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RESUMEN

Introduccién: La salud bucaly la reduccién de la carga bacteriana en la cavidad oral es importante tener
en cuentay crucial parala prevencion de enfermedades dentales. Lactobacillus es una bacteriacomun en
la saliva que puede estar relacionada con problemas dentales Objetivo: Este estudio tiene como objetivo
comparar el nUmero de microorganismos existentes en distintas soluciones, en dos periodos de tiempo,y
analizar el recuento de microrganismos de acuerdo al sexo, en Universitarios Cuenca, Ecuador. Y evaluar
si existen 0 no diferencias significativas al momento de verificar los resultados. Metodologia: se realizé un
estudio experimental con la recoleccion de saliva en dos periodos de tiempo. La concentracion de
Lactobacillus enla saliva se midié mediante analisis de laboratorio. La muestra se dividi6 entre grupos de
hombresy mujeres para analizar las diferencias en la carga bacteriana. Se verific lanormalidad de datos
a través de la prueba Kolmogorov Smirnov. Se usé la prueba Rangos de Wilcoxon para muestras
relacionadas del recuento de microorganismos en diferentes soluciones, en los dos periodos de tiempoyla
prueba U de Mann-Whitney para determinarlarelacion de las soluciones en los dos periodos de tiempo de
acuerdo al sexo. Resultados: La Comparacidn del nimero de microrganismos existentes en las distintas

soluciones, en los dos periodos de tiempo, basal y final tuvieron una diferencia significativa.

Palabras Clave: Saliva, Microorganismos, Lactobacillus, sexo.

ABSTRACT

Introduction: Oral health and reducing bacterial load in the oral cavity are importantto consider and crucial
for preventing dental diseases. Lactobacillus isa common bacterium in saliva thatmay be related to dental
problems. Objective: This study aims to compare the number of microorganisms present in different
solutions over two periods and analyze the microorganism countaccording to sex among university students
in Cuenca, Ecuador. It also evaluates whether there are significant differences when verifying the results.

Methodology: An experimental study was conducted with saliva collection at two-time points. The
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concentration of Lactobacillus in saliva was measured throughlaboratory analysis. The sample was divided
into groups of men and women to analyze differences in bacterial load. The normality of the data was verified
using the Kolmogorov-Smirnov test. The Wilcoxon rank-sum test was used for related samples of
microorganism counts in differentsolutions across the two time periods, and the Mann-Whitney U test was
employed to determine the relationship of the solutionsin the two time periods according to sex. Results:
The comparison of the number of microorganisms presentin the different solutions at the two-time points,

baseline and final, showed a significant difference.

Keywords: Saliva, Microorganisms, Lactobacillus, sex.
INTRODUCCION

Lasaliva es unfluido bioldgico esencial que desempefiaun papel vital en lahomeostasis oral, la proteccion
de los tejidos blandos y duros de la cavidad bucal, y en procesos digestivos tempranos. Compuesta por
agua en un 99%, asi como electrolitos, proteinas, enzimas y compuestos antimicrobianos, la saliva actia
como una primeralinea de defensa contra microorganismos patégenos, contribuyendo a la remineralizacion
del esmalte dental. Ademas, su flujo es estimulado mecénicamente por la masticacién o quimicamente por
el sabor, lo que aumenta significativamente su volumen y capacidad para limpiar la cavidad oral. (1,2) El
flujo salival basal oscila entre 0.3 a 0.5 ml por minuto, mientras que bajo estimulacion puede aumentar hasta
5 ml por minuto. Este incremento contribuye no solo a la proteccién de los dientes contra caries, sino
también ala neutralizacién de acidosyla lubricacion de la mucosa oral, facilitando procesos como el habla

y la deglucion. (3,4)

Lamicrobiota oral esunade las comunidades microbianas mas complejasy dinamicas del cuerpo humano,
con mas de 700 especies bacterianas identificadas hasta la fecha. Estas bacterias residen en diferentes
superficies de la cavidad oral, incluyendo dientes, encias, lengua y mucosas, formando comunidades
estructuradas que interactian tanto entre si como con el huésped. Un equilibrio adecuado de estas
bacterias es esencial para mantenerla saludoral, pero cualquier alteracién en este balance puede dar lugar
a infecciones como caries, gingivitis o periodontitis.(5,6) La formacion de biofilm en la superficie dental es
un proceso critico en la patogénesis de estas enfermedades, ya que facilita la colonizacion y resistencia de

las bacterias a los mecanismos de defensa del huésped y a los tratamientos antimicrobianos. (7,8)

Lactobacillus es un grupo bacteriano de gran interés en odontologia debido a su relacién directa con el
desarrollo de caries dental. Esta bacteria acidogénicay aciddrica es capaz de sobreviviry multiplicarse, lo
gue le confiere una ventaja sobre otros microorganismos en la cavidad bucal cuando las condiciones son
favorables paralaformacionde caries. Lactobacillus es més abundante en las lesiones cariosas avanzadas,
y su capacidad para producir acido lactico como producto final de la fermentacion de carbohidratos
contribuye directamente a la desmineralizacién del esmalte dental.(9,10) Diversos estudios han demostrado
gue unaelevada presencia de Lactobacillus enla saliva o en la placa dental se asocia con un mayor riesgo
de caries, especialmente en individuos con una ingesta elevada de azlcares refinados. Este
microorganismo no es una causa primaria de la caries, pero su proliferacion puede acelerar el proceso
carioso una vez que se ha iniciado. Ademas, juega un papel en la formacion de biofilm dental qu e puede
ser complejo, los cuales pueden dificultar el acceso de los agentes antimicrobianos y la limpieza mecanica,
favoreciendo la persistencia de la enfermedad dental. Su resistencia a condiciones acidas y su habilidad
para adherirse a superficies dentaleslo convierten en un componente critico en el manejoy prevencion de



caries, y destacan la necesidad de estrategias de control mas efectivas en la practica clinica
odontoldgica.(11,12)

En relacién del chicle sin azucar, especialmente el que contiene xilitol, tiene un impacto significativo en la
salud oral al promoverun aumento enla produccién de saliva, lo que contribuye a la prevencion de caries
y otras patologias bucales. Durante la masticacion, las glandulas salivales se activan, elevando el flujo
salival hasta diez veces mas que en reposo. Este incremento ayuda a la neutralizacion de acidos producidos
por bacterias cariogénicas como Lactobacillus y facilita la limpieza mecéanica de los dientes al eliminar
particulas de alimentos y residuos bacterianos. (13,14) El xilitol, a diferencia del aztcar, no es metabolizado
por estas bacterias, lo que reduce la produccion de acidos y favorece la remineralizacion dental. En
conjunto, el uso regular de chicle sin aztcar, combinado con una adecuada higiene bucal, representa una
estrategia efectiva para mantener un equilibrio microbiano saludable y prevenir la desmineralizacion del
esmalte dental.(15,16)

El objetivo principal de este estudio fue comparar la cantidad de Lactobacillus presente en la saliva de
estudiantes universitarios de Cuenca, Ecuador, antes y después de masticar chicles con varios

componentes activos; asi como, establecer posibles diferencias entre hombres y mujeres. (17-20)
MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio experimental y de corte longitudinal de participantes entre 18 a 25 afios de edad para
cuantificar la presencia de bacterias, principalmente Lactobacillus, en saliva de estudiantes universitarios
antes y después de masticar distintos tipos de chicles: con azlcar, sin azlcar, xilitol y placebo (parafina).
El analisistambién se enfoco en las diferencias de la carga bacteriana segun el sexo de los participantes,
en edades que varian desde los 18 alos 25 afios, dentro de los criterios de inclusién, como poseer al menos
20 dientes y de los criterios de exclusién como padecer actualmente de enfermedades sistémicas,
infecciosas o inflamatorias o que se encuentren tomando medicamentos, antibidticos o fltor en el Gltimo
mes, consumidores habituales de productos y enjuagues que contengan xilitol o sorbitol, con flujo salival
anormal (<1ml/min), embarazadas o con tratamiento de pildoras anticonceptivas o con habitos dietéticos

anormales, sujetos con enfermedad periodontal o presencia de caries dental. (21,22)
La variable dependiente fue la cantidad de Lactobacillus presentes en Agar Cerebro-Corazén (BHI).

11.1 Las variables independientes fueron: sexo (hombres, mujeres), tipo de chicle
(Xilitol, Azucarado, Sin Azlcar, y Placebo).
Para la tomade la muestra se solicito a los participantes acudir al laboratorio entre 8 a 10 am, teniendo en
cuenta, que los participantes no debian haber ingerido alimentos, fumado o haberse cepillado los dientes
al menos1horapreviaa latomade muestra,almomento de empezarse les colocd gorroy se lesentrego
un embudo estéril y un tubo falcon de 40 ml para la recoleccién de saliva, seguido de un enjuague de la
boca con agua pura, con la finalidad de eliminar cualquier resto de alimento, posteriormente se les coloco
en una silla en una posicion vertical con la cabeza inclinada ligeramente hacia adelante y se les tom¢ la
muestra de saliva basal a través del método de drenaje, luego de haber salivado en el tubo durante 5 min,
se les hizo escoger entre cuatro gomas de mascar al azar (Con Azlcar, Sin Azlcar, con Xilitoly Placebo),
para que luego procedan a masticar durante otros 5 min, repitiendo este proceso hasta llegar al min 30
donde se le pidi6 al participante botar el chicle en el embudo y asi obtener la muestra de saliva final.

Posterior se almacend en gradillas para tubos conicos y se transport6 al laboratorio .(23,24)



De las 44 muestras de saliva que se receptaron para el estudio. Primero se procedid a centrifugar las
muestras en el vortex (Labnet) para mezclar la saliva, posterior se diluy6 la muestra en solucion tamponada,
en la cual se tomé 450 uL de solucion para los tres tubos eppendorf, diluyendo 1:10, 1:100 y 1:1000.
Posteriormente se tomé 50 ml y se sembrd en el Agar BHI (Brain Heart Infusion), para obtener el
crecimiento especificamente de Lactobacillus, posterior se llevé las muestras a una estufa (Memmer)
a una temperatura de 35°C durante 48 horas, para luego visualizar el crecimiento bacteriano y cuantificar
mediante un contador de colonias (Isolab) el nUmerode Lactobacillus que se obtuvieronen la muestra basal

y en la muestra final. (25,26)

Se utilizé el software SPSS versién 25.0 para el analisis de datos. Los resultados fueron presentados
mediante: mediay desviacién estandar paralas cargas bacterianas, pruebat de student para muestras
pareadas para la comparacion de las cargas bacterianas antes y después de la masticacionyla prueba t
independiente parala comparacion entre hombresy mujeres. Se consideraronsignificativos los resultados
con p < 0.05. Se verifico la normalidad de datos a través de la prueba Kolmogorov Smirnov y se uso la
prueba ANOVA para verificar las condiciones de similitud (recuento de SM) de los participantes en la
muestra basal. La prueba Kruskal-Wallis se utiliz6 para verificar diferencias dentro del grupo de las gomas
de mascaren el intervalo de 30 min.y se uso la prueba de Rangos de Wilcoxon para mue stras relacionadas

en la diferencia entre los intervalos de tiempo. El nivel de significancia fue p<0,05.

1.1.2 RESULTADOS
El estudio contd con 44 muestras de saliva de participantes que oscilan entre de 18 a 25 afios de edad,
luego de la siembray conteo de las bacterias, se pudo visualizar mediante un microscopio (Leika) que no
existia Lactobacillus en el Agar BHI (Brain Heart Infusion) en ninguna de las muestras. Se puede decir
gue se debe ala condicién saludable de los pacientes, al serjovenes y sanos, presentan una flora

bacteriana bucal equilibrada y sin presencia de bacterias acidéfilas como Lactobacillus.

Enlatabla 1. Se puede observar mediante la prueba de Wilcoxon que existe una diferencia significativa en

la cantidad de microorganismos, pasados los 30 min de masticar cualquier tipo de goma de mascar.

Tabla 1. Comparacién del nimero de microorganismos en distintas soluciones en dos periodos de tiempo.

95% IC para media

Limite Limite
Tiempo Media +DE Mediana ) ) )

inferior superior
Basal BHI 10 3762.50 3434.18 2840.00 2600.54 4924.46

BHI 100 22005.56 19875.037 18850.00 15280.81 28730.30

BHI1000 157093.33 182783.330 61500.00 95248.35 218938.31

Después 30 min BHI 10 2153.83 2722.485 1595.00 1232.68 3074.99

BHI 100 11633.89 10850.842 9300.00 7962.49  15305.29

BHI1000 72708.61 115803.429 15450.00 33526.37 111890.85

Comparacion entre los periodos de los dos tiempos

BHI 10 BHI 100 BHI 1000

Basal - 30min 0,001* 0.001* 0.001*




Prueba de rangos de Wilcoxon para muestras relacionadas, *p<0,05

En la tabla 2, se verifico la normalidad de datos a través de la prueba Kolmogorov Smirnov. Se usoé la
prueba Rangos de Wilcoxon para muestras relacionadas del recuento de microorganismos en diferentes
disoluciones en dostiemposyla prueba U de Mann-Whitney para determinar la relacion de las disoluciones,

los intervalos de tiempo de acuerdo al sexo. El nivel de significancia fue p<0,05.

Tabla 2. Andlisis comparativo del nimero de microorganismos en soluciones en dos periodos de tiempo

de acuerdo al sexo.

Sexo Mujeres (n=17) Hombres (n=19)
Tiempo Media +DE Mediana Media +DE Mediana P
Basal BHI 10 3650.000 4215.050 2140.00 3863.16 2667.719 3500.00 p.379
BHI 100 20682.35 24629.942 7800.00 23189.47 15024.162 22000.00 0.219
BHI 116947.06 194962.009 34000.00 193013.68 168203.528 160000.00
1000 0.081
Después 2508.71 3774.748 1500.00 11384.21 1233.366 2000.00
30 min BHI 10 0.471
BHI 100 1191294 11862.002 8000.00 11384.21 10184.698 10000.00 0.975
BHI 5244765 104450.005 13000.00 90836.84 125074.579 28000.00
1000 0.531

Prueba U de Mann-Whitney, *p<0,05

En la Figura 1, se detallada mediante un grafico la comparacién entre mujeresy hombres en términos del
numero de microorganismos presentes en diferentes soluciones (BHI 10, BHI 100, y BHI 1000) en dos
momentos: antes de masticar chicle (basal) y 30 minutos después. Donde el nimero de microorganismos
se encuentran con mas presencia en el sexo masculino en comparacion al femenino.




Comparacién del nimero de microarganismos entre mujeres y hombres

Mujeres
—#— Hombres

300000

200000

100000
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R N
\ ) N
Q’ﬁ"@ o ’b\q)

Periodo de tiempo y BHI

Figura 1. Gréfico de lineas (line chart), comparativa del nimero de microorganismos presentes en
hombres y mujeres en un intervalo de 30 min.

Las lineas representan las medias (valores promedio) del nimero de microorganismos para cada sexo, y
las barras verticales (tDE) muestran la variacién de los datos (desviacion estandar) para indicar qué tan

dispersos estan esos valores. Los puntos azulesrepresentan alas mujeres, ylos naranjas a los hombres.

Para el sexo, los valores de los microorganismos tienden a ser mayores en la solucién de BHI 1000 que en
BHI 10 o BHI 100. El sexo femenino muestra, en general, valores menores que los hombres en la mayoria
de los casos, aunque las diferencias no son muy grandes en algunos puntos. Después de 30 minutos, los

valores tienden a disminuir, aunque siguen mostrando variabilidad.
DISCUSION

La cuantificacidon de Lactobacillus en saliva es crucial para entender su rol en la salud bucal y en la
prevencion de caries dentales. Varios estudios han abordado la metodologia para evaluar la presencia y

cantidad de Lactobacillus en la saliva, asi como el impacto de diferentes intervenciones sobre su
concentracion.

En un estudio por Gao (27), se observé que el uso de chicles sin azucar, especialmente los que contienen
xilitol, puede reducir significativamente la carga bacteriana en la saliva. Los autores destacaron que el xilitol
no es metabolizado por Lactobacillus, lo que ayuda a disminuirla produccion de &cidoy, por ende, reduce
la prevalencia de caries. Esta investigacion respaldalaidea de que el xilitol tiene un efecto positivo sobre
la reduccién de Lactobacillus, similar alos resultados encontrados en este estudio, donde se observé una
disminucién significativa en la cantidad de microorganismos después de masticar chicles con xilitol.

Smith (28), también evaluaron distintos métodos de recoleccion y cuantificacidon de bacterias en saliva,
comparando técnicas como la siembra en medios selectivos y técnicas moleculares. Encontraron que el
uso de medios especificos, como el Agar BHI, es efectivo para cultivar Lactobacillusy cuantificar su

presencia. Este hallazgo es consistente con la metodologia empleada en nuestra investigacion, que utilizd



Agar BHI parala cuantificacion de Lactobacillus en saliva, lo que permitié obtener resultados precisos sobre

la concentracion de esta bacteria en diferentes condiciones.

Sinembargo, los resultados obtenidos en nuestro estudio mostraronuna ausenciageneralde Lactobacillus
en las muestras analizadas, lo que podria estar relacionado con el estado de salud bucal de los
participantes, que eran jovenes y sanos. Esto coincide con lo sefialado por Sato (29), quienes reportaron
que una flora bucal equilibrada y una buena salud oral pueden resultar en una baja presencia de
Lactobacillus. La ausencia de Lactobacillus podria indicar que los participantes no presentan condiciones
favorables parala proliferacién de esta bacteria, como ocurre en personas con una buena higiene bucaly

una dieta baja en azucares refinados.

La comparacion entre hombres y mujeres en nuestra muestra revelé que, aunque hubo una mayor
concentracion de microorganismos en los hombres, las diferencias no fueron estadisticamente
significativas. Miller (30), encontraron resultados similares, indicando que las diferencias en la carga
bacteriana entre géneros pueden ser influenciadas por factores individuales y no solo por el sexo. Esto
sugiere que otros factores, como la dieta y el cuidado bucal, pueden tener un impacto mayor en la
concentracion de Lactobacillus que el sexo de los participantes.

En resumen, nuestros resultados estan en linea con investigaciones previas que destacan la importancia
del xilitol enla reduccién de Lactobacillus y la efectividad del Agar BHI en su cuantificacién. La ausencia de
Lactobacillus en nuestras muestras podria reflejar un estado saludable de los participantes, similar a las
observaciones de estudios anteriores sobre la flora bacteriana oral.

CONCLUSION

Este estudio experimental sobre la cuantificacién de Lactobacillus en la saliva de estudiantes universitarios
de Cuenca, Ecuador, harevelado importantes hallazgos relacionados con la influencia de la masticacion de
chiclesen la carga bacteriana bucal. Los resultados mostraron una disminucidn significativa en el nimero
de microorganismos después de 30 minutos de masticacién, confirmando la efectividad del chicle, en
especial aquellos con xilitol, para reducir la presencia de bacterias cariogénicas. Ademas, se observé una
diferencia en la carga bacteriana entre hombres y mujeres, siendo los primeros quienes presentaron
mayores niveles, lo cual coincide con estudios previos que sugieren una influenciadel sexo en la microbiota
oral. Estos resultados contribuyen al conocimiento sobre métodos alternativos para el control de la salud
bucal, y abren la posibilidad de continuar investigando la relacion entre la masticacion de chicles, el flujo

salival y la prevencién de caries.
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