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Relacién de la concentracién del ion tiocianato salival y el recuento de
bacterias acrobias en saliva en personas fumadoras y no fumadoras

List of Concentration of Salivary Thiocyanate lon and Aerobic Bacteria Count in Saliva
of Smokers and Nonsmokers People
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I RESUMEN

El ion tiocianato es una sustancia derivada del cianuro, el cual es metabolizado en nuestro organismo,
para luego liberarse en diversos fluidos orgénicos, tales como la saliva, donde es transformado a ion hipo-
tiocianato mediante el sistema lactoperoxidasa, atribuyéndosele una funcién antibacteriana. El objetivo
fue relacionar la concentracion del ion tiocianato salival y el recuento de unidades formadoras de colonias
(UFQ) de bacterias acrobias en la saliva. La concentracién del ion tiocianato salival se cuantificé por
espectrofotometria, luego de someter las muestras a la reaccién de Koning. El recuento de las UFC se rea-
liz6 después de cultivar las muestras de saliva en Agar Cuenta Colonias. La relacién de ambas variables se
evaluaron mediante regresién lineal y los resultados entre los distintos grupos de personas se compararon
mediante la prueba de significancia de Tukey. Las personas que fumaban diariamente tuvieron concen-
traciones significativamente mayores (2,27 x 10-3M) que los fumadores interdiarios (1,62 x10-3M), los
fumadores sociales (1,40 x 10-3M) y los no fumadores (1,33 x 10-3 M). Para el nimero de UFC totales
hubo diferencia significativa entre los fumadores habituales (476x103 UFC/ml de saliva) respecto a los
demds grupos, 798x103 UFC/ml en los que fumaban interdiario, 1012x103 UFC/ml en los fumadores
sociales y 1101x103 UFC/ml en las personas no fumadoras.Al relacionarse ambas variables, se observé
una muy buena fuerza de correlaciéon (r=-0,845) para las bacterias aerobias totales y para estreptococos
(r=-0,718) con la concentracién de tiocianato. Por lo tanto, a mayor concentracién del ion tiocianato
salival, disminuird el nimero de UFC de aerobios totales y por supuesto el nimero de estreptococos en la
saliva. No existe relacion entre la concentracion de tiocianato salival y la cantidad de estafilococos saliva-
les, como lo indica el coeficiente de correlacién (r=0,415).

Palabras clave: bacterias de la saliva, ion hipotiocianato, ion tiocianato, fumadores.

I ABSTRACT

Thiocyanate ion is a substance derived from the cyanide, which is metabolized in our body and then
released it in various organic fluids, such as saliva, where it is transformed by ion hypothiocyanate by
lactoperoxidase system, attributing an antibacterial function. The objective was to relate the concentra-
tion of salivary thiocyanate ion and counting colony forming units (CFU) of acrobic bacteria in sali-
va. The salivary thiocyanate ion concentration was measured by spectrophotometry, after subjecting the
samples to the reaction of Kéning. CFU count was performed after culturing saliva samples in Account
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Agar Colonies. The relationship of both variables were evaluated by linear regression and results among
different groups of people were compared using the Tukey significance test. People who smoked daily
had significantly higher concentrations (2,27 x 10-3M) than interdiarios smokers (1,62 x10-3M), social
smokers (1,40 x 10-3M) and nonsmokers (1, 33 x 10-3 M). For the total number of CFU was no signi-
ficant difference between the current smokers (476x103 CFU / ml of saliva) compared to other groups,
798x103 CFU / mlin those who smoked intraday, 1012x103 CFU / ml in social smokers and 1101x103
CFU / ml in nonsmokers. In relating the two variables, a very good strength of correlation (r = -0,845)
for total aerobic bacteria and streptococci (r = -0,718) with the thiocyanate concentration was observed.
Therefore, the higher concentration of salivary thiocyanate ion, the number of CFU of total aerobic will
decrease and of course the number of streptococci in saliva. There is no relationship between the concen-
tration of salivary thiocyanate and the amount of salivary staphylococci, as indicated by the correlation

coefficient (r = 0,415).

Palabras clave: bacteria in saliva, hypothiocyanate ion, thiocyanate ion, smokers.

INTRODUCCION

Nuestra saliva posee una molécula antibacte-
riana derivada del cianuro, el ion tiocianato
(SCN-), el cual es degradado a partir del cianuro
que es ingerido en diversas fuentes de alimentos,
asi como también por inhalacién del humo del
cigarro (1). El tiocianato en la saliva es oxida-
do por la lactoperoxidasa a ion hipotiocianato
(OSCN-), una molécula que tiene accién anti-
bacteriana.

Los estreptococos forman gran parte de la flora
bucal normal, sobre todo los estreptococos del
grupo viridans que participan como colonizado-
res de la placa dental y algunos, como Streprococ-
cus mutans, como agente etioldgico de la caries
dental. La presencia del género Streptococcus
en la cavidad bucal, incluida la secrecién salival,
corresponde al 45 a 50% de la flora bacteriana
(2,6), el cual, ademds de ser un género fécilmen-
te cultivable en condiciones aerdbicas, inhibe el
crecimiento de muchas especies bacterianas; por
lo que estos microorganismos son ideales para
evaluar la actividad antibacteriana del ion hipo-
tiocianato salival sobre la viabilidad celular de
bacterias de la saliva. En el caso de los estafiloco-
cos, si bien es cierto que forman un bajo porcen-
taje de la flora bacteriana de la cavidad bucal, son
parte de la flora normal de todos los ecosistemas
orales, y crecen fécilmente en las condiciones an-
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tes mencionadas, sin ser inhibidos por el desarro-
llo de los estreptococos, como ocurre con otros
grupos bacterianos (29).

Hay un gran nimero de personas fumadoras fre-
cuentes, las cuales presentan por lo general una
alta concentracién de tiocianato en saliva (1,8),
por lo tanto, son los individuos ideales para eva-
luar en ellos la influencia de la concentracién
del tiocianato salival sobre la viabilidad de las
bacterias de la saliva. También se seleccionaron
personas no fumadoras como portadoras de ion
tiocianato salival en condiciones normales.

MATERIAL Y METODOS

La muestra estuvo constituida por 100 indivi-
duos que incluyen a personas fumadoras: los que
fuman diariamente, a los que fuman interdiario,
fumadores sociales y personas no fumadoras que
se encuentren entre los 18 a 34 afos.

Para la seleccién de la muestra se utilizé la téc-
nica de encuesta y como instrumento el cuestio-
nario, en donde se les pregunté de forma precisa
cudles son sus hdbitos respecto al consumo de
cigarrillos y datos que nos permitan cumplir con
los siguientes criterios:

Criterios de inclusion: a) Personas clinicamente
sanas fumadoras (los que fuman diariamente,
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interdiario y fumadores sociales) que se encuen-
tren entre los 17 a 34 afos. b) Personas clinica-
mente sanas no fumadoras (sin hdbitos de fu-
mar) que se encuentren entre los 17 a 34 anos.

Criterios de exclusion: Personas que presenten
alguna patologia bucal o sistémica evidente, que
se encuentren tomando alguna medicacién, y/o
que estén usando aparatos ortoddnticos. Ade-
mds se excluyen a los fumadores pasivos.

Medida de la absorbancia de tiocianato en las
soluciones estdndar. Se procedié a preparar una
serie de soluciones standard con concentraciones
de tiocianato conocidas a las que se les aplicé clo-
ruro férrico (reaccién de Koning). Estas solucio-
nes se llevaron al espectrofotémetro VIS ZUZI
4200/20 para determinar sus absorbancias co-
rrespondientes, midiendo a la longitud de onda
seleccionada en el procedimiento anterior (580
nm). Con estos datos se construy$ una grafica
estandar de absorbancia versus molaridad de tio-
cianato férrico (5,10).

Estimacion de la concentracién de tiocianato
salival. A continuacién, se prepararon tubos
de ensayo rotulados con 4 ml de la solucién de
FeCl, 0,1M. Luego con la ayuda de una micro-
pipeta, se colect6 1 ml de saliva del piso de la ca-
vidad bucal, producida espontidneamente, de las
personas fumadoras y no fumadoras selecciona-
das, esta saliva se aplic a cada tubo correspon-
diente. Los tubos se tapan y homogeneizan, e
inmediatamente después se mide su absorbancia
en el espectrofotdmetro a 580nm. Finalmente,
para hallar la concentracién del ion tiocianato,
se interpolaron las medidas de absorbancia con
la gréfica estindar establecida en el anterior pro-
cedimiento.

Establecimiento de la dilucién adecuada de
saliva para el conteo de UFC. Se realizé la es-
tandarizacién de bacterias de la saliva, para lo
cual se toma con la ayuda de una micropipeta

la cantidad de 1 ml de saliva producida natural-
mente, luego esta se diluye en una bateria de 10
tubos con diluciones sucesivas en suero fisiold-
gico desde 1x10! hasta 1x101°. De cada tubo se
siembra 1ml en placas Petri, a las que se les ana-
dié 15ml Agar Cuenta Colonias, y luego realizé
un movimiento suave en 8 para mezclar ambas
soluciones (cada dilucién se evalud por triplica-
do). Estas placas se llevan a la estufa a 37 °C du-
rante 24 horas. Por tltimo, se realizd el conteo
de UFC y se escogié la dilucién de la placa que
correspondia al conteo que esté entre 30 a 300
UFC. En este ensayo se establecid la dilucion de
1x1073.

Caracterizacién cultural, microscépica y bio-
quimica de las UFC del medio Agar Cuenta
Colonias. Para la comprobacién que son colo-
nias de estreptococos y estafilococos se realizd
primeramente una caracterizacion cultural des-
cribiendo el didmetro, forma, color, elevacion,
luz trasmitida, superficie y margen de las colo-
nias. Luego se realiza una coloracién de Gram
y se visualiza al microscopio para comprobar
morfologia y agrupacién. Finalmente se realiza
la prueba de la catalasa para diferenciar estafilo-
cocos de estreptococos.

Evaluacién del nimero de unidades formado-
ras de colonias. Para cada sujeto de estudio se
realizé un muestreo a media manana de 1 ml de
saliva producida naturalmente con ayuda de una
micropipeta. Esta muestra se diluyd en un tubo
con suero fisiolégico a la dilucién de 1x103, a
continuacién de dicho tubo se sembrdé 1 ml en
placa por triplicado, se mezclé con el Agar Cuen-
ta Colonias y se llev a la estufa a 37 °C durante
24 horas. Se hizo el conteo de UFC de aerobias
totales, de estreptococos y de estafilococos, luego
se saco el promedio de las tres placas para cada
sujeto de estudio. Finalmente, estos resultados se
multiplicaron por 1000, para regresar al nimero
de bacterias salivales por 1 ml antes de someter-
las a dilucidn.
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Registro y evaluacion de los datos. Se registra-
ron los datos de los participantesy sus resultados
en una tabla como la que aparece a continuacion,
y luego se realizé un analisis de correlacién entre
la concentracién de tiocianato (Molaridad) y el
numero de UFC/ml de saliva de aerobias tota-
les, de estreptococos y de estafilococos por sepa-
rado para establecer la relacion entre estas dos
variables.

Anilisis y procesamiento de los datos. Para el
procesamiento de datos se utilizaron los progra-
mas SPSS versién 17 y Excel 2010. Se realizaron
tablas univariadas para expresar las frecuencias
absolutas y relativas porcentuales de las variables
cualitativas y para la comparacion de las variables
cuantitativas como concentracidn de tiocianato
y UEC se aplica el ANOVA con el test de Tukey

con un nivel de significancia del 5%.

Para la relacién entre la concentracién de tiocia-
nato y las UFC se aplicé la regresion lineal sim-
ple y el coeficiente de correlacién de Pearson (r).
Finalmente se realizaron graficos de barras para
las comparaciones y para la regresion lineal grafi-
cos de dispersién de puntos.

RESULTADOS

La figura 1 nos muestra la relacién entre la con-
centracion del tiocianato en la saliva y las UFC
de acrobios totales también en saliva; podemos
apreciar que a medida que la concentracién de
tiocianato se incrementa las UFC de aerobios to-
tales disminuye.

La ecuacién de la regresion lineal nos indica que
por cada molar de tiocianato de incremento en la
saliva, el nimero de UFC de aerobios totales en
saliva disminuye en 519x10° UFC/ml. Asimis-
mo, se observa que ambas variables tienen una
muy buena fuerza de correlacion (r=-0,845).

La figura 2 nos muestra la relacién entre la con-
centracion del tiocianato en la saliva y las UFC
de estreptococos también en saliva; podemos
apreciar que a medida que la concentracién de
tiocianato se incrementa en saliva las UFC de es-
treptococos disminuye.

La ecuacién de la regresion lineal nos indica que
por cada molar de tiocianato de incremento en la
saliva el nimero de UFC de estreptococos en sa-
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Figura 1. Relacion entre la concentracion de tiocianato y el nimero de unidades

formadoras de colonias de aerobios totales.
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Figura 2. Relacién entre la concentracion de tiocianato y el nimero de unidades

formadoras de colonias de estreptococos.
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Figura 3. Relacion entre la concentracién de tiocianato y el nimero de unidades
formadoras de colonias de estafilococos.

liva disminuye en 531x103 UFC/ml. Asimismo,
se observa que ambas variables tienen una muy
buena fuerza de correlacién (r=-0,718).

La figura 3, nos muestra que no hay una buena
fuerza de relacién entre la concentracién del tio-
cianato salival y las UFC de estafilococos saliva-
les, como lo corrobora el coeficiente de correla-

cién (r=0,415).

DISCUSION

En el andlisis de regresion lineal entre la concen-
tracion del tiocianato en la saliva y el recuento
de las UFC de aerobios totales también en sali-
va, se observé una muy buena fuerza de correla-
cién negativa (r= -0,845), es decir, a medida que
se incrementa la concentracién de tiocianato, el
numero de UFC de acerobios totales disminuye
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(Figura 1). Asimismo, al momento de analizar
la relacién de la concentracién de tiocianato y
el numero de UFC de estreptococos aerobios,
se encontré también una buena fuerza de co-
rrelacidn negativa (r=-0,718), vale decir, que al
aumentar la concentracién de tiocianato en la
saliva, el nimero de UFC de estreptococos sa-
livales disminuye (Figura 2). Entonces, si los es-
treptococos constituyen mds del 90% de la flora
aerobia de la saliva (15,16), esta disminucién del
numero de aerobios totales debe de producirse
especificamente sobre los estreptococos, sin in-
fluir sobre el crecimiento de los estafilococos,
como lo indica el andlisis de regresion para UFC
de estafilococos donde no se encontré una buena
relacién con la concentracién de tiocianato sali-

val (r=0,415) (Figura 3).

Segtin estos resultados las altas concentraciones
del ion tiocianato salival de los fumadores dis-
minuyen el nimero de UFC aerobias totales y
estreptococos, debido a que el tiocianato, al ser
el sustrato del sistema lactoperoxidasa salival,
produce una mayor conversion a las moléculas
antibacterianas producto de este sistema, ion hi-
potiocianato y 4cido hipocianoso (8,9,10), que
en los no fumadores. Esta accidn antibacteriana
por parte de este sistema tiocianato-perdxido de
hidrégeno-lactoperoxidasa forma parte impor-
tante del sistema inmune innato, no sélo en la
cavidad bucal sino en otras zonas del organismo
donde hay microflora bucal (11); buscando la
disminucién del nimero de colonias de estrep-
tococos bucales, para llegar a un equilibrio po-
blacional, sin eliminarlos totalmente, ya que si
bien es cierto, algunas especies pueden llegar a
ser patoldgicas (Streprococcus mutans, S. mitis),
también muchas especies de este género forman
parte de nuestra flora bucal normal (Szreprococ-
cus salivarius, S. sanguinis, S. mutans, etc.).

Los estudios microbioldgicos realizados durante
los 10 a 20 tltimos afios corroboran la eficacia
antibacteriana y antiviral del sistema LP, sefia-
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lando una correlacién también inversamente
proporcional a la densidad de células bacterianas
(5,12,13,9,10, 11, 14). La eficacia antibacteria-
na del sistema LP es escasa con concentraciones
bacterianas altas, fundamentalmente bacterios-
ttica con concentraciones intermedias y princi-
palmente bactericida con concentraciones bajas.
Sin embargo, en este estudio si se ha observado
su accion bacteriostatica frente a aerobios totales
y estreptococos orales, a pesar de la alta concen-
tracion bacteriana.

Con respecto a la accién inhibitoria no determi-
nante del tiocianato salival sobre los estafiloco-
cos orales, tal vez se podria adjudicar a que estas
bacterias, a diferencia de los estreptococos, pro-
ducen catalasa; siendo probable que esta enzima
esté capturando el perdxido de hidrégeno, molé-
cula que por si sola tiene menor efectividad an-
tibacteriana, pero al eliminarse del medio, ya no
habria sustrato que done el oxigeno para la oxi-
dacién del tiocianato a hipotiocianato mediante

el sistema LP (14).

Esto no significa que habria que consumir ci-
garrillos para obtener tiocianato salival, ya que
el consumo de tabaco produce alteraciones en
el organismo mucho mas perjudiciales que el
beneficio de su consumo para inhibir enferme-
dades bucales, por lo que el tiocianato se podria
consumir en suficiente cantidad en alimentos
cianogénicos y/o productos de limpieza oral a
concentraciones no tdxicas para nuestro orga-

nismo.
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