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Resumen

Introduccién:La caries es una de las enfermedades bucales
cronicas de mayor prevalencia asociada principalmente
con Streptococcus mutans. La sacarosa, estimula un
aumento del 50 % en la actividad bacteriana, lo que
favorece su reproduccion de manera mas facil y rapida,
causando un mayor dafio. En contraste, la alulosa es
considerada un azucar poco comun, con efectos bene-
ficiosos para la salud, que ha sido poco estudiada en la
prevencién de caries. Objetivo: evaluar el efecto in vitro
de los azucares alulosa y sacarosa a la actividad del
Streptococcus mutans. Método: Estudio longitudinal,
experimental in vitro. Se cultivo S. mutans ATCC 25175
en caldo BHI. En placas de 96 pozos se evalu¢ el creci-
miento bacteriano de S. mutans por espectrofotometria a
tiempos de 0, 30, 120 y 240 minutos después de la aplica-
cion de alulosa y sacarosa en distintas concentraciones
(25 %, 50 %, 75 % y 100 %). Resultados: El numero de
células bacterianas de S. mutans después de ser expuestas
ala sacarosa fue mayor (5.1 x 10%) que el de las células/mL
expuestas a alulosa (3.3 x 10%) en cada punto de tiempo, y
la acumulacion de células bacterianas alcanzo su punto
mdximo a una concentracién de 12.50 %. Conclusién:
Se observo que los cultivos de S. mutans después de ser
expuestos al edulcorante de alulosa mostraron menor
proliferacién de crecimiento que los cultivos con saca-
rosa. Por lo tanto, el efecto de la actividad antimicrobiana
de la alulosa sobre S. mutans fue mayor al compararlo
con la sacarosa.
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Abstract

Introduction: Caries is one of the most prevalent chronic
oral diseases, primarily associated with Streptococcus
mutans. Sucrose stimulates a 50 % increase in bacterial
activity, making reproduction easier and faster, causing
greater damage. Allulose is considered an uncommon
sugar with health benefits, but it has been little studied
in the prevention of caries. Objective: evaluate the in
vitro effect of allulose and sucrose sugars on the acti-
vity of Streptococcus mutans. Method: Longitudinal,
experimental in vitro study. S. mutans ATCC 25175 was
cultured in BHI broth. Bacterial growth of S. mutans was
evaluated by spectrophotometry at times 0, 30, 120, and
240 minutes after the application of allulose and sucrose
at different concentrations (25 %, 50 %, 75 %, and 100 %)
in 96-well plates. Results: The number of S. mutans bacte-
rial cells after being exposed to sucrose was higher (5.1
x 10%) than that of the cells/mL exposed to allulose (3.3 x
10%) at each time point, and the accumulation of bacterial
cells peaked at a concentration of 12.50 %. Conclusion: It
was observed that S. mutans cultures after being exposed
to allulose sweetener showed less growth proliferation
than cultures with sucrose. Therefore, the antimicro-
bial activity effect of allulose on S. mutans was greater
compared to sucrose.
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Introduccién

a caries dental es una de las enfermedades
bucales cronicas de mayor prevalencia a
nivel mundial, la cual se asocia princi-
palmente con Streptococcus mutans.'
El Streptococcus mutans tue aislado
de las lesiones de caries dental humana
por Clarke en 1924, determinando que
el habitat natural del S. mutanses la cavidad oral del ser
humano.? Se considera que la biopelicula adquirida se
forma por varios mecanismos, como la precipitacion de
acidos, la precipitacion de enzimas y las teorfas de adhe-
rencia bacteriana selectiva y no selectiva; es gracias a los
conceptos de adherencia selectiva (especificamente las
ionicas, hidrofébicas y de lectina) que se tiene una mejor
compresion de la colonizacién inicial de la biopelicula por
el Streptococcus sanguis'y el S. mitis Como una bacteria
del dcido lactico, S. mutans depende exclusivamente de
la glucdlisis para la produccion de energifa.® La sacarosa
es un disacéarido $2.1-enlazado compuesto por glucosa y
fructosa que, por diversas razones, ha demostrado ser el
mas cariogénico de todos los carbohidratos. Al respecto, S.
mutans ha desarrollado multiples vias para catabolizar la
sacarosa y producir dcido, y varias enzimas glucosiltrans-
ferasas convierten la sacarosa en un polimero extracelular
similar a un pegamento, llamado glucano, que favorece la
formacion de biopeliculas mediante la adhesion celular a
superficies dentales y otros microorganismos orales.”

La sacarosa, estimula un aumento del 50 % en la actividad
bacteriana, lo que favorece una reproduccién mas facil y
rapida, causando un mayor dafio al huésped.® Por el contrario,
la alulosa es considerada un azicar poco comun con efectos
beneficiosos para la salud, pero ha sido poco estudiada en la
prevencion de caries.® La D-alulosa es el epimero en C-3 dela
D-fructosa. La D-alulosa es segura para el consumo humano y
fue aprobada en el 2011 por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA) e los Estados Unidos para aplicaciones
alimentarias. No solo puede utilizarse en alimentos y suple-
mentos dietéticos como un edulcorante bajo en calorias, sino
que también presenta varias funciones fisiologicas.” Este
estudio busca evaluar la capacidad de estos azucares para
influir en el crecimiento y la produccién de biopeliculas en
esta bacteria, lo que podria influir en el desarrollo de estra-
tegias para prevenir la caries dental. El objetivo es evaluar el
efecto in vitro de los azucares alulosa y sacarosa a la actividad
del Streptococcus mutans

Material y métodos
Estudio longitudinal, experimental in vitro.

Muestra: S. mutans ATCC 25175

Variables.

. Independientes: azucar usada (alulosa o sacarosa)

. Dependientes: Concentraciéon de Streptococcus
mutans ATCC 25175.

. Preparacion de cepa de S. mutans ATCC 25175.

Se obtuvo comercialmente de la American Type Culture
Collection (ATCC 25175)

Se cultivé a 37°C y 5 % de CO2 en caldo Brain Heart
Infusion (BHI)® .durante 24 horas y se ajustaron a una
densidad 6ptica (OD) de 0.5-0.6 a 600 nm (1 x 10%) UFC/
mL) escala de McFarland.

Se realizo tincion de Gram.
Preparaciones stock de alulosa y sacarosa.

Se peso 1 gramo (alulosa o sacarosa) en 100 mL de agua
destilada.

Soluciones de trabajo:

Se prepararon diluciones de cada azucar (alulosa o sacarosa)
al 25 %, 50 %, 75 %y 100 %.

El ensayo en el laboratorio se realizd con tres grupos expe-
rimentales o tratamientos.

. Grupo 1. Formado por cultivo de S. mutans + alulosa
a concentraciones (25 %, 50 %, 75 % y 100 %.)

. Grupo 2. Representado por cultivo de S. mutans +
sacarosa a las diferentes concentraciones (25 %, 50
%. 75 % y 100 %.)

. Grupo 3. Control, el cual estuvo formado por cultivo
de S. mutans.

Cada grupo con tres repeticiones y observaciones en el
tiempo a las 0, 30, 60 y 240 minutos utilizando una micro-
placa de 96 pozos.

En cada pocillo se agregaron las soluciones de alulosa y
sacarosa por triplicado.

A todos los pocillos se agregd S. mutans (1 x 108 UFC/mL).
Se determind la absorbancia mediante un espectrofoto-
metro’ DYNATECH a una longitud de onda de 625 nm a
los tiempos 0, 30, 60 y 240 minutos.

Estadistica

Para evaluar las comparaciones entre las diferentes concen-
traciones de alulosa o sacarosa, se realizd un analisis de
varianza (ANOVA) con post hoc de Dunnett.

El andlisis de los resultados se realizé por medio del paquete
estadistico GraphPad Prism 8§, considerando significancia

estadfstica cuando p < 0.05 con el control negativo.

La absorbancia fue directamente proporcional a la concen-
tracion de los microorganismos.
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Resultados

El crecimiento de células de S. mutans posterior

a la exposicién de la alulosa y sacarosa

aumento con diferencia estadistica respecto al control negativo (gréficas 1y 2).
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Concentraciones de alulosa

Grafica 1. Alulosa a diferentes concentraciones (12.5%, 25%, 50%, 75%, 100%) +S.
Mutans (en células x 10% ) a diferentes tiempos. (Fuente propia).
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Concentraciones de sacarosa

Grafica 2. Sacarosa a diferentes concentraciones (12.50%, 25%, 50%, 75%, 100%) —

S. mutans x 10%) a diferentes tiempos. (F

El nimero de células bacteriana de S. mutans después de
ser expuestas a la sacarosa fue

mayor (5.1 x 10*) que el de las células/mL expuestas a
alulosa (3.3 x 10%) en cada punto de tiempo (p < 0.05), y
la acumulacion de células bacteriana alcanzo su punto
méximo a una concentracion de 12.50 % (gréfica 1).

A medida que transcurria el tiempo, el S. mutans expuesto a

la alulosa presento un incremento en la cantidad de células
bacterianas, siendo su valor mds bajo a los 0 minutos con
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uente propia).

1.78 x 10% y su valor mds alto a los 240 minutos con 3.386 x
10%, como muestra la grafica 1, mientras que después de la
exposicion a sacarosa los valores fueron mas altos 0 minutos
con 2.56 x 10* y su valor mds alto a los 240 minutos con 5.1
x 10% (gréfica 2).

Discusion

Alshahrani y Gregory' consideraron que el S. mutans es
una de las principales bacterias implicadas en la caries



dental, asi como los hdbitos alimenticios, especialmente el
consumo de sacarosay las précticas de higiene bucal.

Hu y colaboradores " mencionaron que la D-alulosa ha
ganado cada vez mds atenciéon debido a sus excelentes
propiedades, como bajo en calorfas, conun 70 % de dulzor
de sacarosa, 0.4 kcal/g de energia dietética por lo que el
presente estudio busco determinar la capacidad anticario-
génica, una caracteristica sobre la cual no se han reportado
resultados en otras investigaciones.

Los resultados obtenidos revelaron que el numero de S.
mutans en presencia de alulosa fue menor a el nimero de
células bacteriana de S. mutans en presencia de sacarosa,
sin embargo, no se encontraron resultados en otros analisis
para compararlos.

Conclusién

Segun los resultados obtenidos se observé que los cultivos
de S. mutans mostraron menor proliferacién de creci-
miento después de ser expuestos al edulcorante comercial
de alulosa comparados con los cultivos con sacarosa. Por lo
tanto, el efecto de la actividad antimicrobiana de la alulosa
sobre S. mutans fue mayor al compararlo con la sacarosa.
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