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RESUMEN

Se determind la actividad de 29 especies de Angios-
permas frente a Bacillus subtilis, Escherichia coli, Kleb-
siella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmone-
lla typhi, Staphylococcus aureus, Candida albicans,
Aspergillus niger, Fusarium oxisporumy Mucor sp. Las
especies Cavendishia bracterata, Piper aduncum, Ara-
goa abietina y Piper bogotensis presentaron la mayor
actividad antibacteriana y Chromolaena odorata mostré
actividad antifiingica y antibacteriana.

Palabras Clave: antimicrobianos en angiospermas
- antibacterianos en angiospermas - antifiingicos en an-
giospermas.

SUMMARY

IN VITRO ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF
COLOMBIAN ANGIOSPERMS

The activity of 29 species of Angiosperms against
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumo-
niae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi,
Staphylococcus aureus, Candida albicans, Aspergillus
niger, Fusarium oxisporum and Mucor sp. Among all
the plants tested Cavendishia bracterata, Piper adun-
cum, Aragoa abietina and Piper bogotensis showed de
best antibacterial activity, Chromolaena odorata sho-
wed in addition antifugal activity.

Key Words: Antimicrobial in Angiosperms - Anti-
bacterial in Angiosperms - antifungical in Angiosperms.

INTRODUCCION

A pesar de la amplia disponibilidad de antibidticos
de uso clinico y andlogos semisintéticos, en razén del
incremento gradual de la resistencia de los microorga-
nismos a los antibiéticos y a la aparicion de nuevas
infecciones, es necesario continuar con la biisqueda de

nuevos agentes antimicrobianos. Por ejemplo, en el mo-
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mento se necesitan principios activos que exhiban buena
actividad contra ciertas cepas de Staphylococcus, Pseu-
domonas, Legionellae, de anaerobios y en los paises
tropicales el control de las infecciones causadas por hon-
gos tiene grandes complicaciones (1).

Sibienes cierto que hasta el momentono se han aislado
sustancias activas de plantas que compitan ventajosamente
con los antibiéticos obtenidos de bacterias y de hongos,
desde la més remota antigiiedad el hombre ha utilizado
exitosamente las plantas para el control de una gran varie-
dad de infecciones. Entonces aqui cabe preguntarnos por
qué surge esta aparente contradiccién y la respuesta puede
ser que las plantas en su evolucion, la mayoria de veces
su respuesta adaptativa a un ambiente multifactorial esta
dado por la interaccién de varias sustancias y no por cons-
tituyentes aislados como se ha pretendido que ocurra en la
metodologia que empleamos para la obtencién de estos
principios activos. En consecuencia, se hace necesario que
endichos métodos de deteccion de la actividad anatimicro-
biana se ponga especial atencién a la actividad de los dis-
tintos extractos en una rigurosa comparacion cuantitativa
con la accién de los principios aislados.

En el sector agricola, las infecciones producidas por
hongos causan enormes pérdidas econémicas y por esta
raz6én también es muy importante la bisqueda de anti-
fingicos a partir de plantas, que contribuyan a solucio-
nar este problema sin aumentar la contaminacién am-
biental y la toxicidad de los alimentos.

También es importante anotar que la actividad anti-
microbiana in vitro s6lo permite la deteccién de la pre-
sencia de sustancias que posean directamente accién an-
tibidtica, pero deja por fuera todas aquellos costituyentes
que ejercen su accién aumentando la respuesta inmune
del huésped que le permiten controlar adecuadamente al
organismo invasor (hongo o bacteria). Por esta razén,
es necesario evaluar la actividad inmunomoduladora de
las especies vegetales que nos ocupan.

Otro aspecto importante se refiere a las concentra-
ciones mas convenientes de los extractos para llevar a
cabo la evaluacién de la actividad antimicrobiana, por-
que puede ocurrir que se utilicen concentraciones tan
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elevadas que permitan la deteccion de sustancias con un
potencial antimicrobiano util muy pobre, o que se em-
pleen concentraciones tan bajas que se dejen por fuera
constituyentes con un buen potencial antimicrobiano. En
el presente trabajo y gracias a experiencias anteriores(2-4)
se selecciond el método de difusién en agar utilizando con-
centraciones del extracto etanélico de 12, 6 y 3 mg/ml, con
lo cual es posible detectar sustancias poco activas (inhiben
a concentraciones superiores a 500 mcg/ml) presentes en la
planta en altas concentraciones (alrededor del 5 % del peso
seco) o sustancias muy activas (inhiben a concentraciones
cercanas a 12 mcg/ml) presentes en bajas concentraciones
en la planta (alrededor de 0,1 % de su peso seco). De esta
manera es posible tener una idea aproximada del potencial
antimicrobiano in vitro de la especie vegetal en estudio. La
observacion de la respuesta antimicrobiana a estas 3 concen-
traciones también permite darse cuenta si existe una corre-
lacién entre la concentracién del extracto y la accién anti-
microbiana, es decir, se puede apreciar si hay una correcta
difusion de las sustancias en el agar.

PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal

Todas las especies analizadas se colectaron en re-
giones del Departamento de Cundinamarca (Colombia)
teniendo en cuenta su uso en medicina popular como
antiinfeccioso y/o el hecho de pertenecer a familias con
antecedentes de poseer metabolitos secundarios con al-
gun tipo de bioactividad.

Se prepararon especimenes de herbario los cuales se
determinaron y registraron en el Herbario Nacional Co-
lombiano (COL).

De cada especie se colectd la parte aérea (hojas,
tallos tiernos, flores y/o frutos) a excepcién de Solanum
oblongifolium del cual se trabajé con los frutos desarro-
llados. Dicho material se sec6 durante 48 horas con aire
circulante a 50 °C, se molid y se guard6 en recipientes
herméticos a 4 °C hasta el momento de su utilizaci6n.

Microorganismos de ensayo

Los microorganismos se seleccionaron teniendo en
cuenta su facilidad de desarrollo en medios de cultivo
convencionales, su empleo en ensayos de susceptibilidad
a antibidticos y el ser representativos de grupos de or-
ganismos de importancia clinica y agricola (5).

Se utilizaron los siguientes organismos de prueba:
Bacillus subtilis ATCC 6633 (Bacilo Gram positivo),
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Escherichia coli ATCC 13706 (Bacilo Gram negativo),
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 (Bacilo Gram ne-
gativo), Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 (Bacilo
Gram negativo), Salmonella typhi ATCC 19430 (Bacilo
Gram negativo), Staphylococcus aureus ATCC 65380
(Coco Gram positivo), Candida albicans ATCC 10231
(Levadura), Aspergillus niger FUN (Hongo filamento-
s0), Fusarium oxisporum FUN (Hongo filamentoso) y -
Mucor sp. FUN (Hongo filamentoso). (FUN significa
cepario del Departamento de Farmacia de la Universi-
dad Nacional).

Obtencion de los extractos

Se maceararon 10 g. de material vegetal seco con
120 ml de etanol del 95 % durante 24 horas, se agit6 a
200 r.p.m. durante 10 minutos, se filtr6 al vacio y el
residuo se lavé con 30 ml de etanol. Se destil6 el etanol
a presion reducida por debajo de 40 °C, se dejo secar
perfectamente y de este extracto seco se prepararon so-
luciones en etanol del 95 % con 12, 6 y 3 mg/ml.

Preparacion de los inoculos

En todo el estudio se parti6 de cepas de mantenimiento
conservadas bajo refrigeracion a 4 °C en tubos en cuiia
con agar Miieller Hinton (AMH) y agar Saboraud-dextrosa
(AS) para bacterias y hongos respectivamente.

Cada una de las cepas de mantenimiento de las bac-
terias se sembraron por estrias en placas con agar Miie-
ller Hinton (AMH), se incubaron a 37 °C por 24 horas,
al cabo de las cuales se tom6 una colonia y se sembrd
en 5 ml de caldo Miieller Hinton; se incub6 a 37 °C por
18 horas, se realizaron resiembras sucesivas en el mismo
caldo para asegurar que los microorganismos se encon-
traban en fase de crecimiento exponencial. Cada uno de
estos cultivos se diluyeron con solucion salina estéril con
el fin de obtener entre 107 y 108 UFC (unidades forma-
doras de colonias); se utilizaron diluciones 1:1.000.000
para Pseudomonas aeruginosa, 1:100.000 para las de-
més bacterias Gram negativas, 1:100 para las bacterias
Gram positivas y Candida albicans (se cultiv6 24 horas
en caldo Saboraud-dextrosa al 2 % a 25 °C) (6-8).

Para determinar la actividad antifiingica, se hicieron
siembras por estria de los cultivos de mantenimiento en
placas con agar Saboraud-dextrosa al 2 %, se incubaron a
25 °C por 48 horas Candida albicans y Aspergillus niger
y por 72 horas Fusarium oxisporum 'y Mucor sp.
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Evaluacion de la actividad antibacteriana

La dilucién indicada antes para cada bacteria se ho-
mogeniz6 en un agitador Vortex, se tomaron 0,5 ml y se
inocularon en un vial con 25 ml de AMH a 42 °C, se
homogenizé con el Vortex y se vertié en una caja estéril
de 90 mm de diametro, se dejo solidificar y se hicieron 8
perforaciones equidistantes de 7 mm de didmetro. En cada
perforacion se aplicaron 0,1 ml (micropipeta automética)
del patr6n de antibiético (400 mcg/ml para P. aeruginosa
y 40 mcg/ml de sulfato de estreptomicina para las demas
bacterias), 0,1 ml del blanco (etanol del 95 %) y por
duplicado cada una de las concentraciones del extracto
etandlico de la respectiva especie vegetal (12, 6 y 3 mg/ml
en etanol). Se dejo en predifusion durante 30 minutos, se
incubd a 37 °Cyy se realizaron las medidas de los didmetros
de inhibici6n a las 24 y 48 horas.

Actividad frente a Candida albicans

Se sigui6 el mismo prodedimiento descrito para de-
termianar la actividad antibacteriana, pero se utilizd
como medio de cultivo agar Saboraud-dextrosa al 2 %,
incubacion a 25 °C, las lecturas se hicieron a las 48 y a
la 72 horas y se emple6 como patrén nitrato de isocona-
zol a 31,3 mcg/ml.

Evaluacion de la actividad antifiingica

Se tomaron 2 rodajas de 10 mm de didmetro del
cultivo en placa de cada hongo y se suspendieron en 10
ml de solucion salina estéril, se homogenizé por un mi-
nuto en el Vortex. Se tomaron 0,5 ml de F. oxisporum
y de Mucor sp. y 0,1 ml de A. niger y se agregaron en
viales con 25 ml de agar Saboraud-dextrosa a 42 °C,
luego se siguié el mismo prodedimiento descrito para
las bacterias. Las lecturas se realizaron a las 48 y a las
72 horas. Como patrdn de referencia se utiliz6 nitrato
de isoconazol a 500 mcg/ml frente a F. oxisporum y
Mucor sp. y 31,3 mcg/ml contra A. niger.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1, se resumen los resultados obtenidos de
la actividad antibacteriana y antifiingica de las especies
vegetales evaluadas. La actividad de cada especie se cata-
logé de acuerdo con su espectro, es decir, si actuaba sobre
bacterias u hongos en general o si por el contrario su
actividad era especifica sobre ciertas especies de bacterias
y/u hongos, y en segundo lugar a su grado de actividad
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referido al tamaiio de las zonas de inhibicion que se
presentaron a 12, 6 y/o 3 mg/ml de extracto.

Debido a que los extractos vegetales estan constituidos
por sustancias de diversas caracteristicas, no es posible
comparar su “potencia” con respecto al patrén, sino que
s6lo se puede determinar para cada microorganismo el
grado de actividad del extracto en relacién con un patrén
de referencia. Ese grado de actividad se refiere a la pre- .
sencia y al tamafio de las zonas de inhibicién observadas
para un extracto en particular como resultado de la suma-
toria de las actividades de varias sustancias o la actividad
que pueda expresar una determinada sustancia como refle-
jo de su concentracion en el extracto.

El patrén de sulfato de espreptomicina produjo los si-
guientes didmetros promedio de inhibicién expresados en
mm: S. aeruginosa 26,0 (400 mcg/ml), S. typhi 24,4 (40
mcg/ml), K. pnewnoniae 23,4 (40 mcg/ml), E. coli 22,3
(40 mcg/ml), S. aureus 28,7 (40 mcg/ml) y B. subtilis 24,3
(40 mcg/ml). Igualmente, el nitrato de isoconazol dio lugar
a los siguientes didmetros de inhibicién: Candida albicans
29,0 (31,3 mcg/ml), A. niger 32,0 (31,3 mcg/ml), F. oxis-
porum 18,0 (500 mcg/ml y Mucor sp. 15,5 (500 mcg/ml).

Como se muestra en la Tabla 1., de las 29 especies
de plantas superiores estudiadas, 19 (66 %) presentaron
algiin tipo de actividad antimicrobiana.

Dentro de estas especies se destacan por su actividad
sobre bacterias Gram positivas Ageratum conyzoides,
Heliopsis oppositifolia (ambas Asteraceae), Physalis pe-
ruviana, Solanum nigrum (ambas Solanaceae) y Hame-
lia patens (Rubiaceae) presentaron actividad sobre las 2
bacterias Gram positivas (S. aureus y B. subtilis) con
didmetros de inhibicién < 15 mm a una concentracion de
3 mg/ml; la mayor actividad frente a estas dos bacterias
la presentd Piper bogotensis, la cual produjo didmetros
de inhibicién de 39 mm (S. aureus) y 32 mm (B. subtilis)
a 3 mg/ml, comparables a los obtenidos por le patron de
sulfato de estrepromicina a 40 mcg/ml. En estudios pre-
vios A. conyzoides ha mostrado actividad insecticida
9,10) y antibacteriana (11) y los witanélidos de P. pe-
ruviana actividad antitumor y antibacteriana. (12)

La actividad sobre Pseudomonas aeruginosa es muy
importante por su elevada patogenicidad y porque con
frecuencia es resistente a los antibiéticos, como lo demos-
tré en el presente estudio al ser necesario utilizar concen-
traciones del patr6n de sulfato de estreptomicina 10 veces
mayores frente a esta bacteria que contra los demas mi-
croorganismos del ensayo. Digitallis purpurea inhibi6 a
P. aeruginosa a 6 mg/ml; Piper aduncum 'y Aragoa abie-
tina inhibieron a 3 mg/ml a esta bacteria, ademas de pre-
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sentar actividad frente a las dos bacterias Gram positi-
vas. Se ha informado sobre actividad antifiingica en D.
purpurea (13) y antibacteriana en P. aduncum (14).

Cavendishia bracteata se destaca por su actividad
frente a S. typhi (bacilo Gram negativo causante de mu-
chas infecciones), S. aureus y B. subtilis a una concen-
tracion de 3 mg/ml. Luteyn y col. aislaron flavonoides
y otros fenoles simples con alctividad antimicrobiana de
esta especie (15).

Chromolaena odorata fue la Gnica especie que pre-
sent6 actividad antifiingica, la cual inhibié a Mucor sp.
a 6 mcg/ml; ademas esta especie inhibi a S. aureus y
a B. subtilis a 3 mg/ml. Esta especie se le conoce como
sanalotodo en medicina tradicional y se utiliza en paises
como Venezuela para el tratamiento de infecciones y su
aceite esencial mostr6 accion insecticida (16).

Si se toma en cuenta los estudios fitoquimicos pre-
liminares y los ensayos de letalidad sobre larvas de Ar-

Tabla 1. Resultados de la actividad antibacteriana y antifiingiaca de especies de plantas superiores.
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ESPECIE (Familia)

ORGANISMOS SENSIBLES
Concentracion en mg/ml (diimetro inhib. en mm)

Hypoestes sanguinolenta Hook (Aca)

P. aeruginosa 12(17); S. aureus 3(13); B. subtilis 3(15)

Conium maculatum L. (Api)

Ageratum conyzoides L. (Ast)

S. aureus 3(13); B. subtilis 3(13)

Austroeupatorium inulaefolium (H.B.K.)
King & Robinson (Ast)

S. aureus 3(13); B. subtilis 3(17)

Bidens pilosa L. (Ast)

B. subtilis 3(15)

Chromolaena odorata (HBK) K. & R. (Ast)

S. aureus 3(17); B. subtilis 3(21); Mucor 6(15)

Clibadium villosum Benth. (Ast)

Critoniella acuminata (HBK) K. & R. (Ast)

Diplostephium phylicoides (HBK) Weed (Ast)

B. subtilis 3(13)

Heliopsis oppositifolia (Lam.) Diaz (Ast)

S. aureus 3(13); B. subtilis 3(15)

Pentacalia vaccinoides Cuatr. (Ast)

Tagetes caracasana Humb. ex Willd. (Ast)

Cavendishia bracteata (R.L.P.) Hook (Eric)

S. typhi 3(15); S. aureus 3(19); B. subtilis 3(21)

Vaccinium floribundum H.B.K. (Eric)

Hyptis mutabilis (Rich.) Brig. (Lam)

S. aureus 6(15); B. subtilis 3(15)

Piper aduncum L. (Pip)

P. aeruginosa 3(15); S. aureus 3(13); B. subtilis 3(15)

Piper bogotensis C.D.C (Pip)

S. aureus 3(39); B. subtilis 3(33)

Monnina salicifolia R. & P. (Polgl)

Polygonum punctatum Ell. (Polgn)

P. aeruginosa 12(15); S. aureus 6(13); B. subtilis 3(17)

Arcytophyllum nitidum (H.B.K.) Schd. (Rub)

Arcytophyllum sp. (Rub)

Hamelia patens Jacq. (Rub)

S. aureus 3(17); B. subtilis 3(15)

Aragoa abietina H.B.K. (Scro)

P. aeruginosa 3(13); S. aureus 3(13); B. subtilis 6(13)

Calceolaria chelidonioides H.B.K. (Scro)

B. subtilis 3(19)

Digitalis purpurea L. (Scro)

P. aeruginosa 6(15); B. subtilis 6(13)

Physalis peruviana L. (Sol)

S. aureus 6(13); B. subtilis 3(15)

Solarum nigrum L. (Sol)

S. aureus 3(13); B. subtilis 3(15)

Solanum oblongifolium R.E.P. (Sol)

B. subtilis 3(13)

Tropeolum majus L. (Trop)

Aca= Acantaceae; Api= Apiaciae; Ast=Asteraceae Eric=Ericaceae; Lam=Lamiaceae; Pip. =Piperacaeae
Polgl =Polygalaceae; Polgn=Polygonaceae; Rub=Rubiaceae; Scro=Scrofulariaceae; Sol =Solanaceae
Trop=Tropaeolaceae; 3(17)= Didmetro de inhibicién de 17 mm a una concentracién de 3 mg/ml
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temia salina practicados sobre estas mismas especies
(17), se observa que no existe una correlacién entre la
actividad antimicrobina y letalidad sobre A. salina y
tampoco se aprecia una relacién clara entre la presencia
de metabolitos secundarios y actividad antimicrobiana.

Las especies citadas antes presentaron una actividad
antimicrobiana tan destacada que amerita profundizar en
el aislamiento e identificacién de las sustancias respon-
sables de dicha bioactividad. Sin embargo, en la Tabla
1 se pueden apreciar otras especies con resultados que
pueden justificar la iniciacién de estudios orientados a
precisar sobre dichas actividades.
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