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RESUMEN

Introduccion: Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) es una cepa
bacteriana resistente a una gran variedad de antibioticos, incluidos los carbapenems
y la vancomicina. Actualmente se cuenta con muy pocas opciones terapéuticas para
el tratamiento de la infeccién por SARM, por lo tanto el enfoque hacia las plantas
como fuente de moléculas con accion antibacteriana es una buena opcion para
investigar posibles compuestos activos. Objetivo: Evaluar la actividad
antibacteriana de extractos metandlicos y diclorometanicos de plantas (reportadas
por la poblacién rural de SoracaColombia como tratamiento empirico para las
infecciones) contra SARM. Métodos:

Estudio experimental en el cual se aplicaron 16 tratamientos (extractos) a una cepa
de SARM. Los extractos provinieron de siete plantas y se obtuvieron por medio de
extraccion continua con solventes (metanol y diclorometano) usando Soxhlet. El
método de microdilucion en caldo fue usado para determinar la concentraciéon
minima inhibitoria (CMI) de los extractos, realizando inicialmente un tamizaje a una
concentracion de 10 mg/mL y luego hallando la CMI de los extractos que tuvieron
actividad a tal concentracién. La inhibicion se verificd por lectura visual después de
aplicar 3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Resultados: De los 16
extractos probados, seis inhibieron al SARM en concentracion de 10 mg/mL. Tales
extractos tuvieron efecto a una CMI de 1,25 mg/mL. Conclusion: Los seis extractos
de las plantas que tuvieron accion inhibitoria frente a SARM son fuentes potenciales
de moléculas que deben ser estudiadas mas a fondo con el fin de aportar al estudio
de posibles alternativas contra la resistencia bacteriana.
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ABSTRACT

Introduction: Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a bacterial
strain resistant to a wide variety of antibiotics, including carbapenems and
vancomycin. Currently there are very few therapeutic options for MRSA infection
therapeutic treatment; therefore the focus on plants as a source of molecules with
antibacterial action is a good choice to look into possible active compounds.
Objective: To evaluate the antibacterial activity of methanol and dichloromethane
plants extracts (reported by the rural population Soraca-Colombia as empirical
therapy for infections) against MRSA. Methods: Experimental study in which 16
treatments (extracts) were applied to a strain of MRSA. The extracts were from seven
plants and were obtained by continuous extraction with solvents (methanol and
dichloromethane) using Soxhlet. The broth microdilution method was used to
determine the minimum inhibitory concentration (MIC) of extracts, initially performing
a screening at concentration of 10 mg/mL and then finding the MIC of extracts which
were active at this concentration. Inhibition was verified by visual reading after
applying 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT).
Results: From 16 extracts tested, six of them inhibited MRSA in a concentration of
10 mg/mL. Such extracts had an MIC of 1.25 mg/mL. Conclusion: Six plants extracts
that had inhibitory activity against MRSA are potential sources of molecules to be
studied further in order to contribute to the study of alternatives against bacterial
resistance.

Keywords: Plant extracts, medicinal plants, phytotherapy, Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus, Ethnopharmacology.

INTRODUCCION

A través del tiempo, el conocimiento de las propiedades medicinales de las plantas
se ha transmitido al interior y entre las comunidades humanas para diversos fines,
incluyendo el tratamiento de enfermedades infecciosas. Lo anterior tiene un soporte
cientifico ya que los compuestos activos producidos durante el metabolismo
secundario vegetal, son generalmente responsables de diversas actividades
biol6gicas. Actualmente, los datos sobre la actividad antimicrobiana de productos de
numerosas plantas se han confirmado cientificamente, y van en paralelo con el
namero creciente de informes sobre microorganismos patégenos multiresistentes a
los agentes antimicrobianos (1). La progresiva ocurrencia y continua diseminacion
de la resistencia bacteriana ha generado un incremento en la morbi-mortalidad, y en
los costos generados por la atencibn médica a pacientes que padecen de
infecciones por bacterias multidrogoresistentes (MDR) (2). Una de las bacterias que
se distingue por su constate adaptacion a los antibiéticos por medio del desarrollo
de mecanismos de resistencia es el Staphylococcus aureus, siendo la primera
bacteria en la cual se detectd la resistencia a la penicilina (3). Con el avance de la
guimica en 1.960 se introdujo al mercado de los antibidticos la meticilina (penicilina
semisintética), cuyo uso supuso un gran avance en el tratamiento de las infecciones
estafilococicas resistentes a penicilina, sin embargo, la primera cepa de
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) se describié en 1.961, solo
algunos meses después del inicio de la utilizacion clinica del antibiotico (4). SARM
es resistente a todos los betalactamicos (incluyendo cefalosporinas y carbapenems)
(5), y habitualmente a aminoglucésidos, eritromicina, clindamicina, tetraciclinas,
sulfamidas, quinolonas y rifampicina, mientras que suele ser sensible a los
glucopéptidos (6). A principios del siglo XXI se reporté en los Estados Unidos la
primera cepa de SARM con elevada resistencia a la vancomicina (uno de los pocos

5
Ramirez-Rueda Roman, et al. Rev CSV 2015; 7 (1): 4- 12



https://doi.org/10.22519/21455333.469

antibidticos efectivos contra dicha bacteria), (7) es asi que el espectro de antibibticos
que en la actualidad son efectivos contra esta bacteria es bastante reducido.

La infeccién por SARM se produce generalmente de forma enddgena en zonas con
alteraciones previas de la barrera mucocutanea debido a heridas trauméticas,
intervenciones quirdrgicas, drogadiccion parenteral, enfermedades dermatoldgicas,
cateterismo intravascular, entre otras causas. Lo anterior ocasiona la colonizacién
de la bacteria con posterior propagacion, lo que se traduce en infecciones que
afectan al tejido cutaneo y subcutaneo ocasionando abscesos, infecciones de herida
quirdrgica, infeccion asociada al catéter intravascular o sondaje urinario. La
diseminacion sanguinea de la bacteria puede provocar shock séptico e infecciones
metastasicas graves como la endocarditis bacteriana aguda, miocarditis, pericarditis,
meningitis, artritis, osteomielitis o neumonia (8). La importancia que confiere la
resistencia ampliada a los farmacos antimicrobianos, es el aumento de la mortalidad
en pacientes con patologias infecciosas causadas por bacterias MDR, comparada
con la mortalidad de infecciones causadas por bacterias que no poseen tal
caracteristica, esto puede evidenciarse, entre otros, en un estudio que compara la
mortalidad en pacientes con bacteriemia causada por SARM y la causada por S.
aureus meticilino-sensible (SAMS) en donde la infeccibn con SARM aumenta
significativamente el riesgo de muerte (OR: 1,93) (9). Bacterias como el S. aureus
desarrollan mecanismos de resistencia con facilidad en poco tiempo, esta tasa de
resistencia es mucho mayor a la creacién o descubrimiento de nuevos antibidticos,
lo cual hace importante la investigacion de alternativas terapéuticas derivadas de
diversas fuentes.

Las plantas representan una fuente importante de moléculas (10), algunas de estas
bien conocidas y seguramente otra gran cantidad por conocer; es por esto, que
realizar bioprospeccién enfocandose en las plantas como fuente potencial de
moléculas con actividad antimicrobiana, es una opcion que debe ser tenida en
cuenta como recurso principal en la busqueda de antibiéticos. Basado en lo anterior,
el objetivo de este trabajo fue determinar la actividad antibacteriana contra SARM
de extractos de algunas plantas que se encuentran en Soraca (Boyaca -Colombia)
y que son catalogadas por la poblacién rural como plantas usadas para combatir
infecciones.

METODOS

Corresponde a un estudio experimental en el cual se aplican varios tratamientos
(extractos) a una cepa de SARM. Los tratamientos se aplicaron por triplicado y los
resultados se compararon con controles positivos y negativos. El procedimiento
detallado se expone a continuacion:

Seleccién de las plantas: Las plantas fueron recolectadas de la zona rural del
municipio de Soracéa (11) previa entrevista aplicada a los pobladores de la zona, la
cual se orientd a cuestionarles sobre la existencia y el uso de plantas para tratar
enfermedades infecciosas. La planta o parte de la misma que fue reportada en la
entrevista se recolecté en bolsas de cierre hermético y de forma individual.
Identificacion de las plantas: Se depositd un ejemplar completo de cada una de las
siete plantas recolectadas para ser identificadas taxonémicamente y catalogadas en
el herbario de la Universidad Pedagdgica y Tecnolégica de Colombia.

Obtencidn de los extractos: Inicialmente se procedio al lavado del material vegetal
con agua destilada estéril para eliminar impurezas del ambiente y del terreno,
posteriormente se sometié a una temperatura de 40°C el tiempo necesario para ser
deshidratado. Seguidamente el material fue pulverizado y se sometié a extraccion
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continua por solventes mediante Soxhlet. Los solventes utilizados fueron
diclorometano (DCM) al 99,5% y metanol (MET) al 99, 5% en dicho orden. El
producto de la extraccion por Soxhlet se llevd a sequedad por medio de
rotaevaporacion a 40°C para los extractos diclorometanicos y 60°C para los
metandlicos, a los cuales se aplico presion reducida, hasta obtener la fraccion solida
del mismo. Una vez obtenidos los extractos, se almacenaron en congelacion hasta
Su uso posterior.

Ensayo de actividad antibacteriana: El potencial inhibitorio de los extractos se
probo contra Staphylococcus aureus ATCC 43300 (resistente a meticilina), para esto
se utilizd el método de microdilucion en placa propuesto por el CLSI (12). Los
extractos fueron disueltos en dimetilsulfoxido (DMSO) al 99,5% hasta alcanzar una
concentracion final de 10 mg/mL del extracto y 2% de DCM. Inicialmente se hizo un
tamizaje probando los extractos a una concentracion de 10 mg/mL, llevando hasta
la concentracion minima inhibitoria (CMI) aquellos extractos que presentaron
actividad a la concentracion probada en el tamizaje. Se utilizaron para el ensayo, un
control de inhibicion (cloranfenicol 50 pg/ml), un control de crecimiento (pocillo sin
extracto), y un control de esterilidad (pocillo sin inoculo bacteriano). La lectura se
realiz6 de forma visual después de 24 horas de incubacién, aplicando 10 pL de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5difeniltetrazolio (MTT) de concentracion 1 mg/mL como
revelador de actividad metabdlica. Con los extractos que inhibieron el crecimiento
de S. aureus ATCC 43300 en el tamizaje, se llevé a cabo la determinacién de la CMI
de los mismos, diluyendo seis veces el extracto, partiendo de una concentraciéon de
10 mg/mL hasta 0,156 mg/mL. Cada ensayo se realizo por triplicado.

RESULTADOS

Seleccidn e identificacion taxondmica de las plantas: Se reportaron siete plantas
con las cuales se realizé el estudio. También se seleccion6 segun la entrevista la
parte de la planta a utilizar para los ensayos de actividad antimicrobiana. Las plantas
reportadas fueron: Caléndula (hojas y flores), Hinojo (hojas), Malva (hojas), Llantén
(hojas), Sauco (hojas), Haba (hojas) e Hierba mora (frutos). Las siete plantas
recolectadas fueron identificadas taxondmicamente y catalogadas en el herbario de
la Universidad Pedagogica y Tecnolégica de Colombia. Los resultados de la
clasificacién taxonémica muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Identificacion taxondmica del material vegetal

Nombre comun | Nombre cientifico No. Registro del herbario de la
Uptc
Caléndula Calendula officinalis UPTC 020939
Hinojo Foeniculum vulgare Mill. UPTC 020941
Malva Malva parviflora L. UPTC 020944
Llantén Plantago australis Lam. UPTC 020938
Sauco Sambucus nigra L.P UPTC 020940
Haba Vicia faba L. UPTC 020943
Hierba mora Solanum americanum UPTC 020942
Mill.

Ensayo de actividad antibacteriana: Inicialmente se realizé un tamizaje en donde
se sometio a la cepa de S. aureus ATCC 43300 a una concentracion de 10 mg/mL
de cada uno de los extractos (metandlico y diclorometanico de cada planta). Los
resultados del ensayo de pueden observar en la tabla 2.
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Tabla 2. Resultados de la prueba de tamizaje de actividad antibacteriana
contra
Staphylococcus aureus ATCC 43300

Material vegetal/Tipo de Me(taré?rl)lco chlozgrgl\eﬂt)anlco
extracto
I NI I NI
Calendula officinalis (hojas) X X
Calendula officinalis X X
Foeniculum vulgare Mill. (hojas) X X
Malva parviflora L. (hojas) X X
Plantago australis Lam. (hojas) X X
Sambucus nigra L.P (hojas) X X
Vicia faba L. (hojas) X X
Solanum americanum Mill (fruto) X X

I: Inhibicién; NI: No inhibicién

Con los extractos que inhibieron el crecimiento de S. aureus ATCC 43300 en el
tamizaje (10 mg/mL), se llevé a cabo la determinacion de la concentracién minima
inhibitoria, diluyendo seis veces la concentracion inicial hasta llegar a 0,156 mg/mL.
Los resultados de la prueba de CMI pueden ser observados en la tabla 3.

Tabla 3. CMI de los extractos que fueron positivos en el tamizaje contra
Staphylococcus aureus ATCC 43300

EX::reanCttod/Ce:Fn 10 m95/m 2 1,25 0625 | 0,321 0,156
extracto mg/mL L mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL
C. officinalis
(hojas) DCM ' | I I NI NI NI
C. officinalis
(13) MET | ' I I NI NI NI
C. officinalis
(13) DCM ' | I I NI NI NI
P. australis
Lam. (hojas) I [ [ NI NI NI
DCM
S. nigra L.P
(hojas) DCM ' | | NI NI NI
S.
americanum
- ' [ | NI NI NI
Mill (fruto)
DCM

I: Inhibicién; NI: No inhibicién
DISCUSION

Una de las maneras de enfocar la busqueda de compuestos con actividad bioldgica,
es la que se basa en el conocimiento de los usos etnomedicinales de las plantas de
cierta region. Al recopilar suficiente evidencia empirica del uso de plantas para tratar
alguna patologia, puede entrarse a la fase de validacion de la actividad biolégica
reportada. En este trabajo se reportan siete plantas que segun los habitantes de la
zona rural de Soracéd (11), poseen un efecto sobre el curso normal de las infecciones,
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haciendo que estas curen. Pensando en validar el conocimiento popular mencionado
anteriormente se obtuvieron extractos metandlicos y diclorometanicos de las plantas
reportadas considerando el posible efecto antibacteriano de metabolitos
secundarios polares y no polares respectivamente.

Estudios con caracteristicas similares al aqui mencionado se reportan en otros
paises como Marruecos, en donde se evalud la actividad antibacteriana de los
extractos metandlicos y hexanicos de la flor de Calendula arvensis, que lograron
inhibir una cepa de SARM en concentraciones de 25 pg/mL y 6,25 pg/mL
respectivamente (14). Otros estudios especificamente de extractos de C. officinalis
muestran resultados positivos para la inhibicion de cepas resistentes y sensibles a
la meticilina de S. aureus. Utilizando el extracto etandlico de las flores de C.
officinalis, Shanab y colaboradores lograron inhibir el crecimiento de una cepa de
SARM a una CMI de 0,781 mg/mL (15).

Ensayos realizados con la misma planta, pero contra S. aureus sensible a meticilina
(MSSA) se han realizado, obteniendo CMIs que van desde los 64 mg/mL hasta
0,125 mg/mL, dependiendo de la naturaleza del extracto(16). En otros trabajos en
los que se utilizan extractos de metandlicos y etandlicos de flor de C. officinalis se
han obtenido halos de inhibicion entre 14 y 28 mm usando la técnica de difusién en
agar (17, 18).

Un estudio de cinco tipos de extractos (agua, etanol, cloroformo, n-butanol y éter de
petroleo) de las hojas, flores, tallo y raiz de C. officinalis arroj6 CMIs que van desde
los 7,5 a 10 mg/mL segun el tipo de extracto y parte de la planta utilizada (19). En el
presente estudio se obtuvo una CMI de 1,25 mg/mL tanto de las hojas como de las
flores de C. officinalis, de extractos diclorometanicos y metandlicos
respectivamente. El hallazgo de actividad antibacteriana a bajas concentraciones de
extractos diclorometanicos de las hojas de C. officinalis no se encuentra reportado
hasta el momento en la literatura cientifica.

Por otra parte extractos diclorometanicos de hojas de Sambucus nigra L.P también
presentaron CMI sobre SARM de 1,25 mg/mL; concentracion significativamente
menor a la reportada en un estudio realizado con extracto etandlico de la hojas de
la misma planta sobre la misma bacteria (CMlso: 5,2 mg/mL) utilizando la misma
técnica microbiolégica (20). Lo anterior lleva a pensar que la diversidad de
metabolitos en esta planta es suficientemente grande para seguir realizando
estudios cuyo objetivo sea hallar moléculas con actividad antibacteriana. También
se encuentran estudios que utilizan extractos del fruto maduro de S. nigra contra
bacterias como S. aureus meticilina sensible, obteniendo una CMI de 5 mg/mL (21)
o un halo de inhibicién de 17 mm para SARM sometiéndola a fracciones del extracto
(22). CMls de 0,2 mg/mL se han observado cuando se someten bacterias como S.
epidermidis a extractos metanolicos de la flor de S. nigra (23), lo cual afianza la
anterior afirmacion y pone a esta planta como un candidato idoneo para hacer
investigacion de compuestos activos contra bacterias grampositivas.

Extractos de Solanum americanum Mill han sido sometidos a estudio con buenos
resultados sobre MSSA, empleando toda la planta y metanol como solvente para
obtener el extracto; luego de las pruebas de actividad antimicrobiana se logré
establecer una concentracién minima bactericida de 12,5 mg/mL usando el Soxhlet
como método de extraccion (24). En el presente estudio el extracto diclorometanico
de fruto de S. americanum Mill tuvo accidén antibacteriana sobre SARM a una CMI
de 1,25 mg/mL. Particularmente sobre esta especie de Solanum no hay muchos
reportes de actividad antibacteriana, no obstante, para S. nigra existen estudios que
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reportan CMI que van de 4 a 8 pg/mL (25), o halos de inhibicion que van desde 3,4
a 15,2 mm usando una concentracion de 20 mg/mL (26).

Del presente trabajo también se obtuvo una CMI de 1,25 mg/mL usando extractos
diclorometanicos de las hojas de Plantago australis, sin embargo, extractos de esta
planta solo se reportan en la literatura con efecto antioxidante (27). Especies como
P. major han sido estudiadas ampliamente y existen reportes que confirman su
capacidad inhibitoria frente a S. aureus, en concentraciones tan altas como 125
mg/mL, observandose halos de inhibicion de 10 mm con extractos metandlicos de
las hojas (28) o halos de 13 mm con 133mg/mL (29) y tan bajas como 14,2 mg/mL
de extracto aceténico (30). El hecho de que el extracto diclorometanico de las hojas
de Plantago australis presentara inhibicién a una concentracion de 1,25 mg/mL hace
qgue dicha planta debe ser tenida en cuenta para desarrollar posteriores trabajos
sobre su capacidad antibacterial.

CONCLUSIONES

La actividad antibacteriana encontrada en aproximadamente un 30% de las plantas
reportadas por los habitantes de la zona rural de Soraca resultdé ser lo
suficientemente buena (1,25 mg/mL) en la inhibicion de SARM, por lo tanto vale la
pena considerar la continuacién del estudio fitoquimico de sus componentes con el
animo de encontrar el/los principio(s) activo(s) que son responsables de la actividad
antibacteriana. El hecho de que tales extractos inhiban el crecimiento de SARM es
un evento importante en la lucha contra la resistencia bacteriana que muestra
nuevas fuentes de posibles moléculas con efecto anti-SARM.
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