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Resumen

Objetivo: Determinar la actividad antimicrobiana de extractos de diferentes polaridades de las
especies de Everniastrum columbiense, Flavopunctelia flaventor, Parmotrema simulans, Ramalina
celastri, Teloschistes exilisy Usnea sp., recolectadas en el margen occidental de la cuenca alta del Rio
Bogotd, alos 05° 07° 23,4”N y 73° 39° 10,5”W; frente a los microorganismos Staphylococcus aureus
y Klebsiella pneumoniae. Materiales y métodos. Se utilizé el método de difusién en gel por perfo-
racién en placa. Resultados. Los extractos de Flavopunctelia flaventor, Everniastrum columbiense,
Parmotrema simulans, Usnea Sp y Ramalina celastri, presentaron actividad antibacteriana frente
a Staphylococcus aureus. Y los extractos de Flavopunctelia flaventor, Usnea Sp. y Ramalina celastri,
presentaron actividad antibacteriana frente a Klebsiella pneumoniae.
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Abstract

Objetive: To determine the antimicrobial activity of extracts of different polarities species
Everniastrum columbiense, flaventor Flavopunctelia, Parmotrema simulans, Ramalina celastri,
Teloschistes exilis and Usnea sp, collected on the western margin of the basin alta of Rio Bo-
gotd, to 05. ° 07 '23.4 "N and 73 ° 39' 10.5" W; against microorganisms Staphylococcus aureus
and Klebsiella pneumoniae . Materials and methods. Diffusion method was used in gel plate
by drilling. Results: Extracts of Flavopunctelia flaventor, Everniastrum columbiense, Parmotrema
simulans, Usnea Sp and Ramalina celastri showed antibacterial activity against Staphylococcus
aureus with antibacterial. And extracts Flavopunctelia flaventor, Usnea Sp and Ramalina celastri
showed antibacterial activity against Klebsiella pneumoniae.
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Introduccion

Los liquenes son probablemente los mds descono-
cidos y pobremente apreciados organismos en el
mundo biolégico (1). La “maldicién” que sobre ellos
colocé Lineo llamandolos “las pobres basuras de la
vegetacion”, atin hoy dos siglos después no ha sido le-
vantada. Esta consideracién sobre los liquenes es de-
bida a que ellos se encuentran desordenadamente en
cualquier parte, no son plantas semejantes a musgos
y no se parecen a las especies de hongos conocidas
hasta el momento (2). Segtin Filho los liquenes son
vegetales complejos originados de una intima inter-
penetracion de hongos superiores o inferiores y algas
casi siempre unicelulares (3), de modo que ambos
forman nuevas unidades morfolégicas, las cuales en
la mayoria de las veces completamente diferente a sus
componentes, o bien, los liquenes son asociaciones
estables entre un fotobionte y un micobionte, capaz
de mantenerse a si misma y en la cual el micobionte
es el exhabitante (4). Para Ahmadjlan “Los liquenes
son asociaciones fotosintéticas consistentes de apre-
tadas poblaciones de algas verdes o cianoficeas que
poseen una tnica combinacién de caracteres, siendo
primariamente fungal pero también algal” (2). Los
liquenes han sido utilizados en la medicina popular
por sus propiedades antibidticas, sobre todo aquellos
liquenes que producen dcido tsnico (5-9), también
son utilizados como alimentos Cetraria islandica,
Umbilicaria sp. y Lecanora esculenta considerado el
mand Hebreo, ademds con propésitos industriales,
como productores de colorantes, en perfumeria y en
decoracién. En la actualidad se utilizan como indi-
cadores de contaminacién ambiental, (10-11) ya que
en lugares con elevada polucién, son los primeros or-
ganismos que desaparecen, son muy suceptibles y re-
gistran rdpidamente las variaciones de los caracteres
fisicos y quimicos del ambiente. Existen unas pocas
familias que pueden permanecer en lugares conta-
minados.

El micobionte fabrica sustancias que se encuentran
genéricamente en los hongos, si bien la asociacién
con el alga les permite especificidades en las rutas
biogenéticas que abren la puerta hacfa las llama-
das sustancias liquénicas. Se trata de productos del

metabolismo secundario que se depositan en el talo
(12) Los liquenes acumulan alta concentracién de
metabolitos que pueden almacenar en su talo, mu-
chas de las cuales estdn involucradas en su actividad
antimicrobiana. Entre los metabolitos liquénicos que
se presentan en estos organismos estdn aminodcidos,
aztcares, 4cidos grasos, lactonas macrociclicas, aro-
madticos monociclicos, quinonas, cromonas, xanto-
nas, terpenoides, esteroides y carotenoides. Entre los
metabolitos hasta ahora aceptados como tipicamente
liquénicos se encuentran solamente dépsidos, depsi-
donas, depsonas, dibenzofuranos y 4cidos dsnicos,
que también se encuentran en hongos. La actividad
farmacoldgica conocida de las sustancias liquénicas
puede clasificarse en actividad antibi6tica, antitu-
moral-mutagénica, inhibidora del virus de inmuno-
deficiencia humana (VIH) inhibidora enzimdtica y,
finalmente, actividad analgésica y antipirética.

Materiales y métodos
Procedencia del material botdnico

Los liquenes fueron recolectados en el margen
occidental del rio Bogotd, cuenca alta (N 05° 07°
23,47 W 73° 39’ 10,5”), un ejemplar de cada uno
fue llevado a la Curadora del Herbario Forestal
UDBC-Seccién Criptégamas, Grupo Colombia-
no de Liquenologia GCOL, Universidad Distrital
Francisco José de Caldas y fueron determinados
como: Everniastrum columbiense, Flavopunctelia
Sflaventor, Parmotrema simulans, Ramalina celastri,
1eloschistes exilis y Usnea sp,

Obtencion de los extractos y fracciones

El material fue secado a temperatura ambiente du-
rante doce dias, se pulverizaron en molino hasta
un tamano de particula adecuada para los proce-
sos de extraccion. Se tomé 100 g de liquenes y me-
diante el extractor “Soxhlet”, se le realizaron 3 ex-
tracciones con disolventes de polaridad creciente:
diclorometano, acetona y metanol, y también se
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les realizo extraccién etandlica total, los cuales se
concentraron a presién reducida en un rotavapora-
dor y dejando evaporar a sequedad a temperatura
ambiente, obteniéndose los extractos principales

CH,CL, (CHS)ZCO, MeOH y EtOH.
Evaluacion de la actividad antimicrobial
Microorganismos de ensayo
Los microorganismos se seleccionaron te-
niendo en cuenta su facilidad de desarrollo en
medios de cultivo convencionales, su empleo en
ensayos de susceptibilidad a antibiéticos y su im-
portancia médica, se utilizaron los siguientes mi-
croorganismos de prueba: Staphylococcus aureus

ATCC # 25923 y Klebsiella pneumoniae ATCC
# 70063

Preparacion de los indculos

En todo el estudio se partié de cepas de mante-
nimiento conservadas bajo refrigeracién a 4°C en
tubos en cufia con Agar Mueller Hinton (AMH)
para bacterias. Cada una de las cepas de man-
tenimiento se sembré por estrias en placas con
(AMH) y se incubaron a 37°C por 24 horas para
bacterias, de las cuales se
una colonia y se sembré en 5 ml de caldo Mue-
ller Hinton. Se incubo a 37°C por 18 horas,
se realizaron resiembras sucesivas en el mismo
caldo para asegurar que los microorganismos se
encontraban en fase de crecimiento exponencial.
Cada uno de estos cultivos se diluyé con solucién
salina estéril con el fin de obtener 107 y 10® UFC
(Unidades Formadoras de Colonias).

al cabo tomd

Meétodo de difusion en gel por perforacion en placas

La evaluacién antimicrobiana se realizé con los
extractos de Flavopunctelia flaventor Extracto
EtOH Total (A), Teloschistes exilis E. EtOH T.
(B), Everniastrum columbiense E. CH CI, (C),
Everniastrum columbiense E. (CH3)2CO (D),

Everniastrum columbiense E. CH,OH (E), Par-
motrema simulans E. CH,CL (F), Parmotrema si-
mulans E. (CHs)zCO (Q), Parmotrema simulans
E. CH,OH (H), Usnea sp E. CH,CL, (1), Usnea sp
E. (CH,),CO (J), Usnea sp E. CH,OH (K), Ra-
malina celastri E. CH CL, (L), Ramalina celastri E.
EtOH T. (M), Ramalina celastri E. EtOH Total
(N), mediante el método de difusién en gel por
perforacién en placas, el cual se describe a conti-
nuacion:

En cajas de Petri con 25ml de (AMH), se realiza-
ron cuatro perforaciones equidistantes de 8 mm
de didmetro y sello el fondo de cada una con agar.
Posteriormente, se tomé un hisopo y se sumergié
en la suspensién microbiana eliminando el exceso
contra las paredes del tubo, y se sembré sobre la
superficie del agar en tres direcciones y por el
reborde de la placa, dejando secar por cinco minu-
tos. Se agregaron las muestras para andlisis; cuatro
concentraciones de extractos, para ello se tomé
100 mg de extracto seco y se diluyo en 1 ml de
DMSO, obteniéndose una dilucién principal de
la cual se tomaron: (10 ul) correspondiente 1 mg
de extracto, (20ul) correspondiente a 2 mg, (30ul)
correspondiente a 3 mg y (50 pl) correspondiente
a 5 mg. Para los patrones se tomé 10 mg de patrén
(Rifaximina) y se diluyeron en 10 ml de DMSO.
La dilucién principal se le realizo un factor de
dilucién de 1/2 de la que se tomaron (10ul) co-
rrespondiente 0,005 mg de patrén, (20ul) corres-
pondiente 0,01 mg, (30pl) correspondiente 0,015
mg y (50 pl) correspondiente 0,025 mg. La obser-
vaciones de las respuestas antimicrobianas en es-
tas cantidades de extracto, permitié observar una
correlacién entre la concentracién de extracto y la
accién antimicrobiana, es decir, se puede apreciar
si hay una correcta difusién de las sustancias en el
agar.

Una vez aplicadas las muestras se dejaron en pre-
difusién durante 30 minutos a temperatura am-
biente, se incubo a 37°C y se realizaron las medi-
das de los didmetros de inhibicién a las 24 horas.
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Luego se graficé el logaritmo natural (Ln) de
las masas delos extractos empleadas contra el
cuadrado de los didmetros de inhibicién (X?); de
esta forma se obtiene una recta que se ajusta por
minimos cuadrados y por extrapolacién se ha-
lla el punto de interseccién sobre la ordenada que
corresponde al valor de la masa critica (M.C.) en
mg. La masa critica se define segtin (12) como la
masa de la sustancia antimicrobial que se difunde
en la superficie del agar o gel en la interfase entre
bacterias en crecimiento y bacterias inhibidas, re-
presenta una medida de la susceptibilidad de un
microorganismo a prueba. Este valor se aproxi-
ma a la concentracién minima inhibitoria (CMI)
obtenida en las pruebas de dilucién. Se determi-
né la actividad antibacteriana relativa (ABR),
con respecto a la Rifaximina que es equivalente

a (In C50 muestra / In C50 rifaximina) x 100).
Resultados

Al realizar las pruebas de susceptibilidad antimi-
crobiana con los extractos obtenidas de liquenes se

pudo determinar mediante el método de difu-
sién en gel, que la mayoria de extractos presen-
taron actividad y se evidencio la presencia de
halo de inhibicién o disminucién del
miento bacteriano en las diferentes concen-
traciones empleadas frente al grupo de bacterias
Gram negativas y bacterias Gram positivas. Ta-
blas 1 y 2. Asi mismo, siguiendo la metodologia
descrita, se determiné la Masa Critica (M.C) de
los extractos frente a los microorganismos de
ensayo. Que representa la masa minima de ex-
tracto para inhibir el desarrollo del microorga-
nismo in vitro bajo las condiciones empleadas,
y asi mismo se demuestra que cuando las condi-
ciones son estandarizadas se cumple que el did-
metro del halo alrededor del antimicrobiano es
proporcional al Ln de la concentracién del mis-
mo. Por los resultados expuestos anteriormente
cabe aclarar que debido a que los extractos
de liquenes estdn constituidos por variedad de
sustancias en diferentes proporciones y diversas
caracteristicas, no es posible comparar la “po-
tencia” con respecto al patrén.

creci-

Tabla 1. Actividad Antibacteriana de Staphylococcus aureus frente a Rifaximina

Especie Extracto

Flavopunctelia flaventor Total etandlico

Teloschistes exilis Total etanélico

Everniastrum columbiense Diclorometano
Everniastrum columbiense Acetona
Everniastrum columbiense Metanélico
Parmotrema simulans Diclorometano
Parmotrema simulans Acetona
Parmotrema simulans Metandlico

Staphylococcus aureus

Masa critica (mg)

198,20 0,09 6,36
481,29 0,06 15,44
170,96 0,11 5,49
683,86 0,11 21,94
328,09 0,32 10,53
672,87 0,03 21,59
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Diclorometano

Acetona

Metanolico

Diclorometano

Total etandlico

Metandlico

327,16
397,50
118,09

98,49

405,02

0,03

0,08

0,91

0,98

0,25

10,50
275
3,79

3,16

13,00

Tabla 2. Actividad Antimicrobiana de Klebsiella pneumoniae frente a Rifaximina.

Klebsiella pneumoniae

Especie Extracto

Masa critica (mg)

Flavopunctelia flaventor Total etandlico 334,70 0,26 8,94
Teloschistes exilis Total etanédlico 835,53 0,03 22,32
Everniastrum columbiense Diclorometano 652,85 0,66 17,44
Everniastrum columbiense Acetona 560,48 0,02 14,97
Everniastrum columbiense Metandlico 514,00 0,23 13,73
Parmotrema simulans Diclorometano - - -
Parmotrema simulans Acetona 613,23 0,41 16,38
Parmotrema simulans Metandlico 583,89 0,32 15,60
Usnea sp Diclorometano - - -
Usnea sp Acetona 514,00 0,23 13,73
Usnea sp Metanolico - - -
Ramalina celastri Diclorometano 267,60 0,95 7,15
Ramalina celastri Total etandlico 334,70 0,26 8,94
Ramalina celastri Metanélico 420,05 0,13 11,22
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ABR de Extractos de liquenes respecto a rifaximina
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EXTRACTOS DE LIQUENES

Figura 1. ABR de liquenes respecto a Rifaximina frente a Staphylococcus aureus, Flavopunctelia flaventor
E. EtOH Total (A), Teloschistes exilis E. EtOH Total (B), Everniastrum columbiense E. CH,CI, (C),
Everniastrum columbiense E. (CH,),CO (D), Everniastrum columbiense E. CH,OH (E), Parmotrema
simulans E. CH,CL, (F), Parmotrema simulans E. (CH,),CO (G), Parmotrema simulans E. CH,OH
(H), Usnea sp E. CH,CI, (I), Usnea sp E. (CH,),CO (]), Usnea sp E. CH,OH (K), Ramalina celastri E.
CH,CL, (L), Ramalina celastri E. EtOH Total (M), Ramalina celastri E. EtOH Total (N).

ABR de Extractos de liquenes respecto a Rifaximina

25,00
20,00

15,00

ABR

10,00

5,00
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~ 22,32

EXTRACTOS DE LIQUENES

Figura 2. ABR de liquenes respecto a Rifaximina frente a Klebsiella pneumoniae, Flavopunctelia fla-
ventor E. EtOH Total (A), Teloschistes exilis E. EtOH Total (B), Everniastrum columbiense E. CHZCI2
(C), Everniastrum columbiense E. (CH,),CO (D), Everniastrum columbiense E. CH,OH (E), Parmo-
trema simulans B. CH,CL, (F), Parmotrema simulans E. (CH,),CO (G), Parmotrema simulans E.
CH,OH (H), Usnea sp E. CH,CI, (1), Usnea sp E. (CH,),CO (]), Usnea sp E. CH,OH (K), Ramalina
celastri E. CH,Cl, (L), Ramalina celastri E. EtOH Total(M), Ramalina celastri E. EtOH Total (N).
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Discusion

La mayoria de los microorganismos consti-
tuyen flora normal y no representan para el
individuo sano normal un peligro para su
salud. Sin embargo, la ruptura de ese equilibrio
puede provocar el desarrollo de enfermedades
infecciosas. Por ello es que se estd en la bus-
queda de nuevos antibiéticos que provengan de
productos naturales, de este estudio se puede
concluir que los extractos de las especies lique-
nicas (Everniastrum columbiense, Flavopuncte-
lia flaventor, Parmotrema simulans, Ramalina
celastri, Teloschistes exilis y Usnea sp.), presentan
actividad antibacteriana frente a los microor-
ganismos Staphylococcus aureus (microrganismo
Gram positivo), Klebsiella pneumoniae Gram
(microorganismo Gram negativo) mediante el
método de difusién en gel por perforacién en
placa.

Los extractos de Flavopunctelia flaventor (Ex. Eta-
nélico total), Everniastrum columbiense (Ex. (Ex.
Diclorometano), Parmotrema simulans (Ex. etand-
lico), Usnea Sp (Ex. Acetona) y Ramalina celastri
(Ex. Diclorometano y Ex. Metanolico), presenta-
ron actividad antibacteriana frente a Staphylococ-
cus aureus con una actividad antibacteriana rela-
tiva (ABR) con respecto a la rifaximina de 8.94,
5.49, 10.53, 12.75, 3.16 y 13.00 respectivamente.

Los extractos de Flavopunctelia flaventor (Ex.
Etandlico total), Usnea Sp (Ex. Acetona) y Ra-
malina celastri (Ex.Diclorometano, Ex. Etandli-
co total y Ex. Metandlico) presentaron actividad
antibacteriana frente a Klebsiella pnewmoniae
con una actividad antibacteriana relativa (ABR)
con respecto a la rifaximina de 8.94, 13.73, 7.15,
8.94 y 11.22 respectivamente.

Como los extractos de diferentes polaridades
de liquenes estdn constituidos por variedad de
sustancias en diferentes proporciones y diversas
caracteristicas, no es posible comparar la “potencia”

con respecto al patrén. Por ello amerita purificar e
identificacién los extractos que presentaron ac-
tividad frente a bacterias Gram positvas y Gram
negativas. Y asi verificar el o los metabolitos se-
cundarios que presentan dicha actividad.

Teniendo en cuenta los resultados, vemos que
los liquenes Flavopunctelia flaventor Evernias-
trum columbiense, Parmotrema simulans, Rama-
lina celastri, Teloschistes exilis y Usnea sp. Son
especies promisorias y por tanto es importante
realizar otros estudios como son actividad cito-
téxica, actividad antioxidante, actividad antiin-
flamatoria y actividad antiparasitaria.

El trabajo de Goémez, et al (27), mediante es-
tudios fisico quimicos y microbiolégicos in-
forman que muchos de los érganos con estas
afecciones son aptos para el consumo humano
y no deberfan generar pérdida por la retencién
del producto en las plantas de sacrificio, alli se
recomendé evaluar la integridad de la totalidad
de los tejidos de los miembros plantares. En res-
puesta, este estudio obtiene evidencias morfo-
légicas para el 78% de los casos evaluados que
pueden apoyar los andlisis del estudio anterior.

De la misma forma, solo en el 22% de las le-
siones evaluadas el aspecto macroscépico y las
lesiones microscépicas de las piezas podrian
apoyar la decisién de retencién por parte de los
inspectores, lo cual sugiere discutir, con las en-
tidades de control y vigilancia del Estado, pau-
tas mds claras que definan las causas técnicas
para la retencién de piezas a nivel de planta de
sacrificio.
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