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RESUMEN

OBJETIVO: Fue determinar el efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Stevia
rebaudiana sobre el Streptococcus mutans, Puno-2017.

MATERIALES Y METODOS: La muestra fue realizada por 36 placas Petri con
sembrado de Streptococcus mutans. El grupo experimental estuvo conformada por
concentraciones al 25%, 50% y 100% del extracto de Stevia rebaudiana. Se evalué el
efecto antimicrobiano por el método propuesto por INS de Kyrby — Bauer para
determinar la concentracion minima inhibitoria del extracto de Stevia rebaudiana; para
el anélisis de datos se utilizd pruebas estadisticas la prueba de t y la prueba de
significancia de Tukey.

RESULTADOS El extracto de Stevia rebaudiana tiene efecto antimicrobiano sobre el
Streptococcus mutans en la concentracion al 25% con un promedio del halo de
inhibicién de 10.47 mm, en la concentracion de 50% de 12.46 mmy en la concentracién
al 100% de 13.49 mm de mejor efecto antimicrobiano.

CONCLUSION: 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.

Palabras claves: Stevia rebaudiana, Streptococcus mutans, efecto antimicrobiano y

halo de inhibicién
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To determine the in vitro antimicrobial effect of the extract of Stevia
rebaudiana on the Streptococcus mutans, Puno-2017

MATERIALS AND METHODS: The sample was made by 36 Petri plates with
Streptococcus mutans. The experimental group consisted of concentrations of 25%, 50%
and 100% of Stevia rebaudiana extract. The antimicrobial effect was evaluated by the
method proposed by Kyrby - Bauer INS to determine the minimum inhibitory
concentration of Stevia rebaudiana extract; for the data analysis we used statistical tests
the t test and the Tukey significance test.

RESULTS: Stevia rebaudiana extract has an antimicrobial effect on Streptococcus
mutans in the 25% concentration with a mean inhibition halo of 10.47 mm, in the
concentration of 50% of 12.46 mm and in the concentration of 100% of 13.49 mm of

Better antimicrobial effect.

IN CONCLUSION: The extract of the dried leaves of Stevia rebaudiana obtained by the
method of water-steam distillation in vitro antimicrobial effect on crops from the

bacterium Streptococcus mutans.

Key words: Stevia rebaudiana, Streptococcus mutans. Antimicrobial effect and

inhibition halo
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I.  INTRODUCCION

1.1. EL PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

La caries dental es una enfermedad de naturaleza irreversible, cuyo proceso es dindmico
cronico, infeccioso post- eruptivo, transmisible y multifactorial que se caracteriza por una
disolucion gradual y la destruccion de los tejidos mineralizados de los dientes.' 2 De
mayor prevalencia en el ser humano y uno de los principales problemas de salud publica

a nivel mundial.®

Seguin la OMS la caries dental Afecta entre el 60 % y 90 % de la poblacion escolar.* El
Per( es uno de los paises de Latinoamérica méas afectados por las enfermedades bucales,
como se demuestra al precisar que entre el 90% y el 95% de la poblacion peruana
equivalente a 30 millones de habitantes segun proyeccion 2013, sufre de caries dental,
ademas de tener uno de los indices més altos de caries en nifios menores de 12 afios, segun
OMS.®

El Streptococcus mutans es considerado el principal agente etiologico de la caries dental
en humanos y animales de experimentacion.® La habilidad de este microorganismo en
cuanto a su participacion en la formacion de placa bacteriana, esta relacionada con la
produccién de las glucosiltransferasas, enzimas que tienen un rol principal en las
interacciones adhesivas y expresion de virulencia de estos microorganismos debido a que

catalizan la sintesis de polisacaridos extracelulares.’

En la actualidad ha surgido un interés en el desarrollo de las plantas medicinales,
descubriendo cada dia nuevas propiedades y sus principios activos. Uno de ellos es la
Stevia rebaudiana que es un edulcorante natural, que contiene varios componentes que le
brindan propiedades antibacterianas, hipoglucemiante, antioxidante, bactericida, accion
antihipertensiva, cicatrizante.®® La importancia de esta investigacion radica en el uso de

la Stevia rebaudiana aplicada en la higiene oral y de servicio en beneficio de la poblacion.

El propdsito de esta investigacion fue Determinar el efecto antimicrobiano in vitro del

extracto de Stevia rebaudiana sobre el Streptococcus mutans.
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1.2.  ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

A NIVEL INTERNACIONAL

Gamboa y col (2012) Bogoté - Colombia. En su estudio potencial antimicrobiano de
extractos obtenidos de hojas de Stevia rebaudiana Bertoni sobre bacterias de importancia
en caries dental. Materiales y métodos: a partir de hojas secas de Stevia rebaudiana
Bertoni convertidas en polvillo se obtuvieron los extractos en solventes de hexano,
metanol, etanol, acetato de etilo y cloroformo. La evaluacion de la actividad
antimicrobiana de los 5 extractos sobre las 16 cepas bacterianas de los géneros
Streptococcus (n=12) y Lactobacillus (n=4) se realizd por el método de difusion en pozo.
Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de los extractos sobre las 16 cepas
bacterianas fueron respectivamente de 30 mg/ml, 120 mg/ml, 120 mg/ml, 60 mg/mly 60
mg/ml, respectivamente. Resultados: Las zonas de inhibicion de la CMI para los 5
extractos de las cepas bacterianas fueron variables, que van desde 9 mm a 17,3 mm. El
extracto de hexano, que tenia la CMI mas bajo, sin embargo es menor. Las zonas de
inhibicién de los 5 extractos es ligeramente mayor para las 4 cepas de Lactobacillus que
para las 12 cepas de Streptococcus, como el valor mas bajo para la zona de inhibicion era
12,3 mm y el mas alto fue 17,3 mm. Concluye que los extractos de hojas de Stevia
rebaudiana posee actividad antimicrobiana frente a los microrganismos cariogénicos

siendo ligeramente superior para Lactobacillus que para el Streptococcus Mutans.*®

Mohammadi y col (2012) Esfahan- Iran. En su estudio efecto de diferentes extractos de
hojas de Stevia rebaudiana sobre el crecimiento de Streptococcus mutans. Se utilizo el
Método de difusion en agar para determinar la actividad antibacteriana de los extractos
de metanol etanol y acetona. Resultados: el extracto de acetona probado tenia mayor
potencial antibacteriano seguido de extracto de etanol y luego el extracto de metanol. La
inhibicion maxima del crecimiento contra S. mutans se demostré por el extracto de
acetona (28,7 mm) a 100 mg / ml que fue seguido por el extracto de etanol (27,0 mm).
En conclusion extractos de acetona y etanol de hojas de Stevia rebaudiana mostraron la
mayor actividad frente a S. mutans. Extracto acuoso de esta planta no fue efectivo en S.

mutans.!?
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A NIVEL NACIONAL

Pérez S (2013) Trujillo — Perd. En el estudio efecto antibacteriano in vitro del extracto
etandlico de Stevia rebaudiana sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. Método: Este
estudio fue de tipo experimental in vitro. La CMI se obtuvo por el método de dilucion en
caldo. Resultados: la accion inhibitoria del extracto etandlico de Stevia rebaudiana sobre
Streptococcus mutans se presento a partir de la concentracion de 1,07mg/ml en el extracto
en etanol de 70° y a partir de la concentracion de 4,28mg/ml en el extracto de etanol de
30°. La accién bactericida de extracto etanolico de S. Rebaudiana sobre Streptococcus
mutans se presentd a partir de 10mg/ml en extracto de etanol de 70° y a partir de
concentracion de 42.8mg/ml en extracto de etanol de 30° Conclusién: El extracto
etandlico de la Stevia Rebaudiana posee efecto antibacteriano sobre Streptococcus

mutans.!?

Becerra L (2016) Trujillo - Perl. En su estudio 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. Materiales y
métodos, 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 6
concentraciones en etanol de 70° y 6 concentraciones en etanol de 30°. La concentracion
inhibitoria minima se obtuvo por el método de dilucion en caldo. Los Resultados que
obtuvieron permitié 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.®

1.3. FORMULACION DEL PROBLEMA
¢Cual es el efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Stevia rebaudiana sobre el

Streptococcus mutans, Puno - 20177
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14. IMPORTANCIA Y UTILIDAD DEL ESTUDIO

Siendo éste un estudio de tipo experimental, brindara una contribucién cientifica y una
aplicacion préctica, en el sentido de mejorar la salud bucal de la poblacion.

En tal sentido el aporte del presente estudio servira como base para futuras
investigaciones y conocer el efecto de la Stevia rebaudiana.

1.5. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
Objetivo general
Determinar el efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Stevia rebaudiana sobre el

Streptococcus mutans, Puno-2017

Objetivos especificos
Determinar el efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Stevia rebaudiana al 25%

sobre el Streptococcus mutans.

Determinar el efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Stevia rebaudiana al 50%

sobre el Streptococcus mutans.

Determinar el efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Stevia rebaudiana al 100%

sobre el Streptococcus mutans.

Comparar el efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Stevia rebaudiana a diferentes

concentraciones al 25, 50 y 100% sobre el Streptococcus mutans.

1.6. CARACTERIZACION DEL AREA DE INVESTIGACION
La presente investigacion se realizd en el Distrito de Puno, Provincia de Puno,

Departamento de Puno.

La region Puno esta localizado en la parte suroriental de Peru. Estratégicamente sus
limites son: por el norte con los departamentos de Cusco y Madre de Dios; por el sur con
los departamentos de Moquegua y Tacna; por el oeste con los departamentos de Cusco y
Arequipa y por el este con la Republica de Bolivia. Su ancestral cultura, la presencia de

culturas Pre - Incas, Incas y vestigios del Virreinato; aunado a innumerables atractivos de
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caracter natural (lago Titicaca, lagunas, rios, ceja de selva, flora, fauna, etc.), ruinas
arqueoldgicas, templos coloniales y su rico y variado folclore.

Esta investigacion se realizd en los laboratorios de la ciudad universitaria de la
Universidad Nacional del Altiplano. Ubicado en la Av. Sesquicentenario N° 1150:

> Laboratorio de la Facultad de Ciencias Agrarias donde se hizo el extracto de Stevia
rebaudiana.

> Laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ciencias Biologicas, donde se

realizé el procedimiento, andlisis y lectura de resultados.
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Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. MARCO TEORICO

2.1.1. STEVIA REBAUDIANA

La Stevia (Stevia rebaudiana) es una planta herbacea perenne que pertenece a la familia
Asteraceae. Crece como arbusto salvaje en el suroeste de Brasil y Paraguay, donde es
conocida con el nombre de ka’a he’é (en guarani, hierba dulce).'? La Stevia rebaudiana
también crece en ceja de selva del Per(, asi como en las regiones de Cajamarca, Junin y

Arequipa.t*

Es valorada en estos paises y el mundo, debido a su composicion rica en un glucésido
bajo en calorias llamado Estevidsido cuyo poder edulcorante en estado puro y cristalino
es 300 veces mayor que el azlcar de cafia.’®
2.1.1.1. Descripcion.

Fue descripta botanicamente en 1905, por el naturalista Moisés Santiago Bertoni, como
una planta herbacea de 40 a 80 cm de altura.'®

La raiz es fibrosa, filiforme y perenne, formando abundante cepa que apenas ramifica y
no profundiza, distribuyéndose cerca de la superficie; es el Unico 6rgano de la planta que
no contiene el estevidsido. En plantas que se propagan asexualmente por pedazos de tallos
en arena gruesa, se ha observado abundante ramificacion del sistema radicular.

El tallo es anual, sublefioso, mas o menos pubescente, con tendencia a inclinarse, es mas
o menos ramificado. Durante su desarrollo inicial no posee ramificaciones, tornandose
multicaule después del primer ciclo vegetativo llegando a producir hasta 20 tallos en 3 a
4 afos. En condiciones optimas, el tallo puede llegar hasta un metro y medio de altura.
Las hojas son elipticas oval o lanceoladas, pequefas, simples; borde o margen dentado; a
veces en verticilos; algo velludas. La hoja es el drgano con mayor contenido del

edulcorante.

Una planta tarda mas de un mes en producir todas sus flores. En Paraguay florece en
octubre, diciembre y marzo pero se clasifica como una planta de dia corto, situando el
fotoperiodo critico en 12 - 13 horas segun el ecotipo. La flor es hermafrodita pequefia y
blanquecina, en capitulos pequefios terminales o axilares, agrupados en paniculas

corimbosas.
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La polinizacion es entomofila; se dice que la planta es autoincompatible de tipo
esporofitico y clasificada como apomictica obligatoria.

El fruto es un aquenio que es diseminado por el viento. Se clasifica en: claro estéril, oscuro
fértil y oscuro estéril.

Se la puede cultivar en suelos muy variados. En su estado natural, la planta crece en suelos

tanto de baja fertilidad, acidos, de tipo arenoso como hasta organicos y con alta humedad.

2.1.1.2. Componentes

Los compuestos responsables del dulzor de la Stevia rebaudiana son los glucésidos de
esteviol aislados e identificados como estevidsido, esteviolbidsido, rebaudidsido A, B, C,
D, E y F y dulcésido.’® Estos se encuentran en las hojas de la planta en porcentajes
variables: 0,3% Dulcosido, 0,6% Rebaudiésido C, 3,8% Rebaudidsido A y el 9,1% de

Estevidsido.’

2.1.1.3. Propiedades

La Stevia rebaudiana bertoni es un edulcorante natural no calorico, con mayor dulzor que
la sacarosa, sin efectos adversos, que ha demostrado tener multiples beneficiosos para la
salud sistémica y recientemente para la salud oral. La Stevia rebaudiana es
antihipertensivo, antioxidante, antiinflamatorio, antibacteriano, bactericida, cicatrizante,

antiviral, disminuye el nivel de glucosa.®®

2.1.1.4. Efecto antibacteriano
El efecto antimicrobiano de Stevia rebaudiana se ha atribuido a la presencia de
esteviosido,*® tiene efecto sobre las enzimas que son responsables de la descomposicidn

de azucares.®

2.1.2. STREPTOCOCCUS MUTANS

Microorganismo presente en la cavidad bucal. Son cocos Gram-positivos, no moviles,
anaerobios facultativos.’® Fue aislado e identificado por Clarke a partir de lesiones
cariosas. Lo denomino “mutans” por las formas mutantes en que presenta: cocobacilo

(forma ovalada) en un medio acido y coco (forma redondeada) en un medio alcalino.
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Streptococcus mutans produce polisacaridos a partir de la sacarosa por la accion de dos
enzimas, la glucosiltransferasa (GTF) y la fructosiltransferasa (FTF). La GTF es capaz de

sintetizar glucano a partir de la glucosa; la FTF, fructano a partir de la fructosa.®

Otra caracteristica del Streptococcus mutans es su corto efecto post-pH, que puede
definirse como el tiempo necesario para recuperar su actividad de crecimiento habitual,
tras estar sometido a un bajo pH éste vuelve a la normalidad. Segun lo expuesto, no es de
extrafiar que estas especies bacterianas sean las que consigan alcanzar mas rapidamente
el pH critico 4.5 necesario para iniciar el proceso de desmineralizacion. Streptococcus
mutans forma parte de la microbiota normal de la boca y aparece junto con la erupcién
de las piezas dentarias, pero se hace patdgeno al aumentar su proporcion relativa en la
boca.?!

2.1.2.1. Adquisicion Streptococcus mutans

El Streptococcus mutans se encuentra de forma permanente en la cavidad oral después de
la erupcion dental, debido a que requiere de tejido duro no descamativo para su
colonizacion. La principal fuente de adquisicion y transmision de Streptococcus mutans
en los nifios es la saliva de la madre transmitida cuando hay un contacto salival con la
comida que se le dara al bebé, estas evidencias provienen de estudios que demuestran un
patrén idéntico de DNA cromosomal en las bacterias de los nifios y de las madres.

Se ha demostrado que el tiempo exacto de colonizacion de esta bacteria es a los 26 meses

[3

de edad, periodo que ha sido denominado ‘“ventana de infectividad”. Es importante
recordar que el Streptococcus mutans forma parte de la flora oral microbiana, por lo que

se puede encontrar en pacientes con y sin caries.?°

2.1.2.2. Factores de virulencia
Son aquellas condiciones o caracteristicas especificas que hacen patdgeno a este

microorganismo. Entre ellas tenemos:

Acidogénesis: rapidamente se metabolizan los azucares por la via glicolitica, asi se
alcanza el pH critico de desmineralizacion de 4.5 —5.5 el Streptococcus mutans presenta
distintos mecanismos enzimaticos para el transporte de azucares al interior de la célula.
Estos sufren un proceso de fermentacién y produccién de acidos, principalmente acido

lactico.
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Acidofilia: la acidificacion del biofilm, producto de la fermentacion de carbohidratos
favorece el crecimiento de S. mutans y al mismo tiempo inhibe el crecimiento de

microorganismos comensales.?2

Aciduricidad: Es la capacidad de producir acido en un medio con pH bajo. %

2.1.3. CARIES DENTAL

La caries dental es una enfermedad cuyo proceso es dinamico, crénico, infeccioso post-
eruptivo, transmisible que se caracteriza por una disolucion gradual y la destruccion de
los tejidos mineralizados de los dientes. 2 También es una enfermedad
infectocontagiosa, de etiologia multifactorial asociada a la interrelacion de varios
factores, imprescindible para que se inicie la lesion.?® Dichos factores son el huésped,
las bacterias y la dieta. Posteriormente fue adicionado un nuevo factor: el tiempo, que
permitié esclarecer de una forma mas precisa la formacion de la caries dental.?> %
Segln la OMS ha definido la caries dental como un proceso localizado de origen
multifactorial que se inicia después de la erupcion dentaria, determinando el
reblandecimiento del tejido duro del diente y que evoluciona hasta la formacion de una
cavidad.?* y es la tercera calamidad sanitaria, después de las enfermedades

cardiovasculares y el cancer.?®

2.1.3.1. Factores etioldgicos

Paul Keyes en 1960, establecié que la etiopatogenia de la caries obedece a la interaccién
simultanea de tres factores principales: un factor “microorganismo” que en presencia de
un factor “sustrato” (ingesta de Carbohidratos), logra afectar a un factor “diente” (también
denominado huésped). Dicho investigador, refirid tanto en forma tedrica como
experimental que la interaccion entre estos tres factores constituye, la base fundamental

para el desarrollo de la caries dental.?®

a. Huésped: La composicion de su superficie y su localizacion hace que los dientes
retengan mas o menos placa dentobacteriana.
Los factores que determinan una distinta susceptibilidad ante la cariogénesis son

basicamente: la saliva y la morfologia del diente.?’

b. Tiempo: La placa dentobacteriana es capaz de producir caries debido a su
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condicion acidogénica y acidurica que poseen los microorganismos que la colonizan,
de tal forma que los carbohidratos fermentables en la dieta no son suficientes, sino
que ademds estos deben actuar durante un tiempo prolongado para mantener un pH
acido constante a nivel de la interfase placa - esmalte.?’

C. Dieta: el Streptococcus mutans para poder producir glucano y polisacaridos
responsables de la adhesién bacteriana, necesitan de un sustrato que consiste en la ingesta
de hidratos de carbono, mas especificamente la sacarosa, que es el carbohidrato
fermentable con mayor potencial cariogénico. Durante el proceso de la caries, las
bacterias orales fermentan los hidratos de carbono y producen &cidos que disuelven el

esmalte dentario.?®

d. Bacterias: Se estima que en ella habitan entre 200 y 300especies.?® 2° Aquellas
capaces de adherirse a la pelicula adquirida (formada por proteinas que precipitaron
sobre la superficie del esmalte) y congregarse formando un “biofilm™ (comunidad
cooperativa) de esta manera evaden los sistemas de defensa del huésped que consisten
principalmente en la remocion de bacterias saprofitas y/o patdgenas no adheridas por la
saliva, siendo estas posteriormente deglutidas. Inicialmente en el biofilm se encuentra
una gran cantidad de bacterias Gram positivas con poca capacidad de formar acidos
organicos y polisacaridos extracelulares, pero estas posteriormente, debido a las
condiciones de anaerobiosis de las capas mas profundas son reemplazadas por un
predominio de bacterias Gram negativas y es en este momento cuando es denominada
a la placa "cariogénica™ es decir, capaz de producir caries dental. Las bacterias se adhieren
entre si pero es necesario una colonizacion primaria a cargo del Streptococcus mutans,
ademas se encuentran Lactobacillus acidophilus, Actinomyces naeslundii,

Actinomyces viscosus y otros.?’

2.1.3.2. EPIDEMIOLOGIA

Segun la OMS la caries dental Afecta entre el 60 % y 90 % de la poblacion escolar.* El
Peru es uno de los paises de Latinoamérica mas afectados por las enfermedades bucales,
como se demuestra al precisar que entre el 90 y 95% de la poblacion peruana
(equivalente a 30 millones de habitantes segun proyeccion 2013, sufre de caries dental,
ademas de tener uno de los indices mas altos de caries en nifios menores de 12 afios, segln
OMS.®
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En 2009, las enfermedades bucales fueron la segunda causa de consulta externa en los
establecimientos de salud del Ministerio de Salud y representaron 8,5% de todas las

consultas.*°

Segun el reporte oficial ofrecido por Ministerio de Salud del Perd (MINSA) en el 2005.
Los resultados mostraron como promedio 90% de prevalencia de caries dental en la
poblacién escolar. La prevalencia en el area urbana fue 90,6% y en el rural 88,7%. El
promedio de piezas cariadas, perdidas y obturadas en la denticion temporal y permanente
(indice ceo-d/ CPO-D) a nivel nacional fue de 5.84 y el promedio de piezas cariadas,
perdidas y obturadas en la denticion permanente para la edad de 12 afios (CPO-D-12) a
nivel nacional fue 3.67 (1C95%: 3,37-3,97).%

2.2.  HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

Hi. El extracto de Stevia rebaudiana a diferentes concentraciones tiene efecto

antimicrobiano sobre el Streptococcus mutans.

Ho: El extracto de Stevia rebaudiana a diferentes concentraciones no tiene efecto

antimicrobiano sobre el Streptococcus mutans.
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III.LMATERIALES Y METODOS

3.1. TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION

a) Segun el anélisis y alcance de los resultados: Experimental.

b) Segun el tiempo de ocurrencia de los hechos y registros del estudio: Prospectivo.
C) Segun el periodo y secuencia del estudio: Transversal

d) Disefio de investigacion, segln causa y efecto: explicativo

3.2. POBLACION Y MUESTRA DE INVESTIGACION
3.2.1. Poblacion

Cepas de Streptococcus Mutans.
3.2.2. Muestra

De tipo probabilistico, porque todas las muestras tienen la probabilidad de ser incluidas

en la investigacion. Se realizo en 36 placas Petri con sembrado de Streptococcus mutans

Tamafo de muestra
n = 2(Zx, + Zg)*(DE)?/d?

Se usoO la formula para comparar dos 0 mas medias:
n : Tamafio de cada grupo de estudio
o : Probabilidad de cometer error tipo I

: Probabilidad de cometer error tipo II

: Valor estandar de la distribucién normal asociada a un tipo de error
DE : Desviacion estandar
d : Diferencia entre promedios para rechazar igualdad de medias
Considerando los requerimientos de una confianza del 99% (a =0.01, Z = 2.57) y una
potencia en la prueba del 80% (B=0.20, Z =0.84), para (DE/d=0.50)

n:2(2.57+0.84)2 (0.5)2
n=>5.8
n=6

Con estos valores se determind una muestra de 6 repeticiones para cada concentracion.

Grupo de estudio
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a. Grupos experimentales:

Grupo experimental 1 (GE1): Extracto de Stevia rebaudiana al 25%
Grupo experimental 2 (GE>): Extracto de Stevia rebaudiana al 50%
Grupo experimental 3 (GEs): Extracto de Stevia rebaudiana al 100%

3.2.2.1. Criterios de seleccién de muestra:
Criterios de inclusion.

o Placas que después del proceso de incubacién presentaron halos de inhibicidn.

Criterios de exclusién.

o Placas que después del proceso de incubacién no mostraron halos de inhibicién.

3.3. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES.

Variable independiente:

. Extracto de Stevia rebaudiana.

Variable dependiente:

o Efecto antimicrobiano sobre el Streptococcus mutans
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VARIABLES INDICADOR UNIDAD | ESCAL | CATEGORIA
DE A
MEDIDA

25%
| Extracto de | Porcentaje del 50%
5 Stevia extracto de Stevia Razon 100%
&) . .
Z | rebaudiana rebaudiana @ | ..........
o
L
=)
Z
|._._J Efecto Tamano de halos
E antimicrobian | de inhibicién de | mm/ml Razon mm
% 0 sobre | Streptococcus
Ll
o Streptococcus | mutans
i mutans
=)

3.4. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

La técnica que se utilizo es la observacion directa

INSTRUEMENTO:
. Ficha de observacién: ficha de recoleccién de datos.
o Vernier o regla milimétrica

Prueba piloto

Se realiz6 la prueba piloto con el propdsito de observar la efectividad antimicrobiana del
extracto de Stevia rebaudiana sobre el Streptococcus mutans que se cultivo en 4 placas
Petri. Con los resultados obtenidos me permitid mejorar en manejo de la metodologia
aplicada en esta investigacion. Los resultados obtenidos al 25% con un promedio de halo
de inhibicién de 10.46mm, en la concentracion de 50% con un promedio de 12.45yen la

concentracién al 100% de 13.50mm, siendo de mejor efecto antimicrobiano.
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3.4.1. Materiales de laboratorio

X Autoclave (horno a presion de calor himedo).

X Microscopio Optico Compuesto con objetivo de inmersiony laminas porta y
cubre objetos.

X Estufa de Incubadora Microbioldgica.

X Jarra Microbiol6gica de Anaerobios.

X Placas Petri

<> Matraz

X Tubos de ensayo

X Mechero Bunsen

X Safranina, alcohol cetona, lugol y violeta de genciana.

X Solucién peptonada.

X Solucién para medio de transporte.

X Medios de cultivo.

X Agua destilada y suero fisiologico.

X Cocina eléctrica

X Jeringas desechables de 5 ml. y tuberculina.

X Hisopos esteriles

X Bandeja porta objetos

<> Placa milimetrada de recuento de colonias

X Regla metalica milimetrada para medir espacios

>
o

Elementos de bioseguridad
Mandil color blanco

Gorra color blanco

Guantes quirdargicos estériles
Mascarilla desechable
Anteojos transparentes

Detergente, desinfectantes y jabon carbdlico.

vV V V V V V VvV @

Escobilla para lavado de manos.
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3.5. PROCEDIMIENTO DE RECOLECCION DE DATOS

3.5.1. Obtencion de la Stevia rebaudiana

1. Serealizd un pedido de las hoja de Stevia rebaudiana en el mercado Bellavista de
Puno que son proveniente de Satipo.
2. Almacenado en bolsa transparente.

3.5.2. Obtencidn del extracto
Se utilizo el método destilacion con agua-vapor®2
El extracto se realiz6 en el laboratorio de Ciencias Agrarias.

Se procedi6 a pesar las hojas de Stevia rebaudiana en una balanza, el peso de las hojas es
de 1kg y 500 gr.

Carga e inicio de la extraccion: se coloca la Stevia revaudiana en el destilador se remoja
en 3 litros de agua destilada se tapo el tanque de extraccion y se selld de forma hermética.
Luego de 2 horas se sometio al calentamiento.

El tiempo de extraccion fue de 110 min

Transcurrido el tiempo de destilacion, se suspendio el calentamiento y se recogié el

producto.
El producto fue envasado en recipientes de vidrio &mbar para su conservacion
Para la obtencion de las diferentes concentraciones del extracto de Stevia:

Se colocd 75ml y 50 ml de agua destilada en envases a las cuales se le agrego 25ml y
50ml del extracto de Stevia rebaudiana, para obtener las concentraciones de 25% y 50%.

Para obtener el 100% se coloco el extracto puro en un envase.
3.5.3. Preparacion de la muestra de experimentacion
A. preparacion del medio de cultivo

La preparacion de los medios de cultivo comprende los siguientes tiempos

fundamentales:
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1. Pesada de los ingredientes y disolucién con calor.
2. Adicion de las substancias de sostén: Agar-Agar, gelatina, etc.
3. Ajuste del pH. Por lo general las bacterias exigen una reaccion neutra o

ligeramente alcalina pH 6,8 - 7,2. Un pH alto o bajo retarda o inhibe el crecimiento
de las bacterias.

Para determinar el pH, se ha empleado los siguientes métodos:

. Método del papel indicador universal de pH
. Meétodo colorimétrico
Reparticion de tubos, frascos, etc.

4
5. Esterilizacion a 121 °C a 15 libras de presion/pulg por 20 minutos.
6 Control de la esterilidad en la estufa a 37°C por 24 horas.

7

Almacenamiento de los medios en la nevera hasta el momento de usarlos.

B. Preparacion de agar sangre
o Colocar en Bafio Maria un frasco o balon con 100 ml de Agar nutritivo esteéril
hasta que licué completamente.

o Dejar enfriar hasta 45 - 50°C.

o Se afnadi6 asépticamente sangre (humana) en proporcion del 5-8%.

o Agitar suavemente para mezclar. Repetir en placas Petri, tubos; dejar solidificar.
o El color de este medio es rojo - cereza.

o Controlar la esterilidad. Guardar en nevera.

C. Siembra y aislamiento

Se sembro colocando los microorganismos en medios de cultivo adecuado (agar sangre)
para que se desarrollen y multipliquen en condiciones 6ptimas. Obtenidos de la muestra

de la placa dental.
Para sembrar se tom6 en cuenta:

1 Realizar la siembra en medios de cultivo apropiado y estériles.

2 Trabajar cerca de la llama del mechero.

3. Esterilizar en la llama el asa de Kolle, antes y después de la siembra.
4

Flamear la boca del tubo, antes y después de realizada la siembra.
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Se realizé la siembra por Trasplante.

Por trasplante: EI material contiene una sola especie bacteriana, y se realizd con la

finalidad de conservar el microorganismo renovando su medio de cultivo para conocer

sus propiedades bioldgicas y bioquimicas.

o Siembra de una muestra liquida a un medio solido.

Procedimiento

1. Esterilizar el asa por flameado.

2. Dejarla enfriar.

3. Se tomé con la mano izquierda el tubo con la muestra se le dio leve inclinacién para
evitar, contaminacién con microorganismo del medio ambiente, al ser destapado.

4. Con la mano derecha, se sostuvo el asa y ayudado con el dedo mefique de esta
misma mano, se saco la lamina metalica del tubo con la cepa.

5. Flamear la boca del tubo, e introducir el asa sin tocar las paredes y cargarla con la
suspension o cepa. Retirar el asa.

6. Flamear de nuevo la boca del tubo, y tapar con la ldmina metalica.

7. Inmediatamente tomar con la mano izquierda el tubo con el medio de cultivo sélido
estéril, destapar con cuidado de esterilidad e introducir el asa hasta el fondo, y
apoyando la aguja sobre la superficie, hacer una linea o estria sin romper el medio de
cultivo.

8. Flamear la boca del tubo y el asa de Kolle.

9. Rotular la Placa, con el nombre y fecha

10.  Incubar en la estufa a 37°C por 24 a 48 horas.

11.  Transcurrido el tiempo se realiza la observacion:

D. Obtencion de la bacteria indicadora
Para brindarle la autenticidad al estudio. Las cepas de Streptococcus mutans, fueron

aisladas a partir de muestras obtenidas de las piezas dentarias.

El transporte de las cepas, se hizo en un tubo de ensayo cuidadosamente esterilizado
contenido de 3 ml. De solucidn peptonada. Las cepas fueron homogenizadas en cuatro
tubos de ensayo contenido de caldo nutritivo, obteniéndose una dilucién de 3 ml. Por
cada tubo. Se llevo a la incubadora por 24 horas a 37°C. Transcurrido este tiempo se
realizé la siembra en, Agar sangre. El medio de cultivo Agar sangre nos sirvié para

determinar la hemdlisis de la bacteria e identificar si es alfa 0 beta para proceder su
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aislamiento, para observar las caracteristicas bioquimicas como catalasa y oxidasa.
También se aislé en un medio selectivo para Streptococcus mutans y colocadas en una

campana de anaerobiosis para ser cultivadas por 24 horas a 37°C.

La identificacién de colonias de Streptococcus mutans, se realiz6 en base a la observacion
de la morfologia colonial y la adherencia de la colonia al agar. Luego se hizo el
diagndstico microscopico a través de frotis y tincion de Gram de una muestra de la colonia
aislada.

Para confirmar la identificacién plena del Streptococcus mutans se complementd con

pruebas bioquimicas.

E. Disefio de los grupos de experimentacion
Se considerdé la concentracion del producto, el tiempo de crecimiento y el halo de
inhibicién en mm

e Stevia rebaudiana a concentraciones al 25%, 50% y 100%.

F. Dilucion por método Mac Farlan

Se prepar0 en tubos de ensayo de 12cm con suero fisiologico 10ml, en el primer tubo 1ml
de muestra diluidos en 9ml de suero fisioldgico para obtener la escala 10* En otro tubo
de ensayo se echa 1ml de la solucidn de la escala 10! con 9ml de sueuro fisioldgico

obteniéndose una escala de 102 con la cual se trabajo.

G. Preparacion del inoculo por el Método de Kirby Bauer

El indculo del Streptococcus mutans, fue preparado en tubos de ensayo, suspendiendo
las colonias puras aisladas en 0.5 ml de suero fisioldgico hasta obtener una turbidez de
0.5 de Mac Farland, que corresponde a una concentracion de 1.5x10? alfa unidades

formadoras de colonias de Streptococcus mutans por 1ml (UFC/ml)

Fase experimental
X Control bacteriolégico por horas determinadas

El control del desarrollo bacteriano se realizé de la siguiente manera:
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- Preparacion de la dilucion.- En un matraz de Erlenmeyer de 300ml, se preparé el agar
base sangre, hasta obtener una dilucion homogénea, llevando para la licuacion al
autoclave a 15 atmosferas por 20 minutos, despues de ese tiempo se dejé enfriar la
solucion a una temperatura de 37 a 39 °C, para luego agregar la sangre a una proporcion
de 8%.

<> Inoculacion de la suspension bacteriana
Utilizando el asa de Kolle, se realizd la siembra de Streptococcus mutans, a cada placa

con agar sangre completamente estériles.

Transcurrido la inoculacion de la suspension bacteriana, después de 10 minutos se
procedié a realizar los pocillos en la placa Petri para luego introducir el disco de
antibiograma sin contenido y estéril para aplicar con una pipeta automatica el tratamiento
con Stevia rebaudiana a concentraciones al 25%, 50% y 100%, en un volumen de 10 ul,
para cada uno de los 6 pocillos por placa, se lleva a incubar la totalidad de las muestras
a una temperatura de 36°C por 24 horas determinadas en medio anaerobio.

H. Métodos realizados para la medicién de los halos de inhibicion.
Para la medicidn de los halos de inhibicidn se tomo en cuenta la totalidad de los 6 pocillos

con el tratamiento desarrolladas en la placa Petri, precision del recuento.

1.- Se realizo la medicion del diametro del halo de inhibicion en milimetros. Con un
vernier digital, para una mejor medicion.
2.- Sumar el nimero las medidas del halo de inhibicion de los 6 pocillos por placa para

sacar los promedios respectivos.

3.6. PROCESAMIENTO Y ANALISIS ESTADISTICO
Para interpretar los resultados que se obtuvieron del presente estudio, se utilizaron
pruebas estadisticas inferenciales. Se empled la prueba de T y la prueba de significancia

de Tukey entre las concentraciones del extracto de Stevia rebaudiana.
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION

41. RESULTADOS

TABLANC1

EFECTO ANTIMICROBIANO IN VITRO DEL EXTRACTO DE Stevia
rebaudiana AL 25% SOBRE Streptococcus mutans, PUNO- 2017.

PRUEBA ESTADISTICA EFECTO ANTIMICROBIANO
DET DE Stevia rebaudiana AL 25%
SOBRE Streptococcus mutans

PROMEDIO 10.47 mm
D.E +0.06

LI 10.43

LS 10.51

T 562.08

P <0.0001

FUENTE: Elaboracién personal (Matriz de datos)

Interpretacion: En la tabla 1 los resultados de las muestras registran un promedio de
halo de inhibicién de 10.47mm, siendo la Desviacion Estandar de (DE) + 0.06 teniendo
una dispersién minima con respecto al promedio, sin embargo siendo la t calculado para
el contraste de hipotesis de 562.08 con una probabilidad de P < 0.0001, aceptando la
hipotesis alterna. Por lo tanto no existe diferencia en la distribucién, es decir la relacién

es al azar, la frecuencia de halo de inhibicion son iguales.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO i3 Nacional del
: Altiplano

TABLA N° 2

EFECTO ANTIMICROBIANO IN VITRO DEL EXTRACTO DE Stevia
rebaudiana AL 50% SOBRE Streptococcus mutans, PUNO-2017.

PRUEBA ESTADISTICA EFECTO ANTIMICROBIANO DE

DET Stevia rebaudiana AL 50% SOBRE
Streptococos mutans

PROMEDIO 12.46 mm

D.E +0.11

LI 12.39

LS 12.53

T 375.42

P <0.0001

FUENTE: Elaboracion personal (Matriz de datos)

Interpretacion: en la tabla 2 los resultados de los promedios se sometié al analisis
estadistico de t para la frecuencia de la zona de inhibicion con Stevia rebaudiana a una
concentracion al 50%. Observandose de la siguiente manera; el promedio de halo de
inhibicion es de 12.46mm, la Desviacion Estandar de (DE) + 0.11 siendo minimo la
dispersion en relacion al promedio, la prueba de t calculado de 375.42 con una
probabilidad de P < 0.0001, por lo que se asume que existe una distribucion normal y
homogéneo entre los resultados del promedio de los halos de inhibicién en los diferentes

datos obtenidos, por lo tanto no existe diferencia en la distribucion.
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TABLAN°3

EFECTO ANTIMICROBIANO IN VITRO DEL EXTRACTO DE Stevia
rebaudiana AL 100% SOBRE Streptococcus mutans. PUNO- 2017.

PRUEBA EFECTO ANTIMICROBIANO DE Stevia

ESTADISTICADET rebaudiana AL 100% SOBRE Streptococcus
mutans

PROMEDIO 13.49 mm

D.E +0.05

LI 13.46

LS 13.53

T 890.78

P <0.0001

FUENTE: Elaboracion personal (Matriz de datos)

Interpretacion: En la tabla 3 se puede observar que la relacion entre el efecto inhibidor
producido por Stevia rebaudiana a una concentracion al 100% frente a las bacteria
Streptococcus mutans. Tiene un promedio de 13.49mm, siendo la Desviacion Estandar
de (D.E) £ 0.05 siendo su dispersion de frecuencias minimo en relacion al promedio, con
la prueba de t calculado de 890.78 con una probabilidad de P < 0.0001, aceptando la
hipotesis alterna que el extracto de Stevia rebaudiana a una concentracion al 100% tiene
efecto antimicrobiano sobre el Streptococcus mutans. En tal sentido existe una
distribucién normal y homogénea entre los resultados del promedio, por lo tanto no existe

diferencia significativa en la distribucion.
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TABLA N°4

COMPARACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO IN VITRO DEL
EXTRACTO DE Stevia rebaudiana A DIFERENTES CONCENTRACIONES AL
25,50 Y 100% SOBRE EL Streptococcus mutans PUNO-2017.

Extracto de Efecto antibacteriano

Stevia Promedio DE LI LS T P
rebaudiana n Calculada

Al 25 % 12 10.47 +0.06 1043 1051 562.08 <.0001
Al 50 % 12 12.46 +0.11 1239 1253 375.42 <.0001
Al 100 % 12 13.49 +0.05 1346 13.53 890.78 <.0001

FUENTE: Elaboracion personal (Matriz de datos)

Interpretacion estadistica: En el andlisis Estadistico observado entre la zona de
inhibicion de Stevia rebaudiana en las bacterias de Streptococcus mutans en las placas,
fue notoriamente diferente y significativo entre la zona de inhibicion tratado con Stevia
rebaudiana al 100% con relacion al tratamiento con Stevia rebaudiana al 50% y 25%, a
su vez la concentracion del 50% de Stevia rebaudiana es diferente y significativo en
relacion al tratamiento de Stevia rebaudiana al 25%, por lo tanto se demuestra que el
mejor comportamiento en el tratamiento se da con Stevia rebaudiana al 100%, por lo que
en la prueba de comparacion todos estos presentan asociacion, debido a que los resultados
de la prueba de significancia de Tukey resulté significativa (Tukey Alfa = 0,05 DMS =
0,08207), en tal sentido existe relacion entre las variables de las concentracion de Stevia

rebaudiana y el halo de inhibicién de Streptococcus mutans.
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4.2.  DISCUSION

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto
antimicrobiano in vitro del extracto de Stevia rebaudiana sobre el Streptococcus mutans,
Puno-2017.

Gamboa F y Chaves M. (2012) Evaluaron el efecto antibacteriano de los extractos de
hojas de Stevia en hexano, metanol, etanol, acetato de etilo y cloroformo. Reporto que las
zonas de inhibicion producidas por los 5 extractos en la concentracion inhibitoria minima
(MIC) para las 16 cepas fueron variables, con cifras que van desde 9 mm a 17,3 mm. El
mejor desempefio fue Hexanoico cuya CMI fue de 30 mg / ml, con un halo de inhibicién
de 12mm, tenia valores similares a los alcanzados con etanol y metanol (MIC = 120 mg
/ ml). En esta investigacion los resultados tienen similitud con los rangos obtenidos, al
del estudio de Gamboa y col, el extracto de Stevia rebaudiana del presente estudio fue
realizado por destilacién vapor-agua, por lo tanto se observa halos de inhibicion que va
de 10.31mm a 13.72mm, se puede decir que a mayor concentracion del extracto de Stevia

rebaudiana mayor sera el halo de inhibicion.

En esta investigacion se encontro que el extracto de Stevia rebaudiana a concentracion al
100% presento una actividad antibacteriana sobre cepas de Streptococcus mutans con un
halo promedio de 13.49mm. Encontrando un resultado diferente en el estudio de
Mohammadi y col (2012) quienes evaluaron el efecto de diferentes extractos de Stevia
rebaudiana en Streptococcus mutans. La inhibicion maxima del crecimiento contra S.
mutans se demostro por el extracto de acetona (28,7 mm) a 100 mg / ml que fue seguido

por el extracto de etanol (27,0 mm).

Pérez S y Becerra L. Demostraron que el extracto etandlico de Stevia rebaudiana sobre
el Streptococcus mutans tiene efecto antibacteriano. ElI método que utilizaron fue de
dilucion en caldo y agar. La accion inhibitoria para ambos autores, se present6 a partir de
la concentracion de 1,07mg/ml en el extracto en etanol de 70° y a partir de la
concentracién de 4,28mg/ml en el extracto de etanol de 30°. En relacién a los resultados
del presente estudio podemos afirmar que el extracto de Stevia rebaudiana tiene efecto
antibacteriano sobre Streptococcus mutans. Se observo que a partir de la concentracion

de 25% de extracto de Stevia rebaudiana posee efecto antimicrobiano sobre cepas nativas
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de Streptococcus mutans con un halo de inhibicion promedio de 10.47mm vy la

concentracion al 50% posee un halo de inhibicion promedio del2.46mm.

Los resultados encontrados en el presente estudio son relevantes ya que el extracto de
Stevia rebaudiana tiene efecto antimicrobiano sobre un factor de la caries dental, en tal
sentido la importancia de esta planta coadyuva en la prevencion de la caries dental. Por
ende afirmamos que el extracto de Stevia rebaudiana a diferentes concentraciones tiene
efecto antimicrobiano sobre el Streptococcus mutans.

La actividad antimicrobiana que ha demostrado el extracto de Stevia rebaudiana sobre
los cultivos in vitro de Streptococcus mutans se debe a los compuestos de esta planta. El
Esteviosido tiene efecto sobre las enzimas que son responsables de la descomposicion de
azucares e inhibe el glucano, la Stevia rebaudiana es un edulcorante pero no es

fermentado en &cidos por las bacterias.
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V.CONCLUSIONES

1.  El extracto de Stevia rebaudiana al 25% presenta efecto antimicrobiano sobre el
Streptococcus mutans. Con un promedio de su halo de inhibicion de 10.47 mm con

una distribucién normal y homogénea

2.  El extracto de Stevia rebaudiana al 50% presenta efecto antimicrobiano sobre el
Streptococcus mutans. Con un promedio de halo de inhibicion de 12.46 mm con

una distribucién normal y homogeénea.

3. Elextracto de Stevia rebaudiana al 100% presenta efecto antimicrobiano sobre el
Streptococcus mutans. Con un promedio de 13.49 mm con una distribucion normal
y homogénea.

4. Al comparar el afecto antimicrobiano de la Stevia rebaudiana a diferentes
concentraciones al 25%, 50%, 100%; sobre el Streptococcus mutans, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas. Es decir que el extracto de Stevia
rebaudiana a medida que aumenta la concentracion mayor sera su efecto
antimicrobiano.
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VI.RECOMENDACIONES
En estudios posteriores se recomienda:
Tener maximo cuidado de esterilidad para no aumentar, gérmenes del exterior. EI Agar
sangre a afiadir en cada placa Petri debe estar licuado; pero a no mas de 45 6 50°C, para
no matar los gérmenes.

Realizar estudios de extracto de Stevia rebaudiana como cicatrizante de heridas.

Realizar estudios que demuestren de como actla el principio activo de la Stevia

rebaudiana sobre las bacterias anaerobias.

Realizar estudios in vivo con el extracto de Stevia rebaudiana para verificar el efecto
antimicrobiano.
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PRUEBA T PARA UNA MEDIA
Valor de la media bajo la hipotesis nula: 0

VARIABLE N MEDI DE LI  LS(9) T P(BILATERA
A (95) L)
Halo de |12 1047 0.6 10.43 1051 562.08 <0.0001

inhibicibn  en
mm de Stevia al
25%

Halo de | 12 1246 0.11 1239 1253 375.42 <0.0001
inhibicién  en
mm de Stevia al
50%

halo de |12 1349 0.05 13.46 13,53 890.78 <0.0001
inhibicion  en
mm de Stevia al
100%

TES: TUKEY ALFA=0.05 DMS=0.08207
Error: 0.0067 gl: 33

TRATAMIENTO MEDIAS N E.E
Tratamiento con Stevia al 25% 10.47 12 0.02 A
Tratamiento con Stevia al 50% 12.46 12 0.02 B

Tratamiento con Stevia al 100% ‘ 1349 12 0.02 C

Medias con una letra comin no son comun significativamente diferentes (p>0.05)
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Anexo N2 3

CIONAL RE.. mLTIFo
£ CEENCIAS BIOLOGICAS

FALLL 3
[ S?ﬁ(l?il‘l’ﬂ\RlA DE DECANATO
INGRESO

4 6 ENE 2017

[

3 SOLICITO: EJECUTAR Mi PROYECTO DE INVESTIGACION
/ ?’ EN LOS LABORATORIOS DE MICROBIOLOGIA

YO, NATTY JANINA CACERES LUPACA, egresada de la
escuela profesional de odontologia, identificada con DN
70143505, con domicilio en el Av. Simdn Bolivar N° 2705

de laciudad de Puno ante Ud. Me presento y expongo:

Que me encuentro en proceso de ejecucion de mi proyecto de investigacion

denominado “Efecto Antimicrobiano in vitro del Extracto de Stevig rebaoudiana sobre el

i

Streptococcus mutans, Punoc-2017", para su ejecucion implica utilizar laboratorios para los pracesos
microbiolégicos, razén por la cual recurro a su digna autoridad para solicitar la utilizacién de los
laboratorios de microbiologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas, para asi poder culminar la

ejecucion de mi proyecto de investigacién, requisito para optar el Titulo Profesional de Cirujano

Py T

~y L
Crliowa.
Por lo expuesto:

Ruego a Ud. Sefior decano de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, acceder a mi peticion.

NATTY JANINA CACERES LUPACA
DNt 70143505
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Anexo N°4

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO - PUNO
FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AGRONOMICA

LABORATORIO DE AGUAS Y SUELOS

CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE LABORATORISTA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGRARIAS DE AGUAS Y SUELOS DE LA UNA-PUNO

HACE CONSTAR:

Que la Bachiller NATTY JANINA CACERES LUPACA, egresada
de la escuela profesional de Odontologia de la Universidad Nacional Del Altiplano, ha
realizado el EXTRACTO DE LA PLANTA DE Stevia Rebaudiana, en el equipo de
arrastre de vapor de agua, para su tesis titulada “EFECTO ANTIMICROBIANO IN
VITRO DEL EXTRACTO DE Stevia rebaudiana SOBRE EL Streptococcus mutans,
PUNO-2017". Realizado el 18 de enero del 2017.

Se emite la presente constancia a solicitud de la interesada para los

fines que se estime por conveniente

Puno, 20 de Enero del 2017
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Anexo N°5

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO - PUNO

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

LABORATORIOS

CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE JEFE DEL LABORATORIO DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNA-PUNO

HACE CONSTAR:

Que la Bachiller NATTY JANINA CACERES LUPACA, egresada
de la escuela profesional de Odontologia de la Universidad Nacional Del Altiplano, ha
realizado su trabajo de Investigacién titulado “EFECTO ANTIMICROBIANO IN
VITRO del EXTRACTO DE Stevia rebaudiana SOBRE EL Streptococcus mutans
PUNO — 2017”7 en los Laboratorios de Zoologia y Microbiologia de la Escuela

Profesional de Biologia, entre los meses de enero a marzo del 2017.

Se emite la presente constancia a solicitud de la interesada para los

fines que se estime por conveniente

Puno, 4 de abril del 2017

Buenaventura O. Carpio Visgdes
CRP N 2069
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GALERIA DE FOTOGRAFIAS

Stevia rebaudiana Destilador

Extracto de Stevia Pesamos agar nutritivo
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Esterilizando asa de kolle

Hemolisis de la bacteria Dilucién método Mac Farlan
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Pesamos agar Mueller Hinton Dilucion de agar
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Esterilizando placas

Se realiza los pasillos con sacabocados, se coloca papel filtro y se afiade 10 de

tratamiento
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Incubar en campana de anaerobiosis ~ Medicion de halos de inhibicion

Inhibicién de Stevia rebaudiana 100%

Placa de inhibicion de 25% Placa de inhibicién de 50%
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Placa de inhibicion de 100%

Prueba bioguimica para la susceptibilidad del Streptococcus mutans
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