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RESUMEN

La Stevia rebaudiana es una planta que contiene en sus hojas 0.3% de
Dulcésido, 0.6% de Rebaudiésido C, 3.8% de Rebaudiésido A y 9.1% de
Esteviésido, se ha descrito que el extracto de la planta Stevia Rebaudiana
posee efecto antimicrobiano debido a un compuesto denominado esteviésido,
el cual inhibe el glucano, por tanto, aunque la planta es un edulcorante, no es
fermentado en acidos por las bacterias y este compuesto posee efecto sobre

las enzimas que se encargan de la descomposicion de azucares.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto antimicrobiano del extracto de
la planta Stevia rebaudiana sobre Staphylococcus aureus. La muestra fue
tomada de la flora bucal de caninos de entre cinco y siete afos que
presentaban sarro moderado a grave. Posteriormente, por medio del método
de destilacion agua vapor, se obtuvo el extracto de la planta. La bacteria fue
enfrentada a dos antibiéticos comerciales tales como, amoxicilina y tetraciclina
y a 4 concentraciones del extracto de la planta (25%, 50%, 75% y la solucién
madre). Lo resultados fueron analizados con la prueba no paramétrica Kruskal
Wallis, encontrando que el extracto de la planta si posee un efecto

antimicrobiano en las concentraciones 75% y la solucién madre.

La media del halo de inhibicién obtenido con la amoxicilina fue de 20,4 mm, de
la tetraciclina fue de 33 mm, 1.47 mm con el extracto al 75% y 9.3 mm con la
solucién madre. Demostrando que el extracto de la Stevia rebaudiana si tiene
efecto antimicrobiano. Sin embargo, se lo debe utlizar como método

preventivo, mas no para tratar infecciones bacterianas.

Palabras clave: Stevia rebaudiana, efecto antimicrobiano.



ABSTRACT

Stevia rebaudiana is a plant that contains in its leaves 0.3% Dulcoside, 0.6%
Rebaudioside C, 3.8% Rebaudioside A and 9.1% Stevioside, it has been
described that the extract of the Stevia Rebaudiana plant has an effect
antimicrobial due to a compound called stevioside which inhibits glucan,
therefore, although the plant is a sweetener, is not fermented in acids by
bacteria and this compound influences the enzymes that are responsible for the

decomposition of sugars.

The objective of this study was to evaluate the antimicrobial effect of Stevia
rebaudiana plant extract on Staphylococcus aureus. The sample was taken
from the oral flora of canines between five and seven years old that presented
moderate to severe tartar. Subsequently, by means of the steam water
distillation method, the extract of the plant was obtained. The bacterium was
confronted with two synthetic antibiotics, such as amoxicillin and tetracycline
and at 4 concentrations of the plant extract (25%, 50%, 75% and the stock
solution). The results were analyzed with the nonparametric test Kruskal Wallis,
0. finding that the extract of the plant does have an antimicrobial effect in 75%
concentrations and the mother solution.

The inhibition halo obtained with amoxicillin was 20.4 mm, tetracycline was 33
mm, 1.47 mm with the extract 75% and 9.3 mm with the stock solution. Proving
that the extract of Stevia rebaudiana does have an antimicrobial effect.
However, it should be used as a preventive method, but not to treat bacterial

infections.

Key words: Stevia rebaudiana, antimicrobial effect
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CAPITULO I: INTRODUCCION

El uso de una amplia gama de antibidticos sintéticos, y la carencia de
respuesta a los antibiéticos tradicionales en las infecciones ocasionadas por
bacterias resistentes, resulta en una duracion mayor de la enfermedad, que
incluso puede llegar a la muerte del paciente. El origen del problema se debe al
uso inapropiado y abuso en el uso de los antibibticos. Esta actividad provoca
un acelerado aumento de las resistencias bacterianas y, por consiguiente, una
pérdida de la eficacia de estos medicamentos en el tratamiento de algunas
infecciones (OMS, 2017).

Es de suma importancia, que se genere un cambio en la manera del uso y
prescripcion de los antibidticos, ya que asi se generen farmacos nuevos, si no
existe un cambio en la utilizacion de estos medicamentos, la resistencia
continuara y, poco a poco generara una gran amenaza y no se podra controlar
las infecciones bacterianas. Sin embargo, esto debe estar acompafiado con

medidas de bioseguridad y biocontencion (OMS, 2017).

Es por esta razén que, la utilizacién de una alternativa natural antimicrobiana
como la Stevia rebaudiana es de suma importancia. Ademas, se ha
demostrado que, el extracto de esta planta se lo puede utilizar como

antimicrobiano natural en humanos y asi reducir problemas periodontales.

Se ha descrito que, en el continente americano existen mas de 80 especies de
Stevia, siendo la Stevia rebaudiana, junto con otras plantas extintas, las que
poseen esa caracteristica endulzante en sus hojas, esto se atribuye a los
glucosidos de esteviol denominados esteviésido, rebaudidsido A, B, C, D, Ey F
y dulcésido presentes en sus hojas. Debido a, que esta planta es un
edulcorante no calérico, con mayor dulzor que la sacarosa, se han realizado
distintas investigaciones, en los cuales se ha evidenciado que esta planta
herbacea perenne tiene beneficios tanto para la salud sistémica como para la
salud oral (Caceres, 2017; Juca, 2016).



En un estudio llevado a cabo por Céceres en 2017, estudiante de la
Universidad Nacional del Antiplano en Puno, Perq, investigé acerca del efecto
antimicrobiano in vitro del extracto de Stevia rebaudiana sobre el Streptococcus
mutans, donde por medio del método de destilacibn agua-vapor, obtuvo el
extracto de las hojas secas de la planta, el cual utilizé en concentraciones de
25%, 50%, 100%, dando como resultado que, el efecto antimicrobiano sobre
dicha bacteria en promedio de la concentracion del 25%, el halo de inhibicién
fue de 10.47 mm, en 50% de 12.46 mm y al 100% de 13.49 mm.

En otra investigacion realizada por Juca en 2016, estudiante de la Universidad
de las Américas en Quito, Ecuador, evalué la susceptibilidad de una cantidad
de bacterias frente al extracto de la Stevia rebaudiana, el cual tuvo como
resultado que, el extracto de dicha planta posee un efecto bacteriostatico
contra microorganismos presentes en la placa dental, lo que demuestra que
existe una disminucion de bacterias que generan la caries dental y, posterior

enfermedad periodontal.

Un estudio de esta magnitud permite conocer un producto natural que posee
efectos favorecedores para la salud de las mascotas de casa. Ademas,
generard un ahorro de dinero a los propietarios, ya que, una vez conocido su
efecto, se podra pensar en formular un dentifrico a base de Stevia y los duefios
podran adquirirlo, consecuentemente, la acumulacion de sarro sera menos
severa, por tanto, el proceso de limpieza dental sera poco invasivo.
Adicionalmente, esta investigacion da paso a posteriores formulaciones
nutricionales, en las cuales se podria probar la inclusion de Stevia con fines

preventivos.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo General

Evaluar el efecto antimicrobiano del extracto de la planta Stevia rebaudiana,
mediante la realizacién de un antibiograma, para conocer si tiene accién sobre

la bacteria presente en la flora bucal de caninos, Staphylococcus aureus.



1.1.2 Objetivos Especificos

Obtener el extracto de las hojas secas de la planta Stevia rebaudiana
mediante la metodologia de extraccibn agua y vapor junto con la
determinacion HPLC para realizar un antibiograma con la bacteria
Staphylococcus aureus obtenida de las muestras tomadas de la
poblacién definida.

Determinar la presencia de Staphylococcus aureus en la boca de un
grupo de 30 caninos, por medio de kits diagndsticos rapidos, Compact
dry, para obtener la bacteria en estudio y conocer la prevalencia de la
misma en la poblacién de muestra.

Comparar el halo de inhibicion formado de los antibiéticos comerciales
junto con los halos de inhibicion esperados con el extracto de la Stevia
rebaudiana en concentraciones del 25, 50, 75% y solucion madre para
conocer si el extracto posee un efecto antimicrobiano contra

Staphylococcus aureus.

1.2 Hipdtesis de la investigacion

HO: El extracto de la Stevia rebaudiana no posee efecto antimicrobiano sobre

Staphylococcus aureus.

H1: El extracto de la Stevia rebaudiana posee efecto antimicrobiano sobre

Staphylococcus aureus.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Stevia rebaudiana

La Stevia rebaudiana es una planta nativa de Sudamérica, especificamente de
la region tropical, hallandose todavia en estado silvestre en Paraguay y en
Misiones, Provincia Argentina. Por otro lado, durante varias décadas se ha
venido cultivando esta especie, ya que posee propiedades edulcorantes y
contenido no caldrico. En 1964, se evidencié el primer cultivo comercial de esta
planta en Paraguay, por lo que poco a poco se ha introducido en distintos
paises, tales como, Canada, Estados Unidos, México, Brasil, Corea, Indonesia
y Tanzania. Sin embargo, actualmente en China se encuentra la produccion

mas centrada y en Japon se halla el mercado principal (Martinez, 2015).

Estudios realizados con la Stevia, como el de Contreras en 2013 y la revision
bibliografica de Martinez en 2015, han demostrado que esta planta es
medicinal, debido a sus efectos beneficiosos para la salud sistémica, es decir,
ayuda en la absorcion de la grasa, regula la presién arterial y no incrementa los
niveles de azucar en la sangre. En sus hojas se encuentra el estevidsido y
rebaudiésido A, principios activos principales de la edulcoracién, el cual es

considerado treinta veces mayor que el azlcar.

La Stevia rebaudiana posee otras aplicaciones, es decir, es utilizada en gomas
de mascar y dentifricos para prevenir la formacion de caries. Ademas, se la usa
en helados, postres, productos agridulces, salsas, por el dulzor que brinda sin
alterar el sabor de los otros ingredientes. En la industria farmacéutica es
utilizada en formulaciones medicamentosas, ya que la planta no se altera si se

encuentra en medios 4cidos y es estable téermicamente (Martinez, 2015).

2.1.1 Descripcién

La Stevia rebaudiana durante su desarrollo inicial no tiene ramificaciones, esta
planta herbacea perenne posee un tamafo que va entre los treinta a noventa
centimetros de altura, su raiz es filiforme y poco profunda. Ademas, su tallo es
recto y poco piloso, sus hojas son de forma eliptica o lanceoladas, sus flores



son pequefas, hermafroditas y de color blanco y su fruto cuando es claro es
estéril y cuando es oscuro es fértil, el cual es diseminado por el viento
(Martinez, 2000).

Por otra parte, la clasificacion taxonomica es la siguiente:

Tabla 1

Clasificacion taxonémica de la Stevia rebaudiana

Reino Plantae, Angiospermae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida, Dicotyledonea
Grupo Monochlamydae

Orden Monochlamydae

Familia Asteraceae

Subfamilia Asteroideae

Tribu Eupatorieae
Género Stevia
Especie S. rebaudiana

Tomado de Chaves y Chavarria, 2011.

2.1.2 Componentes

La Stevia esta constituida por: Dulcosido, Rebaudidsido A, Rebaudiésido C y
Estevidsido, compuestos denominados glucésidos; Microminerales, tales como,
cromo, cobalto, hierro, zinc; Macrominerales como: magnesio, potasio, fosforo
y minerales menores como el estafio. Ademas, esta compuesta por: acido
ascorbico o vitamina C, tiamina o vitamina B1, caroteno o vitamina A y agua
(Martinez, 2002).

Por otra parte, la Stevia posee apigenina, compuesto de los glucdsidos que no
contiene azlcar y productos naturales perteneciente a los metabolitos

secundarios de la planta tales como, avicularina, la cual permite la supresion de



acumulacion de lipidos y centaureidin que brinda resistencia a la planta de la
fotoxidacion de los rayos solares (Martinez, 2000 y Martinez, 2002).

Por otro lado, la planta perenne tiene esteroles vegetales como: campesterol,
B-sitoesterol y estigmasterol, los cuales ayudan a mantener y estabilizar las
membranas. También, se encuentra el acido cafeico y acido clorogénico, que
intervienen en la biosintesis de lignina, la clorofila, luteolina y kaempferol, que
brindan la pigmentacién a las hojas, corteza, tallos, y flores. Finalmente, posee
Cariofileno, terpeno de 15 carbonos que actia como antibiéticos generados por
la planta en respuesta a la aparicion de microbios y un antioxidante
denominado quercetina (Martinez, 2000 y Martinez, 2002).

2.1.3 Propiedades

Antiguamente, las plantas del género Stevia, principalmente la Stevia
Rebaudiana eran utilizadas Unicamente como endulzantes en los
medicamentos para aumentar la palatabilidad. Sin embargo, se ha evidenciado
que las propiedades de la Stevia rebaudiana incluyen, regulacién del aztcar en
sangre y efecto hipoglucemiante, no aporta calorias, ayuda a combatir el
estreflimiento, ayuda a la digestion, estimula al sistema inmune, genera accién
hipotensora, reduce la ansiedad, combate la fatiga, es un vasodilatador, tiene
accion diurética y cardioténica. Por otra parte, se ha reportado que posee
accion anticonceptiva y se la puede utilizar en tratamientos de alteraciones de
la piel y prevencion de caries. Ademas, tiene propiedades antibacteriana y
antiviral (Martinez, 2015).

2.1.4 Efecto antimicrobiano

La Stevia rebaudiana es una planta que no aporta calor, contiene en sus hojas
0.3% de Dulcésido, 0.6% de Rebaudiosido C, 3.8% de Rebaudiosido A 'y 9.1%
de Esteviosido. Siendo el esteviosido, el que posee efecto sobre las enzimas

gue se encargan de la descomposicion de azucares (Caceres, 2017).



Ademas, el compuesto denominado esteviosido inhibe el glucano, por tanto,
aunque la planta Stevia rebaudiana es un edulcorante, no es fermentado en

acidos por las bacterias (Caceres, 2017).

Por otro lado, se ha evidenciado que la Stevia rebaudiana posee actividad
inhibitoria in vitro en contra de bacterias Gram positivas (B. subtilis, M. letus, B.
megaterium, Streptococcus mutans) y bacterias Gram negativas (E. coli, P.
vulgaris, S.P aeruginosa, marcensesn) (Contreras, 2013). También, se ha visto
actividad inhibitoria in vitro contra Staphylococcus epidermidis y valores bajos
de concentracion minima inhibitoria para la cepa S. aureus (Arambula et al,
2017).

2.2 Flora bucal de caninos

La composicion de la flora bucal de perros y gatos no se encuentra totalmente
conocida, debido a que es muy compleja, se han encontrado varias nuevas
especies bacterianas y se han reclasificado a otras bacterias. Sin embargo, se
conoce que la composicion de la microbiota de la cavidad oral varia de acuerdo
con la edad y estado de salud de toda la cavidad oral del animal, es decir de
los dientes y encias. Por otra parte, las bacterias que han sido aisladas de la
boca sana de dichos animales son especies anaerobias facultativas. Mientras
qgque de animales con enfermedad periodontal se han aislado de la flora
subgingival especies anaerobias. Entre las cuales se evidencian a Pasteurella
multocida, Streptococcus spp., Staphylococcus spp., especies de
Enterobacteriaceae y Corynebacterium spp. Ademas, las nuevas especies que
se han encontrado son Moraxella canis, Neisseria weaveri, Capnocytophaga
canimorsus, Capnocytophaga cynodegmi y Bergeyella (Weeksella) zoohelcum
(Martinez, 2005).

2.2.1 Staphylococcus spp.

Staphylococcus proviene del griego staphyle que significa racimos de uvas, se
los ha descrito asi por ser los principales responsables de la inflamacion y
supuracion. El género de bacterias denominado Staphylococcus esta

compuesto por cocos Gram positivos, que poseen de 0.5 a 1.5 ym de diametro,



se encuentran acoplados individualmente, en parejas, tétradas, en racimo de
uvas o formando cadenas cortas. Staphylococcus spp. son bacterias que no se
mueven, son no esporuladas, sin capsula y son anaerobias facultativas
(Cervantes, Garcia 'y Paz, 2014).

Anteriormente, los estafilococos se encontraban en un género comun de la
familia Micrococacea junto con los géneros Micrococcus, Stomacoccus y
Pianococcus. Sin embargo, en estudio realizados se evidencid que se
encuentran mas relacionados con los géneros Bacillus y Streptococcus. Por
otro lado, en el género Staphylococcus se encuentran 32 especies, de las
cuales se ha evidenciado que 16 de estas especies se localizan en la
microbiota de la piel, mucosas de los humanos y en la flora de aves y otros
mamiferos. Estas bacterias se vuelven patégenas cuando hay predisposicion e
inmunodepresion en el hospedador, heridas o presencia de cuerpos extrafos.
Entre las especies que colonizan a los animales se encuentran Staphylococcus

aureus y Staphylococcus intermedius (Cervantes, Garcia y Paz, 2014).

2.2.1.1 Staphylococcus aureus

El Staphylococcus aureus es una bacteria que se encuentra dispersada entre
los primates. Sin embargo, se ha encontrado que en el ganado bovino y ovino
produce mastitis y en el ser humano se sitla principalmente a nivel de la
cavidad nasal, lugar que le permite su diseminacion. En cultivos cominmente
utilizados, esta especie crece entre las 18-24 horas después de haber sido
incubada, se observan colonias que tienen de 0.5-1.5 milimetros de diametro,
dichas colonias se visualizan de pigmentacion amarilla a dorado, brillantes, de
consistencia cremosa, lisas y elevadas, ademas es resistente al calor

(Cervantes, Garcia 'y Paz, 2014).

Por otra parte, el S. aureus al ser cultivado en agar sangre, se observa (-
hemolisis o hemdlisis total alrededor de las colonias. Otra caracteristica, que
permite la diferenciacion de esta especie, es que posee la capacidad de
coagular el plasma y soporta medio que contienen altas cantidades de cloruro

de sodio. Otros medios que, pueden ser utilizados para cultivar S. aureus son



agar chocolate y cerebro corazén infusién agar. Sin embargo, cuando existen
bacterias Gram negativas junto con Staphylococcus aureus es recomendable
usar medios selectivos como agar sal manitol o medio de Chapman

(Cervantes, Garcia 'y Paz, 2014).

Ademas, existen otros medios que sirven para el aislamiento de dicha bacteria,
los cuales son, agar sangre suplementado con colistina y el acido nalidixico y
agar feniletanol. Actualmente, ya se han realizados medios de cultivos
especificos para S. aureus., estos contienen agar base cromogénico, el cual,
en presencia de enzimas especificas, los cromogenos les dan color a las

colonias (Cervantes, Garcia y Paz, 2014).
A. Identificacion

La identificacion de Staphylococcus aureus se realiza mediante la tincion Gram
y pruebas bioguimicas con la finalidad de lograr diferenciar entre el género
Staphylococcus del género Micrococcus (Cervantes, Garcia y Paz, 2014).
Tabla 2

Identificacion para Staphylococcus aureus

Pruebas Resultado
Tincién Gram +
Catalasa +
Fermentacion de glucosa +
Coagulasa +
Oxidasa -
Fermentacion de manitol +
Produccion de fosfatasa alcalina +

Tomada de Cervantes, Garcia y Paz, 2014
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CAPITULO Ill: MATERIALES Y METODOS
3.1 Ubicacion de la investigacién

El estudio se llevo a cabo en la ciudad de Quito, Ecuador, en la parroquia del
Batan, en el centro Doggies cake, ubicado en la Provincia de Pichincha

localizado en la region sierra norte del pais.

Figura 1. Ubicacion de la empresa Doggies cake
3.2 Poblacion

El estudio no posee una poblacién como tal, ya que se trabaj6é sobre un cultivo
bacteriano. Sin embargo, este cultivo bacteriano se obtuvo de un isopado de 30
perros caninos adultos (fuente de obtencién) para asegurar conseguir la

bacteria.

El presente trabajo de investigacion se realiz6 con la colaboracion de la
docente MVZ Estefania Arizaga MgSc, docente de Maestria de la FICA de la
Universidad de las Américas, con la cual se realizé el proceso de extraccion,

formulacién y andlisis del preparado.

Se emplearon hojas de Stevia para la obtencién del extraccion y determinacién
del compuesto junto con HPLC.
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Posteriormente, se tomaron las muestras de los caninos adultos con formacion
de sarro por biofilm en un dia y se realiz6 una comprobacion de presencia y
conteo rapido de Staphylococcus aureus a través de kits diagndsticos

microbioldgicos especificos para este microorganismo.

Finalmente, se realizo el estudio antibiograma de las muestras positivas con

tratamiento de Stevia para definir su eficacia frente a antibiéticos comerciales.

3.3 Materiales
3.3.1 De campo

e Hisopos para toma de muestras

e Agua destilada

e Envases de recoleccion de muestra

e Lépiz de cera para rotulaciéon de muestras
e Mandil

¢ Guantes
3.3.2 De laboratorio

e Hojas de la planta Stevia rebaudiana

e Agua

e Filtros de 1 mm
e Molino

e Colador

e Recipiente de plastico

e Recipientes de vidrio ambar

e Ollas

e Cajas de kits diagndsticos rapidos para Staphylococcus aureus, Compact
Dry XSA.

¢ Incubadora Alemana, voltaje 120, con dimensiones de camara interna de
0.42 x 0.32 x 0.32 con estantes de acero inoxidable.

e Tubos de ensayo
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Gradilla

Mechero Bunsen

Medios de cultivo

Discos de sensibilidad de Tetraciclina (30 pg)

Discos de sensibilidad de Amoxicilina (25 pg)
3.3.3 De oficina

Esferos

Corrector de tinta

Computador

Cémara fotografica

Hojas de papel A4

3.4 Metodologia
3.4.1 Muestreo

La recoleccion de datos se realizd6 en el segundo trimestre del afio 2018,
aunque el estudio no tuvo una poblacién como tal, se eligié la muestra en base

a criterios de inclusion y exclusion de la siguiente manera:

Tabla 3

Criterios de seleccion

Criterios de inclusiéon Criterios de exclusion

Caninos entre 5-7 afos Caninos que no estan entre 5-7
afos
Caninos que presentan sarro Caninos que no presentan sarro

moderado a grave moderado a grave

Cajas de siembra que presentan Cajas de siembra que no presentan
Staphylococcus aureus en el crecimiento del microorganismo.

diagnostico rapido.
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3.4.2 Obtencién de la muestra

Se consideraron 30 perros, pacientes de la Empresa Doggies cake, sitio al que
asisten propietarios que llevan a sus mascotas paulatinamente a control
veterinario, peluqueria, asesoramiento nutricional y alimentacién formulada
especificamente para las mascotas de casa. Los caninos tomados en cuenta
en el estudio tenian entre 5-7 afos, y presentaron sarro moderado a grave. Al
grupo seleccionado se le realiz6 un lavado bucal, mediante una técnica

experimental que consiste en:

e Aplicar a chorro el agua destilada sobre las piezas dentales que
presentan acumulacién de placa.
e Hisopar la boca de los caninos para obtener la muestra.

e Guardar la muestra en recipientes estériles, rotulados e identificados.

Posteriormente, se avanzé a la siguiente etapa, la cual consisti6 en la
identificacion de la bacteria, Staphylococcus aureus. Para esta etapa, se
consideré la determinacion de la prevalencia de S. aureus. Este dato es
relevante, porque se logré verificar el estado de salud de los caninos o el
namero de casos que presentaron Staphylococcus aureus en alto numero, es
decir, se logro diferenciar entre una bacteria sapréfita y una bacteria patégena.
Este procedimiento se lo realiz6 de acuerdo con el manual de los Kits

diagnésticos rapidos, de la siguiente manera:

1. Se destapd la placa y se depositd en el centro de la placa Compact Dry,
1 ml de la muestra tomada de cada animal.

2. Automaticamente, la muestra se fue dispersando de manera homogénea
sobre la superficie de la placa Compact Dry, obteniendo como resultado
en segundos, la transformacion de la lamina seca en un gel.

3. Se tapo la placa y se rotuld la muestra en el espacio destinado para
escribir.

4. Se cerr6 la placa y se la colocé en la incubadora de manera invertida.

Se repitieron los pasos anteriores, con las demas placas.



6.

14

Transcurrido el periodo de incubacion (48 horas a 35 + 2°C), se conto el
namero de colonias que se observaron de color azul claro.

Solo se tomo en cuenta las colonias de Staphylococcus aureus, ya que
como se menciona en la prueba, existen otras colonias que pueden
crecer, pero se visualizan de color blanco rojo y/o purpura. Ademas,
otras bacterias del género Bacillus, crecen y exhiben colonias de color

azul o azul claro, pero son de mayor diametro y planas.

Para la siguiente etapa se tomd en cuenta, los animales que resultaron

positivos para la identificacion de la bacteria y, se realizé la siembra:

8.
9.

Se inicid, con la preparacién del inoculo del microorganismo,
Staphylococcus aureus, en 0.5 de la escala Mc Farland, para la
determinacion de las unidades formadoras de colonias.

Se trabaj6 cerca del mechero, para asi esterilizar el asa, el tubo de
ensayo y la caja Petri con agar, antes y después del proceso.

Con la mano izquierda, se tomé el tubo de ensayo y se lo destap6 con el
dedo mefique de la mano derecha, con el objetivo de tener mejor
manipulacion durante el proceso.

Una vez flameada la boca del tubo de ensayo y el asa, se introdujo el
asa en el tubo de ensayo ligeramente inclinado, procurando no topar las
paredes del tubo, para asi cargarla con la suspension.

Nuevamente, se flameo el tubo de ensayo y se lo tapé.

Apoyando suavemente el asa sobre la superficie, se realizé lineas o
estrias sin destruir o dafar el medio de cultivo, que en este caso fue
agar Manitol salado.

Se flameo el asa de Kolle.

Se rotulé la placa.

Se incubd a 35°C-37°C durante 48 horas.

10. Transcurrido el tiempo especificado, se observo colonias de 0.5-1.5 mm

de pigmentacién amarilla, brillantes, de consistencia cremosa, lisas y

elevadas.
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11.Posteriormente, se realizaron pruebas de identificacibn para
Staphylococcus aureus, tales como, catalasa y coagulasa

Figura 2. Bacteria en estudio, cultivada en agar manitol salado

3.4.3 Andlisis de la muestra

La obtencion del extracto se realizd por medio del método destilacion agua-

vapor, el cual consistio en:

1. Pesar las hojas trituradas en una balanza.

2. Colocar el producto en el destilador y remojarlo en tres litros de agua
destilada.
Tapar el tanque de extraccién y sellarlo herméticamente.
Someter a calentamiento, entre 100 a 200 °C durante una hora y
cincuenta minutos, posteriormente recoger el producto.
Conservar el extracto en recipientes de vidrio &mbar.
Verificar la concentracién a la cual la planta herbacea tiene un efecto
antimicrobiano, probando las concentraciones al 25, 50, 75% vy la

soluciéon madre.
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3.4.4 Anélisis del efecto antimicrobiano

Para la etapa final de este proceso, se utilizaron cajas Petri divididas, para que

el extracto de la planta Stevia Rebaudiana y los antibi6ticos sintéticos no vayan

a intervenir una con la otra.

1.

De la bacteria cultivada, con un hisopo estéril se tomaron de 3 a 5
colonias de Staphylococcus aureus.

En un tubo de ensayo con 3 ml de solucién salina, se introdujo el hisopo
sin topar las paredes y se realiz6 la suspension, recordando que antes
de tapar y destapar el tubo con la solucién se debe flamear la boca del
tubo.

Se flameo la caja Petri con agar Miller Hilton, se la destap6 e
inmediatamente, con el hisopo se sembré la bacteria llevando el hisopo
de un lado a otro, de manera vertical, horizontal y diagonal.

En el lado derecho de la caja Petri se colocaron los discos de
antibioticos sintéticos, amoxicilina (25 ug), tetraciclina (30 pg).

Se utilizé papel filtro (6 mm) para realizar los discos de sensibilidad con
las muestras obtenidas del extracto.

En el lado izquierdo de la caja Petri se colocaron los sensidiscos con
extracto de Stevia al 25, 50, 75 % y la solucién madre.

Se dejo en la incubadora durante 24 horas y se observo los resultados.

8. Se realizaron 10 repeticiones por concentracion.

A la solucién que hizo efecto el extracto se la analizé con HPLC.



3.5 Disefio Experimental

3.5.1 Variables
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El estudio se llevo a cabo tomando en cuenta las siguientes variables:

Tabla 4
Variables
Tipo Unida
Caracteristi de Definici6 Indicad d de Instrume
Variable ca variabl n or medid ntos
e a

Halo de Independi Cuantitati Anillo Tamafio mm  Medicion
inhibici6 ente va/Contin que se delhalo directa
n del ua forma
extracto alrededor

del

compuest

0

(antimicr

obiano)
Extracto Dependien Cualitativ Concentr Cantida % Medicion
de la te a/ acion de d de directa
Stevia Discontin extracto  esteviosi
Rebaudi ua a ser do
ana utilizado
Halo de Independi Cuantitati Anillo Tamafio mm  Mediciéon
inhibicié  ente va/Contin que se delhalo directa
n de ua forma
amoxicili alrededor
na del

compuest

0
Halo de Independi Cuantitati Anillo Tamafio mm  Medicion
inhibicié  ente va/Contin que se delhalo directa
n de ua forma
tetracicli alrededor
na del

compuest

(0]
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3.5.2 Disefo experimental

e Estudio experimental: El trabajo evalla el efecto antimicrobiano de la
planta herbidcea sobre la bacteria Gram positiva, Staphylococcus
aureus, mediante la obtencién, determinacion del extracto de la Stevia y
posterior realizacion del antibiograma con el compuesto para medir el
halo de inhibicion.

e Estudio de campo: Durante el estudio se tomaron muestras bucales de
30 caninos adultos (entre 5 y 7 afios) de la Ciudad de Quito, de la
parroquia el Batan, sector Norte.

e Estudio transversal: en el estudio se trabajo en el segundo trimestre del
afo 2018, unicamente con la muestra bucal de los caninos, mas no con

el paciente.

3.5.3 Andlisis estadistico

Se utilizar4 la prueba de bondad de ajuste Kolmogorov, para conocer si los
datos siguen una distribucion normal. Posteriormente, se usara la prueba de
Kruskal Wallis, ya que los datos son no paramétricos. Ademas, esta prueba
indicard también si existe diferencia entre las medias obtenidas en los halos de
inhibicion del extracto de la planta Stevia y los antibiéticos comerciales.
Finalmente, la comparacion post hoc determinan que medias son las que

difieren.
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Capitulo IV: Resultados y Discusion

4.1 Resultados

La prueba de bondad de ajuste de Kolmogorov Smirnov permite determinar si
los datos siguen una distribucion normal, para asi aplicar pruebas paramétricas
0 No paramétricas.

La prueba de Kruskall Wallis, permite decidir si se acepta la hipotesis de que k
muestras independientes provienen de una misma poblaciéon o de poblaciones
similares con la misma mediana. El Unico supuesto es que las distribuciones
subyacentes de las variables sean continuas y que haya sido medidas en una
escala ordinal (Sanchez, 2004). Por lo que, este analisis se utilizara para
determinar si existe diferencia entre el extracto de las hojas de Stevia
rebaudiana y los antibioticos comerciales.

Posteriormente, se utilizard la comparacion post hoc, para conocer cual de las

medias son las que difieren.

Tabla 5

Halos de inhibicidén con el extracto al 25%

Repeticion 1 0 mm
Repeticion 2 0 mm
Repeticion 3 0 mm
Repeticion 4 0 mm
Repeticion 5 0 mm
Repeticion 6 0 mm
Repeticion 7 0 mm
Repeticion 8 0 mm
Repeticion 9 0 mm
Repeticion 10 0 mm

Halos de inhibicidon con el extracto de Stevia al 25% medido en milimetros
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Tabla 6

Halos de inhibicién con el extracto al 50%

Repeticion 1 0 mm
Repeticion 2 0 mm
Repeticion 3 0 mm
Repeticion 4 0 mm
Repeticion 5 0 mm
Repeticion 6 0 mm
Repeticion 7 0 mm
Repeticion 8 0 mm
Repeticion 9 0 mm
Repeticion 10 0 mm

Halos de inhibicién con el extracto de Stevia al 50% medido en milimetros

Tabla 7

Halos de inhibicién con el extracto al 75%

Repeticion 1 2 mm
Repeticion 2 1.6 mm
Repeticion 3 1 mm
Repeticion 4 1.5 mm
Repeticion 5 1.2 mm
Repeticion 6 1.5 mm
Repeticion 7 2 mm
Repeticion 8 1.2 mm
Repeticion 9 1.3 mm
Repeticion 10 1.4 mm

Halos de inhibicién con el extracto de Stevia al 75% medido en milimetros
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Tabla 8

Halos de inhibicién con la solucién madre

Repeticion 1 10 mm
Repeticion 2 9.3 mm
Repeticion 3 9.4 mm
Repeticion 4 9.6 mm
Repeticion 5 9.5 mm
Repeticion 6 9.2 mm
Repeticion 7 8.9 mm
Repeticion 8 9.3 mm
Repeticion 9 9.4 mm
Repeticion 10 8.4 mm

Halos de inhibicién con la solucién madre de Stevia medido en milimetros

Tabla 9

Halos de inhibicién con tetraciclina

Repeticion 1 33 mm
Repeticion 2 33 mm
Repeticion 3 33 mm
Repeticion 4 33 mm
Repeticion 5 33 mm
Repeticion 6 33 mm
Repeticion 7 33 mm
Repeticion 8 33 mm
Repeticion 9 33 mm
Repeticion 10 33 mm

Halos de inhibicién con tetraciclina medido en milimetros
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Tabla 10

Halos de inhibicién con amoxicilina

Repeticion 1 21 mm
Repeticion 2 21 mm
Repeticion 3 21 mm
Repeticion 4 21 mm
Repeticion 5 21 mm
Repeticion 6 15 mm
Repeticion 7 21 mm
Repeticion 8 21 mm
Repeticion 9 21 mm
Repeticion 10 21 mm

Halos de inhibicién con amoxicilina medido en milimetros

Tabla 11

Prueba de bondad de ajuste (Kolmogorov-Smirnov)

Variable n Media Ajuste Varianza Estadistico D P valor

HALODE 60 10.70 Normal 154.41 0.53 0,0001
INHIBICION (0.1)

Puesto que el valor p es < 0.05, indica que los datos no siguen una distribucion

normal.



Tabla 12

Prueba de Kruskal Wallis
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Variable N Medias D.E. Medianas gl p
TRATAMIENTO

HALO DE 10 0.00 0.00 0.00 5 0,0001
INHIBICION DEL

EXTRACTO AL 25%

HALO DE 10 0.00 0.00 0.00

INHIBICION DEL

EXTRACTO AL 50%

HALO DE 10 1.47 0.33 1.45

INHIBICION DEL

EXTRACTO AL 75%

HALO DE 10 9.30 0.42 9.35

INHIBICION

SOLUCION MADRE

HALO DE 10 33.00 0.00 33.00
INHIBICION

TETRACICLINA

HALO DE 10 20.40 1.90 21.00

INHIBICION

AMOXICILINA

Puesto que el valor p es < 0.05, al menos una de las medias es distinta.
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Tabla 13

Comparacion post hoc.

TRATAMIENTO X +SD Anélisis no
paramétrico
Tetraciclina 33,00mm 0,00 D
Amoxicilina 20,40 mm 1,90 CD
Solucién Madre 9,30 mm 0,42 BC
Solucién al 75% de Stevia 1,47 mm 0,33 AB

Solucién al 50% de Stevia 0,00 mm 0,00
Solucién al 25% de Stevia 0,00 mm 0,00

Las medias con una letra comdn no son significativamente diferentes, es decir
gue estadisticamente la solucidn del extracto de la Stevia al 75% y la solucién
madre realizan un mismo efecto. De igual manera, la solucion madre y la

amoxicilina tienen una misma accion.

4.2 Discusion

En este estudio se demuestra que el extracto acuoso de Stevia rebaudiana
posee efecto antimicrobiano sobre una de las bacterias presentes en los
caninos, Staphylococcus aureus. En este trabajo, se obtuvo una media de halo
de inhibicién de 9.30 mm con la solucion madre, la cual, por medio de HPLC,
se determiné que la soluciéon tiene 5.39% de rebaudiésido A y 12.57% de
esteviésido. Con la solucion al 75%, se consiguid una media de halo de
inhibicion de 1.47 mm, con 4.13% de rebaudiosido A y 8.92% de esteviosido.
Mientras que, con las otras concentraciones, al 25 y 50% no se observo la

formacién de un halo de inhibiciéon.

La Stevia rebaudiana es una planta que contiene en sus hojas 0.3% de
Dulcésido, 0.6% de Rebaudiésido C, 3.8% de Rebaudiésido A y 9.1% de

Esteviosido. Siendo el esteviésido, el que posee efecto sobre las enzimas que
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se encargan de la descomposicibn de azucares, este compuesto inhibe el
glucano, por tanto, aunque la planta Stevia rebaudiana es un edulcorante, no

es fermentado en acidos por las bacterias (Caceres, 2017).

Lo dicho anteriormente, se evidencié en un estudio realizado por Ghosh,
Subudhi y Nayak en 2008, en donde el extracto de las hojas de Stevia eran
sometidas a un ensayo microbiano, usando seis solventes, tales como, agua,
éter de petréleo, extracto de acetona, ciclohexano y cloroformo, frente a diez
patégenos, micéticos (Alternaria solani, Helminthosporium solani, Aspergillus
niger, Penicilium chrysogenum) y patégenos bacterianos (Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus). En dicha investigacion, se obtuvo que la
actividad antimicrobiana del extracto de agua va contra E. Coli, S. aureus, y B.
subtilis. Ademas, S. aureus y P. chrysogenum exhibieron el mayor rango de
susceptibilidad frente a otros tres extractos, tales como, éter de petréleo,
ciclohexano y cloroformo. Por otra parte, el halo de inhibicidbn que se presento

con el extracto acuoso de Stevia contra S. aureus fue de 9.3 mm.

Ademas, también se justifica con la investigacion de Tadhani y Subhash en
2006, en donde utilizaron el extracto acuoso de Stevia, extracto metanoico de
Stevia, acetato de etilo, extracto hexanoico de Stevia frente a distintos
microorganismos, tales como, M. luteus, S. marcenscens, S. aureus, P.
aeruginosa, B. megaterium, B. subtilis, E. coli, P. wvulgaris, Yeast, R.
oligosporus, A. niger. Los resultados evidenciados con el extracto acuoso de
Stevia arrojaron que Unicamente contra dos microorganismos, se observé una
actividad antimicrobiana, B. subtilis y S. aureus, con un halo de inhibicion de

8.33 mm y 9.33 mm respectivamente.

Es pertinente mencionar que, Jayaraman, Saravanan Yy lllanchezian en 2008
evaluaron las actividades antimicrobianas, antifingicas y tumorales del extracto
de las hojas de Stevia, mediante cuatros solventes, acetato de etilo, acetona,
cloroformo y agua. El extracto fue investigado contra microorganismos
bacterianos, tales como, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Escherichia
coli, Bacillus subtilis, Aeromonas hydrophila y Vibrio cholerae mediante el
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meétodo de difusion de pozos de agar. También, frente a hongos como, Candida
albicans, Cryptococcus neoformans, Trichophyton mentagrophytes y especies
de Epidermophyton. Los resultados entre los cuatro extractos probados fueron
que, el extracto de acetona tuvo un potencial antibacteriano efectivo, seguido
por el extracto de acetato de etilo. El extracto de acetona mostré una mayor
actividad contra organismos Gram positivos que contra organismos Gram
negativos, todos los extractos fueron activos contra especies de
Epidermophyton y Candida albicans. Sin embargo, el extracto de hojas de
Stevia rebaudiana obtenido por agua fue practicamente ineficaz contra los
microorganismos bacterianos. Aunque, la investigacibn no menciona la
cantidad de extracto utilizado, sin embargo, los resultados obtenidos coinciden
con lo obtenido con las soluciones al 25% y 50% del extracto de la planta

Stevia rebaudiana.

Por otro lado, en cuanto a los resultados que se observaron con la amoxicilina
y tetraciclina frente al Staphylococcus aureus. Indicaron que, la media del halo
de inhibicidn de la amoxicilina fue de 20.4 mm, es decir de las 10 repeticiones
realizadas, solo una reaccion6é de manera diferente, obteniendo 15 mm de halo
de inhibicion. Mientras que, con la tetraciclina, el halo de inhibicién fue de 33

mm en todas las repeticiones.

Se menciona que, la amoxicilina es un antibiético que mata a las bacterias que
son sensibles a ella, es decir es un bactericida, por lo que detiene la
reproduccion de estos organismos. Este farmaco elimina muchas bacterias
aerobias Gram negativas, siendo su accidon mejor que la penicilina natural. Sin
embargo, la amoxicilina no es la de primera eleccion contra las bacterias que
generan betalactamasas, como Staphylococcus aureus (Ramsey, 2014 p. 63).

Debido a esta explicacion, pudo haberse dado ese resultado inesperado.

Por otro parte, en la investigacion de la determinacion de la sensibilidad a la
amoxicilina y a la clindamicina de Staphylococcus spp aislado de cavidad oral
de pacientes con alto riesgo de endocarditis infecciosa, obtuvieron que de 46
pacientes el 28.2% se identificaron Staphylococcus spp. de los cuales, 61.5%
fueron Staphylococcus aureus, el 30.7% S. epidermidis y 7.6% S. hominis. Los
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resultados hallados fueron que el 30.8% los Staphylococcus spp fueron
resistentes a la clindamicina y 76.9%, a la amoxicilina. Llegando a la conclusion
de que, los antibidticos utilizados en odontologia como, amoxicilina vy
clindamicina dejan un gran porcentaje de microorganismos sin cubrir como lo

fue el Staphylococcus spp (Barrientos et al, 2011).

En cuanto a, la tetraciclina fue el compuesto con el que se obtuvo mayor
tamafo de halo de inhibicidn. Esto se sustenta porque es uno de los grupos de
antibioticos de amplio espectro, dichos compuesto son antibidticos
bacteriostaticos. Sin embargo, se conoce que tienen accion bactericida al
utilizar en contra de patégenos bacterianos susceptibles o al emplearlos en
altas concentraciones. Estos medicamentos generan la inhibicion de sintesis
proteica en los ribosomas bacterianos y las células eucariotas de la mayoria de
los mamiferos. Ademas, se ha evidenciado que la tetraciclina altera la
membrana citoplasmética, es decir permite la salida de componentes

intracelulares (Pérez e Iglesias, 2003).

Por el contrario, Khan y Novick en 1983, realizaron una investigacion acerca de
que el Staphylococcus aureus posee resistencia a la tetraciclina, debido a la
presencia de un plasmido (pT181) de origen natural que codifica resistencia
inducible a dicho antibiético. ElI plasmido tiene un numero de copia de
aproximadamente 20 por célula y pertenece al grupo de incompatibilidad inc3.
Se descubrié que pT181 contenia cuatro marcos de lectura abiertos capaces
de codificar polipéptidos que contienen mas de 50 aminoacidos. Todos los
polipéptidos putativos estan codificados por una cadena. El polipéptido A
corresponde a la proteina repC, que se mostrd especificamente requerida para
la replicacién de pT181. El polipéptido B (y posiblemente el polipéptido D) estan
implicados en la resistencia a la tetraciclina. Los resultados de la secuenciacion
se discuten en relacion con las propiedades de replicacion y la resistencia a la

tetraciclina asociada con el plasmido pT181.

Finalmente, esta planta puede ser utilizada para elaboracién de productos en

conjunto con algun otro elemento. Adicionalmente, esta investigacion da paso a



28

posteriores formulaciones nutricionales, en las cuales se podria probar la

inclusién de Stevia con fines preventivos.

4.3 Limitantes

Para que la investigacion tenga mayor impacto, se deben hacer mas trabajos
de este tipo en medicina veterinaria. Ya que, en odontologia humana, se han
obtenido resultados favorables. Por otra parte, el enfrentar a la planta a otras
bacterias podria arrojar resultados favorecedores, con los cuales se puede
incluir a la Stevia como método preventivo o en formulaciones nutricionales, por

tema de costos solo se probd con una bacteria.

Ademas, analizar el extracto a profundidad y a concentraciones mayores, ya
que como explica la bibliografia y como se evidenci6 con esta investigacion a
mayor concentracion, mayor es el halo de inhibicion. No se realiz6 con mas
concentraciones porque pocos son los laboratorios que realizan HPLC para
Stevia, ya que, no existen o no le dan mucha importancia al efecto
antimicrobiano de un producto natural, este andlisis tiene un precio alto o no

analizan todos los compuestos que la planta posee.
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Capitulo V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

El estudio permiti6 evaluar el efecto antimicrobiano que posee el
extracto de la planta Stevia rebaudiana sobre Staphylococcus aureus,
hallando que al 75% y la solucion madre existe una accion.

Se determind que, del grupo de treinta caninos, el 40% de la poblacién
presentd la bacteria, Staphylococcus aureus en la boca, mismos
animales que presentaron sarro moderado a grave.

Se comparé el halo de inhibicion de los antibiéticos comerciales y el del
extracto de la planta y se obtuvo que el mayor halo de inhibicion se
formé con los antibidticos tetraciclina y amoxicilina, 33 mm y 21 mm,
respectivamente. Para la solucion madre, se evidencié un halo de
inhibicion de 9.30 mmm y para la concentracion al 75% un halo de
inhibicibn de 1.47 mm. Por lo que se menciona que la Stevia
Rebaudiana si posee un efecto antimicrobiano contra Staphylococcus
aureus y es posible incluirla en formulaciones nutricionales o usarla

como método preventivo.

5.2 Recomendaciones

Realizar otra investigacion con muestras tomadas de la piel de los
caninos, para probar la inclusion de la Stevia con mas de un objetivo.
Probar distintos extractos de productos naturales, para evidenciar cual
de estos posee un efecto antimicrobiano.

Comparar el extracto de la planta Stevia rebaudiana con diferentes
microorganismos, para conocer contra cual de estos llegan a ser

realmente efectiva.
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Anexo 1. Camara de flujo laminar con materiales de laboratorio
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Anexo 2. Diluciones del extracto con agua destilada y esterilizada
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Anexo 3. Rotulacién de muestra. Anexo 4. Materiales utilizados
para lapruebade esterilidad

Anexo 5. Esterilizacién de Asa en Anexo 6. Estriacién con Asa

mechero



Anexo 7. Caja Petri con la bacteria, discos de antibiéticos, prueba de
esterilidad del extracto

Anexo 8. Staphylococcus aureus en agar Triptona Soja
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Anexo 9. Compact dry con Staphylococcus aureus

Anexo 10. Caja Petri con discos de sensibilidad de antibiéticos y del
extracto
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Anexo 11. Caja Petri con discos de sensibilidad y concentraciones del
extracto

Anexo 12. Halos de inhibicion
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Anexo 13. Halos de inhibicion
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Anexo 14. Repeticiones de las concentraciones del extracto y antibioticos

Anexo 15. Boca de canino con sarro






