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Resumen

Introducciéon:  Enterococcus  faecalis  resistente  a
vancomicina (EfRV) posee resistencia a glucopeptidos, beta-
lactémicos, aminoglucosidos, lincosamidas y trimetroprim-
sulfametoxazol. Actualmente se cuenta con pocas opciones
terapéuticas para el tratamiento de la infeccion por EfRV.
Las infecciones comiUnmente causadas por enterococos
incluyen, infeccion de vias urinarias (IVU), endocarditis,
bacteriemia, infecciones asociadas a catéter, infecciones
de heridas, e infecciones intra-abominales y pélvicas.
En muchas oportunidades las cepas que causan estos
cuadros infecciosos se originan de la microbiota intestinal.
Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano de extractos de
siete plantas reportadas por los habitantes de la zona rural
de Soracéa (Colombia), como agentes con potencial accion
curativa ante infecciones. Materiales y Métodos: Se
elaboraron extractos metandlicos y diclorometanicos de las
plantas en estudio a través de extraccion continua mediante
Soxhlet. Se determind la concentracion minima inhibitoria
(CMI) de los extractos contra Enterococcus faecalis ATCC
51299 (resistente a vancomicina), por medio del método de
microdilucion en caldo propuesto por el CLSI.Resultados:
Cuatro extractos tuvieron una CMI de 1,25 mg/mL, vy el
extracto diclometanico de las hojas de C. officinalis tuvo

una CMI de 0,625 mg/mL. Conclusién: Estos resultados
demuestran la capacidad inhibitoria de dichas plantas y
validan parcialmente el conocimiento etnofarmacoldgico de
los habitantes de la zona rural de Soraca.

Palabras clave: Extractos vegetales, plantas medicinales,
Calendula officinalis, Enterococcus faecalis, Resistencia a la
Vancomicina, Etnofarmacologia. (Fuente: DeCS)

Abstract

Introduction: Vancomycin resistant Enterococcus faecalis
(VREf) has glycopeptide, beta-lactams, aminoglycosides,
lincosamides and trimethoprim-sulfamethoxazole
resistence. Currently there are few therapeutic options
for the treatment of VREf infection. Infections commonly
caused by enterococci include urinary tract infection (UTls),
endocarditis, bacteremia, catheter-related infections, wound
infections, and intra-abdominal and pehic infections.
Many infecting strains originate from the patient's intestinal
microbiota. Objective: Antibacterial activity of extracts from
seven plants reported by residents of Soraca (Colombia) as
agents with potential curative action against infections was
evaluated. Materials and Methods: Dichloromethane and
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methanol extracts of plants under study were developed
through continuous extraction by Soxhlet. The minimum
inhibitory concentration (MIC) of the extracts against
Enterococcus  faecalis ATCC 51299  (vancomycin
resistant) was determined through the broth microdilution
method proposed by the CLSI. Results: Four extracts
had an MIC of 1,256 mg/mL, and dichloromethane extract
of the leaves of C. officinalis had an MIC of 0,625 mg/
mL. Conclusion: Our results demonstrate the inhibitory
capacity of these plants and partially validate the ethno-
pharmacological knowledge of the rural residents of
Soraca.

Keywords: Fant extracts, medicinal plants, Calendula
officinalis, Enterococcus faecalis, Vancomycin Resistance,
Ethnopharmacology. (Source: DeCS)

Resumo

Introducado: Enferococcus  faecalis  resistente  a
vancomicina (EfRV) tem resisténcia a glicopeptideos,
beta-lactamicos, aminoglicosideos, lincosamidas e
trimetoprim-sulfametoxazol. Actualmente existem poucas
opgdes terapéuticas para o tratamento da infeccdo por
EfRV. Infeccdes comumente causadas por enterococos
incluem infecgéo do trato urinario (UTls), endocardite,
bacteremia, infeccdes relacionadas ao cateter, infecgoes
de feridas e infecgdes intra-abdominais e pélvicas. Muitas
cepas infectantes sao originarias da microbiota intestinal
do paciente. Objetivo: O efeito antibacteriano de extratos
de sete plantas relatadas pelos habitantes das zonas
rurais de Soraca (Coldbmbia) como agentes com potencial
acao curativa, foi avaliada contra infeccdes. Materiais
e métodos: Extratos metandlicos e diclorometano
de plantas em estudo foram desenvolvidos através
de extracdo continua por Soxhlet. Foi determinada a
concentracao minima inibitéria (CMI) dos extratos contra £.
faecalis ATCC51299 (Resistente a vancomicina), através
da metodologia de microdiluicdo em caldo proposto pelo
CLSI. Resultados: Quatro extratos tinham uma MIC de
1,25 mg/mL e extrato diclorometanico de folhas de C.
officinalis tinha uma MIC de 0,625 mg/mL. Conclusao:
Estes resultados demonstram a capacidade inibitéria
de tais plantas e validar parcialmente o conhecimento
etnofarmacoldgico dos habitantes das zonas rurais de
Soraca.

Palavras chave: Extratos vegetais, Flantas medicinais,

Calenaula officinalis, Enterococcus faecalis, Resisténcia a
vancomicina, Etnofarmacologia. (Fonte: DeCS)
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INTRODUCCION

El incremento de las infecciones ocasionadas por
bacterias resistentes a multiples antibidticos en
ambientes hospitalarios y extrahospitalarios cada vez
es mas frecuente. Lo anterior genera el aumento de los
costos en el tratamiento, las estancias hospitalarias vy el
fracaso terapéutico (1). Desde el afio 2.009 solo dos
nuevos antibiéticos han sido aprobados para uso clinico
en los Estados Unidos vy alrededor de nueve productos
de suministro intravenoso con mecanismos de accion
novedosos contra bacilos gramnegativos estan en fases
de evaluacion Il y Il (2). La velocidad en la elaboracion
de nuevos antibidticos es inversamente proporcional
a la evolucion de las bacterias para el desarrollo de la
resistencia a los mismos; asf desde 1.980 la produccion
de nuevos antibidticos ha venido decayendo, tanto
que en la actualidad se produce menos de una tercera
parte de los antibidticos que se producian en agquella
época (3). Por lo anterior una prioridad en las lineas de
investigacion a nivel mundial deberia ser la blusqueda de
nuevas fuentes de compuestos antimicrobianos, para
lo cual la naturaleza brinda infinidad de recursos. Uno
de esto recursos y seguramente el mas diverso es la
flora (4). EI conocimiento empirico de las propiedades
medicinales de las plantas se ha transmitido al interior
y entre las comunidades humanas de generacion en
generacion para diversos fines, incluyendo el tratamiento
de enfermedades infecciosas. La tradicion de “curar
con plantas” tiene soporte cientifico, debido a que los
compuestos activos producidos durante el metabolismo
secundario vegetal, son generalmente responsables de
diversas actividades bioldgicas (5).

Uno de las bacterias que ha sobresalido por su constate
adaptacion a los antibidticos a través de diversos
mecanismos de resistencia es el Enterococcus faecalis,
este microorganismo hace parte de la microbiota
normal de intestino grueso, pero ciertas cepas causan
infecciones del tracto urinario, de heridas vy tejidos
blandos, entre otras (6). La aparicion de la resistencia
a los glucopeptidos en 1.988, hizo que el tratamiento
farmacolégico para este microorganismo fuera mucho
més dificil (7), considerando también la resistencia
a beta-lactdmicos, aminoglucosidos, lincosamidas vy
trimetroprim-sulfametoxazol (8). La resistencia de los
enterococos esta mediada por la aparicion de genes que
se denominan Van, y que se han divido en seis tipos gque
incluyen desde la A hasta la F segin la expresion de la
resistencia a vancomicina y teicoplanina (9). El desarrollo
de las cepas de enterococos resistentes a vancomicina
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(ERV) ha hecho casi imposible su tratamiento, antibidticos
de Ultima generacion deben ser usados para combatir
infecciones causadas por estas cepas de enterococos
multirestentes como el £ faecalis del cual ya se ha
reportado su resistencia al linezolid (10).

Una buena parte de los farmacos utilizados para tratar
diversas dolencias, tiene su origen en las plantas, la razén
de ser de esta afirmacion es que las plantas representan
una fuente importante de moléculas (11), algunas de estas
conocidas y seguramente otra gran cantidad por conocer;
es por esto gque realizar bioprospeccion teniendo las
plantas como fuente potencial de moléculas con actividad
antimicrobiana, es una opcidn que debe ser tenida en
cuenta como una de los principales recursos naturales
en la busqueda de antibi¢ticos. Basado en lo anterior,
el objetivo de este trabajo fue determinar la actividad
antibacteriana contra E. faecalis resistente a vancomicina,
de los extractos de algunas plantas que se encuentran en
Soraca (Colombia) y que son catalogadas por la poblacion
rural como plantas usadas para combatir infecciones.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo es de tipo experimental en el cual se aplican
16 tratamientos (extractos) a una cepa de Enterococcus
faecalis ATCC 51299 (resistente a vancomicina). Los
tratamientos se aplicaron por triplicado y los resultados
se compararon con controles positivos y negativos. El
procedimiento detallado se expone a continuacion:

Seleccidn de las plantas: Las plantas fueron recolectadas
en la zona rural del municipio de Soraca (Colombia), previa
entrevista aplicada a los pobladores de la zona; dicha
entrevista 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 recolectd en bolsas de cierre hermético
y de forma individual, bajo la guia de las personas que
reportaban su uso.

Identificacion de las plantas: Se depositd un ejemplar
completo de cada una de las siete plantas recolectadas
para ser identificadas taxondémicamente y catalogadas en
el herbario de la Universidad Pedagdgica y Tecnologica de
Colombia.

Obtencién 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 continua
por solventes mediante Soxhlet. Los solventes utilizados
fueron diclorometano (DCM) al 99,6% y metanol (MET) al
99, 5%. El producto de la extraccion por Soxhlet se llevo a
sequedad por medio de rotaevaporacion a 40°C para los
extractos diclorometanicos y 60°C para los metandlicos,
a los cuales se aplicd 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: EI potencial
inhibitorio de los extractos se probd contra £, faecalis ATCC
51299 (resistente a vancomicina), para esto se utilizd el
método de microdilucion en caldo propuesto por el CLSI
(12). Los extractos fueron disueltos en dimetilsulfoxido
(DMSQ) 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 realizd de forma visual después de 24 horas
de incubacion, aplicando 10 yL de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
i-2,5-difeniltetrazolio (MTT) de concentracion 1 mg/mlL
como revelador de actividad metabolica. Con los extractos
que inhibieron el crecimiento de E. faecalis ATCC 51299
en el tamizaje, se llevo a cabo la determinacion de la CMI
de los mismos, diluyendo seis veces el extracto, partiendo
de una concentracion de 10 mg/mL hasta 0,156 mg/mL.
Cada ensayo se realizod por triplicado. Parta determinar el
resultado final de inhibicion se aplicaron promedios a los
resultados de la CMI de cada montaje.

RESULTADOS

Selecciodn e identificacion taxondmica de las plantas:
Se reportaron siete plantas con las cuales se realizo el
estudio. También se selecciond (segun la entrevista) la
parte de la planta a utilizar para los ensayos de actividad
antimicrobiana. Las plantas reportadas fueron: Caléndula
(hojas vy 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 Tecnoldgica de Colombia. Los
resultados de la clasificacion taxondmica muestran en la
tabla 1.
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Tabla 1. Identificacion taxonémica del material vegetal.

Nombre Nombre cientifico No. Registro del herbario de
comun 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 Mill. UPTC 020942

Ensayo de actividad antibacteriana: Iniciaimente se realizd
un tamizaje en donde se sometio ala cepa de E. faecalis ATCC
51299 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.

Tabla 2. Resultados de la prueba de tamizaje de actividad bactericida
(10 mg/mL) contra Enterococcus faecalis ATCC 51299

Metandéli Diclor tani
Material vegetal/Tipo de extracto (MET) (DCM)

1 NI 1 NI
Calendula officinalis (hojas) X X
Calendula officinalis (flores) X X
Foeniculum vulgare Mill. (hojas)
Malva parvifiora L. (hojas)
Plantago australis Lam. (hojas)
Sambucus nigra L.P (hojas)
Vicia faba L. (hojas)

Solanum americanum Mill (fruto)

X[ X [X[X[X]|X
x

I Inhibicion; NI: No inhibicion

Con los extractos que inhibieron el crecimiento de la bacteria
en el tamizaje (10 mg/mL), se llevd a cabo la determinacion
de la concentracion minima inhibitoria  diluyendo  seis
veces la concentracion inicial hasta llegar a 0,156 mg/mL.
Las réplicas de cada uno de los tratamientos arrojaron los
mismos resultados, por lo tanto los promedios arrojaron datos
homogeéneos. 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

Extracto/Conc 10 5 2,5 1,25 0,625 0,321 0,156
del extracto | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL

C. officinalis

(rojas) DOM | | | | | NI NI

C. officinalis

(fores) MET | | | | NI NI NI

C. officinalis | | | | NI NI NI

(flores) DCM

P. australis Lam.

(hojas) DCM | | | | NI NI NI

S niga LP

{hojas) DOM N N N

S.  americanum N NI NI

Mill (fruto) DCM

I Inhibicion; NI: No inhibicion
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Una de las estrategias usada para enfocar la busqueda
de compuestos con actividad bioldgica a partir de fuentes
naturales, es la que se basa en el conocimiento de los
usos etnomedicinales de las plantas de cierta region (13).
Una vez acumulada suficiente evidencia empirica del uso
de plantas para tratar alguna patologia, puede entrarse a la
fase de validacion In Vitrode la actividad biolégica reportada.
En este trabajo se reportan siete plantas que segun los
habitantes de la zona rural de Soraca (Colombia), poseen un
efecto sobre el curso normal de las infecciones, haciendo
que estas se resuelvan de manera satisfactoria. Con el
objetivo de validar el conocimiento popular mencionado
anteriormente, se obtuvieron extractos metandlicos vy
diclorometanicos de las plantas reportadas, considerando
el posible efecto antibacteriano de metabolitos secundarios
polares y no polares respectivamente contra E. faecalis
resistente a vancomicina ATCC 51299.

Son pocos los trabajos en los que se prueba la capacidad
inhibitoria de los extractos de las plantas aqui estudiadas
contra enterococos resistentes a vancomicina (ERV), sin
embargo, algunos reportes hacen alusion a la capacidad
inhibitoria de  los extractos de C. officinalis contra
enterococos sensibles a vancomicina (ESV), como por
elemplo el realizado con el extracto de la flor de dicha planta
en metanol y etanol cuyos halos de inhibicion midieron 13
y 156 mm respectivamente (14). También se reportan CMIs
que van desde 7,5 a 17,5 mg/mL en un estudio hecho con
cinco tipos de extractos (agua, etanol, cloroformo, n-butanol
y éter de petréleo) de las hojas, flores, tallo y raiz de C.
officinalis (15). Extractos de otras especies de Calendula
como los extractos metandlico y hexanico de las flores de
C. arvensis poseen también efecto inhibitorio a CMIs de
25 pg/mL y 12,5 ug/mL respectivamente contra £. faecalis
vancomicina sensible (16). Es de resaltar que en el presente
estudio el extracto con mayor capacidad inhibitoria resultd
ser el de las hojas de C. officinalis en DCM con una CMI de
0,625 mg/mL, concentracion por la cual serfa recomendable
continuar el estudio fitoquimico para aislar el/los metabolito(s)
responsable(s) de la actividad antibacteriana.

Aungue el extracto metandlico de las hojas de C. officinalis
tuvo una CMI mayor (1,256 mg/mL) al de las hojas, dicha
concentracion es superior en eficacia a la de algunos estudios
reportados.

Del presente trabajo también se obtuvo una CMI de 1,25
mg/mL contra EfVR usando extractos diclorometanicos
de las hojas de Fantago australis, sin embargo extractos
de esta planta sdlo se reportan en la literatura con efecto
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antioxidante (17). Especies como £ major han sido
estudiadas ampliamente y existen reportes que confirman su
capacidad inhibitoria frente a £. faecalis, en concentraciones
de 500 mg/mL, observandose halos de inhibicion de 10 mm
con extractos metandlicos de las hojas (18).

Sobre Sambucus nigra son pocos los reportes que existen
de su actividad antimicrobiana y ninguno especificamente
contra EfRV. Un estudio publicado en 2.010 en donde
se probaron algunos constituyentes de las flores vy
frutos de S. nigra contra S. aureus resistente a meticilina
(SARM), demuestra que las flavonas, flavonoides vy
dihidroflavonas inhiben el crecimiento de SARM (19). La
actividad antibacteriana de extractos de S. nigra también
ha sido evaluada con oftras bacterias de importancia
clinica como E. coli, inhibiendo dicha bacteria a una CMI
de 0,0038 mg/mL (20). También se han logrado inhibir
bacterias grampositivas del género Streptococcus como
S. pyogenes 'y estreptococos del grupo Cy G (21). Por el
contrario, uno de los pocos estudios que evalla la accion
antimicrobiana del extracto metandlico de S. nigra sobre
Enterococcus rafinosus muestra resultados negativos
(22). ElI haber obtenido una innhibicion de EfVR con
extractos de S. nigra a una CMI de 1,25 mg/mL es un
hallazgo importante, que abre las puertas hacia futuras
investigaciones sobre efecto antimicrobiano de esta
planta en bacterias grampositivas multi-drogoresistentes.

La CMI del extracto diclorometanico del fruto de Solanum
americanum fue de 1,25 mg/mL. No se tienen reportes de
la accion antimicrobiana de extractos de S. americanum
sobre ERV excepto el del presente estudio. En contraste
otras especies han sido méas estudiadas, tal es el caso
de S. nigrum, de la cual se informa una inhibicion de £
faecalis sensible a vancomicina a partir de extractos
cloroférmicos de la hoja con un halo de inhibicién de 2,7

m (23). Por el contrario otros estudios reportan la no
inhibicion de E. faecalis con concentraciones de hasta
100 mg/mL de extracto hexanico, aceténico y metandlico
de las hojas de S. nigrum (22). Extractos acuosos de
Solanum torvum tuvieron un importante efecto inhibitorio
sobre Enterococcus sp, inhibiendo esta bacteria a una CMI
de 0,025 mg/mL (24). El presente hallazgo representa un
aporte mas al estudio de las actividades bioldgicas de las
especies de Somanum sp 'y pone de presente el potencial
farmacoldgico de este género y en especial del fruto del
mismo, constituyente de la planta gue no posee reportes de
actividad antimicrobiana.

La actividad antibacteriana encontrada en aproximadamente
un 30% de las plantas reportadas por los habitantes de la
zonarural de Soraca (Colombia) resultd ser lo suficientemente

buena en la inhibicion de EfVR, con MICs entre 1,25 vy
0,625 mg/mL, por esta razén vale la pena considerar la
continuacién del estudio fitoquimico de sus componentes,
con el animo de encontrar las moléculas responsables
de la actividad antibacteriana. El hallazgo de que tales
extractos inhiben el crecimiento de EVR es un hecho
importante en la lucha contra la resistencia bacteriana, que
pone de presente nuevas fuentes de posibles moléculas
con efecto antimicrobiano frente a bacterias grampositivas
multiresistentes.
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