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Efecto antibacteriano

in vitro del extracto de

Stevia rebaudiana sobre
Streptococcus sanguinis

y Actinomyces viscosus,
bacterias iniciadoras en la
formacion de biopelicula dental

In vitro antibacterial effect of Stevia
rebaudiana extract on Streptococcus
sanguinis and Actinomyces viscosus,
starter bacterias in dental biofilm formation

Resumen

Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano del extracto de Stevia rebaudiana (S. re-
baudiana) frente a Streptococcus sanguinis (S. sanguinis) y Actinomyces viscosus (A. viscosus).
Métodos: Se desarrollé la prueba de sensibilidad en placa de agar con discos, para lo cual
se cultivaron las cepas de S. sanguinis y A. viscosus en placas de agar tripticasa soya (TSA)
y agar sangre respectivamente, incubando a 37 °C por 48 horas a S. sanguinis y por 7 dias
en condiciones de anaerobiosis a A. viscosus. Las cepas bacterianas fueron estandarizadas
a una escala de 0,5 de Mc Farland, y tomando in6culos de 100 uL fueron sembradas en
diez placas de agar sangre y TSA, luego sobre cada placa se colocaron los discos de papel
secante de 6 mm de didmetro de forma equidistante, cargados con 10 pL de las diferentes
concentraciones del extracto, para luego ser incubados. Resultados: Las concentracio-
nes de 15, 30, 50, 60 y 120 mg/ml presentaron un halo de inhibicién promedio de
6,8+0,258; 8,2+1,15; 8,2+1,13; 8,3+0,823; 8,1+0,80 mm respectivamente, para las bac-
terias de S. sanguinis. Las concentraciones de 15, 30, 50, 60 y 120 mg/ml presentaron un
halo de inhibicién promedio de 7,2+0,75; 9,6522,15; 9,20+2,03; 7,95+1,09; 8,05£0,96
mm respectivamente, para las bacterias de A. viscosus. La prueba de Kruskal Wallis de-
termind que existe diferencia estadisticamente significativa con p<0,05 de los promedios
entre las concentraciones de A. viscosus. Conclusiones: El extracto de S. rebaudiana no
presenta efecto antibacteriano para S. sanguinis, pero si presenta efecto antibacteriano
sobre A. viscosus para las concentraciones de 30 y 50 mg/ml.

Palabras clave: Antibacteriano; Actinomyces viscosus; Biopelicula dental; Stevia; Strep-
tococcus sanguis.
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Abstract

Objective: To determine the antibacterial effect of Stevia rebaudiana extract (S. rebaudi-
ana) against Streptococcus sanguinis (S. sanguinis) and Actinomyces viscosus (A. viscosus).
Methods: The plaque agar sensitivity test was developed with discs, for which strains of
S. sanguinis and A. viscosus were grown on trypticase soy agar plates (TSA) and blood
agar, respectively, incubating at 37 °C. for 48 hours to S. sanguinis and for 7 days under
conditions of anaerobiosis to A. viscosus. The bacterial strains were standardized at a scale
of 0.5 of Mc Farland, and taking inocula of 100 pL were seeded in ten plates of blood
agar and TSA, then in each plate were placed discs of 6 mm diameter in equidistant form,
loaded with 10 pL of different concentrations of the extract, to incubate. Results: The
concentrations of 15, 30, 50, 60 and 120 mg/ml presented an average inhibition halo of
6.8£0.258; 8.2+1.15; 8.2+1.13; 8.3£0.823; 8.1+0.80 mm respectively, for the bacterium
S. sanguinis. The concentrations of 15, 30, 50, 60 and 120 mg/ml showed an average
inhibition halo of 7.2+0.75; 9.6522.15; 9.20+2.03; 7.95+1.09; 8.05£0.96 mm respec-
tively, for the bacterium A. viscosus. The Kruskal Wallis test determined that there is a
statistically significant difference with p<0.05 of the averages between the concentrations
of A. viscosus. Conclusions: The extract of S. rebaudiana does not have an antibacterial
effect for S. sanguinis, but has an antibacterial effect on A. viscosus for concentrations of

30 and 50 mg/ml.

Keywords: Anti-bacterial agents; Actinomyces viscosus; Dental plaque; Stevia; Strepto-

coccus sanguis.

Introduccion

Estudios epidemiolégicos del Ministerio de Salud del
Perti reportan que la prevalencia de caries dental en la
poblacién general es del 90,4% ' y segtn la Organiza-
cién Mundial de la Salud (OMS) 2, el 60%- 90% de
los escolares y casi el 100% de los adultos tienen caries
dental en todo el mundo, afirmando que las principa-
les afecciones bucales como caries dental y enfermedad
periodontal constituyen un importante problema de sa-
lud debido a su alta prevalencia e incidencia en la salud
general de la poblacién mundial °. La caries dental es
una enfermedad multifactorial que se caracteriza por la
desmineralizacién progresiva de las porciones inorgdni-
cas del diente y el deterioro posterior de las porciones
orgdnicas de este *. Es un proceso destructivo que se ori-
gina por la accién de los microorganismos que forman
parte de la biopelicula dental *°. Esta es una enferme-
dad localizada que resulta de los procesos metabdlicos
de la biomasa microbiana en contacto con la superficie
dental y la dieta, que proporcionan los requerimientos
nutricionales y por lo tanto energéticos a los microor-
ganismos de la microbiota bucal ”. En relacién a los mi-
croorganismos se ha determinado que existe una flora
bacteriana iniciadora en la formacién de la biopelicula
dental, la cual es considerada como el mayor factor aso-
ciado a la aparicién de la caries dental, entre los cuales
estdn Streptococcus sanguinis (S. sanguinis) y Actinomyces
viscosus (A. viscosus).

Streptococcus sanguinis es un microorganismo que forma
parte del ecosistema oral, pertenece al grupo de Strepro-
coccus viridans, muy asociado a patologias como la en-
docarditis bacteriana. En relacién a patologias bucales,
es el iniciador en la formacién de la biopelicula dental o
placa dental, complejo asociado a la caries dental y en-
fermedades periodontales. Este microorganismo presen-
ta como unidad formadora un estructura llamada coco
de aproximadamente 0,6 um de didmetro, que se dis-
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pone en cadenas medianas o largas. Son Gram positivo,
catalasa negativa y anaerobios facultativos. Su genoma es
un ADN circular de 2388435 pb. Entre sus factores de
virulencia destacan sus fimbrias y adhesinas, estructuras
que le permiten gran adherencia a la pelicula adquirida
dental, asi como la produccién de glucosiltransferasas
responsables en la formacién de glucanos, compuestos
que van a permitir mayor adhesién de otros microorga-
nismos *'°.

Actrinomyces viscosus, es una bacteria Gram positiva an-
tiguamente llamada Odontomyces viscosus, morfoldgica-
mente es un bacilo que puede presentar forma curva,
en barra, filamentosa larga o corta observdndose por
microscopia como formas ramificadas. Sus colonias son
de un color blanco pdlido brillante, circulares y de bor-
de entero, esto es tipico en un medio de agar sangre.
Su factor de virulencia mds resaltante son las fimbrias,
como la fimbria tipo I, la cual tiene afinidad por las
proteinas ricas en prolina y estaterina, asi como por la
superficie del esmalte dental a través de un mecanismo
adhesina-receptor. Producen polisacdridos intracelulares
y extracelulares de alto peso molecular a partir de sacaro-
sa, que por medio de exoenzimas van a formar mutanos,
dextranos y lévanos, siendo los mitanos compuestos
que tienen gran funcién adhesiva y los otros dos usados
como reserva alimenticia ',

Las enfermedades bucales de mayor prevalencia son
causadas por un desequilibrio en las poblaciones bacte-
rianas que estdn presentes de forman natural y que ayu-
dan a mantener el estado normal de la cavidad bucal 2.
En apoyo al control de las enfermedades bucales, varias
plantas medicinales de nuestro medio estdn siendo estu-
diadas como el Erythroxilum novogranatense var truxlen-
se (hoja de coca) y Plantago major (llantén), evaluando
su accién inhibitoria sobre el crecimiento de bacterias y
hongos . Otros estudios han analizado el efecto de la
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Camellia sinensis (té verde) en la formacién de la placa
bacteriana por Streptococcus mutans (S. mutans) .

Stevia rebaudiana (S. rebaudiana) es un producto na-
tural con propiedades antihiperglucemico, hipotensor,
cardioténico, asi como un edulcorante que podria re-
emplazar al azicar refinada muy utilizada en nuestros
dias. Esta planta es cultivada en nuestro pais desde hace
una década y es perfectamente adaptable a las regiones
tropicales y subtropicales del Perti, como en las regiones
de Cajamarca, Amazonas, San Martin, Ucayali y Apu-
rimac .

El estudio desarrollado tiene por objetivo determinar
el efecto antibacteriano del extracto de S. rebaudiana,
sobre dos bacterias consideradas iniciadoras de la biope-
licula dental, como son S. sanguinis y A. viscosus

Métodos

El estudio fue de tipo experimental, prospectivo e i vi-
tro; se realizé previa aceptacién de la metodologia del
estudio por el Instituto de Investigacién Estomatolégica
de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacio-
nal Mayor de San Marcos (UNMSM).

Se utilizaron las cepas de S. sanguinis ATTC 10556 y A.
viscosus ATTC 15985, las cuales pasaron un control de
calidad en su obtencién, como en su activacion.

Las concentraciones de 15 mg/ml, 30 mg/ml, 50 mg/ml,
60 mg/ml y 120 mg/ml, del extracto hidro-alcoholico
de Stevia rebaudiana se prepararon en el laboratorio de
la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNMSM.

Una vez obtenido el extracto y las cepas se procedié a
desarrollar la prueba de sensibilidad, difusién en agar
con disco.

Prueba de sensibilidad de difusién en placa de agar
con disco. La activacion de la cepas se realiz6 segiin mi-
croorganismo, S. sanguinis en medios de agar tripticasa
soya (TSA) por 24- 48 horas a 37° con CO, al 5% y A.
viscosus en agar sangre por 7 dias en anaerobiosis, a 37
°C. Luego de la activacién de las cepas, se determiné
para ambas cepas un nivel de turbidez de 0,5 de Mc
Farland, se sembré por diseminacién un inéculo de 100
pl de la dilucién en agar TSA y sangre, seguidamente
colocamos los discos conteniendo 10 pl de las diferentes
concentraciones de S. rebaudiana (15 mg/ml, 30 mg/ml,
50 mg/ml, 60 mg/mly 120 mg/ml), colocando un disco
para el control positivo (clorhexidina al 0,12%) y otro
para el control negativo (etanol 96 ©). Posteriormente se
procedié a incubar a 37°C por 48 horas en medio CO,
al 5% (S. sanguinis) y 7 dias en anaerobiosis (A. viscosus).
La lectura se realiz6 pasado el tiempo de incubacidn,
en funcién a la medicién de los didmetros de los halos
de inhibicién del crecimiento de los microorganismos
(HICM) confrontando los resultados con la escala de
Duraffourd: sensibilidad nula () si el HICM fue inferior
o igual a 8 mm; sensibilidad limite (sensible = +) de 9 a
14 mm; sensibilidad media (muy sensible = ++) de 15 a
19 mm y sumamente sensible (S.S = +++) si fue igual o
superior a 20 mm.
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Resultados

Los resultados mostraron que el extracto de S. rebaudia-
na tiene efecto antibacteriano #z vitro sobre A. viscosus,
siendo las medias de los didmetros de los halos de in-
hibicién 9,65+2,15; 9,2+2,03; 8,05+0,96, 7,95+1,09 y
7,2+0,75 mm correspondiendo el mayor promedio para
la concentracién de 30 mg/ml y la menor concentracién

para la de 15 mg/ ml (Figura 1).

Figura 1. Halos de inhibicion del extracto de S.
rebaudiana a diferentes concentraciones sobre A.
viscosus, en agar sangre

En la Figura 1 se puede apreciar que el efecto antibac-
teriano de S. rebaudiana sobre A. viscosus no es direc-
tamente proporcional a su concentracién. El andlisis
estadistico mediante la prueba de Kruskall-Wallis indicé
que existen diferencias significativas (»=0,02) entre el
efecto antibacteriano de las diferentes concentraciones

de S. rebaudiana (Figura 2).

10,0
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15 mgiml 30 mg/ml 50 mgiml 60 mgiml 120 mginl clorhexidina alcohol

Figura 2. Resultados de los halos de inhibicién en
mm sobre A. viscosus causados por las diferentes
concentraciones de Stevia rebaudiana, como de los
controles positivo y negativo

En relacién al efecto antibacteriano del extracto de S.
rebaudiana sobre A. viscosus, se obtuvo que los halos de
inhibicién del crecimiento bacteriano que se encontra-
ron en el rango de sensibilidad limite (9-14 mm) corres-
pondieron a la formacién de 19 halos (38%) mientras
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que 31 halos (62%) tuvieron sensibilidad nula (< 8 mm)
(segtn la escala de Duraffourd).

Los resultados mostraron que el extracto de S. rebaudia-
na no tiene actividad antibacteriana iz vitro sobre S. san-
guinis, siendo las medias de los didmetros de los halos de
inhibicién 6,8+0,258; 8,2+1,15; 8,2+1,13; 8,3+0,823 y
8,1+0,80 mm (Figura 3).

Figura 3. Halos de inhibicion del extracto de S.
rebaudiana a diferentes concentraciones sobre S.
sanguinis en agar TSA

En la concentracién de 15 mg/ml los didmetros de los
halos estdn dispersos entre el 25% y 50%, mientras que
en las concentraciones de 50 mg/ml, 60 mg/ml y 120
mg/ml los didmetros de los halos estdn dispersos equi-
tativamente entre el 25% a 50% y 50% a 75%. En la
concentracion del 30 mg/ml los didmetros de los halos
estdn mds dispersos entre el 50% y 75% de la muestra
(Figura 4).
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Figura 4. Resultados de los halos de inhibicién en
mm sobre S. sanguinis causados por las diferentes
concentraciones de Stevia rebaudiana, como de los
controles positivo y negativo

Discusion

Actualmente se investigan numerosas plantas con el ob-
8 p

jetivo de encontrar en ellas propiedades antimicrobianas

que luego puedan ser utilizados medicinalmente '°. .

rebaudiana es una planta que es utilizada en la medicina
tradicional por sus multiples propiedades. En la presen-
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te investigacién se buscé determinar el efecto antibacte-
riano “in vitro” del extracto de S. rebaudiana frente a S.
sanguinis y A. viscosus. No se encontrd un trabajo sobre
el efecto antibacteriano del extracto de S. rebaudiana so-
bre las cepas de S. sanguinis pero en el estudio de Pérez 7
al evaluar el efecto antibacteriano del extracto etandlico
de hojas frescas de la S. rebaudiana sobre el S. mutans,
con seis concentraciones en etanol de 70° y seis con-
centraciones en etanol de 30°, concluyé que el extracto
etandlico de S. rebaudiana posee efecto antibacteriano
sobre S. mutans, bacteria del mismo género al cual per-
tenece el S. sanguinis.

Gamboa ez al. '® en su estudio acerca de la actividad an-
tibacteriana de los extractos de las hojas de S. rebaudiana
sobre microorganismos cariogénicos, como las bacterias
del género Streptococcus y Lactobacillus, determiné un
mejor resultado en la inhibicién del desarrollo de Lacto-
bacillus, pero también pudo inhibir al género Streprococ-
cus, al cual pertenece el S. sanguinis.

Vitery et al. ¥ en su estudio que evalué la actividad in-
hibitoria de la S. rebaudiana sobre el L. acidophillus y
S. mutans, comprobaron que esta tiene actividad anti-
bacteriana sobre estos géneros. También Tovar ez al. *°
evaluaron la actividad antimicrobiana del extracto de
Stevia en comparacién con el xilitol sobre el S. mutans
obteniendo como resultado que la S. rebaudiana presen-
ta mayor efecto antimicrobiano que el xilitol.

Jayaraman ez al. *' evaluaron las actividades antimicro-
bianas y antitumorales del extracto de S. rebaudiana,
comparando el efecto de cuatro extractos disueltos en
diferentes solventes como, acetato de etilo, acetona, clo-
roformo y agua, contra Staphylococcus aureus, Salmonella
typhi, Eschericha coli, Bacillus subtilis, y Vibrio cholerae,
utilizando el método de difusién de agar con pozos. Asi
también se evalud la actividad antifingica sobre Can-
dida. albicans, Criptococcus neoformans. Tricophyton
mentagrophytes y Epidermopython, siendo el extracto de
acetona el que presenté mayor actividad frente a Gram
positivas, por lo que este mismo efecto se podria dar so-
bre S. sanguinis y A. viscosus ya que son Gram positivos
los dos microorganismos.

Lin ez al. * comprobaron la accién antibacteriana y an-
titumoral de los andlogos de estevidsido, los compuestos
sintetizados fueron mds activos contra bacterias Gram
positivos como el Bacillus subtilis. El estudio realizado
evalud el efecto antibacteriano del extracto de S. 7e-
baudiana sobre A. viscosus, cuyo resultado fue que a la
concentracion de 30 y 50 mg/ml presentan sensibilidad
limite segtn la escala de Duraffort, pero no se encontré
estudios donde lo hayan enfrentado contra esta bacteria.
Mencidn aparte, se deben realizar més estudios utilizan-
do diferentes procedimientos, sean iz vivo o in vitro, ya
que a la luz del conocimiento actual, Stevia rebaudiana,
serfa un buen prospecto para su posible uso en coluto-
rios y pastas dentales, ya sea por su efecto antibacteriano
como por su condicién de edulcorante.

Se concluye que bajo las condiciones de los procedi-
mientos realizados en los ensayos, el extracto hidro-alco-
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holico de Stevia rebaudiana tiene un efecto antibacteria-
no in vitro sobre A. viscosus, para las concentraciones de
30 y 50 mg/ml, no existe efecto antibacteriano iz vitro
del extracto de S. rebaudiana sobre S. sanguinis.
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