ARTICULO ORIGINAL

Actividad antibacteriana de extractos de Gnaphalium
polycephalum Michx contra Staphilococcus aureus,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa

Antibacterial activity of Gnaphalium polycephalum Michx extracts against
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa

Roman Yesid Ramirez Rueda' Diana Natalia Mojica Avila?

' MSc Microbiologia. Docente Investigador. Grupo de Investigacién en
Quimica Medicinal. Universidad Pedagdgica y Tecnolégica de Colombia.
Sede Tunja.

2 Estudiante de Quimica. Grupo de Investigaciéon en Quimica Medicinal. Uni-
versidad Pedagdgica y Tecnolégica de Colombia. Sede Tunja.

* Correo electrénico: roman.ramirez@uptc.edu.co

Fecha de recepcion: 23-01-14 Fecha de aceptacion: 25-02 - 14

Citar este articulo asi:

Ramirez - Rueda RY, Mojica DN. Actividad antibacteriana de extractos de Gnaphalium polycephalum
Michx contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Revista Investig. Salud
Univ. Boyaca. 2014; 1(1): 63 - 71

RESUMEN

Introduccidn. La resistencia bacteriana se ha incrementado de forma exponencial desde la
aparicién de las primeras cepas resistentes a la penicilina. Por el contrario, el descubrimiento
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y la investigacion de nuevos antibioticos han decrecido de forma tal que, en la actualidad,
las opciones terapéuticas ante infecciones causadas por bacterias multirresistentes son real-
mente pocas. Por lo anterior es necesario buscar alternativas en fuentes naturales como las
plantas, que representan uno de los mejores sustratos para la obtencién de moléculas con
actividad antimicrobiana.

Objetivo. Evaluar la actividad antibacteriana del extracto en metanol y diclorometano de
Gnaphalium polycephalum Michx, contra tres cepas bacterianas de importancia clinica.

Métodos. Los extractos se obtuvieron de las hojas de la planta mediante extraccién por
solventes (metanol y diclorometano) y se secaron en rotaevaporador al vacio. La actividad
antimicrobiana se evalué mediante la técnica de microdiluciéon (adaptada del Clinical and
Laboratory Standards Institute, CLSI) para determinar la concentracion inhibitoria minima
(CIM) probando cinco diluciones (1.000, 500, 250, 125y 62,5 ug/ml). Todos los ensayos se
hicieron por duplicado y se incubaron 24 horas a 37 °C.

Resultados. Ambos extractos mostraron efecto inhibitorio contra Staphylococcus aureus y
Escherichia coli hasta la segunda dilucién, pero no actuaron sobre Pseudomonas aeruginosa.

Conclusiones. La obtencion de un efecto inhibitorio en concentraciones por debajo de 1.000
Hg/ml de cualquier extracto, se convierte en una caracteristica promisoria para seguir inves-
tigando los efectos biolégicos de esta planta sobre las bacterias. Desde este punto de vista,
Gnaphalium polycephalum Michx podria representar una nueva fuente potencial de moléculas
alternativas para utilizar en la lucha contra la resistencia bacteriana.

Palabras clave: extractos vegetales, plantas medicinales, Gnaphalium polycephalum, fitote-
rapia. (Fuente: DeCS)

ABSTRACT

Introduction: Bacterial resistance has increased exponentially since emergence of first penici-
llin-resistant strains. Conversely, discovery and investigation of new antibiotics has decreased
so that in the present, treatment options to infections caused by multi-resistant bacteria are
really few. Therefore, it is necessary to find alternatives in natural_sources like plants, which
represent one of the best substrates for obtaining molecules with antimicrobial activity.
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Objective: To evaluate antibacterial activity of methanolic and dichloromethanic extracts
from Gnaphalium polycephalum Michx against three clinically important bacterial strains.
Methods: Extracts were obtained from plant leaves, through solvent extraction (methanol
and dichloromethane) and dried in a vacuum rotary evaporator. Antimicrobial activity was
tested through microdilution technique (adapted from the Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute, CLSI) to determine minimum inhibitory concentration (MIC) testing five-fold
dilutions (1,000, 500, 250, 125 and 62.5 ug/ml). All assays were performed in duplicate and
incubated 24 hours at 37°C.

Results: Both extracts showed inhibitory effect against Staphylococcus aureus and Escheri-
chia coli until the second dilution, but had no effect against sobre Pseudomonas aeruginosa.

Conclusions: Obtaining an inhibitory effect at concentrations below 1,000 ug/ml of any
sample becomes a promising feature to further investigate biological effects of this plant
over bacteria. From this point of view, Gnaphalium polycephalum Michx could represent a
potential new source of molecules useful in fighting against bacterial resistance.

Key words: Plant extracts, medicinal plants, Gnaphalium polycephalum, phytotherapy.
(Source: DeCs)

INTRODUCCION

Por recomendacién de la Organizacion de pacientes que padecen infecciones, sobre

Mundial de la Salud (OMS), la resistencia bac-
teriana ha sido declarada como un problema
de salud publica; tal resolucion emitida en
1998 se contempla como parte de su estra-
tegia mundial para contener la resistencia a
los antimicrobianos (1).

La creciente aparicion y la diseminacion de la
resistencia bacteriana ha generado un incre-
mento en la mortalidad, la morbilidad, y en
los costos generados por la atencién médica
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todo de tipo hospitalario. No obstante las
medidas preventivas como el mejoramiento
en la prescripcion y uso de los antibioticos, y
el manejo de los mismos en ambientes hospi-
talarios, las bacterias cada vez se hacen mas
resistentes creando la necesidad urgente de
buscar nuevas alternativas terapéuticas para
el manejo de cepas resistentes a multiples
antibidticos (2).

Es importante contemplar la lucha contra la
resistencia bacteriana, al menos, desde dos
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diferentes angulos: el primero es la preven-
cién de la resistencia (estrategias que ayuden
a disminuir el surgimiento de nuevas cepas
resistentes), y el sequndo es el desarrollo de
alternativas terapéuticas (que solucionen los
problemas ya establecidos).

La necesidad de desarrollar nuevas estrate-
gias para combatir las bacterias y su resis-
tencia a los antimicrobianos, ha llevado a
diversos grupos de investigacion a probar
nuevas fuentes de antibidticos o sustancias
gue sirvan para eliminarlas. Uno de estos re-
cursos es la propia naturaleza, y en ella la
biodiversidad de las plantas que son una
fuente importante de moléculas con poten-
cial accién antimicrobiana. Es asi como surge
la fitomedicina, que desde la antigliedad ha
sido practicada como fuente inagotable de
recursos terapéuticos para tratar diversas
enfermedades, entre ellas las infecciones
bacterianas (3). Esta tradicion popular ha
venido siendo cada vez mas estudiada por
grupos de cientificos alrededor del mundo,
gue estan empleando variadas técnicas para
conocer los secretos terapéuticos que se es-
conden en las plantas. Como resultado de
esta tendencia se conocen diversos produc-
tos de plantas que inhiben el crecimiento mi-
crobiano; también se han dilucidado varios
mecanismos por los cuales se lleva a cabo su
accion y los metabolitos que proveen la acti-
vidad de tales productos naturales (4-6).

Gnaphalium polycephalum es una planta de

la familia Asteraceae, considerada como una
maleza por su rapido crecimiento y su adap-
tacién para crecer en casi cualquier terreno,
asi como por su resistencia a climas extre-
mos. Esta Ultima caracteristica le ha valido
para que en el argot popular se le denomine
“siempreviva”. Se describe como una planta
que puede medir en promedio 40 cm, de
tallo simple o ramificado en la parte supe-
rior, y con hojas de color verde oscuro, muy
finas, oblongas, puntiagudas y lanosas. Sus
flores son amarillas, pistiladas y se juntan en
racimos de pocas unidades (7).

En Colombia esta catalogada en varios herba-
rios, entre ellos en el del Instituto de Ciencias
Naturales de la Universidad Nacional de Co-
lombia (8) y se ha descrito junto a otra flora
vascular de la cuenca alta del rio Subacho-
gue (Cundinamarca), en donde se encontra-
ron 115 especies del género Asteraceae (9)
y, también, en un estudio mas reciente en el
gue se caracterizé la comunidad de malezas
en un sistema de produccién de rosas en in-
vernadero de la sabana de Bogota (10).

Para este trabajo se utilizaron extractos en
metanol y diclorometano de las hojas de
Gnaphalium polycephalum Michx, (planta
gue no reporta informes previos de actividad
antimicrobiana) los cuales fueron evaluados
con el objetivo de determinar su capacidad
inhibitoria frente a tres cepas bacterianas
ATCC (American Type Culture Collection) de
importancia clinica.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Las hojas de Gnaphalium
polycephalum se recolectaron en la zona
rural del municipio de Tunja (Boyacd) a una
altura de 2.737 msnm, latitud norte de 5°
y longitud oeste de 73°. Luego de ser reco-
lectadas se clasificaron en el herbario de la
Universidad Pedagdgica y Tecnolégica de Co-
lombia. La planta recolectada corresponde
al registro 020920 de la coleccion de dicho
herbario.

Obtencion de los extractos. El material
vegetal fue posteriormente deshidratado a
40 °Cy finalmente pulverizado. La extraccion
se llevd a cabo con dos solventes (diclorome-
tano y metanol) por percolacion. Los extrac-
tos se obtuvieron de manera independiente y
el proceso se realizé a temperatura ambiente
durante 72 horas con agitacién constante.
Una vez obtenidos ambos extractos, se retird
el solvente por medio de evaporacién, para
lo cual se utilizé un rotaevaporador a 40 °C
para el extracto de diclorometano y a 60 °C
para el de metano, hasta obtener un mate-
rial libre de solvente. El material obtenido se
almacend en envase de vidrio ambar y se re-
frigeré hasta el momento de su uso.

Determinacion de actividad antibacteria-
na. Los extractos se probaron contra tres
cepas bacterianas de relevancia clinica: Sta-
phylococcus aureus ATCC 33862, Escherichia
coli ATCC 25922, y Pseudomonas aeruginosa
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ATCC 9027. La técnica utilizada fue la de mi-
crodiluciéon en caldo, adaptada de las técni-
cas propuestas por el protocolo M07-A9 del
Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (11). Para tal fin, se utilizé6 una placa
de microtitulacion de 96 pocillos; en cada
pocillo de prueba se dispensaron 100 ul de
caldo Mueller Hinton, 100 ul de extracto
soluble y 10 ul del in6culo bacteriano ajus-
tado a una concentracion de 5 x 106 UFC/ml,
para obtener una concentracién de 5 x 10°
UFC/ml después de inocularlo.

La concentracién inicial de extracto fue de
1.000 ug/ml y se diluyé cinco veces sucesi-
vas hasta llegar a una concentracién de 62,5
pg/ml (1.000, 500, 250, 125y 62,5 ug/ml).
Todos los extractos se disolvieron con DMSO
al 5 %. Ademas de lo anterior, se montaron
controles de esterilidad (pocillo con caldo
Mueller Hinton sin inocular y sin extracto),
de inhibicion (cloranfenicol, 50 ug/ml), del
diluyente (DMSO al 5 %), y de crecimiento
(pocillos inoculados con las especies bacte-
rianas en estudio pero sin extracto). Todos
los montajes descritos se hicieron por dupli-
cado. Después de inoculadas las placas, se
incubaron por 24 horas a 37 °C.

RESULTADOS

Después de la incubacion, la inhibicién se
leyé de manera visual, observando la presen-
cia o ausencia de boton en cada uno de los
pocillos de prueba. Los controles mostraron
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los resultados esperados, comprobandose asi
la viabilidad de las cepas bacterianas usadas,
la inocuidad del diluyente al 5 % (DMSO) y la
esterilidad del medio de cultivo. En general,
ambos tipos de extractos mostraron inhibi-
cién de S. aureus y E. coli a una concentra-

cién inhibitoria minima (CIM) de 500 ug/ml
(excepto el extracto de diclorometano en S.
aureus); por el contrario, para P aeruginosa
no se obtuvo ningun resultado que mostrara
inhibicién. En la tabla 1 se muestra el resul-
tado del ensayo.

Tabla 1. Resultados del ensayo de inhibicién bacteriana
de extractos de Gnaphalium polycephalum

9027

CEMEETIEIE Extractos en metanodlicos Extractos en diclorometanicos
(pg/ml) B R
Bacteria  1.000 500 250 125 62,5 1.000 500 250 125 62,5
S. aureus ATCC 33862 ' | 0N NN NIONENLNI
E. coli
ATCC 25922 ¥ | NI NI OINI G | NI Nl NI
P aeruginosa ATCC NI NI NI NI

I: inhibicion; NI: sin inhibicion

DISCUSION

El género Gnaphalium comprende mas de
1.300 especies, de las cuales solo un poco
mas de un centenar han sido aceptadas
como parte del género. Algunas de estas son
conocidas y hacen parte de la cultura gas-
tronémica y medicinal de pueblos orienta-
les como China. Este es el caso de G. affine
(12) que, ademas, en estudios recientes ha
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demostrado tener accién antioxidante y anti-
microbiana, llegandose a conseguir CIM que
flucttan entre 0,2 y 1,56 ug/ml (0,39 ug/ml
para S. aureus y 1,56 ug/ml para E. coli) (13).

En otros estudios menos recientes también
se reporta un efecto antimicrobiano de ex-
tractos de algunas especies de Gnaphalium,
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como G. stramineum (14), G. spicatum (15),
G. viscosum (16); mas recientemente, en un
estudio de la actividad antimicrobiana de
plantas tradicionales de México, se identifi-
caron dos especies, G. oxyphyllumy G. ame-
ricanum, las cuales poseen una CIM entre
2.500 y 5.000 mg/ul (17), efecto significati-
vamente menor que el encontrado en el pre-
sente estudio con G. polycephalum, el cual
estad entre 0,5y 1 mg/ml.

En otros trabajos cientificos se han identifi-
cado algunos componentes de otras espe-
cies de Gnaphalium. Entre los grupos quimi-
cos encontrados se encuentran las flavonas
(18,19) y las lactonas sesquiterpénicas (20).

El presente trabajo es el primero en que se
reporta la actividad antimicrobiana in vitro de
G. polycephalum, ya que en la literatura cien-
tifica solo se encuentra el uso de esta planta
en herbolaria aplicada en veterinaria, la cual
se utiliza en estomatitis y problemas de las
vias respiratorias superiores en animales (21).

Los resultados presentados en este articulo
indican la existencia de compuestos con po-
tencial accién antibacteriana en los extractos
estudiados; lo anterior presenta una clara
correlacion con los reportes descritos ante-
riormente. Este reporte deja ver el potencial
farmacoloégico que tiene el género Gnapha-
lium vy, especificamente, el de la especie
polycephalum, del cual no existen reportes
previos en la literatura cientifica. Se requie-
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ren estudios fitoquimicos para establecer el
real efecto inhibidor de los extractos de esta
planta y los tipos de compuestos responsa-
bles de su efecto antimicrobiano.
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