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ON streptococcus mutans AND streptococcus sanguinis
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RESUMEN

Objetivos. Comparar la eficacia del endulzante natural Stevia, preparado como extracto acuoso, en férmula industrial y en férmula
comercial, sobre el crecimiento del Streptococcus mutans, y Streptococcus sanguis. Materiales y métodos.se establecieron 15 cajas
Petri con Agar Mueller Hinton suplementado con 5% de sangre de cordero, para cada microorganismo estudiado, Streptococcus
sanguis ATCC 10556, y Streptococcus mutans ATCC 25175, las cepas previamente activadas fueron sembradas, y cultivadas por 48
horas, en cada caja Petri fueron colocados discos de fieltro empapados en cada una de las férmulas de Stevia evaluados, tras los
tiempos definidos para el crecimiento, fueron evaluados mediante medicion de halos de inhibicion. Resultados. La formula de Stevia
industrial fue la de mayor eficacia, segun la prueba de Kruskal Wallis demostré un mejor rendimiento con variacion 107 % en relacién
con la formula extracto acuoso sobre streptococcus mutans, y 56 % sobre Streptococcus sanguis. Conclusiones. La Stevia en formula
industrial se muestra adecuada como elemento a ser empleado en sustancias, y/o alimentos, sin embargo, estudios subsecuentes
deben ser ejecutados buscando establecer el potencial cariogénico, y su accion como inhibidor de bacterias inmiscuidas en el proceso
carioso. KIRU. 2016; 13(2) 127-132.

Palabras claves: S. sanguinis; S. Mutans; efecto antibacterial de la Stevia rebaudiana (Fuente: DeCS BIREME).
ABSTRACT

Objectives: To compare the efficiency of the natural sweetener Stevia prepared as aqueous extract, both industrial and commercial
formulas, on the growth of mutans streptococci and streptococcus sanguis. Materials and methods: 15 Petri dishes were prepared
with Mueller Hinton agar supplemented with 5% of sheep blood, for each studied microorganism, streptococcus sanguis ATCC 10556
and mutans streptococci ATCC 25175, the previously activated strains were planted and cultivated for 48 hours, felt disks soaked in
each of stevia formulas were positioned on each petri dish. Results: Industrial Stevia formula was the most effective, according to the
Kruskal-Wallis test, showing better performance with 107% variation in relation to the aqueous extract on mutans streptococci formula,
and 56% on streptococcus sanguis. Conclusions: Stevia on industrial formula is suitable for use in substances and/or foods, however
future studies must be performed seeking to establish the cariogenic potential and its action as an inhibitor of interfering bacteria during
the carious process. KIRU. 2016;13(2) 127-132.
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INTRODUCCION América Latina los datos demuestran que 99% de la

poblacion padece de caries dental W pese a las
En los paises latinoamericanos, desde épocas multiples estrategias, y esfuerzos desarrollados por
ancestrales el consumo de plantas medicinales es organizaciones de salud, y autoridades de diferentes
frecuente, a partir de ellas la obtencion de extractos es pafses, su multifactoriedad impide que los resultados
cada vez mas frecuente, la riqueza en sus propiedades sean positivos. En estos procesos sin embargo se
tanto microbianas como quimicas, pero sobre todo su encuentran inmiscuidos los Streptococcus mutans y
precio, explica muchas veces el incremento en su Streptococcus sanguis como principales
consumo sobre ciertos productos elaborados, y con microorganismos causante de la enfermedad. Frente a
registros sanitarios. este hecho diferentes sustancias, han sido probadas

como elementos antibacterianos de uso bucal .

Los datos epidemiolégicos de caries dental, muestran

que 5 mil millones de personas padecen caries dental Considerando que de forma ancestral la humanidad ha
(OMS-WORLD Health Report 2003), lo que equivale conocido y aprovechado las propiedades curativas de
aproximadamente a un 80 % de la poblacion mundial; en mltiples plantas, encontrando solucién a enfermedades
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recurrentes, con plantas medicinales, reconociéndose a
este tipo de medicina, como “menos nociva’ para
quienes la reciben ©.

Experimentos con diferentes métodos empleados para el
control de los microorganismos responsables de la
caries, destacan las propiedades fotoquimicas de la hoja
de coca (Erythroxilum novogranatense var truxillense),
llantén (Plantago major), como aceites esenciales, frente
al crecimiento de bacterias, y hongos, con actividad
antibacteriana contra Staphylococcus aureus @

En el mismo contexto, el efecto del té verde, y el extracto
butandlico de gian (Mauria heterophylla) en la formacién
de la placa bacteriana, y sobre el Streptococcus mutans
ATCC 25175 ha determinado una efectiva accion
antiadherente en la formacion de la placa ®®. Si bien
estos resultados son alentadores, ninguno de los
fitoquimicos citados son de consumo habitual siendo
dificil su inclusion en la dieta de nifios, y adolescentes
considerados de forma general la poblacion con mas alta
prevalencia de caries.

La Stevia ha mostrado en los ultimos afios un incremento
en su consumo como sustituto adecuado a la sacarosa
() estudios comparativos de diferentes preparaciones
del extracto de Stevia, han comprobado su actividad en
el crecimiento de S. Mutans, en concentraciones del 25%
y 12,5% de extracto acuso, y etandlico respectivamente,
mostraron zonas de inhibiciéon de hasta 26.7 mm en 48
horas* la seguridad en su uso que diferentes estudios
demuestran, y su accion sobre el metabolismo de
microrganismos intervinientes en los procesos cariosos
como es el Streptococcus mutans productor principal de
acido lactico, y por tanto en el responsable del aumento
de virulencia, y potencial agente interviniente en los
procesos de desmineralizacion dental, ante la presencia
de hidratos de carbono fermentables tales como
sacarosa, fructosa, y glucosa ®_ Vemos, asi como la
sacarosa resulta esencial en la dieta durante periodos
determinados en el individuo, sin embargo, cuando esta
sobrepasa ciertos niveles de presencia en el organismo
puede desencadenar enfermedades crénicas, como
obesidad, y diabetes ©, encontrar el sustituto eficaz y
seguro de sacarosa se constituye en una meta de
quienes estamos inmiscuidos en los procesos de salud
enfermedad principalmente en etapas de desarrollo
dental @9,

La Stevia en conjunto a una dieta adecuada, y una
buena higiene oral, se presentan como factores
destacados en la prevencion de la caries dental,
obligandonos a pensar en que existe la posibilidad de
que, incorporando la Stevia en diferentes alimentos de
uso cotidiano en la poblacién, podriamos contar con una
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alternativa en el tratamiento preventivo de la enfermedad
caries dental.

La evidencia cientifica apoya la eficacia y la seguridad
del uso de los extractos de la hoja de la "hierba dulce"
Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni), considerandola como
un extracto no calérico, no sintético, y un potente
edulcorante, actuando como hipotensor, antidiabético,
antioxidante, no cariogénico, quimioprotector,
antiinflamatorio, digestiva, vasodilatadora, antibiética,
especialmente contra las bacterias que atacan las
mucosas bucales, y hongos desencadenantes de
vaginitis Y, con cierto efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de ciertas bacterias 2, que al no ser
fermentada por las bacterias orales, ayuda a prevenir la
aparicion de caries dentales mediante la prevencion de
la formacién de la placa.

Diferentes estudios han establecido la relacion directa
entre el metabolismo de la sacarosa, y su influencia
sobre microrganismos desencadenantes de caries
dental, destacando el papel que juegan Ilos
Streptococcus mutans presentes en la cavidad oral en
estos procesos; se busca determinar qué presentacion
de esta especie vegetal es mas efectiva, y puede ser
utilizada como agente preventivo de caries dental al
evaluar su efecto antibacteriano sobre cepas estandar de
Streptococcus mutans, y Streptococcus sanguis,
proyectandonos a su utilizacibn como componente de
alimentos utilizados como suplementos alimenticios,
gomas de mascar, pastas dentifricas, y enjuagues
bucales, por su accién antibacteriana bucal,
considerando el extracto acuoso de Stevia en tres
presentaciones industrial, comercial, y de extracto puro
obtenido quimicamente.

MATERIALES Y METODOS

Se plantea un estudio de tipo experimental, in vitro,
comparativo, donde Stevia obtenida quimicamente por
extraccion acuosa, en formula comercial, y en férmula
industrial fueron manipulados dentro de condiciones
laboratoriales controladas, probandolas sobre cepas
puras de Streptococcus mutans, y Streptococcus sanguis
en cuanto a su eficacia en la inhibicién del crecimiento
de estos microrganismos.

La muestra estuvo constituida por dos cepas de
microorganismos  liofilizados  Streptococcus mutans
ATCC 25175, y Streptococcus Sanguis ATCC 10556 (
Microbiologics, Minnesota, USA, importado por
MEDIBAC, Quito) sin ningun tipo de contaminacion, con
las que se establecieron 15 unidades experimentales
constituidas por cajas Petri con agar Mueller Hinton
suplementado con 5% de sangre de cordero, para
cada microorganismo estudiado, en las mismas se
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incluyeron las férmulas de Stevia en discos de fieltro
impregnados fueron sometidos a incubaciéon por 48
horas, siguiendo protocolos establecidos ®2.

El extracto acuoso de Stevia se obtuvo mediante
procesos quimicos en el laboratorio de Bioquimica, de la
Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Central
del Ecuador, siguiendo la técnica experimental validada,
donde 50g de hojas secas de Stevia rebaudiana,
debidamente partidas, y maceradas a temperatura
ambiente durante 24 horas en 700 ml de agua destilada,
y 2.5g de carbonato de calcio, pasaron posteriormente
por un proceso de filtracion, agregandose 5g de
hidroxido de calcio durante 30 minutos. Llevando la
sustancia obtenida a un pH de 8, mediante pasaje de
dioxido de carbono, y una vez filtrado fue sometido a
irradiacion para la eliminacion de bacterias,
obteniéndose el extracto purificado e irradiado para
eliminacion de bacterias, y hongos ¥,

La formula comercial fue adquirida en un supermercado
local, con la marca Stevia life (Ecuador), en la
presentacion de un gramo por sobre, la férmula industrial
fue adquirida del distribuidor Proysermesa Cia. Ltda.
(Ibarra, Ecuador), en la presentacion de Stevia
micropulverizado que fue pesada y dosificada en la
cantidad de un gramo. Tanto la Stevia comercial como la
industrial fueron disueltas de forma separada 1gr en
200ml de agua destilada estéril, considerada la cantidad
habitual de consumo de la sustancia.

Las cepas liofilizadas de Streptococcus mutans y
Streptococcus Sanguis, fueron conservadas a -4°C, su
activacion, y manejo realizado en el laboratorio de
microbiologia de la Facultad de Ingenieria Quimica de la
Universidad Central del Ecuador, en condiciones
reguladas, y de bioseguridad, manejadas las cepas por
separado en 1 ml de caldo nutritivo, TSB (Tryptip Soy
Broth), la suspensién obtenida pipeteada en 4mL de
caldo TSB para enriquecer y rehidratar al microrganismo,
e incubada a 35+/-2°C por 48 horas. Las soluciones
resultantes fueron disueltas con agua destilada estéril,
hasta llevarlas a una concentracién bacteriana de 1 x 10°
por comparacién con la solucién Mac Farland al 0,5%
para control visual por turbidez. La suspension
conseguida, fue inoculada en cajas petri estériles de
medio de cultivo Agar Mueller Hinton enriquecido con
sangre de cordero al 5%, donde mediante un hisopo fue
embebido el Streptococcus mutans y Sanguis
respectivamente, realizdndose el posterior aislamiento
de colonias con la técnica de agotamiento por estrias

seglin metodologia pre establecida™.

La evaluacion de la actividad inhibitoria de las soluciones
de Stevia preparadas fue ejecutada siguiendo la técnica
de difusion de discos de Kirby, y Bauer, para lo cual
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discos de papel de filtro estériles, de 1mm de diametro,
fueron embebidos con el extracto acuoso de Stevia al
2%, las soluciones de la formula industrial, y la formula
comercial de Stevia, por un periodo de 5 minutos,
colocéandolos luego sobre los cultivos de Streptococcus
mutans, y Sanguis en las placas petri previamente
preparadas, y rotuladas.

Tras reposar las placas por 15 minutos a temperatura
ambiente fueron incubadas por 48 horas a 35 +/- 2°C,
realizandose la medicion de los halos de inhibicion en
milimetros(le), registrando los resultados en tablas
previamente elaboradas, pasando posteriormente a ser
sometidos a una programa estadistico SPSS para la

evaluacion correspondiente.
RESULTADOS

En el analisis descriptivo de los datos obtenidos, se
evidenci6 que el extracto acuoso de Stevia rebaudiana al
2%, presentd mayor efecto inhibidor de crecimiento
sobre Streptococcus sanguis con halos de inhibicion con
un promedio de 7,2mm, comparado con los halos
producidos en los cultivos de Streptococcus mutans con
un promedio de 6,7mm. Al analisis la férmula industrial
de Stevia, presentd mayor eficacia en la inhibicion del
crecimiento de los dos microorganismos estudiados,
obteniendo un promedio de 11,3mm sobre el
Streptococcus sanguis y sobre Streptococcus mutans
halos de en promedio 13,8mm. La férmula comercial de
Stevia logré inhibir el crecimiento del Streptococcus
sanguis en un promedio de 9,5m m en sus halos de
inhibicion, y sobre Streptococcus mutans con halos en
promedio de 11,3mm.

Posteriormente los datos correspondientes a la muestra
de Streptococcus sanguis fueron analizados la prueba de
variabilidad, tomando como base los datos obtenidos
tras el andlisis del extracto acuoso de Stevia al 2%,
comprobandose que Stevia en férmula comercial
presentd un 32% mas de inhibicién, y la férmula
industrial presenté un 56% mas de inhibicion. Al ejecutar
esta misma prueba considerando el Streptococcus
mutans, tomando como base al extracto acuoso de
Stevia al 2%, y comparandolo con las dos substancias
se comprueba que la Stevia en férmula comercial
presentd un 70% de inhibicion siendo superior la formula
industrial quien presentd un 107% mas de inhibicion.

El procesamiento de los datos ejecutado determino que
se trataba de datos no paramétricos, por lo cual en
primer momento se considero su distribucion mediante la
prueba de Kolmogorov- Smirmov o Shapiro-Wilk
verificandose que las muestras no provienen de una
poblacion con distribucion Normal, procediéndose asi a
realizar las pruebas no paramétricas de Friedman y
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Mann-Whitney, determinando a través de esta una
significancia de 0,05 aceptando que las medias de las
muestras son estadisticamente similares.

Evaluando el desempefio de las tres substancias sobre
el streptococcus mutans fue ejecutado la prueba de
Kruskal Wallis, quien arrojé una significancia asintotica
de 0,00 que evidencia que entre las tres muestras existe
una o varias que no son similares a las demas,
comprobandose de dos a dos, cuales son diferentes,
verificando que Stevia al 2% es diferente a las otras dos
muestras, observandose que Stevia Comercial e
industrial son similares, dato que fue corroborado al
evaluar el desempefio de las tres sustancias sobre el
streptococcus sanguis. Observdndose mediante la
prueba de Mann Whitney ejecutada para evaluar el
efecto de las sustancias sobre las cepas una
significancia de 0,00 que demuestra que las medias de
las muestras son estadisticamente diferentes, se
observa que la media de los valores conseguidos al
evaluar las sustancias sobre el streptococcus mutans es
mayor que la conseguida al analizar las sustancias sobre
streptococcus sanguis.

DISCUSION

La caries es una enfermedad infecto-contagiosa de
etiologia multifactorial en la que existe interaccion de
diferentes factores, sin embargo el huésped con su
higiene bucal, la saliva, y los dientes; la microflora, y las
diferentes bacterias nativas y el sustrato representado
por la dieta cariogénica, en conjugacién con el tiempo,
tienen una accion importante, y decisiva en la presencia
de la caries dental *”.

Su definicibn de ser una enfermedad localizada,
desarrollada a partir de la presencia del biofilm en
contacto con la superficie dental que se nutre gracias al
aporte de la dieta que incorpora dosis frecuentes de
azlcar e hidratos de carbono refinados, afecta un 60 a

90% de la poblacién escolar, y adulta de todo el mundo
(18)

El Stevia, es uno de los edulcorantes que interés ha
despertado en foros cientificos, y divulgativos en los
Gltimos afios, al ser un edulcorante de alta intensidad,
presenta un sabor mas lento al comienzo, y una duracion
mas prolongada, pese a cierto sabor amargo que ciertos
extractos pueden desarrollar, no cuenta con calorias
significativas a las cantidades consumidas
habitualmente, no es un carbohidrato, y por tanto carece
de un indice glucémico™®.

El término Stevia hace referencia a una preparacion
cruda, en polvo o liquido, ejecutada a base de las hojas
de esta planta®. La hierba dulce o Stevia, ha sido
utilizado durante siglos por nativos en Paraguay en
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América del Sur, y en Japén, la planta nativa contiene
proteinas, fibra, hierro, fésforo, calcio, potasio, zinc,
vitamina A, y sus derivados, con efectos sobre peso,
apetito, y flora intestinal aun sin resultados
concluyentes®.

Sin embargo hasta el momento la evidencia cientifica
apoya la eficacia, y la seguridad del uso de los extractos
de Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni), como hipotensor,
antidiabético, antioxidante, no cariogénico,
quimioprotector, antiinflamatorio, con propiedades
digestiva, y vasodilatadora, relacionados al ingreso de
los stervésidos, su degradacion en el intestino, y su
metabolizacion por la flora intestinal, sin efectos
secundarios adversos reportados. En el 2000 la
Comisién Europea niega aceptarla como nuevo
alimento®®?, sin determinarse hasta el momento posibles
efectos toxicos de la sustancias componentes de la
stevia, de su dosis, cantidad o tiempo de consumo. En el
2006, datos recopilados por la OMS no encontraron
efectos adversos de los glucdsidos de esteviol, sin
embargo no existen pruebas concluyentes de riesgos
potenciales en la salud humana, observandose una
actividad toxica generalmente dependiente de la dosis
sin efectos en el rango de consumo cotidiano®®.

En cuanto a su poder inhibitorio sobre algunos
microorganismos, estudios previos  demuestran
asociacion con una actividad antibiética de Stevia, sobre
bacterias que atacan las mucosas bucales, y los hongos
genitales(z“), entendiéndose que al no ser fermentada por
las bacterias orales, ayuda a prevenir la aparicion de
caries dentales mediante la prevencion de la formacion
de la placa, sin existir estudios especificos sobre
microrganismos del tipo streptococcus.

El streptococcus mutans, es uno de los principales
microorganismos identificados en el biofilm cariogénico,
por su poder de adhesion, y su capacidad de mutar se
ha convertido en un verdadero reto su control, que,
sumado a su patogenicidad, poder acidégeno, acidofilo,
y acidurico, la sintesis de polisacéaridos extracelulares, su
capacidad adhesiva a superficies duras, y la produccion
de bacteriocinas®®®. Estudios previos evaluando el efecto
de los diferentes edulcorantes comerciales en la
desmineralizacion del esmalte dental, y sobre las
propiedades criogénicas del Streptococcus mutans®®,
demostraron que stevia redujo el ndmero de células
criogénicas viables (biofilm) en comparacion con la
sacarosa®” gracias a su facultad de sintetizar glucanos
insolubles, a partir de la sacarosa de la dieta®.
Nuestros resultados evidencian la capacidad inhibitoria
del Stevia en sus diferentes presentaciones, es decir
ninguno de los tres elementos probados permitié el
desarrollo o crecimiento de los microrganismos probados
con resultados similares a los de otros estudios®” con la
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diferencia del empleo en ellos de extracto hexandlico de
Stevia arrojo6 mejores resultados al cabo de 48 horas,
mientras que en este estudio el micropulverizado para
uso industrial fue quien produjo mejores resultados,
probablemente por el grado de pureza, pues pese a ser
un micropulverizado consigue guardar sus principios
intactos por la ausencia de proceso alguno.

Estudios previos, con metodologias similares evaluando
también sobre S. Mutans el extracto hexandlico de
Stevia a 50 mg/ml® refieren haber conseguido halos
muy semejantes a los conseguidos con la férmula
industrial en este estudio, destacando que el sustrato
obtenido bajo el proceso del alcohol hexandlico de Stevia
Rebaudiana tendria un efecto tardio en contra del L.
acidophilus més no contra el S. Mutans, en donde los

halos se incrementaron aumentando el tiempo de
exposicion.
En estudios realizados con Xilitol, evidenciaron la

inhibicion del crecimiento y produccion acida, sobre el S.
Mutans en condiciones estrictamente anaerébicas, en
comparacion con endulzantes, glucosa, galactosa,
fructosa, maltosa, lactosa, sucrosa por separado(SO). La
experimentacion con Stevia cepas de microrganismos
asociadas a procesos cariosos, y periodontales como
Actinomyces, Streptococcus sobrinus, Prevotella, se
hace indispensable, para contar con resultados mas
completos que permitan identificar de manera mas
cercana la efectividad de este edulcorante natural como
anticariogénico.

La poca literatura existente sobre la actividad inhibitoria
de la Stevia Rebaudiana en relacion al Streptococcus
sanguis, no permiti6 contar con referentes de
comparacion para discusion, sin embargo puede
visualizarse un futuro favorable con respecto a esta
sustancia.

CONCLUSIONES

En las condiciones que este estudio fue ejecutado,
podemos concluir que las tres sustancias de Stevia
evaluadas consiguieron un efecto inhibidor de
crecimiento sobre las cepas de los microrganismos
evaluados, siendo mejor el desempefio de la férmula
industrial de Stevia, de mejor manera sobre el
Streptococcus mutans que sobre el Streptococcus
sanguis, pudiendo considerar este resultado una
evidencia de que la Stevia no es sintetizada por dichos
microorganismos, pudiendo ser considerada una
alternativa en la prevencion de la formacion de lesiones
cariosas.
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