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RESUMEN

Introduccion: Tillandsia maculata Ruiz & Pav. posee metabolitos secundarios que pueden afectar el
desarrollo de Streptococcus mutans, principal agente que provoca caries dental.

Objetivos: Evaluar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohélico de Tillandsia maculata Ruiz &
Pav. sobre Streptococcus mutans.

Meétodos: Trabajo experimental, in vitro y comparativo. Se ejecutd un cribado fitoquimico inicial del
extracto. Se usaron 56 placas de agar Miller-Hinton (Merck®), divididas en 7 grupos (n= 8): grupo |
(agua desionizada), grupo Il (etanol al 70 %), grupo 11 (clorhexidina al 0,12 %), grupo IV (Tillandsia
maculata al 25 %), grupo V (Tillandsia maculata al 50 %), grupo VI (Tillandsia maculata al 75 %) y

grupo VII (Tillandsia maculata al 100 %). Se usé el método de difusion en disco detallado por Bauer y
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Kirby; la bacteria utilizada fue Streptococcus mutans ATCC 25175 y las evaluaciones de los diametros
de inhibicion se hicieron a las 24 horas, para indicar impacto antibacteriano.

Resultados: El cribado fitoquimico revel6 taninos, flavonoides, glicosidos cardiotonicos y lactonas. Se
verifico el efecto antibacteriano del grupo VII (Tillandsia maculata al 100 %) con 19,691 + 0,0679 mm
(99,06 %), equiparable con clorhexidina al 0,12 % (grupo 1) 19,878 £ 0,0451 mm (100 %) sobre
Streptococcus mutans.

Conclusiones: El extracto hidroalcohdlico de Tillandsia maculata Ruiz & Pav. al 100 % exhibe efecto
antibacteriano in vitro sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 con mediciones semejantes a
clorhexidina al 0,12 %.

Palabras clave: agente antibacteriano; caries dental; clorhexidina; Tillandsia; Streptococcus mutans.

ABSTRACT

Introduction: Tillandsia maculata Ruiz & Pav. It has secondary metabolites that can affect the
development of Streptococcus mutans, the main agent that causes dental caries.

Objectives: To evaluate the antibacterial effect of the hydroalcoholic extract of Tillandsia maculata Ruiz
& Pav. on Streptococcus mutans.

Methods: Experimental, in vitro and comparative work. An initial phytochemical screening of the extract
was carried out. 56 Miiller-Hinton agar plates (Merck®) were used, divided into 7 groups (n= 8): group |
(deionized water), group Il (70% ethanol), group Il (0.12% chlorhexidine), group IV (Tillandsia
maculata at 25%), group V (Tillandsia maculata at 50%), group VI (Tillandsia maculata at 75%) and
group VII (Tillandsia maculata at 100%). The disk diffusion method detailed by Bauer and Kirby was
used; The bacteria used was Streptococcus mutans ATCC 25175 and the evaluations of the inhibition
diameters were made after 24 hours, to indicate antibacterial impact.

Results: Phytochemical screening revealed tannins, flavonoids, cardiotonic glycosides and lactones. The
antibacterial effect of group VII (Tillandsia maculata at 100%) was verified with 19.691 £+ 0.0679 mm
(99.06%), comparable with chlorhexidine at 0.12% (group II1) 19.878 +0.0451 mm (100%) on

Streptococcus mutans.
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Conclusions: The hydroalcoholic extract of Tillandsia maculata Ruiz & Pav. 100% exhibits in vitro
antibacterial effect on Streptococcus mutans ATCC 25175 with measurements similar to 0.12%
chlorhexidine.

Keywords: anti-bacterial agents; dental caries; chlorhexidine; Tillandsia; Streptococcus mutans.

Recibido: 13/02/2024
Aprobado: 03/05/2024

INTRODUCCION

La cavidad bucal exhibe un complejo ecosistema compuesto de diferentes bacterias que son vinculadas
con las afecciones dentales mas comunes.t) La caries dental es una de las afecciones mas predominantes
y extendida en todo el mundo.® Streptococcus mutans es el principal responsable de caries dentales.?®
Esta bacteria produce acido lactico, lo cual reduce el pH y causa la desmineralizacion del esmalte
dental.®®

La proporcion de caries dentales es especialmente alta en Latinoamérica y Europa.® Conforme la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS),® cerca de 2000 millones de individuos presentan caries
dentales, tiene un impacto en gran parte de adultos, y segun la Federacion Dental Internacional (FDI)®
es una de las afecciones més caras de tratar. Ademas, el Ministerio de Salud de Per(,”) reporta que su
ocurrencia es del 90,4 %.

Peru se caracteriza por su vasta biodiversidad y el uso tradicional de diferentes plantas etnomedicinales
desde tiempos antiguos para tratar diversas enfermedades;® se incluyen las caries dentales.® Diversas
investigaciones,®'® han evidenciado que ciertos componentes quimicos extraidos de plantas
etnomedicinales muestran atributos antimicrobianos y ejercen su efecto mediante diferentes formas de
accion.

Existen diversas soluciones de enjuague oral que se usan después de la higiene bucal.®) Un ejemplo es

la clorhexidina, que se utiliza para impedir la formacion de placa bacteriana.® No obstante,11?
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diferentes autores han sefialado que su uso frecuente puede causar ardor de la mucosa, pigmentacion de
los dientes, reacciones anafilacticas, etc.®) Por lo tanto, es necesario realizar investigaciones que se
centren en la exploracion de nuevas opciones naturales.

La familia Bromeliaceae agrupa 76 géneros y mas de 3500 especies.® Son neotropicales, nativas en
particular del continente americano, aunque algunas especies también se encuentran en otras regiones
tropicales del planeta.!456.1) Muchas de estas plantas tienen importancia ornamental, alimenticia,
cosmética y medicinal.®*>1) Varios estudios,**'® han descrito propiedades antimicrobianas,
antinflamatorias, antihelminticas, antitumorales, fotoprotectoras, entre otras. Por otro lado, Tillandsia es
el género mas representativo de las Bromeliaceae, cuenta con mas de 750 especies distribuidas en 7
subgéneros.®*? La mayoria de estas especies son epifitas, atmosféricas terrestres, saxicolas y estan
adaptadas a ambientes xéricos.*°?% Asimismo, de forma etnomedicinal se utilizan sus hojas y tallos.®®
De igual manera, se ha informado de la deteccion de constituyentes quimicos como fenilpropanoides,
flavonoides, acidos cinamicos, esteroles y triterpenoides, los cuales les confieren propiedades
antibacterianas, entre otras.?%??

Tillandsia maculata Ruiz & Pav; es originaria de Per( y Ecuador;® fue descrita por primera vez por
Hipdlito Ruiz Lopez y José Pavon Jiménez en 1802;% es conocida también como Vriesea mucalata
(Ruiz & Pav.) Beer, manchada y siempre viva.®%) Por su contenido de compuestos fenolicos, en su
mayoria flavonoides“®>?® se le atribuyen diversas propiedades terapéuticas. Ademas, Chichipe G y
otros,?® han demostrado que la especie muestra efecto antibacteriano sobre Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883.

Se realiz6 este trabajo con el objetivo de evaluar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohoélico de
Tillandsia maculata Ruiz & Pav. sobre Streptococcus mutans.

METODOS
Disefio
Se ejecutd un trabajo experimental, in vitro y comparativo, en el laboratorio de microbiologia de la

Universidad Inca Garcilaso de la VVega, entre febrero y septiembre del 2019.
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Material vegetal
La recoleccion de los ejemplares fue aleatorizada en el centro poblado San Salvador, ubicado en el
distrito de Santo Tomas, provincia de Luya, departamento de Amazonas en el norte del Pert a 2729
metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.). La identificacion de la especie se realiz6 en el Herbario del

Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
Variables

La variable independiente fue la concentracién del extracto hidroalcoholico de las hojas de Tillandsia
maculata Ruiz & Pav; la concentracion utilizada corresponde al 25 %, 50 %, 75 % y 100 %. La variable
dependiente fue el efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans (ATCC 25175)

Procedimientos
Las hojas se limpiaron y lavaron con agua desionizada estéril, se seleccionaron, y los investigadores se
cercioraron de que fueran de tamafio similar, color uniforme y que no tuvieran dafio.?® Las hojas se
cortaron en fracciones pequefias con un cuchillo de acero quirdrgico; se continud con el secado a 40 °C
+ 2 °C por 100 horas, luego se pulverizé en un molino de acero inoxidable.®® El extracto hidroalcohdlico
se consiguié por medio del método de maceracion en 2600 mL de alcohol etilico al 70 % y 520 g de
muestra, por 10 dias, con movimientos cada 12 h;®2® Juego se filtré con papel Whatman N° 40 y se llevo
a40 °C + 2 °C en estufa (Memmert®), hasta agotar el etanol y alcanzar un peso persistente; de esta forma
se obtuvieron 144 g de materia seca. Después se prepararon soluciones con alcohol etilico al 70 %, hasta
lograr valores de 25 %, 50 %, 75 %y 100 %.(®23.%6)
Los constituyentes quimicos se revelaron con la ayuda del cribado fitoquimico inicial, por procesos
quimicos de precipitado y coloracion, como Lieberman-Burchard (triterpenoides y esteroides),
Rosenheim (antocianinas), Shinoda (flavonoides), ninhidrina (aminoacidos libres), espuma (saponinas),
Borntrager (quinonas), Baljet y legal (lactonas sesquiterpénicas), gelatina-sal (taninos), tricloruro férrico
(compuestos fendlicos), Molish (hidrato de carbono) y Dragendorff (alcaloides).®
En el proceso de activacion del Streptococcus mutans (ATCC 25175), se siguieron lo declarado por
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),® se utiliz6 agar Miiller-Hinton (Merck®),® para

lograr aislar colonias, se efectu6 la siembra por estrias, se trasladé el medio sembrado a una incubadora
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(Memmert®) a 36,5 °C por 24 horas.*? En la elaboracion y estandarizacion del in6culo se hizo lo
efectuado por Vilchez H y otros.®

El trabajo in vitro se desarrollé en el laboratorio de microbiologia, se siguieron de forma rigurosa las
normativas de bioseguridad.?” Se utilizaron placas de Petri con agar Miller-Hinton, los cuales se
elaboraron con antelacion, segun Merck®.®)

Se efectuaron 56 siembras y se dispusieron en 7 grupos de n= 8 placas, con el uso de hisopos estériles,
que se introdujeron en los indculos estandarizados.® La siembra se desarroll6 de manera paralela y
consistente en toda la parte superior del medio, se volvio a realizar la actividad girando la placa 60 °, 2
veces mas; se esperd 10 minutos antes de dispensar los discos.®

Se elaboraron discos de papel filtro Whatman N° 3, asépticos, de 6 mm de didmetro, los cuales fueron
repartidos en las placas por medio de una pinza inoxidable a 15 mm de la periferia de la placa de Petri;®
se acomodaron levemente encima del agar para optimizar su adhesion; se dispensaron 4 discos por placa.
Con antelacion los discos fueron impregnados con 30 uL de los extractos a investigar, cantidades que
posibilitaron agregar 7,5 mg de extracto al 25 %; 15 mg de extracto al 50 %; 22,5 mg de extracto al 75
% y 30 mg de extracto al 100 %; se esperd a que secaran y todo el ensayo se desarroll6 de manera

aséptica.®® Las siembras se repartieron en grupos:

e Grupo I: discos con agua desionizada.

e Grupo Il: discos con etanol al 70 %.

e Grupo llI: discos con clorhexidina al 0,12 %.

e Grupo IV: discos con extracto de Tillandsia maculata al 25 %.
e Grupo V: discos con extracto de Tillandsia maculata al 50 %.
o Grupo VI: discos con extracto de Tillandsia maculata al 75 %.

e Grupo VII: discos con extracto de Tillandsia maculata al 100 %.

A continuacién, las placas que tenian los discos se dispusieron de manera invertida a 37 °C por 24 h.

en incubadora (Memmert®).® Luego de la incubacion, las regiones sin desarrollo que aparecieron
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alrededor de los discos se analizaron (interpretaron) como zonas de inhibicién y se valoraron con
Vernier marca Truper.9
Procesamiento

En la valoracion cualitativa se empled la escala Duraffourd® y para el analisis cuantitativo se usaron
los diametros de las zonas de inhibicion y el porcentaje del efecto inhibitorio respecto al grupo 1ll. Las
mediciones fueron expresadas como media aritmética x error estandar de la media a un nivel de confianza
del 95 % y un error relativo del 5 %; se ejecuto la prueba de Levene; el ANOVA de una viay el post-
hoc T3 de Dunnett. Se tuvo como nivel de significacion (p< 0,05), mediante el software IBM SPSS

Statistic for Windows versién 21.
Aspectos bioéticos

El estudio cuenta con la aprobacién del comité de ética para la investigacion de la Facultad de Ciencias

Farmacéuticas y Bioquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega. Resolucion 346-2019-DFCFB.

RESULTADOS

El cribado fitoquimico inicial reportd constituyentes quimicos como taninos, flavonoides, glicésidos
cardiotonicos y lactonas (tabla 1).

Los resultados (tabla 2) conseguidos a las 24 horas, indican que todos los promedios se ubican dentro de
los margenes determinados, a un intervalo de confianza del 95 % y un error relativo del 5 %, por esta

razon, ningun dato se descarta.
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Tabla 1 — Cribado fitogquimico del extracto de Tillandsia maculata Ruiz & Pav

Metabolito secundario Reactivo Tillandsia maculata
Ruiz & Pav.
Carbohidratos Molish +++
Flavonoides Shinoda +++
Glicésidos cardiotdnicos Baljet +++
Lactonas Legal +++
Taninos Gelatina ++
Aminoacidos libres Ninhidrina ++
Triterpenoides Liebermann +
Antocianinas Rosenheim +
Compuestos fendlicos FeCls +
Saponinas Espuma -
Quinonas Borntrager -
Alcaloides Dragendorff -

+++ Abundante, ++ Moderado, + Escaso, - No presenta.

Tabla 2 - Estadistica descriptiva de la media de los halos de inhibicion de los grupos de estudio sobre S. mutans
ATCC 25175

Intervalo de confianza
Grupos N Media* Des’vi-acic’)n E,rror para la media al 95% Minimo | Méximo
tipica tipico Limite Limite

inferior superior
Grupo | 32 0,000 0,0000 0,0000 0,000 0,000 0,0 0,0
Grupo Il 32 10,122 0,1385 0,0245 10,072 10,172 9,7 10,4
Grupo 111 32 19,878 0,2549 0,0451 19,786 19,970 19,5 204
Grupo IV 32 11,375 0,2874 0,0508 11,271 11,479 10,9 11,8
Grupo V 32 13,728 0,4386 0,0775 13,570 13,886 12,9 14,4
Grupo VI 32 16,181 0,4138 0,0732 16,032 16,330 15,1 16,7
Grupo VII 32 19,691 0,3838 0,0679 19,552 19,829 19,0 20,1
Total 224 12,996 6,3760 0,4260 12,157 13,836 0,0 20,4

*En milimetros.
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De acuerdo con los promedios obtenidos de la tabla 2, los grupos 111, VI y VIl alcanzaron medidas entre
15a19 mm. Segun la escala Duraffourd (tabla 3) se estima muy sensible (= ++) y un efecto antibacteriano

alto, segun efecto inhibitorio en porcentaje sobre la bacteria en estudio.

Tabla 3 - Escala de Duraffourd y porcentaje del efecto inhibitorio de los grupos de ensayo sobre S. mutans

ATCC 25175
Grupos Escala de Porcentaje del efecto
Duraffourd” inhibitorio”

Grupo | - 0,00

Grupo * 50,92
Grupo Il A 100,00
Grupo IV + 5722
Grupo V + 69,06
Grupo V! * 81,40
Grupo VII - 99.06

*De la media de las zonas de inhibicién de 32 discos por grupo.

Al efectuar la prueba de Levene se determind que las varianzas no son iguales (p= 0,000). En la tabla 4,
al aplicar el ANOVA de una via, se obtuvo (p< 0,05), que indica diferencias significativas entre los
grupos de estudio sobre S. mutans ATCC.

Tabla 4 - ANOVA de un factor de los grupos de ensayo sobre S. mutans ATCC 25175

Analisis | Suma de cuadrados | Gl | Media cuadratica F Sig.*
Inter - grupos 9044,727 6 1507,455 15569,616 | 0,000
Intra - grupos 21,010 217 0,097
Total 9065,737 223 -

*De 224 discos por 7 grupos de ensayo.

Al ejecutar el post-hoc T3 de Dunnett, se encontr6 que todos los grupos muestran diferencias estadisticas
significativas (p< 0,05), con excepcion del grupo VII: Tillandsia maculata Ruiz & Pav. al 100 % con el
grupo I11I: clorhexidina al 0,12 % (p= 0,391) que no exhibe diferencia significativa.
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DISCUSION

Estudios recientes,® han registrado un incremento de bacterias resistentes a los antibacterianos. Por otro

lado, es importante realizar trabajos sobre productos naturales que puedan prevenir estas resistencias, &%
sobre todo en enfermedades bucodentales; los cuales podrian convertirse en una opcion medicinal contra
las infecciones causadas por Streptococcus mutans, que junto con otras circunstancias pueden originar
caries dental.®

Las hojas de la especie Tillandsia maculata Ruiz & Pav., son utilizada por los habitantes locales en forma
de infusion para el tratamiento de afecciones respiratorias, hepaticas, etc.?® Es por ello que se utilizo
etanol al 70 % en la técnica de maceracion, para extraer los componentes quimicos presentes en las hojas.
Asimismo, Akanmu Ay otros,®® indican que usar alcohol etilico y agua son perfectos para extraer
metabolitos secundarios de las plantas. Por otra parte, al ejecutar el ensayo de solubilidad al extracto
seco, se confirmo su disolucion en alcohol etilico y agua.®®

En el cribado fitoquimico (tabla 1) se detectaron abundantes flavonoides, glicésidos cardiotdnicos,
lactonas y moderados taninos. Estos resultados son semejantes con lo declarado por Chichipe G y
otros.®)

El analisis de la literatura efectuada en Scopus, PubMed, Scielo, Science Direct y Web of Science (de
octubre del 2021 a octubre del 2022), demostrd pocos datos sobre los componentes quimicos de la especie
en estudio y no refieren estudios acerca del efecto antibacteriano de las hojas sobre Streptococcus mutans,
solo se destacan su uso etnobotanico; esto hizo que se efectlen trabajos piloto, analizar porcentajes de
extractos de trabajos previos y realizar evaluaciones con estudios de otras especies. 4152223

El estudio se limit0 a analizar concentraciones de extractos de Tillandsia maculata Ruiz & Pav., al 25 %,
50 %, 75 %y 100 % teniendo en cuenta lo reportado por Chichipe Gy otros.® Asimismo, se analizaron
in vitro los extractos sobre S. mutans ATCC. Se utilizé la difusion de disco de Bauer — Kirby, esta técnica
es la méas empleada para evaluar la actividad antibacteriana de cualquier extracto vegetal.®

La informacion obtenida de las tablas 2 y 3 indican que a medida que aumentan los porcentajes del
extracto hidroalcohdlico, el promedio de los halos de las zonas de inhibicion al igual incrementan. El

extracto, a diferentes porcentajes, posee efecto en el desarrollo de S. mutans. Esto es coherentes con lo
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reportado por Vilchez H y otros.® De igual forma, en todos los casos, los halos fueron mas grande que
el grupo 11, excepto en el grupo | que uso6 agua desionizada.

Algunos estudios,®%19 reportan que ciertos metabolitos secundarios en conjunto inhiben el desarrollo de
S. mutans. Por otro lado, Milutinovié¢ V' y otros,?® indican que las lactonas tienen accion frente a bacterias
grampositivas.

Al ejecutar la prueba de Levene, se determind (p= 0,000), sefialando que las varianzas no son
homogéneas. En relacion al ANOVA de una via (tabla 4) y siguiente post-hoc T3 de Dunnett se logré
observar que el extracto de Tillandsia maculata Ruiz & Pav. al 100 % no exhibe una diferencia relevante
en comparacion con clorhexidina al 0,12 %. No obstante, se consideré como resultado inicial y es vital
establecer la base molecular del impacto sobre la bacteria en analisis.

El estudio presenta ciertas limitaciones, no haber extraido los principales constituyentes quimicos de la
especie vegetal y no haber probado individualmente la actividad antibacteriana de taninos, flavonoides,
glucosidos cardiotonicos y lactonas. Sin embargo, la principal fortaleza de esta investigacion es generar
evidencia cientifica del extracto hidroalcoholico de Tillandsia maculata Ruiz & Pav. sobre Streptococcus
mutans, lo que permitira iniciar otros estudios para desarrollar un enjuague bucal y determinar su eficacia
por medio de pruebas clinicas sistematizadas.

Se concluye que el extracto hidroalcohdlico de Tillandsia maculata Ruiz & Pav. al 100 % presenta efecto
antibacteriano in vitro sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 con valores semejantes a

clorhexidina al 0,12 %.
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