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Resumen

Introduccién. La biodiversidad colombiana y los saberes tradicionales permiten la
exploracién de plantas medicinales con potencial actividad antimicrobiana que podrian
usarse para tratamiento de infecciones. Objetivos. Determinar la actividad antibacteriana
de extractos etandlicos de Lantana camara L., Petiveria alliacea L.y Lippia dulcis T. sobre
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Escherichia coli ATCC 25922, Proteus vulgaris ATCC
6380 y Staphylococcus aureus ATCC 25923. Materiales y métodos. Se realizé la adquisicién
del material vegetal y caracterizacién botdnica, se obtuvieron los extractos etanélicos por
percolacién y se realizé caracterizacién fitoquimica preliminar mediante cromatografia en
capa delgada (CCD). Se evalué la actividad antibacteriana, mediante pruebas de difusién
con disco y difusién en agar en concentraciones de 1mg/mL y 2mg/mL; para extractos
activos se establecié la Concentracién Inhibitoria minima (CIM) y Concentracién Minima
Bactericida (CMB). Para andlisis estadistico se realizé prueba t de Student. Resultados y
discusidn. Staphylococcus aureus ATCC 25923 fue sensible con Lantana camara L.y Lippia
dulcis T. siendo este ultimo activo también sobre Proteus vulgaris ATCC 6380 con efecto
inhibitorio superior al 50%. El extracto de Lippia dulcis T. presenté la mayor actividad
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inhibitoria sobre S. awreus (CMI: 1,95 mg/mL). Ningln extracto mostré actividad
sobre Escherichia coli ni Pseudomonas aeruginosa. Metabolitos secundarios, especialmente
terpenoides y cumarinas fueron detectados en L. dulcis. Conclusiones. El estudio muestra
que productos naturales derivados de plantas medicinales como los extractos etanélicos
de Lantana camara y Lippia dulcis, presentan actividad antibacteriana sobre S. aureusy P
vulgaris y podrian ser alternativa promisoria para tratamiento de infecciones bacterianas.

Palabras claves: Etnofarmacologia, extractos vegetales, antimicrobianos, antibacterianos,
plantas medicinales, biodiversidad.

Abstract

Introduction. Colombian biodiversity and traditional knowledge allow the exploration
of medicinal plants with potential antimicrobial activity, which could be used to treat
infections. Objectives. To determine the antibacterial activity of ethanolic extracts of
Lantana camara L., Petiveria alliacea L. and Lippia dulcis T. on Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Escherichia coli ATCC 25922, Proteus vulgaris ATCC 6380 and Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Materials and methods. Performed the acquisition of plant material
and botanical characterization, ethanolic extracts were obtained by percolation and
preliminary phytochemical characterization was performed by thin layer chromatography
(CCD). The antibacterial activity was evaluated by disc diffusion and agar diffusion tests
at concentrations of 1mg/mL and 2mg/mL; for active extracts, the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (CMB) were established.
For statistical analysis, Student’s t test was performed. Results and discussion. Staphylococcus
aureus ATCC 25923 was sensitive with Lantana camara L. and Lippia dulcis T. The latter
being also active on Proteus vulgaris ATCC 6380 with inhibitory effect higher than 50%.
The extract of Lippia dulcis T. had the highest inhibitory activity on §. aureus (MIC:
1.95 mg/mL). No extract showed activity on Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa.
Secondary metabolites, especially terpenoids and coumarins were detected in L. dulcis.
Conclusions. The study shows that natural products derived from medicinal plants such
as the ethanolic extracts of Lantana camara and Lippia dulcis have antibacterial activity on
S. aureus and P vulgaris and could be a promising alternative for the treatment of bacterial
infections.

Keywords: Ethnopharmacology, Plant Extracts, Anti-Infective Agents, Anti-Bacterial
Agents, Medicinal Plants, Biodiversity.
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Introduccion

Las enfermedades infecciosas son conside-
radas un importante problema de salud pu-
blica, debido a que representan altas tasas
de morbilidad y mortalidad, y estdn relacio-
nadas con fenémenos subyacentes como el
inadecuado saneamiento bdsico y la emer-
gente resistencia a los antimicrobianos (1).
De acuerdo con la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), las enfermedades infec-
ciosas y parasitarias causaron durante el afo
2015, 5.7 millones de defunciones a nivel
mundial y mds de 195.000 muertes en la
regién de las Américas (2).

Los antibidticos son una herramienta fun-
damental para combatir las enfermedades
infecciosas, y desde su aparicién han permi-
tido disminuir la morbimortalidad asociada
a estas patologias de forma significativa (3).
A pesar de que la terapia antimicrobiana
ocupa un lugar prominente en los avances
de las ciencias médicas, se destaca la in-
minente y progresiva capacidad de los mi-
croorganismos para desarrollar resistencia a
los diferentes agentes antimicrobianos (4).
Los antibidticos se consideran recursos sa-
nitarios no renovables, ya que el ritmo de
crecimiento de la resistencia sobrepasa al
de la incorporacién de nuevas familias de
antibidticos (5-6). Sin embargo, es posible
investigar y desarrollar nuevas alternativas
de tratamiento para las enfermedades infec-
ciosas, dentro de las cuales se encuentran
los productos naturales.

y Lippia dulcis T. frente a bacterias patégenas

La OMS estima que cerca del 80% de la po-
blacién en paises en via de desarrollo (espe-
cialmente del continente africano), utiliza
la medicina tradicional (MT) para satisfa-
cer sus necesidades primarias en salud y que
cuando la MT emplea tratamientos, incluye
el uso de medicinas a base de hierbas, partes
de animales y/o minerales. Adicionalmente,
la OMS reporta que en Colombia un 40%
de la poblacién utiliza la medicina tradicio-
nal (7). Colombia se encuentra catalogada
como uno de los 14 paises que alberga el
mayor indice de biodiversidad en la tierra
(8). Se estima que el territorio colombiano
alberga aproximadamente 27,860 especies
de plantas, de las cuales 2,400 son cataloga-
das como plantas medicinales (9).

La riqueza cultural y natural del territorio
colombiano ha conducido a la realizacién
de diversos estudios etnobotdnicos enfoca-
dos en la descripcién del uso tradicional de
plantas medicinales para el tratamiento de
enfermedades infecciosas. Dentro de los es-
tudios sobre plantas medicinales cabe men-
cionar los realizados por Ruiters y cols. en
Africa (10), Pinheiro y cols. en Brasil (11) y
Savithramma y cols. en India (12). Referen-
te a estudios sobre el uso de plantas medici-
nales en mercados populares en Colombia,
se resalta el de Giraldo y cols. (13).

La familia Verbenaceae a la cual pertenecen
plantas como Lantana cdmaray Lippia dul-
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cis, comprende alrededor de 35 géneros y
1000 especies distribuidas principalmente
en los trépicos y subtrépicos (14). Son am-
pliamente usadas en la medicina tradicional
de diferentes paises para el tratamiento de
enfermedades parasitarias y trastornos respi-
ratorios e inflamatorios. También se les han
atribuido propiedades antimicrobianas, las
cuales estdn directamente relacionadas con
su amplia composicién fitoquimica (15).
Por su parte, Petiveria alliacea, se distribu-
ye por lo general en regiones tropicales de
América, como Centroamérica, las islas del
Caribe, la selva Amazdénica, México, Brasil,
Colombia y Argentina, asi como en regio-
nes especificas de Africa. En la medicina
tradicional se resaltan diferentes usos, en-
tre ellos como diurético, antiespasmddico,
analgésico, antiinflamatorio, antihelminti-
co y para desordenes del sistema nervioso
central. Dentro de sus propiedades anti-
microbianas etnobotdnicas se resaltan para
infecciones cutdneas, urinarias, venéreas y
del tracto respiratorio, ademds antifiingicas
y antisépticas (16). Diferentes compuestos
activos se han reportado; sin embargo, su
composiciéon es variable dependiendo del
lugar y época de recoleccién y de la parte
del material de donde se han aislado. Se re-
saltan petiverina A y petiverina B (diasteroi-
sémeros del sulféxido de S-bencil-cisteina),
los cuales se encuentran en alta proporcién
en las raices en comparacién con las hojas
y los tallos. En las raices la actividad de la
enzima sulféxido de cisteina liasa sobre las
petiverinas promueve mediante la forma-
cién de diferentes intermediarios la forma-

cién de compuestos trisulfuro (bencil-hi-

droxi-etil-trisulfuro, dibencil trisulfuro) a
los cuales se les han atribuido propiedades
antimicrobianas (17).

Bajo este contexto, se han realizado diver-
sos estudios orientados a la busqueda de
plantas medicinales de interés fitoquimi-
co y farmacolédgico que pueden presentar
actividad antimicrobiana sobre patégenos
de interés en salud publica, tal como la
evaluaciéon de la actividad in vitro de ex-
tractos vegetales frente a bacterias Gram
negativas y Gram positivas procedentes de
aislamientos clinicos y Cepas Multidrogo-
resistentes (MDR) implicadas en infeccio-
nes del tracto urinario como los realizados
por Mishra y cols. (18) y Marasini y cols
(19) y la investigacién de Ulloa y cols (20)
sobre la actividad antimicrobiana de plan-
tas nativas peruanas frente a Pseudomonas
aeruginosa, encontrando resultados prome-
tedores.

Recientemente han sido publicadas inves-
tigaciones relacionadas con las plantas de
interés del presente estudio, dentro de las
cuales cabe destacar la de Ochoa y cols.
(21), donde extractos obtenidos a partir de
hojas secas y frescas de Petiveria alliacea L.
demostraron actividad antibacteriana so-
bre Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis y Pseudomonas aeru-
ginosa. Por otra parte, Naz y Bano (22)
reportaron que el extracto metandlico de
hojas de Lantana camara L. presentd la
mdxima actividad antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeru-
ginosa. Por su parte, Regnier y cols. (23)
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establecieron que aceites esenciales de Lip-
pia escaberrima causaron la inhibicién del
crecimiento micelial y actividad fungisti-
tica.

El presente estudio se realizé con el fin de
contribuir a la bisqueda de sustancias de
origen natural como alternativa para el tra-
tamiento de las enfermedades infecciosas,
evaluando la potencial actividad antibacte-
riana de extractos etandlicos obtenidos de
Lantana camara L., Petiveria alliacea L. y
Lippia dulcis T. sobre las bacterias Pseudo-
monas aeruginosa ATCC 9027, Escherichia
coli ATCC 25922, Proteus vulgaris ATCC
6380y Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Materiales y métodos
Material vegetal

El material vegetal fue adquirido en el
mercado popular de la “Plaza de mercado
de Paloquemao” en la ciudad de Bogotd,
D.C. a partir de los reportes de Giraldo y
cols. (13). Se adquirieron alrededor de 2
kg de material fresco de las plantas “san-
guinaria”, “orozul” y “anamu”. Al menos
3 ejemplares de cada especie fueron depo-
sitados en las condiciones requeridas para
su identificacién taxonémica en el Herba-
rio Nacional Colombiano de la Universi-
dad Nacional de Colombia, donde se en-
cuentran depositados con los nombres de
Lantana cdmara L. (s.1.) No. COL 585817;
Petiveria alliacea L. No. COL 585819 y
Phyla dulcis (Trevir.) Moldenke No. COL

y Lippia dulcis T. frente a bacterias patégenas

585816. Segin identificacién taxonémica
anterior realizada en el Herbario de Plantas
Utiles de Colombia (HPU]J), Phyla dulcis
(Trevir) Moldenke y Lippia dulcis (Trevir),
son nombres sinénimos de la especie Phyla
scaberrima (Juss. ex Pers.) Moldenke. Para
este estudio se contempld Lippia dulcis T.
debido a que por lo general los reportes
cientificos se refieren a este género.

Extraccion

El material fresco de cada planta fue lle-
vado a proceso de secado en estufa de aire
circulante manteniendo a 400C de 48 a 72
horas. De acuerdo con estudios etnobota-
nicos previos, se seleccionaron las partes
aéreas de “sanguinaria” y “orozul” (hojas,
flores y tallos), mientras que para “anamd”

sélo se seleccionaron las hojas (24).

Los extractos vegetales se obtuvieron me-
diante extraccién sélido-liquido (percola-
cién) a presién atmosférica y temperatura
ambiente hasta agotamiento, empleando
etanol grado técnico al 96% como solvente.
Para el proceso de percolacién se sometie-
ron 445.0g de material vegetal seco y pul-
verizado de L. dulcis, 381.0g de P alliacea
y 566.0g de L. camara. Posteriormente, los
extractos secos se obtuvieron mediante ro-
taevaporador a vacio, a una temperatura en-
tre 40°C a 50°C, obteniendo rendimientos
del 8,15%, 9.30% y 9,77% para L. dulcis,
L. camaray P Alliacea, respectivamente, con
respecto al material vegetal seco. Parte de
los extractos obtenidos se reservaron para la

realizacién de las pruebas fitoquimicas pre-
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liminares y de actividad antibacteriana y se
mantuvieron refrigerados, protegidos de la
humedad y la luz.

Andlisis fitoquimico preliminar

A los extractos etandlicos se les realizé una
caracterizacién fitoquimica preliminar me-
diante cromatografia en capa delgada (CCD)
empleando placas de silica gel 60 (Macherey
Nagel ® F254, 0,25 mm) y patrones de re-
ferencia: Quinidina (alcaloides), 7-hidroxi-
cumarina (cumarinas y/o antraquinonas),
B-citosterol (esteroides y/o terpenoides)
y quercetina (flavonoides). Se emplearon
10.0mg/mL para los extractos y alrededor
1.0 a 5.0mg para los patrones de referencia.
Como fase mévil (FM) se emplearon mezclas
Cloroformo:Metanol (90:10) y/o Hexano:
Acetato de Etilo (60:40). Una vez eluidas,
las placas se revelaron mediante luz visible y
UV (a 254 y/o 365nm) y reveladores quimi-
cos universales y especificos segin lo estable-
cido por Wagner y Bladt (25). Se tuvieron
también en cuenta las recomendaciones del
CYTED (26). Los resultados se valoraron de
forma semicuantitativa, segtn la apreciacién
subjetiva de la intensidad de color segtn lo
propuesto por Sanabria (27): Coloracién in-
tensa: (+++); coloracién claramente observa-
ble: (++); coloracién débil (+); reaccién ne-

gativa y/o no se observa coloracién (-).

Determinacion de la actividad
antimicrobiana

En el estudio fueron utilizadas las cepas
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Es-

cherichia coli ATCC 25922, Proteus vulgaris
ATCC 6380 y Staphylococcus aureus subsp.
aureus ATCC 25923, las cuales fueron pro-
porcionadas por el cepario de la Universi-
dad Colegio Mayor de Cundinamarca y
conservadas a -20°C en medio Brain Heart

Infusion (BHI) con adicién de glicerol al
10%.

Se realizaron curvas de crecimiento de cada
una de las bacterias seleccionadas, con el ob-
jetivo de establecer el tiempo de incubacién
necesario para alcanzar su fase exponencial
de crecimiento, y definir la absorbancia co-
rrespondiente a una densidad bacteriana de
1x108UFC/ml. Para ello se utilizaron culti-
vos bacterianos en agar Mueller Hinton y se
tomaron de 3 a 5 unidades formadoras de
colonias (UFC), las cuales fueron transfe-
ridas a caldo Mueller Hinton. Se ajusté la
suspensiéon al estdndar 0.5 de McFarland,
utilizando espectrofotometria; y, finalmen-
te, se realizé la lectura de la absorbancia ini-
cial de la suspensién a 600nm y se incubd
a 37°C, realizando la lectura de la absor-
bancia cada hora, durante 12 horas con-
secutivas, teniendo en cuenta el protocolo
de Cappuccino y cols., con algunas modi-
ficaciones (28). Posterior a los periodos de
incubacién establecidos, se determiné el re-
cuento de unidades formadoras de colonias,
para lo cual se utilizaron diluciones seria-
das en agua peptonada 0.1% en un rango
de 10-1 a 10-6 (28, 29). El procedimiento
se realizé por duplicado y se establecieron
las respectivas graficas del crecimiento para

cada cepa.
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Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

Se realizaron antibiogramas en agar Mueller
Hinton a cada una de las bacterias en estu-
dio segun las directrices del Clinical & La-
boratory Standards Institute (CLSI), a par-
tir de cultivos bacterianos en caldo Mueller
Hinton con una densidad equivalente a 1 x
10°UFC/mL (30). A partir de los ensayos
se establecié como control positivo Genta-
micina (10 pg) y como control de negativo
Dimetilsulféxido (DMSQO) al 10%, v/v en
agua estéril (31). Las pruebas con los ex-
tractos vegetales se realizaron mediante las
técnicas de difusién con discos y difusién
en agar.

Difusion con discos

Las pruebas de difusién con discos se de-
sarrollaron teniendo en cuenta los proto-
colos propuestos por Othman y cols. (32)
y Andrews y cols. (33). 24 horas previas al
experimento, discos en blanco (Oxoid™)
fueron impregnados con 20pL de cada ex-
tracto vegetal a evaluar en concentraciones
de 1mg/mL (para un primer ensayo) y 2mg/
mL (para un segundo ensayo), preparados
a partir de una solucién stock en DMSO
al 10%, asi como también se impregnaron
discos con 20uL del control positivo y ne-
gativo. Posteriormente, se dejaron secar du-
rante 24 horas a temperatura ambiente en
condiciones de esterilidad.

Colonias de las cepas respectivas que cre-
cieron en agar Mueller Hinton fueron se-
leccionadas y cultivadas en caldo Mueller

y Lippia dulcis T. frente a bacterias patégenas

Hinton hasta alcanzar una densidad de 1
x 108UFC/mL. 100uL de cada cultivo bac-
teriano equivalentes 1 x 10’UFC/mL, se
sembraron en agar Mueller Hinton, distri-
buyendo uniformemente con la ayuda de
un hisopo estéril por siembra masiva y se
colocaron en la superficie del medio los dis-
cos impregnados con cada extracto vegetal,
un disco de control negativo y un disco de
control positivo. Los medios fueron incu-
bados a 37°C por 24 horas y los ensayos se
realizaron por triplicado. Posterior a la in-
cubacién, se midié el didmetro del halo de
inhibicién del crecimiento (mm) y se calcu-
16 el porcentaje del efecto inhibitorio rela-
tivo respecto al control positivo, aplicando
la Ecuacién 1:

% Efecto inhibitorio = Media diametro del halo de inhibicién X 100

Diametro del halo de inhibicion control Positivo
Difusion en agar
El ensayo se llevé a cabo de acuerdo con
el protocolo propuesto por Othman y cols.
(32) y Cruz y cols. (34). En cada placa de
agar Mueller Hinton, se realizaron cinco
perforaciones (pozos) de 10mm de didme-
tro con un sacabocados estéril y, posterior-
mente, cada pozo fue sellado con 0.1mL
del mismo agar para evitar la dispersién
del extracto y los controles; 100 pL de cada
cepa bacteriana (con una densidad de 1 x
10°UFC/mL, equivalentes a 1 x 10’UFC/
mL) fueron sembrados masivamente en la
superficie del medio. Se adicioné a cada
pozo 20puL de cada uno de los extractos
vegetales en concentraciones de Img/mL
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(para el primer ensayo) y 2mg/mL (para el
segundo ensayo), preparados a partir de una
solucién stock en DMSO al 10%. Se em-
pleé un pozo para el control negativo y un
pozo mds para el control positivo. Las cajas
se incubaron a 37°C por 24 horas y los en-
sayos se realizaron por triplicado. La activi-
dad antibacteriana se determiné midiendo
el didmetro de la zona de inhibicién (mm)
y se calculé del porcentaje del efecto inhi-
bitorio relativo respecto al control positivo
aplicando la Ecuacién 1.

Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI)

Para determinar la CMI de los extractos que
presentaron actividad antimicrobiana, se
realiz6 la prueba de macrodilucién en cal-
do de acuerdo con el protocolo de Abadie y
cols. (35). Se emplearon cultivos bacterianos
en caldo Mueller Hinton, con una densidad
equivalente 1 x 10*°UFC/mL a los cuales se
les realizé una dilucién 1/100 (1 x 10°UFC/
mL) y, adicionalmente, se prepararon 10
tubos con 1.5mL de caldo Mueller Hinton
para cada prueba.

Se prepar6 una solucién stock del extracto
vegetal a una concentracién de 500mg/mL
en DMSO al 10%, se agregé 1.5mL de la
solucién stock del extracto vegetal al tubo
N°1, el cual correspondia a la concentracién
de 500mg/mL. Luego, partir del tubo N°2
que contenia 1.5mL de caldo Mueller Hin-
ton, se agregé 1.5mL de la solucién madre
del extracto y se realizaron diluciones do-

bles seriadas hasta el tubo N°11, mezclando

las suspensiones con la ayuda de un vértex
y evaluando de esta manera concentracio-
nes de 250mg/mL, 125mg/mL, 62.5mg/
mL, 31,25mg/mL, 15.62mg/mL, 7.81mg/
mL, 3.90mg/mL, 1.95mg/mL, 0.97mg/mL
y 0.48mg/mL. Posteriormente, se adicioné a
cada tubo, 1.5mL del in6culo preparado de
cada cepa (aproximadamente 1 x 10°UFC/
mL). Los tubos fueron incubados a 37°C
durante 24 horas. Finalmente, se calculé la
CMI, considerdndola como la concentracién
correspondiente al tubo con menor concen-
tracién del extracto donde no hubo desarro-
llo bacteriano, demostrado por la ausencia
de turbidez, para ello se utilizé6 un control
positivo y negativo de crecimiento (36, 37).

Concentracion Minima Bactericida
(CMB)

A partir de cada uno de los tubos sin de-
sarrollo bacteriano visible, obtenidos en la
prueba de CMI, fueron sembrados masiva-
mente 0.1mL de las suspensiones sobre la
superficie de placas de agar Mueller Hin-
ton. Posteriormente, se incubaron a 37°C
durante 24 horas y los ensayos se realizaron
por triplicado. Para determinar la CMB se
realizé el recuento de colonias en las placas,
considerando la concentracién minima bac-
tericida, como la menor concentracién del
extracto cuyo subcultivo inhibié totalmente
el crecimiento de la bacteria (35).

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se realizd una

prueba t de Student para muestras indepen-
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dientes, con el fin de comparar el porcen-
taje de inhibicién obtenido con respecto a
las dos técnicas empleadas para la determi-
nacién de la actividad antimicrobiana, las
concentraciones del extracto y a las espe-
cies evaluadas. Los valores obtenidos fueron
considerados estadisticamente significativos

con un valor p <0,05.

Resultados
Analisis fitoquimico preliminar

Mediante cromatografia en capa delgada
(CCD), se evidencié la presencia de me-
tabolitos de tipo cumarina en el extracto
etandlico de L. dulcis, al observarse mancha
azul (++) que fluoresce a la UV (365nm),
(Eluente: CHC13: MeOH, 90:10, revelador
quimico borntriger, a 110°C). En esta placa
también se observan manchas y zonas ro-
jas en los extractos etandlicos de P alliacea
(++), L. dulcis (+) y L. cdmara (+), lo que
sugiere la presencia de antraquinonas. Sin
embargo, se requieren pruebas adiciona-
les para confirmarlo, como la reaccién de
Borntriger-Kraus. Adicionalmente, en la
prueba de flavonoides se observaron a la luz
visible zonas coloreadas amarillas (+) en los
extractos etandlicos de P alliaceay L. dulcis,
(revelador NP/PEG 4000, eluente: CHCI3:
MeOH, 90:10). Es necesario realizar prue-
bas de cromatografia y de coloracién con
extractos de mayor polaridad. Metabolitos
de tipo terpenoide fueron detectados me-
diante vainillina/H,SO, en etanol (luz vi-
sible, a 110°C), como manchas coloreadas,
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especialmente, violetas, cafés y azules en
todos los extractos. Manchas violetas fue-
ron intensas (+++) en I alliacea, mientras
que manchas azules verdosas y azules fueron
intensas (+++) en L. dulcis y L. camara, res-
pectivamente. No se observé coloracién en
la prueba de alcaloides (-) en ninguno de los
extractos. Sin embargo, se sugiere realizar
de forma completa el andlisis preliminar de
alcaloides segtin Sanabria (27).

Pruebas de sensibilidad
antimicrobiana

Difusién con discos y difusion en agar

El extracto etandlico de L. dulcis presenté
actividad antimicrobiana sobre P wvulgaris
ATCC 6380 mediante difusién con discos
y en agar, en concentraciones de 1mg/mL
y 2mg/mL. A una concentracién de 2mg/
mL mediante la técnica de difusién en
agar, presenté porcentajes inhibitorios de
71.64% mientras que, a la misma concen-
tracion, utilizando discos, se establecieron
efectos inhibitorios del 59.09%, como se
puede observar en la Tabla 1. A concentra-
cién de 1mg/mL fue también activo frente
a P vulgaris con porcentajes de efecto inhi-
bitorio superiores al 50% en las dos técnicas
empleadas. De acuerdo con lo establecido
por Ramirez y Diaz (38), la actividad anti-
bacteriana de los extractos se considera alta
cuando el porcentaje de inhibicién relativo
del crecimiento es >70%, intermedia entre
el 50 y 70% y baja cuando es <50%; por
lo tanto, es posible afirmar que el extracto

de L. dulcis presenté alta e intermedia ac-

61



tividad antibacteriana respectivamente. Al
evaluar los extractos obtenidos de L. camara
y P alliacea, no se evidenci6 actividad fren-
te a P wvulgaris. Las pruebas anteriormente

citadas contaron con un disco impregnado
con DMSO al 10% como control negativo,
con el cual se evidencié crecimiento del mi-
croorganismo.

Tabla 1. Actividad antibacteriana de Lippia dulcis T sobre Proteus vulgaris ATCC 6380 por difusién con

discos y difusién en agar.

TECNICA

DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION (mm)
DIFUSION CON DISCOS

DIFUSION EN AGAR

DS: Desviacion estdndar, Control positivo: Gentamicina 10ug, N.A: no aplica.

El extracto etandlico de L. dulcis presenté
actividad frente a S. aureus en concentra-
ciones de Img/mL y 2mg/mL. El mayor
efecto inhibitorio (64.17%), se evidencid
en la técnica de difusién en agar en con-
centraciones de 2mg/mL, con halos prome-
dio de 14.33 mm de didmetro. A concen-
traciones de Img/mL y 2mg/mL, L cimara
evidencié actividad frente a S. aureus, ob-

teniendo su mayor porcentaje de efecto in-
hibitorio (85.48%) a 2mg/mL, en la técnica
de difusién con discos. A la concentracién
de Img/mL se evidencié actividad antibac-
teriana intermedia, con porcentajes de efec-
to inhibitorio correspondientes a 60.31% y
67.64% por difusién con disco y en agar,
como se reporta en la Tabla 2.
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y Lippia dulcis T. frente a bacterias patégenas

Tabla 2. Actividad antibacteriana de Lantana camara L. y Lippia dulcis T. sobre Staphylococcus aureus ATCC
25923 por difusién con discos y difusion en agar

DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION (mm)

TECNICA - -
DIFUSION CON DISCOS DIFUSION EN AGAR
PLANTA Réplicas del ensayo Réplicas del ensayo
Efecto Efecto
Promedio D.S. inhibitorio Promedio D.S. inhibitorio
Concentracién ! 5 3 % ] ) 3 %
mg/mL
1 13 11 10 11,33 1,52 53,96 11 12 13 12 1 52,94
Lantana
camara L
2 14 11 11 12 1,73 58,06 14 14 15 14,33 0,57 64,17
1 15 11 12 12,66 2,08 60,31 15 16 15 15,33 0,57 67,64
Lippia
dulcis T.
2 17 18 18 17,66 0,57 85,48 18 17 17 17,33 0,57 77,61
p | Commolt o | o [ 20 21 1 NA 2 | 2| 23 22,66 0,57 NA
positivo
g | Coneol | o0 | 2 | 20 20,66 | 1,15 N.A 2 | 22 | 23 22,33 0,57 NA
positivo
DS: Desviacion estdndar, Control positivo: Gentamicina 10pg, N.A: no aplica.

Los extractos etandlicos evaluados a con-
centraciones de lmg/mL y 2mg/mL no
presentaron actividad antimicrobiana sobre
E. coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeru-
ginosa ATCC 9027. En cuanto al extracto
obtenido de P alliacea (“anami”), este no
presenté actividad frente a ninguna de las
bacterias en estudio.

Al comparar el porcentaje de inhibicién
frente a S. aureus con relacién a los extrac-
tos etandlicos de las especies evaluadas (L.
camara 'y L. dulcis) en la prueba t de Stu-

dent para muestras independientes se ob-
tuvo un valor p=0.0318, determinando que
existen diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre los porcentajes de inhibicién
obtenidos para cada uno de los extractos.
Por otra parte, al comparar los porcentajes
de inhibicién entre las dos técnicas emplea-
das (difusién con discos y difusién en agar)
mediante la prueba t de Student se encon-
tré un valor p = 0.4509, por lo que se puede
establecer que no existe diferencia significa-
tiva en los resultados de las dos técnicas. De
igual manera, al comparar los porcentajes
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de inhibicién obtenidos a las dos concen-
traciones (1mg/ml y 2mg/ml) no se encon-
tré diferencia significativa (p = 0.067).

Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) y Concentracion Minima
Bactericida (CMB)

Se determiné la CMI y CMB de los extrac-
tos etandlicos obtenidos de L camara y L.
dulcis, que reportaron previamente activi-
dad frente a algunas de las bacterias eva-

luadas (ver Tabla 3). La CMI del extracto
etandlico de L. camara frente a S. aureus,
correspondié a 7.81mg/ml, donde se obser-
vé la ausencia de turbidez visible. Se obser-
vé, ademds, la ausencia total de crecimiento
en placa a una concentracién minima de
31.25mg/mL. En relacién al extracto de
L. dulcis frente a S. aureus, present6 una
CMI de 1.95mg/mL. La concentracién mi-
nima bactericida de S. aureus correspondio
a 7.81mg/ml y 250mg/ml para P. vulgaris.

Tabla 3. Concentracién minima inhibitoria (CMI) y concentracién minima bactericida (CMB) de los
extractos vegetales activos frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Proteus vulgaris ATCC 6380.

EXTRACTO Lippia dulcis T. Lantana camara L.

Staphylococcus aureus ATCC
25923

Staphylococcus aureus ATCC

BACTERIA 25923

Proteus vulgaris ATCC 6380

Concentracién del Turbidez Crecimiento en Turbidez Crecimiento en Turbidez Crecimiento en
extracto (mg/mL) visible (CMI) placa (CMB) visible (CMI) placa (CMB) visible (CMI) placa (CMB)
500 - - - - = =
250 = = - - - -
125 - + - - = =
62,5 o 4k - - - -
31,25 = + - - = -
15,62 + + - - - +
7,81 + + - - - +
3,90 + + - + + +
1,95 + + - + + +
0,97 + + + + + +
0,48 + + + + + +
(-): ausencia de turbidez (ausencia de crecimiento)
(+): presencia de turbidez (crecimiento)
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Discusion

La aparicién de cepas resistentes a los an-
tibidticos, elevada toxicidad, disminucién
del espectro de accién y los altos costos,
hacen necesario el estudio de nuevos an-
timicrobianos de origen natural, que sean
seguros, eficaces y accesibles para las comu-
nidades (39, 40). En el presente trabajo, se
evaluaron los extractos etanélicos obtenidos
de tres especies vegetales frente a bacterias
Gram positivas y Gram negativas, causantes
de patologias infecciosas de importancia en

salud publica.

La realizacién de pruebas de actividad an-
timicrobiana puede desarrollarse utilizando
extractos vegetales obtenidos a partir de di-
ferentes solventes de extraccién como eta-
nol, éter de petréleo, metanol, entre otros.
En el presente ensayo se utilizaron extractos
etandlicos debido a que pueden tener un
mayor potencial antibacteriano frente a los
aislamientos bacterianos en comparacién
con otros solventes como el éter de petré-
leo, gracias a su polaridad intermedia (41)
y a su mayor variedad de metabolitos que le
confieren esta propiedad (42).

De los tres extractos vegetales evaluados,
L. dulcis presentd actividad antimicrobiana
frente a bacterias Gram negativas (P vulga-
ris) y Gram positivas (S. aureus) y L. cama-
ra, evidencid su actividad Ginicamente fren-
te a bacterias Gram positivas (S. aureus).
Como se reporta en estudios previos, puede
haber mayor actividad por los extractos en
bacterias Gram positivas, probablemente

y Lippia dulcis T. frente a bacterias patégenas

por la diferencia en la permeabilidad a los
componentes activos dada la diferencia en
la estructura de las bacterias Gram positivas
y Gram negativas (43). Se detect6 actividad
inhibitoria alta para el extracto de L. dulcis
frente a S. aureus a una concentracién de
2mg/mL (85,48%) mientras que los extrac-
tos de L. camara sobre S. aureusy de L. dul-
cis sobre P vulgaris evidenciaron actividad
inhibitoria intermedia, en concordancia
con lo establecido por Ramirez y cols. (38).
En relacién a L. dulcis, en el extracto eta-
nélico fue evidente la presencia de metabo-
litos tipo esteroide y/o terpenoide, (vaini-
llina/H SO, en etanol a 110°C), los cuales
podrian estar relacionados con la actividad
antibacteriana observada frente a S. aureus
y P vulgaris. Céceres y cols. (44) también
confirmaron la actividad del extracto etané-
lico de L. dulcis frente a bacterias enteropa-
tégenas como E. coli, Salmonella enteritidis
y Shigella flexneri. Otros metabolitos detec-
tados con una intensidad baja a intermedia
en las pruebas de cromatografia fueron cu-
marinas (borntriger, UV 365nm a 110°C)
y flavonoides (NP/PEG 4000); sin embar-
go, pruebas adicionales son requeridas para
confirmarlo.

Mediante la técnica de difusién con discos,
el extracto etandlico obtenido de L. cama-
ra present6 actividad inhibitoria frente a S.
aureus, lo cual concuerda con lo reportado
por Cruz y cols. (34), con un porcentaje
de inhibicién de 56.1%, similar a los ob-
tenidos en este estudio, 53.96% y 56.06%
a concentraciones de Img/mL y 2mg/mL,
respectivamente. Adicionalmente, se repor-
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ta la ausencia de actividad frente a E. coli
y P aeruginosa, tal como lo encontrado en
este estudio. En otras investigaciones, en las
cuales se evaluaron extractos cloroférmicos
de L. camara a diferentes concentraciones,
se identificé actividad sobre S. aureus (45).
La acci6én antimicrobiana de esta planta po-
dria estar relacionada con su composicién
fitoquimica, constituida por sustancias con
reconocida actividad antibacteriana como
taninos, saponinas, flavonoides, terpenoi-
des, antraquinonas, carotenos, alcaloides y
fenoles (46, 47, 48). Metabolitos de tipo
terpenoide y/o esteroide fueron evidentes
en las pruebas de cromatografia en capa
delgada realizadas (vainillina/H SO, en eta-
nol a 110°C), los cuales podrian favorecer la
actividad antibacteriana frente a S. aureus.

Es posible que en la prueba de Borntriger
se haya detectado el anilllo de quinona de
las furanonaftoquinonas presentes en L. ca-
mara; sin embargo, son necesarios estudios
adicionales. Ghisalberti (49), en su revisidn,
indica que triterpenos pentaciclicos (como
los derivados del 4cido ursénico aislados de
L. camara) y las furanonaftoquinonas han
demostrado actividad antibacteriana frente
a bacterias Gram positivas como S. aureus.
Aunque mediante cromatografia en capa
delgada no fueron detectados metabolitos
de tipo flavonoide en el extracto etandlico
de L. camara, Naz y Bano (22) cuantifica-
ron flavonoides totales en las hojas de esta
especie por lo que estudios adicionales que
empleen fracciones mds polares podrian
permitir su identificacién. Adicionalmente,
demostraron la actividad antibacteriana del

extracto metandlico de L. camara frente a S.

aureus 'y P aeruginosa.

Es importante mencionar que el uso de eta-
nol como disolvente orgdnico, concentra
mayor cantidad de compuestos afines por
el agua como las saponinas y taninos. Estas
sustancias presentan mecanismos de accién
relacionados con la alteracién de la tensién
superficial de la membrana celular (50) y
la inactivacién de enzimas y proteinas de
transporte celular (43) que pueden favore-
cer el efecto antibacteriano de estos com-

pUCStOS.

El estudio realizado por Ochoa y cols. (51)
reporté actividad antimicrobiana de extrac-
tos en solucién hidroalcohdlica y alcohol
isopropilico provenientes de hojas de P
alliacea sobre P aeruginosa. Sin embargo,
el protocolo utilizado presenta variaciones
respecto al utilizado en el presente estu-
dio, como los solventes utilizados para la
extraccién, la cantidad de extracto adicio-
nado a cada disco (10uL) y la utilizacién
de un amplio rango de concentraciones.
Adicionalmente, en el tamizaje fitoquimi-
co de extractos hidroalcohélicos (etanol al
80%) de hojas frescas de P alliacea con ac-
cién antimicrobiana frente a S. aureus, E.
coli, E. faecalisy P aeruginosa, se reporté la
presencia de quinonas (++ por Borntriger),
alcaloides (+++ por Dragendorff) y de otros
metabolitos como flavonoides, fenoles y de
esteroides/triterpenos con baja intensidad.
En el presente estudio, los resultados de
CCD sugirieron la presencia principalmen-
te de metabolitos de tipo antraquinona, ter-
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penoide y/o esteroide y flavonoides, estos
altimos en baja intensidad; sin embargo, el
extracto no demostré actividad antibacte-
riana. Los resultados obtenidos son cohe-
rentes con aquellos reportados por Sariego
y cols., (17) quienes atribuyen la inactivi-
dad de extractos de P alliacea a diferentes
factores que podrian estar relacionados,
como el material vegetal empleado (hojas
que presenta bajas concentraciones de deri-
vados sulfurados), la realizacién del secado
del material, la temperatura de secado y el
grado polaridad del extracto.

Los extractos etanélicos obtenidos a partir
de L. camara, L. dulcis y P alliacea no pre-
sentaron actividad sobre E. coli y P aeru-
ginosa. La falta de actividad de los extrac-
tos frente a estos microorganismos puede
asociarse a su caracteristica de poseer una
membrana externa conformada por lipo-
polisacdridos, proteinas y fosfolipidos, que
dificulta el acceso de los compuestos a la

célula (52).

La prueba de Concentracién Minima Inhi-
bitoria (CMI) es considerada el Gold stan-
dard para determinar la susceptibilidad de
los organismos a los antimicrobianos. La
determinacién de la CMI por macrodilu-
cién en caldo demostré la actividad que pre-
sentan los extractos de L. camara 'y L. dul-
cis sobre S. aureus, a concentraciones bajas,
correspondientes a 7.81mg/mL y 1.95mg/
mL, respectivamente. La CMI mds alta, fue
31.25mg/mL, obtenida para el extracto de
L. dulcis frente a P vulgaris. La sensibilidad
de S. aureus frente a extractos etanélicos ob-
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tenidos a partir de L. cdmara fue reporta-
da por Cruz y cols. (34), con una CMI de

12mg/mL por el método de macrodilucién.

De acuerdo con Salada (53), la determi-
nacién de la relaciéon CMI/CMB permite
determinar el efecto que ejerce el agente
antimicrobiano sobre los microorganismos
evaluados. El autor menciona que cuando
el valor de CMB no es mds de cuatro veces
mds alto que el de CMI, indica que el com-
puesto es bactericida. Segun los resultados
obtenidos en el presente estudio, es posible
considerar que los extractos de L. camara
y L. dulcis presentan actividad bactericida
frente a S. aureus y actividad bacteriostdtica
sobre P vulgaris.

Para el estudio antimicrobiano se realizaron
curvas de crecimiento bacteriano como lo
establecen Othman y cols. (32), con el fin
de evidenciar la cinética de cada cepa y asi
determinar la fase exponencial, lo que per-
mite establecer la concentracién inicial; ob-

teniendo asi, resultados con mayor grado de

confiabilidad.

Los resultados obtenidos en el presente tra-
bajo aportan informacién sobre la promi-
soria actividad antibacteriana del extracto
etandlico obtenido de L. dulcis frente a .
aureus 'y P vulgaris; asi mismo, sobre la po-
tencial accién inhibitoria del extracto de L.
camara sobre S. aureus. Con este estudio, se
espera promover la investigacién en plantas
medicinales de uso tradicional, con el fin de
identificar nuevas fuentes naturales de sus-

tancias con efecto terapéutico que podrian
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ser utilizadas para el tratamiento de enfer-
medades infecciosas de interés en salud pu-
blica y contribuir al estudio y uso sostenible

de la biodiversidad colombiana (54-57).

Estudios bioguiados y de tamizaje fitoqui-
mico son requeridos para confirmar los
grupos de metabolitos responsables de la
actividad antibacteriana de L. dulcisy L. ca-
mara. Adicionalmente, se recomienda reali-
zar estudios con extractos hidroalcohdlicos
a partir de material fresco y seco (a bajas
temperaturas de secado), obtenido de forma
independiente tanto de hojas, como raices
y tallos de P alliacea para confirmar su ac-
tividad antibacteriana y la detecciéon de los
metabolitos implicados.
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