto dichos bienes sean
recibidos, deben ser inmediatamente almacenados segin la condicién de
temperatura indicada en cada empaque.

Hacemos presente que GEN LAB DEL PERU S.A.C. se responsabiliza del
mantenimiento de la cadena de frio solamente hasta la entrega en la direccién o
punto convenido segin la Orden de Compra.

Una vez recepcionada la mercaderia y firmada la recepcién mediante la guia de
remision, se estard dando la conformidad de las condiciones adecuadas en las
que hemos eniregado los productos.
Hacemos presente que a partir de la entrega del producto conforme se expresa
en el pdrrafo precedente, la adecuada conservacién y dlmacenamiento es
entera responsabilidad del drea que ha recibido los bienes.Por lo que no se
aceptardn cambios ni devoluciones.

—Para cualquier consulta pueden contactaros. = e - - I
GEN LAB DEL PERU S.A.C.: 203-7500 {Anexo 232) / 966988434

Saludos Cordiales,

vl
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ANEXO 5

CERTIFICACION DE CEPAS BACTERIANAS

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release
Specifications Expiration Date: 2021/5/31
Microorganism Name: Streptococcus sanguinis Release Information:

Catalog Number: 0858 Quality Control Technologist: Mary L Bowman
Lot Number: 858-48** Release Date: 2019/6/19
Reference Number: ATCC® 10556 ™*
Purity: Pure
Passage from Reference: 3
Performance
Macroscopic Features: Medium:
Small, gray/green, translucent, alpha hemolytic colonies. SBAP
Microscopic Features: Method:
Gram positive cocci in medium or long chains. Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document. (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): negative

.

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

“*Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The fot number displayed on this
certificate is the actual base lot number.

Not Vitek®: h Vit tional Ui i f the L ith the short incubati iod,
PRIEE YESIT: AR Yl B 2 SO S st e e e R et vcstoston st e
. Refer to the enclosed product insert for i i i use and y il

are toa ized culture

ACCREDITED

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2855.02

ATCC Licensed
\ Derivative )

Y ATCC Li ivative Emblem, the ATCC Licensed Derivati rd mark and
O tTrl%ggrmarks Jﬁqsce(g tD\n?z%?:iologEucrg, 1%'3, is l?oensed to useselhese tra vr?\a'nv‘xos and to sell pr:
es.

(1) These tests are ited to ISO/IEC 17025:2005
|
ACCREDITED;
TESTING CERT #2655.01
© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results BRUKER
Meaning of Score Values ()Z)

Interpretation Symbols Color

2.00-3.00 (+++) green
1.70 - 1.99 ) vellow
0.00 - 1.69 (-) red

Mean?ng of Co;sistency Categories (A - C)

Category Interpretation

High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match is (1) a
(A) high-confidence identification in which the species 1s identical to the best match. (2) a low-confidence
identification in which the species or genus is identical to the best match. or (3) a non-identification.

Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-
(B) cox;t’ndence 1deutnﬁ<;atioq. The second-best match is (1) a high- or low-confidence identification in
which the genus is identical to the best match or (2) a non-identification.

(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Sample Name: Streptococcus sanguinis
Sample Description: 0858
Sample ID: 858-48
Sample Creation Date/Time:  2019-06-14T09:14:16.571 MLB
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library, Listeria
Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
G9 858-48 Streptococcus sanguinis
(+++) (A)
Comments:
N/A
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O Microbiologics®

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release
Specifications Expiration Date: 2021/4/30

Microorganism Name: Actinomyces viscosus Release Information:
Catalog Number: 0750 Quality Control Technologist: Kassandra L Hall

Lot Number: 750-34** Release Date: 2019/6/7
Reference Number: ATCC® 15987 ™+

Purity: Pure
Passage from Reference: 3

Performance

Macroscopic Features: Medium:

Two colony types: smal! circular, convex, entire edge, pale white, shiny, A/R SBAP
translucen Y Xg small to large; circular, dome,entire, w nepd ? opaque. i
Method:

Microscopic Features:
Strai eght to slightly curved %am gosmve rods and slender filaments, also Gram Stain (1)
some short rods; branching ervel

ID System: MALDI-TOF (1) Other Feat Challenges: R
See attached ID System results document. (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive

%«w/@%

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

ppearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this

**Disclaimer: The last digit(s) of the lot number a|
certificate is the actual base lot number.

Vl(elm mlglommvm nel unﬁswxlwmal test &1;&3“ unique of the card, i with the short incubation period, may
. Refer to the enclosed product insert for i i i use and y i
p are toa ized culture
Page 1 of 1 DOC.286

© 2012 Microbiclogics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303
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ANEXO 6

- %MMM%&-% P, &

FACULTAD DE MEDICINA HUMANA \ J

i

CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE, ENCARGADO DEL LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE
HUMAMNA

HACE CONSTAR:

Cwe, Ia Sra. ROTOV ANGINOWI APAZA APAZA identificado con
DMI. 70166756, con codige de matricula N® 111123, v Srta.
SHANGHAIMESA ASILLO CHOQUEHUAMCA, identificada con DNI.
45405936, codigo de matricula N° 104931, estudiantes de la
Escuela Profesional de Odontologia Facultad de Ciendas de la Salud
de la UNA- PUMND, guienes han realizado su Proyecto de Tesis
titulado: “EFECTO IMHIBITORIO DEL XILITOL A DIFEREMNTES
COMCENTRACIONES SOBRE Streptococos sanguinis Y Actingmyces
viscosys PUNO 20197, en el Laboratorio de Microbiologia de esta
Facultad, en las fecha del 12 de Noviembre al 21 de Diciembre del
2019,

Se expide |a presente a solictud escrita de los interesados, para los
fines que estime convenients.

Puno, 30 de junio del 2020

LIC, BALBING LORIGI0 PALACIOS FRISANCHO
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