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5. Resumen

La investigacion tuvo como objetivo comparar el efecto antibacteriano de cuatro
concentraciones de extracto acuoso de hoja de Stevia rebaudiana, sobre Streptococcus
mutans, ATCC 25175. El disefio de la investigacion fue experimental, prospectivo y
analitico. Se recolectd 2 kg de Stevia rebaudiana y se elabord el extracto a las
concentraciones de 5%, 10%, 15% y 20%. Streptococcus mutans ATCC 25175, fue
sembrado en placas Petri, realizandose 10 repeticiones por grupo de estudio (5%, 10%,
15% y 20%) de Stevia rebaudiana. Para medir los halos de inhibicion se tomo en cuenta
la totalidad de los 40 sensidiscos con el tratamiento desarrollado en la placa Petri con
un vernier certificado bajo la norma ISO 9001. Para comparar el efecto antibacteriano
de los grupos de estudio se utiliz6 la prueba no paramétrica KrusKall Wallis (p = 0.05)
y para la comparacion maultiple se utilizé el test de Duncan. Los halos de inhibicién
promedio obtenidos fueron de 6.99 mm, 7.36 mm, 887 mm y 9.17 mm
respectivamente para cada concentracion (5%, 10%, 15% y 20%). Se llega a la
conclusion que el extracto acuoso de hoja de Stevia rebaudiana al 20% presenta un
mayor efecto antibacteriano sobre Streprococcus mutans ATCC 25175 en comparacion

de las otras tres concentraciones (5%, 10% y 15%).

Palabras clave: Antibacteriano, Clorhexidina, Stevia rebaudiana, Streptococcus

mutans.
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Abstract

The research aimed to compare the antibacterial effect of four compounds of aqueous
Stevia rebaudiana leaf extract on Streptococcus mutans, ATCC 25175. The research
design was experimental, prospective and analytical. 2 kg of Stevia rebaudiana was
collected and the extract was made to the particles of 5%, 10%, 15% and 20%.
Streptococcus mutans ATCC 25175, seeded in Petri dishes, performing 10 repetitions
per study group (5%, 10%, 15% and 20%) of Stevia rebaudiana. To measure the
inhibition halos, all 40 sensidisks will be taken into account with the treatment
developed on the Petri dish with a vernier certified under 1ISO 9001. To compare the
antibacterial effect of the study groups, the non-parametric test will be considered.
KrusKall Wallis (p = 0.05) and for the multiple comparison the Duncan test was
analyzed. The average inhibition halos were 6.99 mm, 7.36 mm, 8.87 mm and 9.17
mm respectively for each concentration (5%, 10%, 15% and 20%). It is concluded that
the 20% aqueous Stevia rebaudiana leaf extract has a greater antibacterial effect on
Streprococcus mutans ATCC 25175 compared to the other three concentrations (5%,

10% and 15%).

Key words: Antibacterial, Chlorhexidine, Stevia rebaudiana, Streptococcus mutans.
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Introduccion

Entre las afecciones bucales més frecuentes en el ser humano se encuentra
la caries dental como una enfermedad infecciosa y transmisible, la cual esta
relacionada con malos hébitos de higiene dietética, mal oclusiones y flora
oral patogena. Entre los microorganismos asociados a esta infeccion se
encuentran bacterias del tipo Streptococcus mutans, Lactobacillus y/ o
Actinomyces. Los primeros colonizadores del biofilm dental favorecen el
aumento de la acidificacion, produciendo la destruccion progresiva del
diente que, sin una terapia adecuada, podria acarrear la pérdida total de la
corona dentaria.

Streptococcus mutans se encuentra en la cavidad oral tras la erupcion de los
dientes temporales; es una de las primeras bacterias en adherirse y
multiplicarse en la superficie dental.! Posee caracteristicas especiales de
adherencia gque involucra dos fases, la reversible que es la interaccion inicial
entre el organismo y las superficies dentales recubiertas con saliva y la
irreversible por la presencia de glucano insoluble, sintetizado de la sacarosa
producto de la accion enzimatica de la glucosiltransferasa.?

Stevia rebaudiana es una planta originaria de Sudamérica, sus hojas son una
fuente natural de edulcorante con glucosidos a los cuales llamaron
esteviosidos y rebaudidsidos con 0% de calorias y méas dulce que la sacarosa,
ademas disminuye los niveles de glucosa en la sangre hasta en un

35% y tiene una alta demanda internacional por parte de Japon, China,

Corea, Taiwan, Israel, Paraguay, Uruguay y Brasil .3



La importancia de la investigacion radica en identificar el potencial
antibacteriano de Stevia rebaudiana lo que permitiria una diversificacion e
industrializacion de la planta con fines odontoldgicos. Por lo expuesto, se
planted el siguiente problema de investigacion: ;Cull es el efecto
antibacteriano de cuatro concentraciones de extracto acuoso de hoja de
Stevia rebaudiana sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo
2019?

Respondiendo al problema planteado se procedié a trabajar con la siguiente
hipotesis: El extracto acuoso de hoja de Stevia rebaudiana al 20% posee
mayor efecto antibacteriano que las concentraciones al 5%, 10% y 15%,

sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

Para lograr la contrastacion de la hipotesis se propuso como objetivo
general: Comparar el efecto antibacteriano de cuatro concentraciones de
extracto acuoso de hoja de Stevia rebaudiana sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175, Trujillo 2019. El disefio de la investigacion fue
experimental, prospectivo y analitico. Los resultados mostraron que la
concentracion de Stevia rebaudiana al 20% presentd un mayor halo de
inhibicidn, lo que demuestra un mayor efecto antibacteriano en relacién a
las otras concentraciones en estudio (5%, 10% y 15%) frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175. Se llegd a la conclusion que el extracto acuoso de hoja
de Stevia rebaudiana al 20% presenta un mayor efecto antibacteriano sobre
Streprococcus mutans ATCC 25175 en comparacién de las otras tres

concentraciones (5%, 10% y 15%).



Revision de la literatura

2.1. Antecedentes

Céaceres N.* (Puno, 2017). Efecto Antimicrobiano In Vitro Del Extracto
De Stevia rebaudiana Sobre Streptococcus mutans. Determind el efecto
antimicrobiano in vitro del extracto acuoso de Stevia rebaudiana sobre
Streptococcus mutans; para ello utilizaron 36 placas Petri donde se
aplicd muestras de Streptococcus mutans para luego colocar extracto de
Stevia rebaudiana en concentraciones al 25%, 50% y 100%. El
método que uso el investigador fue el propuesto por INS de Kyrby —
Bauer para determinar la concentracion minima inhibitoria del extracto
de Stevia rebaudiana. Los resultados obtenidos fueron que el extracto
de Stevia rebaudiana tiene efecto antimicrobiano sobre el Streptococcus
mutans en la concentracion al 25% con un promedio del halo de
inhibicion de 10.47 mm; al 50% de 12.46 mm y al 100% de

13.49 mm de lo que se constituye en mejor efecto antimicrobiano. Se
concluye que el extracto de las hojas secas de Stevia rebaudiana
obtenido por el método de destilacion agua-vapor tiene efecto
antimicrobiano in vitro sobre los cultivos de la bacteria Streptococcus

mutans.



Guevara E.> (Ecuador, 2017) Andlisis Del Efecto Inhibitorio De Stevia
En Diferentes Concentraciones Sobre Streptococcus mutans, Estudio In
Vitro. Demostro la proliferacion del Streptococcus mutans, in vitro,
mediante el extracto hidroalcoholico de Stevia, para lo cual utilizo la
técnica microbioldgica de difusion de discos. El disefio de investigacion
utilizado fue el experimental, estableciendo controles: positivo
Clorhexidina al 0.12% y control negativo suero fisioldgico, realizando
15 repeticiones por extracto en concentraciones de 25%, 50%, 75% y
100%. Los resultados obtenidos fueron que el extracto de Stevia al 25%
y 50% no produjeron halos de inhibicion, mientras que al 75% produjo
una media de 6,47 mm y al 100% produjo una media de 9,33 mm de
halos de inhibicion. El autor concluye que el extracto de Stevia no tiene
efecto inhibitorio sobre Streptococcus mutans en ninguna de las
concentraciones por lo que sugiere no usar el extracto de Stevia como

agente microbiano ante esta bacteria.

Acosta S., et al.5 (Venezuela, 2017) Efecto de glucosa y de Stevia
rebaudiana sobre el crecimiento de Streptococcus mutans en medio de
cultivo axenico. Estudio que tuvo por objetivo comparar los efectos de
la glucosa y Stevia rebaudiana sobre el aumento del Streptococcus
mutans y la concentracion del pH extracelular en un medio axénico. Se
conformd tres grupos de cultivos de Streptococcus mutans en caldo BHI
donde al grupo 1 se afiadio 8ml de edulcorante comercial de extracto de
hoja de Stevia rebaudiana, al grupo 2 se afiadi6 glucosa 8ml y el altimo

grupo siendo el de control no se afiadio suplemento. Los



resultados evidenciaron que al grupo que se afiadié glucosa hubo un
mayor crecimiento de Streptococcus mutans, a diferencia con el grupo
1 donde se afiadio un edulcorante comercial a base de Stevia donde hubo
menor crecimiento y que a su vez presentd menor pH.; en conclusion,
la Stevia rebaudiana inhibe el crecimiento del Streptococcus mutans
reduciendo el nivel de pH, impidiendo que se produzca la

desmineralizacion del esmalte dental.

Masson M., et al.” (Ecuador, 2016) Comparacion De La Efectividad
Antibacteriana de Stevia rebaudiana sobre Streptococcus mutans y
Streptococcus sanguinis. Su objetivo fue comparar la efectividad
antibacteriana de la Stevia rebaudiana sobre Streptococcus mutans y
Streptococcus sanguinis. Trabajaron con 15 placas Petri con Agar
Muller Hilton adicionado 5% de sangre de cordero, una vez activadas
las cepas se dio paso al sembrado y cultivo por 48 horas. Para evaluar
cada una de las concentraciones de Stevia rebaudiana se utilizaron
discos de fieltro mojados correspondientemente y se colocaron en cada
placa Petri, tras los tiempos definidos para el crecimiento, la evaluacion
realizada por el autor se llevo a cabo con la medicion de halos de
inhibicidn. La formula comercial de Stevia logré inhibir el crecimiento
del Streptococcus sanguis en un promedio de 9,5 mm en sus halos de
inhibicion, y sobre Streptococcus mutans con halos en promedio de
11,3 mm. En conclusion, Stevia rebaudiana tiene un efecto inhibidor de

crecimiento sobre las cepas de los microrganismos evaluados.



Becerra L.8 (Trujillo, 2016) Efecto antibacteriano in vitro de un
enjuague bucal a diferentes concentraciones a base de extracto etandlico
de Stevia rebaudiana sobre el crecimiento de Streptococcus mutans
ATCC 25175. Determiné la actividad antibacteriana in vitro de un
enjuague bucal a base de extracto etandlico de hojas de Stevia
rebaudiana sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. Los extractos se
obtuvieron a partir de hojas frescas de Stevia rebaudiana, para luego ser
agregado con solventes en la elaboracion de un enjuague bucal a seis
concentraciones en etanol de 70° y seis concentraciones en etanol de
30°. La concentracion inhibitoria minima se obtuvo por el método de
dilucién en caldo. Los resultados que obtuvieron permitieron
seleccionar a la CMI en 1.07mg/ml en el enjuague a base de extracto
de Stevia rebaudiana en etanol de 70° y la concentracion de 2.14mg/ml,
en etanol de 30° (p>0.05). Mientras la CMB en 75mg/ml en el enjuague
bucal trabajado en etanol de 70° y siendo estadisticamente nulo en
etanol de 30° (p<0.01). En conclusion, el enjuague bucal a base de
extracto etanolico de Stevia rebaudiana posee efecto antibacteriano

sobre Streptococcus mutans.

Pérez S.° (Trujillo, 2013) Efecto Antibacteriano In Vitro Del Extracto
Etandlico De Stevia rebaudiana Sobre Streptococcus mutans.
Determind la actividad antibacteriana de extractos etanolicos de hojas
de Stevia rebaudiana sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. Los

extractos se extrajeron de hojas frescas, seis concentraciones en etanol



de 70° y seis concentraciones en etanol de 30°. Para obtener la
concentracion inhibidora minima se usé el método de dilucion en caldo
y agar, y para el efecto bactericida se aplicé la técnica de difusion de
discos de Kirby y Bauer. Se realizaron tres ensayos utilizando las 12
concentraciones del extracto con el objetivo de determinar la CMI1y 12
concentraciones para determinar la CMB, permitieron seleccionar a la
CMIl en 1,07 mg/ml en el extracto en etanol 70° y la concentracion de
4,28 mg/ml, en el extracto en etanol de 30° y a la CMB en 10 mg/ml en
el extracto en etanol de 70° y la concentracion de 42,8 mg/ml en el
extracto en etanol de 30°. El estudio concluye que el extracto etanélico
de Stevia rebaudiana posee efecto antibacteriano sobre Streptococcus

mutans ATCC 25175.

Vitery G., et al.% (Colombia, 2010) Actividad Inhibitoria de la Stevia
rebaudiana sobre el Lactobacillus acidophillus y el Streptococcus
mutans. Demostraron la actividad inhibitoria de Stevia rebaudiana
sobre Lactobacillus acidophillus y Streptococcus mutans. Se realiz
una investigacion de caracter experimental, en donde a traves de un
estudio in vitro se comparo el efecto, en diferentes concentraciones, de
extractos de Stevia rebaudiana, obtenidos con solventes como agua,
metanol, etanol, acetato de etilo y hexano, sobre el crecimiento de cepas
de S. mutans y L. acidophilus referenciadas por la American Type
Culture Coleccion (ATCC), utilizando la técnica de difusion en Agar

Mueller Hinton, como controles positivos Clorhexidina, Vancomicina



y Penicilina, y como controles negativos cada uno de los solventes. Se
obtuvieron los siguientes resultados de inhibicion con Streptococcus
mutans, el extracto acuoso y el extracto metandlico en concentracion
minima de 400 mg/mL produjeron un efecto inhibitorio con halo de 9
mm y 11,5 mm respectivamente. Con el extracto de acetato de etilo, la
concentracion minima que requirio fue de 200 mg/ml. y formé un halo
de inhibicion de 11,5 mm en promedio. El extracto hexanodlico se
obtuvo mejores resultados con una concentracion de 50mg/mL, con un
halo de inhibicion de 14,5 mm de diametro. Los controles positivos en
los que se utilizd una dilucidn de 7 sensidiscos de Vancomicina de 30
ug en un mL, gener6 un halo de 16,5 mm de didmetro en promedio, la
clorhexidina al 0,2% mostr6 un halo de 15 mm de diametro, la
penicilina (disco de 10 mg) no generd ninguna actividad. Se concluye
que existe una actividad antibacteriana de Stevia Rebaudiana contra del
S. mutans y L. acidophilus y el posible potencial anticariogénico de este

endulzante natural.



2.1.

Marco tedrico

2.2.1 Caries Dental

Se define como una enfermedad que para su formacion
involucran diversos elementos donde interacttan la superficie
dental, la placa dental y los azlcares presentes en la dieta; esta
interaccion produce acidos que, con el tiempo de presencia en

el diente, dan como resultado la desmineralizacion del esmalte.!

Ciertamente la caries dental inicia en el tejido duro del diente,
pero si ésta se deja sin tratamiento podria ingresar, a través de
los conductos radiculares, hacia el tejido blando, teniendo como
resultado una reaccion inflamatoria y destructiva que
posiblemente comprometan a los componentes del aparato

estomatognatico.?

En el afio 1987, la OMS incorpora al concepto de caries como
un proceso localizado que se inicia luego de la etapa de erupcion
dental, comenzando por la destruccion del esmalte y dentina del
diente y si no es tratada oportunamente podria afectar el estado
de salud general y la calidad de vida de las personas sin

distincion de edades.*?



2.2.1.1 Etiologia

Existen factores etiologicos basicos que influyen en el
proceso de la caries, como lo plantea Wewbrun, quien
ademas de la dieta, huésped y microorganismos agrega
al tiempo como un cuarto factor, que al interactuar de
manera prolongada podria provocar la enfermedad, la
cual se manifiesta a través de la lesion cariosa como un
sintoma clinico. Otros factores son los moduladores, los
cuales influyen directamente en la aparicion y desarrollo
de las lesiones cariosas, siendo estos: edad, salud
general, fluoruros, escolaridad, nivel social y econémico,
indice de caries pasada, grupo epidemioldgico y
variables de comportamiento.®® La interaccion de ambos
grupos de factores dan como resultado la presencia de

caries dental

El factor huésped se encuentra en relacion a dientes y
saliva, caracteristicas que se detallan a continuacion:

Diente: Constituye la zona donde se manifiesta la
dolencia, teniendo elementos causales por &cidos,
esmalte susceptible de destruir o por conformacion

anatémica.'*
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Saliva: considerando a esta como un medio constante y
expuesto a presencia de microorganismos bucales y
carbohidratos retenidos.**

El factor microbiano en la cavidad bucal esté constituido
por el biofilm, microorganismos y factores de
virulencia.'® El biofilm o placa bacteriana, viene a ser
una masa integrada por la agrupacién de bacterias que
se adhieren a las superficies generalmente humedas y
con materia organica, conocido también como
biopelicula®®, que para el caso de la cavidad bucal, se
ubica sobre la superficie de la estructura del diente
siendo el volumen y composicion de acuerdo a los
micoorganismos presentes; iniciando de este modo la
colonizacion bacteriana.'* Se observa como una masa
blanda dispersa en dientes, encias y otras superficies.®
Una de las bacterias que se encuentran en el biofilm es
Streptococcus mutans, bacteria Gram positiva que por su
capacidad de produccién de glucano se adhiere a la
superficie del diente atribuyéndole como el principal

promotor de la caries dental.!’

Los factores de virulencia, se expresan como la medida

cuantitativa de la patogenicidad teniendo como

indicador el numero de microorganismos necesarios

11



como causante de enfermedad, en otras palabras, es el
grado de patogenicidad.®®

El factor sustrato o dieta, referido al tipo y proporcion de
todo tipo de alimentos que se ingiere diariamente. Estos
componentes entran en contacto con los dientes y tejidos,
a su vez, alimentan a los microorganismos presentes en
la cavidad bucal. Se considera a los carbohidratos y
grasas como agentes etioldgicos esenciales en el origen

de las caries dentales.!®

2.2.2 Streptococcus mutans

El microorganismo que se encuentra con mayor frecuencia en
la cavidad oral, ademas el principal causante de caries es el
género Streptococcus y dentro de éste, la especie Streptococcus
mutans. Los principales factores biolégicos que han sido
utilizados como indicadores de caries dental, los Gltimos 20 afios

son: el Streptococcus mutans y Lactobacillus.®

Streptococcus mutans es una especie de bacterias cocaceas,
Gram positivo, aerobio facultativo, agrupadas en cadena. Para
su desarrollo “in vitro” necesita de medios enriquecidos y un
ambiente con baja tension de oxigeno.?’ De igual manera esta

bacteria a base de la sacarosa empieza a producir sacarosa por

12



la accion de dos enzimas, la glucosiltransferasa (GTF) y la
fructosiltransferasa (FTF); siendo la GTF capaz de sintetizar
glucano a partir de la glucosa; la FTF, fructano a partir de la
fructosa. Asimismo, el Streptococcus mutans integra la flora
oral microbiana, permitiendo encontrarlo en pacientes con y sin

caries.?!

Streptococcus mutans es un integrante del grupo de
microorganismos normales que se encuentran en la boca desde
la erupcidn de las piezas dentarias, convirtiéndose en patdgeno
al aumentar su proporcion relativa,?® diseminandose en las
superficies dentarias a través de cantidades suficientes en la
saliva venciendo la resistencia a la colonizacion que opone la
microbiota bucal normal.?® Asimismo, el indice de caries esta
muy relacionada con este microorganismo y, en consecuencia,
puede ser un factor de riesgo para la aparicion de nuevas lesiones

cariosas.?*

Los factores de virulencia de este microorganismo son:
- Acidogénesis, se define como el mecanismo
enzimatico que presenta el Streptococcus mutans
para transportar el azucar a la célula, produciendo

acidos.?®

13



- Acidofilia:  permitiendo el crecimiento del
streptococcus  mutans  inhibiendo ah  los
microorganismos comensales.?

- Aciduricidad: capacidad de produccién de &cido en

un ecosistema con pH bajo.?

2.2.3 La Clorhexidina como agente para el control de la placa

La Clorhexidina es una molécula bicaténica simétrica, que por
sus caracteristicas quimicas se le reconoce con el nombre de

paraclorofenilbiguanida.?’

El uso de clorhexidina en tratamientos periodontales es muy
comun y se considera el agente méas efectivo, observando una
disminucion de la formacion de biofilm, alterando el desarrollo
bacteriano. La presentacion de la clorhexidina puede ser en
digluconato, acetato e hidrocloruro siendo la de mayor uso

comercial el digluconato en concentrados del 12 0 20%.%’

Tiene como mecanismo de accion su fuerte adhesion a la
membrana celular bacteriana, a bajas concentraciones permite la
filtracion de componentes intracelulares incluido el potasio
(efecto bacteriostatico) lo que a diferencia de concentraciones
mas altas da como resultado la precipitacion del citoplasma

bacteriano y muerte celular (efecto bactericida).?®
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El extenso espectro de actividad antimicrobiana de la
Clorhexidina abarca un gran rango de organismos Gram+ y
Gram-, asi como en hongos; siendo el de mayor sensibilidad los

Gram+.%

Al menos un treinta por ciento del principio activo de la
clorhexidina se queda en la cavidad oral después del enjuague,

liberandose lentamente en los fluidos orales.*°

2.2.4 Stevia rebaudiana

Se describe a la Stevia como una planta tropical de la familia de
las asteraceas®?, arbusto lefioso que puede alcanzar los 80 cm de
altura en su maximo desarrollo. El género Stevia comprende al

menos 110 especies.®

Tiene el nombre cientifico de Stevia rebaudiana Bertoni®? en
honor al botanico suizo Moisés Santiago Bertoni (1857-1929)
quien la descubrio en 1887, describiéndola y clasificandola en

1889; su lugar de origen es Paraguay.®?
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Stevia tiene mas de doscientas especies identificadas, el sabor
dulce de las hojas de Stevia se atribuye a los compuestos
glicosidos que posee; siendo la Stevia rebaudiana Bertoni quien
contiene compuestos mas dulces por la presencia de glicdsidos

de esteviol .

Stevia rebaudiana bertoni también conocida como ‘hierba
dulce”, es la base para la produccion de un edulcorante natural
no clérico que lleva por nombre estevidsido, sobrepasando por
su poder al endulzar hasta 300 veces méas que la sacarosa; en
cuanto al sabor tiene un alto grado de similitud al azlcar a
diferencia de otros edulcorantes naturales, diferenciandose por

no tener un sabor metalico y no ser cariogénico.3*

El estevidsido, por las caracteristicas que posee, puede ser
recomendado en diabéticos, toda vez que esta probado que no
altera los niveles de glucosa en la sangre por lo que no aporta
calorias al ser metabolizado, es antidcido y cardiotonico;
asimismo no es fermentado por las bacterias orales por lo que

no hay produccion de caries.®®
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Con respecto al grado de toxicidad de la Stevia, se establecid
que la dosis de Stevia por via oral que se requiere para la
mortalidad a 50% de los sujetos (ratones), es de 15 g/kg de peso
corporal, lo que equivale para el ser humano adulto que pesa
sesenta kilogramos aproximadamente debe ingerir novecientos
gramos de esteviosidos, lo que significa ingerir cerca de 225

kilogramos de azticar de cafia.3®

2.2.4.1. Composicion

La presencia de glucosidos de esteviol aislados
identificados como  estevidsido, esteviolbiosido,
rebaudiosido A,B,C,D,E,F y dulcésido, que de acuerdo
a la especie, condiciones de cultivo y tamafio de la hoja,
se encuentran en mayor o0 menor porcentaje alcanzando
hasta el 15% de su composicién; siendo los componentes

responsables de hacer dulce a las hojas de Stevia.®’

2.2.4.2 Ventajas y Usos
Existen estudios que aprueban el uso de Stevia
rebaudiana para diabéticos, es hipotensora, usos en el
cuidado del rostro, para problemas de acidez estomacal,

sirve también disminuyendo el nivel de pH acido de la
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sangre y orina, ayuda en el control de la masa corporal
ya que su porcentaje en calorias es de 0%, a diferencia
de los dafios ocasionados por el azlcar y los demas
edulcorantes artificiales®® Ademas, su capacidad de
solubilidad en agua, sin nutrientes, sin calorias, es
estable a los 200°C, no se fermenta, no crea biofilm y es

anticaries.®®

El uso de la Stevia en Paraguay es de manera natural
como antibacteriano, inhibiendo el crecimiento de
bacterias, principalmente las bacterias 0
microorganismos que producen las caries y los
problemas en las encias; entre sus otros usos es para
aliviar la garganta irritada, gingivitis o encias sangrantes,

uno de los signos mas comunes de la diabetes.3®

Existen evidencias del uso de la Stevia para reemplazar
edulcorantes en comidas y bebidas en general.
Ultimamente viene siendo agregado a bebidas de bajo
contenido calorico, productos medicinales y de higiene
bucal, teniendo como ejemplo a China que la utiliza en

la formulacion de pastas dentales.®®
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2.2.4.3 Efectos

El grado de interés en la prevencion de caries y
promocionar la salud oral es una principal causa para el
uso de edulcorantes con bajo efecto cariogénico.®® El
efecto cariogénico de la Stevia radica en que no produce

aumento en la acidez superficial del diente.*

Su principal efecto del esteviosido trae como beneficio
la sustitucion de la sacarosa en el alimento por una
sustancia no cariogénica, ** asi como, el efecto sobre las
enzimas responsables de la descomposicion de
azucares.*?

2.2.4.4 Andlisis fitoquimico
Las hojas de Stevia rebaudiana contienen esteroles o
triterpenoides, glicdsidos cardiacos, saponinas, taninos
y compuestos reductores.*
En la India los cultivos de hojas de Stevia rebaudiana,
contienen compuestos reductores, esteroles y triterpenos,
glicosidos cardiacos, saponinas y taninos.*
Una posible interferencia en la prueba de taninos es la
reduccion del hierro (I11) del FeCl, sin embargo, se ha

reportado presencia de compuestos fenolicos.*
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I11. Hipdtesis

El extracto acuoso de hoja de Stevia rebaudiana al 20% posee mayor efecto
antibacteriano que las otras tres concentraciones (5%, 10% y 15%), sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175.

IV.  Metodologia

4.1. Disefio de la investigacion

Segun la manipulacion del investigador es experimental a partir del
cual se analiza el efecto antibacteriano producido por el extracto de
Stevia rebaudiana como variable independiente sobre la variable

dependiente Streptococcus mutans.**

Segun la planificacién es prospectivo, porque los resultados se van a

recoger luego de realizada la prueba.**

Segun el nimero de variables de estudio es analitico, porque cuenta

con dos variables.**

20



4.2. Poblacion y muestra

4.2.1 Poblacion:

Cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

4.2.2 Criterios de seleccion

a) Criterios de inclusion:

Placas Petri sembradas con Cepas de Streptococcus mutans
ATCC 27175. (codigo de identificacion segin American

Type Culture Collection)

b) Criterios de exclusion

Placas Petri con signos de contaminacion.
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4.2.3 Muestra: Tamafo de muestra:
Para determinar el tamafio de la muestra, se empled la siguiente

formula:

72 (zl 1 ZB)' (DE)?/d?

Donde:

n: tamafio de muestra para el grupo de estudio.

a: probabilidad de cometer error tipo .

B: probabilidad de cometer error tipo II.

Z: valor estandar de la distribucién normal asociada a un tipo de
error.

DE: desviacion estandar.

d: diferencia entre promedios para rechazar igualdad de medias.
Requerimientos:

De una confianza al 95% (0¢=0.05, Z=1.96), y una potencia en
la prueba del 80% (p=0.20, Z=0.84), para (DE/d=0.80).
1=2(1.96 + 0.84)2(0.8)2

1=10

Se realizd 10 repeticiones por cada grupo experimental,
utilizando dos placas Petri para cada grupo de estudio con cinco

repeticiones.
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4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

Variable Definicién Conceptual Definicion Operacional Indicador Valor final Tipp De Escal_a'lg)e
Variable | Medicion
Antibacteriano es que sirve para combatir
las infecciones causadas por bacterias.
Streptococcus mutans bacteria que Didmetro  de
EfDEPEN%'ENTE pertenece a la especie de bacterias halos de
o ;?L'pfcf;grc'fﬂf cocéceas, Gram  positivo, ~aerobio Halo de inhibicién inhibicién  de mm Cuantitativa | De Raz6n
facultativo, agrupadas en cadena. Para Streptococcus
mutans ATCC 25175 su desarrollo “in vitro” necesita de mutans.
medios enriquecidos y un ambiente con
baja tension de oxigeno.*
Se describe a la Stevia como una planta
tropical de la familia de las asteraceas®, 5% de
arbusto lefioso que puede alcanzar los 80 concentracion
cm de altura en su maximo desarrollo. El 10% de
genero Ss'iewa comprende al menos 110 concentracion
especies.
15% de
INDEPENDIENTE Stevia rebaudiana bertoni, o ‘hierba gg[)‘/czfgrac'on
, - ) ) A
dulce’, es la principal productora de un| Cuatro concentraciones de Rétulo concentracién | Cualitativo | Ordinal

Extracto acuoso de hoja de
Stevia rebaudiana

edulcorante natural no cal6rico Illamado
estevidsido, cuyo poder es hasta 300 veces
mayor que el de la sacarosa o azlcar de
cafa; es lo méas parecido al azlcar entre
todos los  edulcorantes  naturales,
distinguiéndose de los edulcorantes
artificiales por no tener sabor metalico y no
ser cancerigeno.®

hoja de Stevia rebaudiana
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4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos:

4.4.1 Técnica: La presente investigacion utilizé la técnica de
observacion.
4.4.2 Instrumento: Para medir el efecto antibacteriano se utiliz6 un
vernier digital calibrado con ISO 9001 (anexo 1). Se midié con el
vernier digital los halos de inhibicion y se colocaron los datos en la ficha
de observacién (anexo 2).
4.4.3 Obtencion del extracto acuoso de Stevia rebaudiana
a. Recoleccion e identificacion taxonémica
2 kg de hojas de Stevia, se recolectaron, del distrito de Rioja
provincia de Rioja, region San Martin, durante el mes de abril.
Un ejemplar completo de la planta se llevd al Herbarium
Truxillense de la Universidad Nacional de Trujillo para su
identificacion y posterior verificacion taxondmica. (anexo 3)
b. Seleccion de la muestra vegetal
Una vez recolectadas las hojas, se seleccionaron las que estén en
buenas condiciones, que no tengan ataques de hongos, ni estén
decoloradas y marchitadas.
c. Preparacion de la muestra vegetal: >
Lavado y desinfeccidn: Se lavaron cada una de las hojas con
agua destilada y luego se desinfectaron con hipoclorito de sodio
al 0.5%.
Secado: Las hojas se llevaron a secar a una estufa de circulacion

de aire por conveccion forzada (40 °C) por 48 horas.
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Pulverizacion: Las hojas una vez secadas, fueron pulverizadas

con ayuda de un mortero.

Tamizaje: Luego las hojas pulverizadas, se pasaron a través del

tamiz de malla N° 20, para obtener particulas de tamafio

homogéneo.

Almacenamiento: El polvo de las hojas pulverizadas y

tamizadas se guardaron en frascos de vidrio de color &ambar de

boca ancha, hasta su posterior utilizacion.
d. Preparacion del extracto acuoso de Stevia rebaudiana *°°
Se peso en una balanza analitica marca “Radwag” con exactitud
50 g de polvo de las hojas. Luego se colocaron, en un balén de
vidrio de dos litros de capacidad y se afiadiran 500 mL de agua
destilada. Se mezclé bien, y se llevo a reflujo por dos horas.
Transcurrido el tiempo, se enfrio y se filtrd el extracto acuoso
al vacio, con papel de filtro Whatman N° 1. Posteriormente, el
extracto acuoso se concentrd en un rotavapor hasta obtener
extracto blando. Luego se llevo a secar a la estufa de circulacion
de aire a 40 °C hasta obtener el extracto seco. A partir del
extracto seco se preparo las concentraciones de 5%(50mg/mL),
10% (100 mg/mL), 15 % (150 mg/mL) y 20% (200mg/mL),
disueltos en agua. Finalmente, los extractos acuosos se

guardaron en frascos de vidrio de color ambar y en refrigeracion

4 - 8 °C hasta su posterior utilizacion.
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4.4.4. Método microbioldgico
a. Obtencion de la bacteria
La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 en un cultivo
liofilizado se obtuvo del laboratorio microbioldgico GenLab
del Pert S.A.C. (anexo 4)
b. Preparacion del in6culo

En tubos de ensayo cerrados herméticamente conteniendo el
medio agar Soya tripticasa se cultivaron las cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175. Se incubaron bajo
condiciones de microanaerobiosis a 37 °C con el fin de
obtener colonias jovenes, luego de 24 horas cada cepa se
diluy6 con 10 ml de suero fisioldgico en tubos de ensayo de
12 cm, en el primer tubo 1 ml de muestra diluidos en 9 ml de
suero fisiologico para obtener la escala 10%. El segundo tubo
de ensayo se ech6 1 ml de la solucion de la escala 10* con 9
ml de suero fisioldgico obteniendo una escala de 102 con la
cual se trabajé. El inéculo de Streptococcus mutans, fue
preparado en tubos de ensayo, suspendiendo las colonias
puras aisladas en 0.5 ml de suero fisiolégico hasta obtener
una turbidez de 0.5 de Mac Farland, que corresponde a una
concentracion de 1.5 x 10® alfa unidades formadoras de

colonias de Streptococcus mutans por 1ml (UFC/ml).%3
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4.4.5. Fase Experimental
a. Inoculacion de la suspension bacteriana
Haciendo uso del asa de Kolle, se procedié a sembrar
Streptococcus mutans, a cada placa con agar Soya tripticasa
totalmente estériles. Transcurrido la inoculacion de la
suspension bacteriana, después de 10 minutos se procedid a
realizar los pocillos en la placa Petri, para luego introducir el
disco de antibiograma (técnica Kirby — Bauer) sin contenido y
estéril para aplicar con una pipeta el tratamiento con Stevia
rebaudiana a concentraciones al 5%, 10%, 15%, 20%,
Clorhexidina 0.12% (control positivo) y agua destilada (control
negativo), en un volumen de 10 ul, para cada uno de los cinco
sensidiscos para cada dos placas (100 mm), luego se incubd la
totalidad de las muestras con temperatura de 36° C por 24
horas determinadas en medio anaerobio.
4.4.6. Métodos para la medicién de los halos de inhibicion.

Para medir los halos de inhibicion se tomo en cuenta la totalidad

de los 40 sensidiscos con el tratamiento desarrollado en la placa

Petri. Se procedié con la medicion del diametro del halo de

inhibicion en milimetros con un vernier certificado bajo la norma

ISO 9001. Se sumaron las medidas del halo de inhibicion de los

cinco sensidiscos por cada dos placas por concentracion para

obtener los promedios respectivos.
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4.5. Plan de analisis

Para el analisis estadistico se realizé con el programa estadistico SPSS
v. 22, y Microsoft Excel, considerando el procedimiento que a

continuacion se indica:

Para la presente investigacion, en el analisis de los datos se aplicé la

estadistica descriptiva e inferencial.

Para la verificacion de la distribucién normal se utilizo la prueba de
Shapiro- Wilk; como la distribucion es libre, se utilizé la prueba no
paramétrica KrusKall Wallis (p = 0.05), para la comparacion multiple

se utilizo el test de Duncan, para dar respuesta a cada objetivo.
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4.6 Matriz de consistencia

Titulo Problema Objetivo Hipotesis Metodologia Universo
Objetivo general:
Comparar el efecto antibacteriano de
cuatro concentraciones de extracto acuoso
de hoja de Stevia rebaudiana sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175, Cepas de Streptococcus
Trujillo 2019.
Objetivos especificos: %Ieeﬁérzcéz g?:\zzo mutans ATCC 25175
¢ Cual es el efecto Evaluar el efecto antibacteriano al 5% de I
. . : .| rebaudiana al 20%
Efecto antibacteriano d antibacteriano de extracto acuoso de hoja de Stevia osee mavor efecto
ecto antibactenano de o, 4o concentraciones | rebaudiana sobre Streptococcus mutans P y Tipo:

cuatro concentraciones de
extracto acuoso de hoja de
Stevia rebaudiana sobre
Streptococcus mutans
ATCC 25175, Truijillo
2019.

de extracto acuoso de
hoja de Stevia
rebaudiana sobre
Streptococcus mutans
ATCC 25175, Truijillo
2019?

ATCC 25175, Trujillo 2019.
*Evaluar el efecto antibacteriano al 10%
de extracto acuoso de hoja de Stevia
rebaudiana sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175, Trujillo 2019.
* Evaluar el efecto antibacteriano al 15%
de extracto acuoso de hoja de Stevia
rebaudiana sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175, Trujillo 2019.
« Evaluar el efecto antibacteriano al 20%
de extracto acuoso de hoja de Stevia
rebaudiana sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175, Trujillo 2019.

antibacteriano que
las otras tres
concentraciones
(5%, 10% y 15%),
sobre
Streptococcus
mutans ATCC
25175.

Cuantitativo
Nivel:
Explicativo
Disefio:
Experimental

Muestra: 10 repeticiones
para cada grupo de estudio,
utilizando dos placas Petri
para cada extracto con

cinco repeticiones.
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4.7 Principios éticos

Este estudio de investigacion se fundamentd en los principios de
cuidado del medio ambiente y la biodiversidad, justicia e integridad
cientifica del Codigo de Etica de la Universidad Catélica Los Angeles
De Chimbote.*” Ademas al finalizar el estudio las placas Petri con
cultivos utilizados fueron expuestas a 121 °C y 1 Bar de presion, fueron
inactivadas en autoclave a fin de desechar el material bioldgico
contaminado aplicando las normas de manejo de desechos

hospitalarios.*

Los residuos microbiol6gicos y patoldgicos fueron eliminados de forma
tal que se asegure su descontaminacién en autoclave (residuos
microbioldgicos) o incineracion (residuos patolégicos). Esto significa
una bolsa primaria de color negro, se llen6 solo hasta ¥ partes de su
capacidad y anudada y sobre ésta una bolsa color amarillo con logo y
pre impreso de residuos especiales, se marcaron el tipo de residuos que
contuvo, el laboratorio o area de generacion y la fecha. Estas bolsas
cerradas anudadas, fueron almacenadas temporalmente en las areas
sucias en contenedores de color amarillo con logo de Residuo

Biol6gico.*

30



V. Resultados

51 Resultados

Tabla 1

Efecto antibacteriano in vitro de cuatro concentraciones de

extracto acuoso de hoja de Stevia rebaudiana sobre Streptococcus

mutans ATCC 25175.
Diametro (mm)
Tratamientos N Desviacién Sig. (p)*

Media tipi
ipica
Stevia 5% 10 6.99 1.57
Stevia 10% 10 7.36 2.21
Stevia 15% 10 8.87 3.01

. 0.000
Stevia 20% 10 9.17 2.85
Clorhexidina 0.12% 10 26.04 0.30
Agua Destilada ~ 10 ' 0.0 : 0.0

Fuente: Datos propios obtenidos de medicion.
p*: prueba KRUSKAL WALLIS, nivel de significancia estadistica (p<0.05)

Interpretacion: De la tabla 1, aplicado la prueba no paramétrica KRUSKAL
WALLLIS, se obtuvo (p =0.003 < 0.05), de lo cual podemos indicar que si existe
una diferencia estadistica entre los grupos de estudio y clorhexidina 0.12%. El
promedio de los halos de inhibicion de la concentracion al 20% es de 9.17 mm

y el del control positivo es 26.04 mm.
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Gréfico 1

Efecto antibacteriano in vitro de cuatro concentraciones de extracto acuoso de
hoja de Stevia rebaudiana sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

30
25
20
15
8.87 9.17

10 6.99 7:36

0

Stevia 5% Stevia10%  Stevia15%  Stevia 20% Clorhexidina
0.12%

Fuente: Datos obtenidos de la tabla 1
Interpretacion:
Las concentraciones de Stevia rebaudiana al 5% y 10% obtuvieron un halo de
inhibicion de 6.99 mm y 7.36 mm respectivamente, considerandose nulos en la
escala de Duraffourd.®
Las concentraciones de Stevia rebaudiana al 15% y 20% obtuvieron un halo
de inhibicidon de 8.87 mm y 9.17 mm respectivamente, considerandose con una
sensibilidad limite en la escala de Duraffourd.*
Existe una diferencia estadistica entre los grupos de estudio y clorhexidina

0.12%.
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Tabla 2

Test de Duncan, efecto antibacteriano in vitro de cuatro concentraciones de

extracto acuoso de hoja de Stevia rebaudiana sobre Streptococcus mutans ATCC

25175.
TEST DUNCAN
Subconjunto para alfa =0.05 - (Test Duncan)
Temperatura N

1 2 3 4
Agua Destilada 10 0.00
Stevia 5% 10 6.99
Stevia 10% 10 7.36 7.36
Stevia 15% 10 8.87 8.87
Stevia 20% 10 9.17
Clorhexidina
0.12% 10 26.04

Sig. 1.000 0.053 0.063 1.000

Interpretacion:

Comparando los tratamientos del extracto acuoso de hoja de Stevia al 5% y 20%,

podemos indicar que existe una diferencia estadisticamente significativa entre los

tratamientos evaluados.

Comparando los tratamientos del extracto acuoso de hoja de Stevia al 5% y 10%, de

lo cual podemos indicar que no existe una diferencia estadisticamente significativa

entre los tratamientos evaluados.

Comparando los tratamientos del extracto acuoso de hoja de Stevia al 15% y 20%, de

lo cual podemos indicar que no existe una diferencia estadisticamente significativa

entre los tratamientos evaluados.

Segun la escala de Duraffourd™ el efecto antibacteriano de las concentraciones al 5%

y 10% es nulo, debido a que el halo de inhibicién que presentan es menor a 8 mm.
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52 Analisis de los resultados

A partir del conocimiento de la capacidad de Streptococcus mutans en
la produccién de glucano y su adherencia a la superficie del diente
induciendo a la formacion de caries dental'’, la investigacion propuso
el siguiente objetivo general: Comparar el efecto antibacteriano de
cuatro concentraciones de extracto acuoso de hoja de Stevia

rebaudiana sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo 2019.

Los resultados comparativos entre las concentraciones de 5%, 10% y
15% de extracto acuoso de hoja de Stevia rebaudiana sobre
Streptococcus mutans no muestran una diferencia significativa entre
ellos, pero si se evidencia halos inhibitorios en cada una de las
concentraciones independientemente. Sin embargo, al comparar las
concentraciones de 5% y 20% se encontr6 una diferencia significativa,
donde la concentracion al 20% es la que muestra un mayor efecto
inhibitorio sobre Streptococcus mutans; por lo que se puede determinar
que el efecto inhibitorio se ve condicionado por el grado de
concentracion del extracto de Stevia rebaudiana y por los componentes

de la planta.

34



Similar resultado obtuvo Caceres* en otras proporciones, reportando
que al 100% de concentracion de Stevia rebaudiana existe efecto
antibacteriano, por otro lado, Masson’ determin6 un mejor
rendimiento con variacion 107% en relacion con la formula extracto

acuoso sobre Streptococcus mutans, llegando a la misma conclusion.

A diferencia de los resultados mostrados en el estudio de Guevara® en
que se aplica el extracto hidroalcoholico de Stevia rebaudiana en
concentraciones al 25%, 50% ,75% y 100% sobre Streptococcus
mutans; no se produjeron halos de inhibicién al 25% y 50% mientras
que al 75% se mostré una media de 6.47mm y al 100% produjo una
media de 9.33 mm de halos de inhibicion; el autor sugiere no hacer uso
del extracto de Stevia como agente antimicrobiano sobre
Streptococcus mutans; lo que no sucede con la concentracion de
extracto acuoso de Stevia rebaudiana con efecto inhibitorio sobre
Streptococcus mutans evidenciado en los resultados de la presente

investigacion.

Asimismo, la escala de Duraffourd, define que cuando el didmetro de
los halos es inferior a 8mm, se determina como efecto nulo; lo que
sucede en los resultados hallados en las concentraciones de Stevia al
5% y 10%; por lo tanto, estas concentraciones no reportan efecto
inhibidor para Streptococcus mutans.>® Comparando con los didmetros
de los halos de las concentraciones al 15% y 20% considerados con

una sensibilidad limite.
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El efecto anticariogénico de Stevia, radica en que no produce aumento
de la acidez superficial del diente.*® Su principal efecto del estevidsido
trae como beneficio la sustitucion de la sacarosa en el alimento por una
sustancia no cariogénica, *! este componente ademas ayuda a inhibir

a las bacterias ya que cambia el nivel de pH, segiin Acosta S.°

Al comparar los halos de inhibicion obtenidos con el control positivo,
presentaron una diferencia significativa, siendo mayor el producido
por la clorhexidina 0.12%. Esto se deberia a que el mecanismo de
accion de la clorhexidina se da mediante su adhesion a la membrana
celular bacteriana, permitiendo aun en bajas concentraciones la
filtracion de componentes intracelulares incluido el potasio (efecto
bacteriostatico) lo que a diferencia de concentraciones mas altas da
como resultado la precipitacion del citoplasma bacteriano y muerte
celular (efecto bactericida).?® Caso contrario sucede con Stevia
rebaudiana que actda cambiando el nivel de pH del medio para lograr

la inhibicién.®
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VI. Conclusiones

1. EIl extracto acuoso de hoja de Stevia rebaudiana al 20% presenta un
mayor efecto antibacteriano sobre Streprococcus mutans ATCC 25175

en comparacion de las otras tres concentraciones (5%, 10% y 15%).

2. Las concentraciones de extracto acuoso de hoja de Stevia rebaudiana al
5% y 10%, presentaron un efecto antibacteriano nulo frente a

Streptococcus mutans.

3. El extracto acuoso de hoja de Stevia rebaudiana al 15% presenté efecto

antibacteriano frente a Streptococcus mutans.

37



Aspectos complementarios

1. Realizar trabajos de investigacion, in vitro, para la elaboracion de
enjuagatorios bucales, dentifricos que contengan extracto de Stevia

rebaudiana.

2. Motivar la investigacion cientifica que permita el analisis de plantas
medicinales y su mecanismo de accion sobre microorganismos que

causan caries dental u otras enfermedades bucales.

3. A partir de los resultados de investigaciones cientificas promover

la industrializacion de productos naturales como alternativa para la

salud bucal
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