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Microbiologia Comunicacion breve

Estudio de la actividad antimicrobiana

de Xenophyllum poposum sobre
microorganismos de la cavidad bucal por el
método de difusion radial

» Sofia Cristina Torres!@* Marta Inés Gutiérrez de Ferro2?@, Maria Inés Tracanna3®,
Susana Gutiérrez4a

1 QOdontéloga. Doctora en Odontologia. Resumen

2 Bioguimica. En este estudio se evalué la actividad antimicrobiana in vitro de extractos
3 Bioquimica y Farmacéutica. de Xenophyllum poposum sobre microorganismos bucales como Strepto-
4 Bioquimica. Doctora en Bioquimica. coccus mutans, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus casei, Actinomyces

naeslundii, Actinomyces odontolyticus, Candida albicans y Veillonella sp.
a Catedra de Microbiologia y Parasitologia. Fa- Se empled el método de difusion radial en agar y como controles negativo
cultad de Odontologia. Universidad Nacional y positivo de inhibicién se emplearon etanol y clorhexidina al 0,12% (Plac

de Tucuman, Argentina. out NF®) respectivamente. Los extractos con mayor actividad antimicro-

b Catedra de Farmacognosia. Facultad de Bio- biana fueron el etandlico y el cloroférmico. La diferencia entre ambos no
quimica, Quimica y Farmacia. Universidad fue estadisticamente significativa (p>0,05). Tampoco se observé diferencia
Nacional de Tucuman, Argentina. significativa con respecto a la clorhexidina, excepto sobre Veillonella sp.,
ya que el extracto etandlico presentd halos de inhibicién significativamente

* Autora para correspondencia. menores sobre este microorganismo. Esto es importante ya que Veillonella

se considera indicador de salud en relacién a la caries dental. En base a
esto, el extracto etanélico de Xenophyl/lum poposum podria ser usado como
control quimico de la biopelicula dental.

Palabras clave: Actividad antimicrobiana; Biopelicula dental; Medicina tra-
dicional; Xenophyllum poposum; Microorganismos bucales; Caries dental

Study of the antimicrobial activity of Xenophyllum popo-
sum on microorganisms of the oral cavity by the radial
diffusion method

Abstract

In this study, the in vitro antimicrobial activity of Xenophyllum poposum
extracts on oral microorganisms such as Streptococcus mutans, and Strep-
tococcus sobrinus, Lactobacillus casei, Actinomyces naeslundii, and Acti-
|"C°rP°r°d° ol Chemical Abstract Service. nomyces odontolyticus, Candida albicans, and Veillonella sp. was evaluated
Cédigo bibliografico: ABCLDL. #vitro. The radial diffusion method in agar was used and 0.12% ethanol

. and chlorhexidine (Plac out NF®) were used as negative and positive in-
ISSN 0325-2957 (impresol hibition controls, respectively. The extracts with the highest antimicrobial
ISSN 1851-6114 (en linea) activity were the ethanolic and chloroform extracts. The difference between
ISSN 1852-396X (CD-ROM) the two was not statistically significant (p>0.05). No significant difference
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was observed with respect to chlorhexidine, except on Veillonella sp., since the ethanolic extract pre-
sented significantly lower inhibition halos on this microorganism. This is important as Veillonella is
considered an indicator of health in relation to dental caries. Based on this, the ethanolic extract of
Xenophyllum poposum could be used as chemical control of dental biofilm.

Keywords: Antimicrobial activity; Dental biofilm; Traditional medicine; Xenophyllum poposum; Oral
microorganisms; Dental caries

Estudo da actividade antimicrobiana do Xenophyllum poposum sobre mi-
croorganismos da cavidade oral pelo método de difuséo radial

Resumo

Neste estudo, a atividade antimicrobiana de extratos de Xenophyllum poposum sobre microrganis-
mos orais como Streptococcus mutans, € Streptococcus sobrinus, Lactobacillus casei, Actinomyces
naeslundii, € Actinomyces odontolyticus, Candida albicans e Veillonella sp. Foi utilizado o método
de difusao radial em dgar e etanol 0,12% e clorexidina (Plac out NF®) como controles de inibicdo
negativa e positiva, respectivamente. Os extratos com maior atividade antimicrobiana foram os extra-
tos etandlico e cloroférmio. A diferenga entre os dois ndo foi estatisticamente significativa (p>0,05).
Né&o foi observada diferenga significativa em relagéo a clorexidina 0,12%, exceto em Veillonella sp.,
uma vez que o extrato etandlico apresentou halos de inibigdo significativamente menores neste mi-
crorganismo. Isso é importante, pois a Veillonella é considerada um indicador de saude em relagdo a
cérie dentdria. Com base nisso, o extrato etandlico de Xenophyllum poposum pode ser utilizado como
controle quimico do biofilme dental.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana; Biofilme dentario; Medicina tradicional; Xenophyllum po-

posum; Microrganismos orais; Carie

Introduccién

Uno de los problemas mas importantes de la salud
universal esta relacionado con la salud bucal. De las en-
fermedades bucales, las caries dentales y las enfermeda-
des periodontales son las mas comunes en el mundo y
representan las principales causas de pérdida de dientes.

Estas patologias son causadas por la biopelicula o
biofilm microbiano, que consiste en una comunidad mi-
crobiana compleja, organizada en una matriz extrace-
lular adhesiva que se adhiere a las superficies dentales.
Un alto consumo de hidratos de carbono fermentables
puede desequilibrar este microecosistema, dando lugar
a alteraciones microbiolégicas y bioquimicas que favo-
recen el proceso de desmineralizacion (1).

En consecuencia, el control de las biopeliculas es
fundamental para prevenir la aparicién y progresion de
enfermedades bucodentales. El cepillado de los dientes
es el método de higiene bucal mads importante. Sin em-
bargo, su efecto puede ser limitado en ciertos pacientes
o areas especificas. Por lo tanto, para lograr una 6ptima
higiene bucal, el cepillado dental puede ir acompanado
del uso de agentes quimioterapéuticos (2).

Entre los agentes antimicrobianos disponibles, el
gluconato de clorhexidina se considera eficaz para re-
ducir el ndmero de microorganismos, asi como para
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prevenir y tratar la inflamacion gingival. Sin embargo,
tiene muchos efectos secundarios, que incluyen tincién
dental, formacion de calculos y alteracion de la percep-
cion del gusto (3).

La resistencia actualmente desarrollada por bacte-
rias patogenas a los antibioticos y quimioterapicos ha
motivado en todo el mundo el estudio de opciones de
tratamientos seguros, eficaces y con una relaciéon costo-
beneficio favorable para la poblacién. Surge asi el in-
terés por el empleo de plantas o sustancias naturales
derivadas de ellas, para prevenir, aliviar o curar enfer-
medades (3).

Entre las plantas usadas en la medicina popular, Xe-
nophyllum poposum (Phil) V.A. Funk, también llamada
Werneria poposa Phil., es una planta anual ampliamente
distribuida en el noroeste de la Argentina, Chile, Pera
y Bolivia. Entre sus nombres vernaculos se reconocen
“poposa”, “pupusa” o “fosfosa”. Crece en las altas mon-
tanas del noroeste argentino (4) y sus partes aéreas se
emplean empiricamente en el tratamiento de hiper-
tension, trastornos digestivos, sobre todo intestinales,
reumatismo, neumonia, mal de altura, también como
antipirético, sedante, antiinflamatorio y remedio anti-
rreumatico (5) (6).

La incorporacion de las medicinas tradicionales y la
prescripcion de farmacos naturales en el sistema local



de salud debe obedecer a los criterios sugeridos por la
Organizacién Mundial de la Salud en el afio 2002 (7).

Entre la variedad de métodos utilizados para medir
la sensibilidad in vitro de los microorganismos patoge-
nos a antimicrobianos, el de uso mas comun en los labo-
ratorios de microbiologia es la difusién en agary se basa
en el método descripto por Bauer el al. en 1966 (8).

En consecuencia, el objetivo de este trabajo fue eva-
luar la actividad inhibitoria in vitro de distintos extrac-
tos de Xenophyllum poposum sobre microorganismos
acidégenos como Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus, Lactobacillus casei, Actinomyces naeslundii, Acti-
nomyces odontolyticus, Candida albicans y Veillonella sp.,
este ultimo como indicador de salud en relacion a ca-
ries dental (9).

Materiales y Métodos

Extractos vegetales

Las partes aéreas de X. poposum recolectadas en épo-
ca de floracién fueron desecadas y pulverizadas; luego
se trataron por maceracion con solventes de diferente
polaridad (hexano, cloroformo y etanol) a temperatu-
ra ambiente durante 7 dias. Los extractos obtenidos se
concentraron al vacio en evaporador rotatorio a pre-
sion reducida; de esta manera, los solventes empleados
para la extraccion de los principios activos se evapora-
ron completamente y se obtuvieron extractos secos que
se redisolvieron en etanol de 96°. Quedaron asi confor-
mados los extractos: hexanico (EH), cloroférmico (EC)
y etanolico (EE). También se estudio el aceite esencial
(AE) obtenido por hidrodestilacion de las partes aéreas
y una sustancia aislada de la porcién acuosa remanente
de la extraccion del aceite esencial, la 6-hidroxitremeto-
na (AP). Los extractos se prepararon a una concentra-
cion de 10 000 ppm.

El material vegetal se encuentra depositado en el
Herbario del Instituto Miguel Lillo (LIL29301) en San
Miguel de Tucuman, Argentina (5).

Controles

Como se emple6 etanol para redisolver los extrac-
tos, se utiliz6 etanol de 96° como control negativo de
inhibicién.

La actividad antimicrobiana de los extractos se
compar6 con la producida por clorhexidina 0,12%
(Plac out NF®) como antiséptico de referencia (control
positivo de inhibicion).

Microorganismos

Las cepas utilizadas en este trabajo fueron aisladas
a partir de saliva en medios selectivos e identificadas
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en este laboratorio de acuerdo a sus caracteristicas fe-
notipicas.

Las especies aisladas fueron las siguientes: S. mutans,
S. sobrinus, L. casei, A. naeslundii, A. odontolitycus, C. albi-
cansy Veillonella sp.

La identificacion fenotipica de Veillonella se hizo
hasta identificar solamente el género; esto se decidio
porque todas las especies de Veillonella tienen el mismo
comportamiento metabolico en la cavidad bucal (9).

Los microorganismos se activaron en caldo BHI y se
ajusto6 la concentracion para obtener una turbidez co-
rrespondiente al tubo N°? 0,5 de la escala de McFarland,
que equivale a 1,5 x 10® UFC/mL.

Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados en este trabajo para
estudiar la acciéon antimicrobiana fueron: Agar Mitis
Salivarius con bacitracina (AMSB) para S. mutans y S.
sobrinus, Agar Rogosa (AR) para L. casei, Agar tiogli-
colato (ATG) para A. naeslundiiy A. odontolitycus, Agar
glucosado de Sabouraud (ASG) para C. albicans y Agar
Veillonella (AV) para Veillonella sp.

Método

Para evaluar la accién antimicrobiana se emple6 el
método de difusion radial en agar. Se tomaron alicuotas
de 1 mL de la suspension bacteriana y se inocularon en
tubos con 20 mL de los medios de cultivo mencionados
mantenidos a 45 °C en bano termostatizado. La siembra
se realiz6 por inmersion para permitir un crecimiento en
césped. Luego se coloco en placas, se dejo enfriar y una
vez solidificado se hicieron perforaciones de 5 mm de
diametro con sacabocados estéril. En las perforaciones
se colocaron 30 pL de las diferentes sustancias a evaluar,
incluyendo el etanol usado en la preparacion de los ex-
tractos y la clorhexidina como control positivo de inhibi-
cién (Plac out NF®).

Las placas se sometieron a una predifusion a tempe-
ratura ambiente, durante 3 h y luego se incubaron a 37°
C, durante 72 h, en atmosfera adecuada para cada cepa
microbiana (S. mutans, S. sobrinus, L. casei y Actinomyces
en presencia de aire mds 5-10% de diéxido de carbono;
C. albicans en presencia de oxigeno y Veillonella sp. en
anaerobiosis estricta). Transcurrido el tiempo de incu-
bacion, se evaluaron los resultados mediante la lectura
del diametro del halo de inhibicion del crecimiento en
milimetros (10). Ademas, se realiz6 el calculo del por-
centaje del efecto inhibitorio relativo respecto al control
positivo de la manera siguiente (11):

media diametro halo inhib.
del extracto x 100

% efecto inhibitorio =
media diametro halo inhib.
control positivo
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Todas las determinaciones se realizaron por dupli-
cado y para el estudio estadistico de los datos se utilizo
el analisis de varianza. También se empleo la prueba de
Tukey para determinar la diferencia entre las medidas
comparadas y establecer diferencias entre los extractos
evaluados y el control (Plac out NF®).

Resultados

Los resultados de la evaluacién antimicrobiana de
los diferentes extractos de X. poposum se muestran en la
Tabla I, en la cual se observa el promedio de la medida
de los halos de inhibiciéon expresado en mm. En dicha
tabla se puede observar que los extractos cloroférmico
y etandlico produjeron inhibicién de todos los microor-
ganismos estudiados con un intervalo de confianza del
95% (p<0,05), donde los mayores halos de inhibicién
en términos de mm se obtuvieron con el extracto eta-
nélico. Sin embargo, la diferencia entre ambos extrac-
tos no fue estadisticamente significativa ($=0,05). No
se evidenci6 diferencia significativa en ambos extractos
con respecto al control de Plac out NI®, a excepcion de
Veillonella, ya que el extracto etandlico present6 un halo
de inhibicién significativamente menor sobre este mi-
croorganismo, con un nivel de significacién del 95%.

Frente a A. naeslundiiy a C. albicans, el extracto eta-
nolico presento actividad similar a la clorhexidina. Sin
embargo, cuando se analizaron los resultados en forma
estadistica mediante la prueba de Tukey y ¢ de Student,
los extractos etanolico y cloroférmico no evidenciaron
diferencias significativas entre ellos segtin los valores de
p ($=0,05) ni con respecto a Plac out NF, frente a las ce-
pas mencionadas previamente.

Con respecto al género Veillonella, el extracto etano-
lico produjo menor inhibicién que el extracto clorofo6r-
mico. Clorhexidina también evidencié una importante
acciéon antibacteriana sobre este microorganismo. La
inhibicién producida por el extracto etandlico fue es-
tadisticamente menor si se compara con clorhexidina
(p=0,035), lo cual seria favorable desde el punto de vista
ecologico.

El alcohol empleado como control negativo de inhi-
bicién no ejercié6 actividad antimicrobiana per se sobre
ninguna de las cepas microbianas empleadas en este
trabajo.

El calculo del porcentaje de inhibicion relativa se ex-
presa en la Tabla ITy se efectu6 considerando que el an-
tiséptico de referencia producia el 100% de inhibicién;
en base a esto se calcul6 el porcentaje de inhibicion
producido por el extracto en estudio (11).

Cuando se realizaron los calculos de porcentaje de

Tabla I. Promedio de la medida de los halos de inhibicién
(Valores expresados en mm)

Microorganismo Aceitg Porcion Extr’actg Extr'ac‘to Extra’c‘to Etanol Plac out NF
esencial acuosa cloroférmico hexanico etandlico
S. mutans 8 0 10 0 14 0 10
S. sobrinus 8 0 10 2 14 0 10
L. casei 0 0 7 12 0 10
A. naeslundii 0 0 9 8 14 0 16
A. odotolyticus 8 0 10 7 15 0 12
C. albicans 10 11 11 10 15 0 18
Veillonella sp. 7 7 15 11 6,5 0 15
Tabla Il. Porcentajes de inhibicién relativa de los diferentes extractos
Microorganismo Aceitfe Porcién Extr’actq Extr,ac‘to Extra'igto
esencial acuosa cloroférmico hexanico etandlico
S. mutans 80 0 105 0 140
S. sobrinus 80 0 105 20 140
L. casei 0 0 80 70 120
A. naeslundii 0 56 50 87
A. odotolyticus 67 0 83 58 125
C. albicans 55 61 64 55 83
Veillonella sp. 46 46 100 73 43
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inhibicién relativa de los extractos, tomando como
antiséptico de referencia a Plac out NI®, se encontr6
que el extracto etanodlico superd el efecto inhibitorio
de clorhexidina sobre S. mutans y S. sobrinus, L. casei'y
A. odontolitycus. Ademas, se obtuvieron también resulta-
dos satisfactorios sobre las demas cepas, segin los datos
expresados en la Tabla II. En base a esto, y teniendo
en cuenta el porcentaje de inhibicién relativa (11), X.
poposum podria ser considerado de alta eficacia antimi-
crobiana ya que ésta resulté ser superior al 70% con res-
pecto a clorhexidina sobre todas las cepas estudiadas,
excepto sobre Veillonella sp.

Discusion y Conclusiones

Los mayores halos de inhibiciéon para S. mutans fue-
ron obtenidos con los extractos cloroférmico y etanoli-
co. Con S. sobrinus se obtuvieron resultados similares,
como seria de esperar debido a que ambos microor-
ganismos pertenecen al mismo género y grupo, por lo
tanto, comparten caracteristicas similares.

Las cepas del género Actinomyces, tanto la especie A.
naeslundii como A. odontolitycus, se mostraron muy sen-
sibles a los extractos de X. poposum como asi también
frente al control positivo, mientras que el aceite esen-
cial y la 6-hidroxitremetona no tuvieron efecto inhibi-
torio sobre estos microorganismos.

A pesar de que algunos autores atribuyeron actividad
antimicrobiana al aceite esencial de X. popusumy al ben-
zofurano-6-hidroxitremetona, en esta experiencia no se
observo actividad importante con estas sustancias (12).

El diametro del halo de inhibicién producido por
el extracto etandlico de X. poposum y por Plac out NF®
sobre C. albicans fue similar y de dimensiones conside-
rables. El extracto cloroféormico evidencié menos acti-
vidad sobre este microorganismo.

Veillonella present6 elevada sensibilidad al extracto
cloroférmico, seguido por el extracto hexanico. Los
demas extractos naturales tuvieron menor actividad
sobre este microorganismo. Se debe recordar que,
como Veillonella es considerada indicador de salud
con respecto a la caries dental, seria importante que
las sustancias antimicrobianas usadas para el control
del biofilm de la placa bacteriana mantengan los nive-
les de este microorganismo compatibles con la salud
dental.

El etanol usado como control negativo no tuvo ac-
cion inhibitoria sobre ninguna de las cepas bacterianas
empleadas en este trabajo. Aunque algunos autores
han encontrado una eficacia parcial del etanol contra
los microorganismos orales y actividad antimicrobiana
contra las células planctonicas de S. mutans en la super-
ficie de los brackets de ortodoncia (13), en este estudio
la actividad in vitro del etanol fue nula.

El presente trabajo in vitro evidencié6 una buena

Xenophyllum poposum sobre microorganismos bucales 41

sensibilidad de los microrganismos a la clorhexidina.
Sin embargo, el empleo de cepas microbianas aisladas
pudo no reflejar con fidelidad lo que sucede en la cavi-
dad bucal. Esto es debido a que en la cavidad bucal se
producen interacciones importantes entre los distintos
microorganismos que integran el biofilm, que resultan
en una mayor resistencia a los antimicrobianos en ge-
neral (14). Sin embargo, los estudios de sensibilidad
deben realizarse en un primer momento sobre mi-
croorganismos aislados y, como proyeccion, se podrian
incorporar estudios sobre modelos de biofilms o sobre
mezclas de microorganismos.

El medio base recomendado para realizar un anti-
biograma por difusion es el agar Mueller Hinton debi-
do a su reproducibilidad aceptable y a ser un medio de
cultivo econémico. Sin agregados, solamente es reco-
mendado para bacterias aerobias o anaerobias faculta-
tivas no exigentes en su metabolismo (10). Dado que
las bacterias objetivo de este trabajo eran nutricional-
mente muy exigentes, se utilizaron medios especiales
para cada una de ellas (15).

La accién antibacteriana se considera alta cuando
su porcentaje de inhibicién relativo es mayor del 70%,
intermedia entre el 50 y el 70% y baja cuando es menor
del 50% con respecto al antimicrobiano de referencia
(11). En base a esto, el extracto etanolico de X. popo-
sum podria ser considerado de elevada accion antimi-
crobiana, ya que con todas las cepas microbianas en
estudio evidencié porcentajes de inhibicién relativa a
la clorhexidina mayores al 70%, excepto con Veillonella.
Esto es importante para contribuir a mantener el equi-
librio ecolégico en la cavidad bucal.

Por otro lado, al ser una sustancia nueva y en estu-
dio, no hay demasiados datos sobre la toxicidad de X.
poposum, salvo un trabajo realizado con 6-hidroxitreme-
tona donde encontraron que no posee genotoxicidad,
aunque resulto citotoxica para células vegetales (6). En
el presente trabajo, la porcién acuosa que contiene la
6-hidroxitremetona junto con el aceite esencial fueron
justamente los que menor actividad antimicrobiana de-
mostraron sobre las cepas evaluadas. Seria importante
evaluar, en un futuro, la toxicidad de los demas extrac-
tos de esta sustancia natural.

A la luz de estos resultados, se cree que el extrac-
to etanolico de X. poposum seria el mas adecuado para
continuar los estudios para conocer la concentraciéon
inhibitoria minima y concentracién bactericida mini-
ma de esta nueva sustancia antimicrobiana.

Aun cuando pueden usarse antimicrobianos, como
la clorhexidina u otra sustancia con la finalidad de dis-
minuir eficazmente la carga microbiana en el biofilm
dental a corto plazo (2), se debe tener en cuenta que
la caries es una enfermedad dependiente de azicares
y esta mediada por multiples factores (1). Por lo tanto,
se necesita un enfoque mas amplio para controlar esta
condicion clinica.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2022; 56 (1): 37-42
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