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RESUMEN

Se evalué el potencial antimicrobiano de las especies Achyrocline satureioides,
Achyrocline bogotensis y Gnaphalium elegans frente a una cepa de Campylobacter
jejuni perteneciente al cepario de microbiologia (Grupo GIBGA) mediante la prueba de
microdilucién en placa de 96 pozos, en un lector de microplacas (BIO RAD Modelo
680). Los extractos totales se obtuvieron mediante una extraccion en contra reflujo;
posteriormente fueron fraccionados mediante el uso de solventes organicos de distintas
polaridades. Los resultados demostraron que las fracciones polar y medianamente
polar de G. elegans a una concentracion de 0.125 mg/mL evidencian un posible efecto
antagonico frente a C. jejuni. De igual forma las fracciones polar y apolar de A.
satureioides demostraron una posible actividad antimicrobiana a la misma
concentracion. Por el contrario, ninguna de las fracciones de Achyrocline bogotensis
mostraron potencial antimicrobiano, luego de comparar sus absorbancias con la

resultante del control positivo correspondiente a la bacteria en estudio.
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INTRODUCCION

Campylobacter jejuni es una especie bacteriana de interés clinico ya que predomina en
infecciones a nivel gastrointestinal (1). Este  microorganismo influye
socioecondémicamente a nivel mundial, incluso se han notificado més casos de diarrea
transmitida por la bacteria en mencién que casos reportados por Salmonella (2). Segun
el Departamento de Medicina Preventiva de la Universidad de Chile, es el primer
causante de diarrea en poblaciones de paises desarrollados y ocupa el segundo o
tercer lugar en paises subdesarrollados (2).

Del mismo modo, se le ha asociado con un trastorno autoinmune denominado
Sindrome de Guillain Barré, el cual causa en el paciente debilidad progresiva y pérdida
de reflejos por dafio neuronal procedente en individuos con antecedentes de
infecciones bacterianas o virales agudas (3). Asi mismo, se debe tener en cuenta que
los humanos tienen facil acceso a los “transmisores” que contienen esta bacteria como
son el agua contaminada, alimentos contaminados como pollos, pavos, gallinas,
animales domeésticos, entre otros (4). La resistencia bacteriana es una situacion
complicada y de dificil solucion a nivel mundial. Representa un impacto socioeconémico
altisimo que abarca a pacientes, entidades hospitalarias, profesionales que prescriben
antibidticos y hasta laboratorios farmacéuticos que subsisten de la produccion de
antibidticos, los cuales cada vez mas presentan problemas para combatir las
infecciones bacterianas debido a los malos habitos de uso por parte de los implicados
(5).

Por lo anterior, la importancia del presente trabajo establece una fuente de
investigacion para ampliar los estudios sobre agentes antimicrobianos indicados para
infecciones por C. jejuni en Colombia, determinando la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) de los extractos vegetales Achyrocline satureioides, Achyrocline
bogotensis y Gnaphalium elegans haciendo uso de un lector de placas de 96 pozos,
midiendo asi la sensibilidad de C. jejuni frente a extractos de las especies
mencionadas, puesto que a nivel mundial se ha visto la necesidad de originar nuevos

antimicrobianos frente a la problematica de resistencia bacteriana por mala adherencia
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a los tratamientos con antibidticos.

C. jejuni es un bacilo Gram negativo microaerdfilo, requiere de pequefas cantidades de
oxigeno para poder crecer en condiciones Optimas; se le relaciona a la
campilobacteriosis en seres humanos, por tal razén es de gran interés clinico, en
especial por su facil transmision dada por el consumo de alimentos y de agua
contaminada; basados en lo anterior, se considera como una problematica de salud
publica mundial; a pesar de ello actualmente en Colombia no hay una estimacién clara
de incidencia de la enfermedad, sin embargo el Grupo de Microbiologia del Instituto
Nacional de Salud estim6 una prevalencia en un rango de 3,3% y 6,8% calculado en
muestras de pacientes con enfermedad cronica aguda entre los afios 2007 y 2011
(6,7).

Afo Prevalencia (%)
2007 6.8
2008 3.3
2009 4.1
2010 5.1
2011 5.5

Tabla 1. Prevalencia de Campylobacter spp. en muestras de pacientes con EDA entre
los afios 2007 y 2011, realizado por el grupo de microbiologia del Instituto Nacional de
Salud en Colombia. Tomado de (6).

El proyecto corresponde a una investigacion de tipo cuantitativa experimental porque
analiza las variables y resultados obtenidos a través de las técnicas analiticas
desarrolladas durante el proceso de experimentacion. Por medio de estos resultados
pretendemos proponer una alternativa al problema planteado, determinando si los
extractos de las plantas Achyrocline satureioides, Achyrocline bogotensis y Gnaphalium
elegans poseen metabolitos con potencial antimicrobiano, a partir de la técnica analitica

de espectrofotometria en microplaca de 96 pozos. Si los metabolitos presentan
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resultados favorables, se pretende exponer esta informacion de manera que estos
extractos puedan ser tomados en cuenta como posibles sustratos para el tratamiento

contra C. jejuni.
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo general

Determinar el efecto antagonico in vitro de extractos de las especies Achyrocline
satureioides, Achyrocline bogotensis y Gnaphalium elegans frente a Campylobacter

jejuni.
1.2. Objetivos especificos

e Fraccionar los extractos totales de las especies Achyrocline satureioides,
Achyrocline bogotensis y Gnaphalium elegans, mediante el uso de solventes
organicos de distintas polaridades.

e Determinar la susceptibilidad de Campylobacter jejuni frente a las especies
Achyrocline satureioides, Achyrocline bogotensis y Gnaphalium elegans.

e Evaluar el potencial antimicrobiano en microplaca de las especies en estudio,
frente a una cepa de Campylobacter jejuni perteneciente al area de microbiologia

de la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A.
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2. MARCO TEORICO
2.1. Generalidades Campylobacter

A través del tiempo, muchas investigaciones han coincidido en afirmar que la diarrea
representa un porcentaje considerable de mortalidad en el mundo, principalmente en
nifos. Sin embargo, las tasas mas altas de muertes causadas por enteritis, se han
presentado siempre en paises subdesarrollados, en donde las condiciones sanitarias
generalmente son precarias, y es que al comparar estadisticas con paises
industrializados, es evidente reconocer que el deceso de individuos a causa de
enfermedades diarreicas se hace insignificante (11).

En términos de etiologia, los estudios recopilados hasta el afio 2016 han evidenciado
18 especies y 6 subespecies de Campylobacter, las cuales fueron aisladas casi en su
totalidad en muestras de humanos, entre las que se encuentran C. jejuni y C. coli,
causantes de gran parte de los reportes de enteritis y la sintomatologia de tipo
infeccioso que se desencadena en seres humanos, como diarrea, vomito y
deshidratacion severa (12). Siendo la principal fuente de contaminacién el consumo de
leche no pasteurizada, agua contaminada y principalmente los intestinos de animales
en donde la bacteria se coloniza como en cerdos, ovejas y mayoritariamente aves de
corral como pollos y pavos (13).

En consecuencia, los reportes existentes, describen por lo menos a 100
microorganismos infecciosos (serotipos) de C. jejuni clasificados como subespecies a
jejuni y doylei respectivamente; esta Ultima ya ha sido aislada en humanos pero no es
habitual encontrarla, su resistencia frente a antimicrobianos es baja y su aislamiento
suele ser complicado. En cuanto a otras especies aisladas en pacientes con diarrea, se
menciona a Campylobacter fetus, Campylobacter lari y Campylobacter upsaliensis,
entre otras con una frecuencia inferior (tabla 1) (14).

Las patologias asociadas al género Campylobacter se resumen en dos principalmente.
La primera de ellas es conocida como campilobacteriosis, definida como una
enfermedad infecciosa de origen netamente bacteriano que de acuerdo a estudios

relacionados, la infeccion esta directamente asociada con aves infectadas por el
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microorganismo, que al ser consumidas por las personas como alimento, con una
ineficiente coccién, ademas de inadecuadas condiciones de almacenamiento, permiten
gue la bacteria sea transmitida al individuo que las consume (15).

En segunda medida, se debe mencionar al sindrome de Guillain Barré, el cual se basa
en un trastorno autoinmune que causa en el paciente debilidad repentina que aumenta
con el pasar de los dias, la persona pierde los reflejos a causa del dafio neuronal
producido a nivel periférico, puesto que su sistema inmune ataca el organismo,
especificamente a la mielina de las neuronas, ocasionando un déficit en la respuesta de
sefiales enviadas por el Sistema Nervioso Central a los musculos y a todo el
organismo. Los pacientes que presentan el sindrome, por los general cuentan con
antecedentes de infecciones virales o bacterianas como Campylobacter jejuni (16).

Este sindrome, desencadena una pardlisis flacida aguda en los pacientes con
antecedente de enfermedad diarréica. Sin embargo, la incidencia de gastroenteritis
causada por C. jejuni no esté cuantificada con exactitud (17). Anualmente se reportan
hasta 2 casos por cada 100 000 individuos en todo el mundo con sindrome de Guillain
Barré y se presenta frecuentemente al llegar a la edad adulta, encontrando més casos
en varones que en mujeres y luego en personas entre los 50 y 80 afios de edad, con
antecedentes de infeccion por C. jejuni (12). Aunque los pacientes se recuperan al
pasar los dias, los adultos generalmente quedan con secuelas de la enfermedad,
mientras que los nifios se recuperan sin mayores efectos. Adicional a esto, tiene una
duracién aproximada de 3 meses, tiempo en el cual la mayoria de pacientes deben
someterse a terapia intensiva para recobrar la movilidad de su tronco y extremidades
(18).

€ Jehnt Gastroenteritis,  bacteriemia, SRR 1S GOl S G

sindrome de Guillain Barrée. PeEELHEZRI0, GElles, [Eee,
vacas, cerdos, monos, agua.

C. coli Aves de corral, leche no
pasteurizada, gatos, perros,
vacas, cerdos, monos, ostras,
agua.

Gastroenteritis, bacteriemia.
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C. fetus Bacteriemia, meningitis,

endocarditis, aneurisma | Ovejas, vacas, pajaros, perros.
micético, diarrea.
C. hyointestinalis Cerdos, vacas, ciervos,
Diarrea, bacteriemia, proctitis. hamsteres, leche no
pasteurizada, ostras.
C. lari Diarrea, colitis, apendicitis, | Gaviotas, agua, aves de corral,
bacteriemia, infeccion del | vacas, perros, gatos, monos,
tracto urinario. ostras, mejillones.
C. upsaliensis Diarrea, bacteriemia,
abscesos, enteritis, colitis, Gatos, perros, otras mascotas.
sindrome hemolitico-urémico.
C. concisus Diarrea,  gastritis,  enteritis, Cavidad oral humana, perros.
periodontitis.
C. sputorum Diarrea, Ulceras de decubito, Cavidad oral humana, vacas,
abscesos, periodontitis. cerdos, perros.
C. rectus Periodontitis
C. mucosalis Enteritis Cerdos, perros.
C. jejuni Diarrea, colitis, apendicitis,
subespecie doylei bacteriemia, infeccion del Cerdos
tracto urinario.
C. curvus Aves de corral, leche no

pasteurizada, gatos, perros,
vacas, cerdos, monos, agua,
cavidad oral humana

Gingivitis, absceso alveolar

C. gracilis Abscesos de cabeza y cuello,
abscesos abdominales, Perros
empiema.
C. cryaerophila Diarrea Cerdos

Tabla 2. Especies de Campylobacter y patologias asociadas. Tomado y editado de(14)

Campylobacter posee una morfologia que bajo el microscopio es posible observar
microorganismos delgados, largos y cortos, usualmente con forma de espiral o de Sy
también puede presentarse con muchos espirales y filamentos. La literatura los
describe como bacilos Gram negativos; finos por su ancho de entre 0,2 a 0,4 um y un
largo de 1,5 a 3,5 um aproximadamente. Asi mismo, se muestran curvos y con
extremos afilados, estos no forman esporas y se consideran ser mas pequefios que la
mayoria de microorganismos patdégenos de origen intestinal. Del mismo modo, son

descritos como microorganismos moviles, microaerdfilos (en su gran mayoria), los
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cuales poseen un flagelo en uno o ambos extremos, particularidad que les permite
colonizar las mucosas de los aparatos digestivo y respiratorio atravesandolos con un
movimiento en espiral (19).

En estudios previos acerca de Enfermedades Transmitidas por Alimentos, C. jejuni es
descrita como una bacteria que posee un cromosoma circular de 1,64 millones de
pares de bases, a las que se les atribuye la codificacion de 1 654 proteinas y 54
especies estables de ARN y que como caracteristica poco comun puntualizan la
carencia de secuencias asociadas a fagos y las pocas secuencias repetidas (19).
Campylobacter jejuni, es responsable de al menos el 80% de las enfermedades
gastrointestinales causadas en humanos. Es una bacteria termdfila, por lo que a
temperaturas inferiores a 30° C, su crecimiento y reproduccioén se ve disminuido. Sin
embargo, en condiciones especiales de humedad, puede sobrevivir a temperaturas tan
bajas como los 4° C. Es por esto, que C. jejuni posee la capacidad para formar gran
cantidad de biofilms, que le permite sobrevivir en condiciones aerdbicas, cuando este
es movil y esta conformado por muchos flagelos; sabiendo ademas, que las
condiciones ambientales 6ptimas se deben encontrar con un 5% de oxigeno y entre 2 a
10 % de CO2. Adicionalmente, su crecimiento puede favorecerse cuando existe apenas
un 0,5% de NaCl en el medio en que se encuentre (14,20).

Como informacion estadistica, cabe destacar el incremento de campilobacteriosis, que
hasta el afio 2010 fue del 19,4% por cada 100.000 habitantes en el continente europeo.
De igual manera, a nivel nacional se evidencia con base en articulos cientificos de
medicina, que las muertes causadas por diarrea y asociadas entre otros factores a
Campylobacter jejuni, acogen a la poblacién infantil con edades inferiores a los 5 afios
de edad, posicionandose entonces en el cuarto lugar dentro de las principales
enfermedades transmitidas por alimentos en todo el mundo (21).

Segun cifras de la OMS, 220 millones de pediatricos al afio, con un rango de edad
inferior a 2 afios se ven directamente afectados con enfermedades causadas por
alimentos. Por lo tanto, Campylobacter al tener una alta incidencia entre las ETA, se

convierte en un tema central entre los investigadores que trabajan en conjunto para
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establecer medidas de prevencion ante trastornos gastrointestinales provocados por
Campylobacter, asi como directrices universales para la deteccion temprana de la
enfermedad con el fin de disminuir el indice de fallecimiento sobre todo de nifios a
causa de un suceso que podria ser prevenible en la mayoria de los casos (22).

Por consiguiente, la Organizacion Mundial de la Salud, en funcion de formalizar
politicas de prevencion, promocion e intervenciéon mundialmente, ha sugerido tanto a
paises desarrollados como subdesarrollados crear programas epidemioldgicos frente a
Campylobacter. A pesar de esto, el proceso no ha sido incluido en muchos paises
como los Latinoamericanos. Sin embargo, en paises como Colombia, los cientificos
han tenido la ventaja de ser participes de los aislamientos cada vez mas frecuentes de
esta bacteria, principalmente en muestras fecales de pacientes enfermos, que son al
mismo tiempo, hallazgos de suma importancia para empalmar un programa de

vigilancia como lo ha propuesto esta entidad internacional (23).

2.2. Patogenia

Campylobacter jejuni ademas de otras campilobacterias, habita en el tubo digestivo de
animales como pollos, cerdos y bovinos, que usualmente sirven de alimento para las
personas. Al ser una bacteria patdgena, es pertinente saber que las complicaciones de
la salud en individuos con infeccibn por Campylobacter jejuni, se resume en
enfermedad sistémica acompafiada de fiebre y gastroenteritis principalmente. Aunque
actualmente se tenga evidencia sobre enfermedades que se desarrollan tiempo
después de que el paciente haya cursado por un proceso infeccioso por
campilobacterias, como artritis reactiva o Sindrome de Guillain Barré, concluyendo que
por lo menos entre el 20% y 40 % de las personas que adquirieron el sindrome, habian
presentado tiempo atras infeccién por C. jejuni (24).

Por ello, la patogenicidad de la enteritis por C. jejuni incluye la motilidad, capacidad de
adherirse en la mucosa intestinal e invadir células eucariotas (25) que no logran entrar
en mitosis por un bloqueo en la fase G2/m atribuido a la presencia de citotoxi nas de

distencion, provocando la muerte celular (20). Las condiciones del huésped asociadas
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con una disminucion de la acidez gastrica, como el uso de inhibidores de la bomba de
protones, y los alimentos capaces de proteger a los microorganismos en transito a
través del estbmago pueden permitir que Campylobacter alcance el intestino. La
acumulacion de liquido en la luz intestinal se asocia con dafio directo de las células de
la mucosa como consecuencia de la invasion bacteriana que tiene mecanismos para
atravesar la superficie mucosa. Los factores utilizados dependen de la especie (14).

La enfermedad diarreica es un problema de salud mundial, debido a la morbimortalidad
ocasionada en nifios, segun la OMS Campylobacter hace parte de una de las causas
mas frecuentes de la enfermedad diarreica y su transmision se da por medio de
alimentos contaminados (22).

De acuerdo a informes obtenidos entre los afios 2008 y 2011 por la Autoridad Europea
de Seguridad Alimentaria (EFSA), se observdé un aumento de campylobacteriosis

pasando de 43,9 casos por 100.000 habitantes a 220.209 casos notificados (26).

Finland (Nov-Dec), 115 Greece (May-Jun), | | UK (Oct), 59 cases
cases (mixed infection), 60 cases (mixed infection
20 confirmed including C. jejuni)
Canada (Jun), 225 Switzerland (Feb), 126 || UK, 161 cases USA, 45 Norway (Apr-May), Korea (Jul),
cases, mountain bike cases (mixed infection || mountain bike | | confirmed | | 12 cases after 92 cases ata
race event including C. jejuni) race event cases farm visit middle school
2007 2008 2009
0 ]
Canada (2009-2011), Australia UK (May), 18 cases USA (Jan-Feb), USA (Oct), 6 cases
10 cases of enteric (2008-2011), from 32 diners at a 148 cases from dining at
C. coliinfection 6 outbreaks college restaurant {81 confirmed) restaurants

| |
1

——

2010 | 2011 N

Aty

Denmark (May), | | UK{Jun), 24 cases || UK (Jan), 11 UK (Sep), Australia (Jul), 15 USA (Oct), USA (May), 6
176 cases from 67 guests ata | | cases after ameal | |49 cases (22 cases from 57 guests | | | 22 cases confirmed, 2
(61 confirmed) wedding reception | | at a restaurant confirmed) at a restaurant (4 confirmed) | = probable cases
[7] Poultry-related [ water USA (May-Jul), New Zealand (Aug),

18 cases (7 confirmed) 138 cases (29 confirmed)

["] Ingestion of mud/food Unpasteurized milk
[7] Food-related [T] Contact with animals
[7] sexual transmission
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Figura 1 Cronologia de los brotes de campilobacteriosis publicados desde 2007.
Tomado de (27)

En América del Sur Campylobacter jejuni es la especie frecuentemente mas aislada,
aunque en el caso de Colombia no hay informacion clara, se estim6 que entre los afos
2007 y 2011 se estim6 una prevalencia de 3,3% y 6,8% calculado en muestras de
pacientes con enfermedad cronica aguda de acuerdo a reportes del Grupo de

Microbiologia del Instituto Nacional de Salud (28).

2.3. Resistencia antimicrobiana

Para casos graves y cronicos los antibiéticos de eleccion son fluoroquinolonas,
tetraciclinas y macrolidos como azitromicina y eritromicina; sin embargo segun Garcia y
colaboradores se ha reportado resistencia a nivel mundial hacia las tetraciclinas y
fluoroquinolonas. En cuanto a azitromicina se ha notificado una resistencia de cepas
aisladas en paises asiaticos correspondiente a un 31%.

Por otra parte, para eritromicina se ha notificado que C. jejuni tiene baja resistencia

hacia este antibiético (63).

2.4. Asteraceae

Considerada tal vez como la familia mas amplia entre todas las de tipo vascular debido
a la gran cantidad de géneros y especies que la componen, de las cuales se
desprenden otro sin namero de categorias. Lo anterior explica por qué es tan
importante en el campo medicinal, ya que esta familia esta dotada de infinidad de
metabolitos activos que tienen un uso importante en enfermedades de tipo digestivo vy,
en resumen, toda patologia derivada de alimentos (29). Por mencionar algunos
pertenecientes a esta gran familia, seran nombradas plantas como lechuga, girasol,
manzanilla, vira vira, marcela, y en general casi todas las especies ornamentales y

alimenticias (30).
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2.5. Achyrocline satureioides

Figura 2. Arbusto de Achyrocline satureioides ubicada en zonas aledafas al paramo

de Sumapaz (fuente: las autoras).

Conocida comunmente como Marcela, es una planta medicinal ampliamente difundida
en América del sur (centro y norte del continente), principalmente en la region del Rio
de la plata. Los estudios farmacoldgicos realizados coinciden en que la planta posee
actividad digestiva, antimicrobiana, antiespasmaddica, antidiabética, antiasmatica y
antiviral constatado en ensayos in vitro e in vivo contra varios microorganismos
patégenos para el ser humano y de importancia clinica, atribuidos a la presencia de
acidos cafeoilquinicos (clasificado como &cido hidroxicinamico) y flavonoides, presentes
en las partes aéreas, fundamentalmente en las inflorescencias de la especie en
mencién. Ademas, ha sido posible la identificacion de compuestos fendlicos como
taninos, flavonoles y saponinas (31); sin embargo, la actividad antineoplasica
caracteristica de esta planta y su uso como antibacteriano se otorga a los flavonoides
gque posee y son principalmente luteolina, quercetina, 3-C- metil-quercetina y

achyrobichalcone (32). Por otra parte, se debe resaltar que en los paises
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suramericanos hay una demanda considerable de A. satureioides, tanto para el mercado
farmacéutico como para la industria de cosméticos y de bebidas amargas (33). A

continuacion, se presenta la informacion taxonémica de la especie A. satureioides (34):

Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Achyrocline
Epiteto especifico satureioides

Tabla 3. Taxonomia de la especie Achyrocline satureioides. Tomado de (34).

Su uso como planta medicinal es muy conocido por infusiones hechas con las
inflorescencias de esta planta en forma de té. Su actividad mutagénica in vitro contra
otras bacterias patdgenas de interés clinico comprueba la importancia que tiene contra
enfermedades caracteristicas por la inflamacién del intestino, desencadenando fiebre,
dolor abdominal y diarrea como en la disenteria y otros tipos de infecciones intestinales
(39).

Un estudio publicado en 2013, demuestra una vez mas el efecto antimicrobiano de los
metabolitos aislados de un extracto de A. satureioides, evaluando sus efectos tantos
individualmente como en conjunto sobre cepas de S. aureus y E. coli, determinando un
efecto de sinergismo al mezclar quercetina y 3-0-metilquercetina por debajo de sus CMI
enfrentando a S. aureus. Lo mismo ocurrié al probar los 3 metabolitos (23-metil-6-O-
desmetilauricepirona, quercetina y 3-0-metilquercetina) para E. coli, por lo que se
evidencia la importancia de usar extractos de plantas en la erradicacion de

microorganismos patégenos que son de suma importancia en la practica clinica (36).
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2.6. Achyrocline bogotensis

Figura 3 Planta Achyrocline bogotensis secada al ambiente (fuente: las autoras).

Planta nativa colombiana herborizada en territorio de los departamentos de Boyaca,
Cundinamarca, Magdalena y Narifio, crece alrededor de caminos y dentro del bosque
del subparamo en altitudes comprendidas entre los 2800 — 3200 metros. Se ha usado
tradicionalmente para tratar infecciones de la piel, principalmente espinillas, infecciones
respiratorias y estudios recientes sefialan que posee agentes antiadrenérgicos alfa-1
los cuales generan una reduccion en la inflamacion de la préstata (37). De acuerdo a su
caracterizacion fitoquimica los metabolitos presentes son alcaloides, flavonoides,

taninos y triterpenos, los flavonoides y triterpenos son los responsables de la eficacia
antiinflamatoria (38)

Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales

Familia Asteraceae

Género Achyrocline

Epiteto especifico bogotensis

Tabla 4. Taxonomia de la especie Achyrocline bogotensis. Tomado y editado de (39).
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2.7. Gnaphalium elegans

Figura 4 Planta Gnaphalium elegans ubicada en zonas aledafias a la laguna

de Guatavita (fuente: Grupo de estudiantes de la U.D.C.A)

Planta localizada en el departamento de Cundinamarca, reconocida por su uso
tradicional en el tratamiento de asma, bronquitis y enfermedades digestivas. Sus
propiedades son atribuidas a los flavonoides y diterpenos presentes en la misma (40).

Phylum Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales

Familia Asteraceae

Género Gnaphalium

Epiteto especifico elegans

Tabla 5. Taxonomia de la especie Gnaphalium elegans Tomado de (41).
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2.8. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se refriere a aquella propiedad que poseen ciertos
compuestos para inhibir o impedir el crecimiento de microorganismos, de ella depende
la obtencién de antibiéticos, por lo tanto, es de gran importancia evaluar su potencia y
caracterizar las sustancias o compuestos a la cual se le atribuye. Muchos de estos
compuestos son sintetizados por las plantas como metabolitos secundarios, por tal
motivo, se consideran a las plantas como una de las fuentes de obtencion de
compuestos bioactivos con actividad antimicrobiana, y de ahi el interés por descubrir y
sintetizar nuevos antibiéticos de mayor potencia y eficacia, particularmente por la
resistencia microbiana que se ha manifestado a un ritmo exponencial en los dltimos
afos (42).

Las plantas mencionadas en el presente proyecto son objetivo de estudio por las
distintas propiedades que poseen para el tratamiento de enfermedades del sistema
respiratorio, digestivo, urinario y por su actividad neoplasica; sin embargo, lo que se
desea lograr es conocer si las mismas son fuente de compuestos bioactivos con
posible actividad antimicrobiana frente a C. jejuni (43).

Segun estudios realizados, la planta Achyrocline satureioides demostrd actividad en
cepas de Staphylococcus aureus. Algunos de los compuestos a los que se le atribuye
dicha actividad antimicrobiana son 7,4'- dihidroxi-5-metoxiflavanona y 4,2-4'-trihidroxi6'-
metoxichalcona (44). Las flavanonas son una clasificacion de los flavonoides, derivan
de las flavonas con la desaparicion de un doble enlace del heterociclo central (45).
Estas se forman a partir de las chalconas por medio de isomerizacion, por otro lado las
chalconas se obtienen por condensacion de acetofenonas y aldehidos aromaticos (46).
Distintas revisiones bibliogréficas coinciden en que tanto las flavanonas como las
chalconas presentan actividad antimicrobiana. Por ejemplo en un estudio elaborado en
la Universidad de Granma en Cuba, se obtuvieron cuatro chalconas halogenadas, de
las cuales se determiné que tres de estas fueron sensibles a cepas de bacterias Gram
negativas y Gram positivas, comprobandose ademas que la presencia del halégeno y
de los grupos hidroxilos potencia dicha actividad. El estudio se elabor6é por medio del
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meéetodo de antibiograma, en el que se observaron halos de inhibicion de
aproximadamente de 10 y 19 mm (47). En otro estudio elaborado en Chile, al igual que
el mencionado anteriormente, concuerdan con el hecho de que a mayor nimero de
grupos hidroxilo mayor sera la actividad antimicrobiana, la diferencia de este estudio al
anterior, es que se hace esta mencién con las flavanonas, que fueron aisladas de un

exudado resinoso de Heliotropium sinuatum (48) (49).

CHI

CHALCONA FLAVONONA

Figura 5. Estructura de Chalcona y Flavonona.

Pese a que los estudios elaborados en la planta Achyrocline bogotensis, van dirigidos
hacia su posible actividad antiinflamatoria y citotoxica, por medio de estos, se ha
logrado evidenciar que también posee una posible actividad antimicrobiana, por medio
de los metabolitos obtenidos durante dichos estudios. En una tesis acerca de la
evaluacion del efecto antioxidante y citotoxico de la planta, elaborado en la Universidad
Distrital Francisco José de Caldas, se menciona que se han identificado flavonoides,
también se menciona el efecto bacteriostatico que posee frente a Streptococus B.
Hemolitico y S. Aureus, al igual que el efecto bactericida en este ultimo (50).

Al igual que la planta anterior, la Achyrocline bogotensis tiene en comun la presencia de
los flavonoides, por lo cual se deduce que estos son los que confieren la actividad
antimicrobiana, muchos estudios lograron evidenciar esto. Por ejemplo se ha propuesto
gue la quercetina, un tipo de flavonol, que a su vez hace parte de una clasificacion de

los flavonoides, inhibe de forma parcial la ADN girasa, otro ejemplo es la
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sophoraflavona G y (-) - galato de epigalocatequina inhabilita la funcion de la

membarana citoplasmatica (51) (52).

QUERCETINA

Figura 6 Formula estructural de la Quercetina.

Como se ha mencionado, los flavonoides son causantes de una amplia variedad de
efectos benéficos para la salud gracias a sus propiedades, antinflamatorias,
anticancerigenas y antimutagénicas, por mencionar algunas. Posee la capacidad para
inhibir enzimas como la xantina oxidasa. Con respecto a lo anterior, un flavonoide
encontrado en el extracto de G. elegans es conocido como eupatilina (53), tiene efectos
citoprotectores al igual que antioxidantes en la mucosa gastrica y podria ser benéfico
en patologias que aumentan la motilidad intestinal ya que este metabolito inhibe esta
condicion (54) (55)

EUPATILINA

Figura 7 Formula estructural de la Eupatilina.
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3. METODOLOGIA

3.1. Materiales

3.1.1. Reactivos einsumos

e Agar tripticasa soya
e Agar Preston
e Agua destilada
e Caldo Bolton
e Diclorometano
e Dimetilsulfoxido
e Etanol 96%
e Eter de petroleo
e Extracto vira vira comercial
e Tabletas eritromicina 500 mg
3.1.2. Equipos e instrumentos
e Autoclave
e Balanza triplebarra
e Balanzas analiticas
e Estufa de cultivo RIOSSA Serie E-33
e Equipo de bafio Maria
e Jeringas 5 mL
e Lector de microplacas (BIO RAD Modelo 680)
e Micropipeta Autoclavable Micropette-PLUS de 20-200ul
e Molino Thomas Wiley Mill Model 4
e Pipetas Pasteur 1 mL

e Planchas calefactoras IKA, modelo C-MAG HP 7
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e Rotavapor

e Sistemas de bolsas de generacion de GasPak EZ

3.1.3. Sistemas informaticos
e Microsoft Excel ®
e Microsoft Word ®

e Jsmol Web GL ®
3.2. Recoleccioén del Material Vegetal

El material vegetal corresponde a las especies Achyrocline satureioides, Achyrocline
bogotensis y Gnaphalium elegans recolectado en zonas cercanas a la laguna de
Guatavita. Se separaron las hojas y estas fueron secadas a temperatura ambiente, se
pesaron y posteriormente fueron trituradas por medio de un molino de cuchillas con
tamafo de malla de 4 mm, se tomaron 18 g del material obtenido que fue sometido a
una extraccion en contra reflujo con 250 mL de etanol al 96% aproximadamente

durante 2 horas.

Figura 8 A: Molino Thomas Wiley Mill Model 4 empleado para disminuir el tamafio de
particula de hojas secadas al ambiente. B: Hojas secas y separadas de Achyrocline
bogotensis, Gnaphalium elegans y Achyrocline satureioides contenidas en bolsas ziploc

(fuente: las autoras)
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3.3. Preparacién de extracto total y las fracciones por especie

La mezcla extracto — etanol obtenida de la extraccion en contra reflujo, se vertio por
medio de un papel filtro, cada filtrado se verti6 en un matraz redondo de capacidad
adecuada y se adapt6 a un rotavapor. Después de un tiempo determinado (20 minutos
aproximadamente), se retiraron los extractos del rotavapor y se adicionaron en frascos
individuales, rotulados y pesados previamente; finalmente estos se situaron en un
equipo de bafio Maria a una temperatura no mayor a 50 °C hasta lograr obtener un

extracto total de cada especie.

N

, - HoOBATH..."®

Figura 9 A: Equipos empleados en el montaje para extraccion en contra reflujo. B:

Rotavapor. C: Bafio Maria (fuente: las autoras).

Posteriormente, se disolvié cada extracto con tres solventes de diferente polaridad, de
menor a mayor; como solvente apolar se emple6 éter de petréleo, medianamente polar
diclorometano y polar etanol al 96%, cada uno en una cantidad de 25 mL, procedimiento

descrito a continuacion:

1. Se agregd 25mL de éter de petroleo a cada uno de los extractos totales, se agitod
manualmente el recipiente con el fin de disolver los componentes apolares que
luego se adicionaban en un recipiente de vidrio rotulado con el nombre de la
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especie vegetal y la polaridad del solvente (figura 10)

2. Se agreg6 25mL de diclorometano a cada uno de los extractos totales, se agitd
manualmente el recipiente con el fin de disolver los componentes medianamente
polares que luego se adicionaban en un recipiente de vidrio rotulado con el nombre
de la especie vegetal y la frase “medianamente polar”.

3. Se agreg6 25mL de etanol al 96% a cada uno de los extractos totales, se agitd
manualmente el recipiente con el fin de disolver los componentes polares que luego
se adicionaban en un recipiente de vidrio rotulado con el nhombre de la especie

vegetal y la palabra “polar”.

Figura 10: Fracciones apolar, medianamente polar y polar de las especies A.

bogotensis, G. elegans, A. satureioides (fuente: las autoras).

Finalmente, de cada extracto se obtuvieron tres fracciones (apolar, medianamente polar
y polar), las cuales fueron llevadas al equipo de bafio Maria a una temperatura no
mayor a 50 °C las fracciones se retiraban del equipo a medida que el disolvente se

evaporaba.

3.4. Preparacion de las diluciones.

Para preparar las diluciones de cada fraccion se establecieron tres concentraciones
(0.5 mg/mL, 0.25 mg/mL y 0.125 mg/mL), tomadas de un estudio realizado en el afio

2017 sobre la susceptibilidad de microrganismos de importancia clinica frente a
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fitoderivados de las familias Fabaceae y Asteraceae (62). De tal manera que se
tomaron 10 mg de cada fraccion, se disolvieron en 10 mL de DMSO con agitacion
prolongada y constante hasta lograr homogeneidad. Después de haber obtenido la
primera concentracion de cada fraccion, se tom6 1 mL de la dilucion anterior y se
disolvi6 en 1 mL de DMSO, logrando de esta manera la segunda concentracion,
finalmente se tomé 1 mL de la dilucion anterior de cada fraccion y se disolvié en 1 mL
de DMSO, logrando de esta manera la tercera concentracion.

Como control positivo se realizé la siembra de 100 pL de Campylobacter jejuni ATCC®
33291 a una concentracion de 1X10® UFC/mL en la microplaca, y como control

negativo, se adicion6 caldo Bolton (medio).

3.5. Preparacion de los medios de cultivo

Para la preparacion de los medios de cultivo se llevé a cabo inicialmente lo siguiente: Se
pesé en la balanza analitica el papel aluminio donde se colocaria el agar requerido se
procedié a tarar la balanza y luego se pesé el agar calculado para cada caso como
sigue:

I. Se peso6 6.9 g de caldo Bolton, se introdujo a un Erlenmeyer (rotulado como caldo
Bolton) y se disolvio en 250 mL de agua destilada, el frasco se colocé en una
estufa a fuego lento revolviendo el contenido ocasionalmente con ayuda de una
varilla de vidrio hasta que el caldo visualmente estuviera homogéneo, se retird de
la estufa, se cerrd el recipiente y se dejé enfriar hasta temperatura ambiente para

posteriormente esterilizar el caldo Bolton.

. Se peso6 18.5 g de agar Preston, se introdujo a un matraz Erlenmeyer y se disolvio
lentamente en 451.5 mL de agua destilada, se colocé en la estufa con la tapa sin
cerrar completamente, se agitd la mezcla hasta conseguir una apariencia
homogénea, se llevd a la autoclave a una temperatura de 121°C durante 15

minutos a 1 atm de presion, luego fue servido en cajas de Petri esterilizadas.

lll. Se pes6 8 g de agar tripticasa de soya, se introdujo a un matraz Erlenmeyer y se
disolvié en 200 mL de agua destilada se coloco en la estufa con la tapa sin cerrar
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completamente, con fuego bajo, se agitd la mezcla hasta conseguir una apariencia

Vicerrectoriade Investigaciones U.D.C.A| Formato de presentacion de proyecto de grado

Pagina 38



homogénea, se llevo a autoclavar a una temperatura de 121°C durante 15 minutos

a 1 atm de presion y luego fue servido en cajas de Petri estériles.

Los medios de cultivo se elaboraron segun las instrucciones dadas por la casa

comercial.

Todos los medios de cultivo y puntas de micropipetas también fueron llevados a la

autoclave a una temperatura de 121 °C durante 15 minutos a 1 atmdsfera de presion.

Figura 11 Equipos empleados para la preparacion de los medios de cultivo

microbiolégico (autoclave: 121°C, 15 minutos, 1 atm de presion) (Fuente: las autoras)

3.6. Preparacion cepa Campylobacter jejuni

Se empleo una cepa de referencia de C. jejuni ATCC® 33291™ a una concentracion de
1x108 UFC/mL perteneciente al cepario de microbiologia (Grupo GIBGA), fue cultivada
inicialmente en caldo Bolton e incubada a 42 °C en microaerofilia por 48 h.
Posteriormente se aislé en agar sangre de cordero al 5% y agar tripticasa de soya, con
incubacion a 42 °C durante 3 dias, con atmédsfera al 10% de CO2y microaerofilia, para

lo cual se empled un sobre generador de éste ambiente.

Se confirmé la identidad de la bacteria mediante tincion de Gram para identificar sus

caracteristicas morfologicas, y se realizaron pruebas bioquimicas de oxidasa, catalasa,
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susceptibilidad al acido nalidixico, e hidrolisis del hipurato (64).
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Figura 12 A: Morfologia macroscépica de Campylobacter jejuni sembrado en medio
de cultivo sélido. B: Morfologia microscopica de Campylobacter jejuni mediante la

técnica de tincion de Gram (Fuente: las autoras)

3.7. Metodologia de dilucién en microplaca

Para realizar la una prueba se configuré el equipo previamente de tal forma que se
estableciéo una longitud de onda de 655 nm, longitud tomada como referencia a un
estudio similar elaborado previamente en el lector BIO RAD Modelo 680 (62). También
se elabor6 la generacion de un mapa de acuerdo al orden de siembra a elaborar en la
microplaca de 96 pozos, teniendo en cuenta que se sembro cada fraccion por triplicado y
a un volumen final de 100 uL que corresponden a 50 pL de la bacteria y 50 uL de la

muestra a estudiar.

El mapa resultante se muestra a continuacion.

1 2 3 4 5 6
Ba Ba Ba
A CN CN CN 0.5mg/mL  |0.5mg/mL | 0.5mg/mL
Bm Bm Bm
B cp cp cpP 0.5mg/mL  |0.5mg/mL | 0.5mg/mL
DMSO + DMSO + DMSO +  IBp Bp Bp
C| C.jejuni C. jejuni C.jejuni  105mg/mL |0.5mg/mL | 0.5mg/mL
Sa Sa Sa Sa Sa Sa
D|0.5mg/mL 0.5mg/mL 0.5mg/mL 0.25mg/mL |0.25mg/mL |0.25mg/mL
E|Gm Gm Gm Gm Gm Gm
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0.25mg/mL | 0.25mg/mL  |0.25mg/mL | 0.125mg/mL | 0.125mg/mL | 0.125mg/mL
Gp Gp Gp Ga Ga Ga
0.125mg/mL |0.125mg/mL |[0125mg/mL |[0.5mg/mL  |0.5mg/mL | 0.5mg/mL
Sm Sm Sm Sm
Sm 1mg/mL | (1mg/mL) Sm 1mg/mL |0.5mg/mL |0.5mg/mL |0.5mg/mL
Sp Sp
Sp Sp Sp Sp 0.125 0.125
0.25mg/mL |0.25 mg/mL |0.25 mg/mL |0.125mg/mL | mg/mL mg/mL
7 8 9 10 11 12
Ba Ba Ba Ba Ba Ba
0.25mg/mL | 0.25mg/mL | 0.25mg/mL | 0.125mg/mL |0.125mg/mL |0.125mg/mL
Bm Bm Bm Bm Bm Bm
0.25mg/mL | 0.25mg/mL | 0.25mg/mL | 0.125mg/mL |0.125mg/mL |0.125mg/mL
Bp Bp Bp Bp Bp Bp
0.25mg/mL | 0.25mg/mL [0.25mg/mL | 0.125mg/mL |0.125mg/mL |0.125mg/mL
Sa Sa Sa Gm Gm Gm
0.125mg/mL | 0.125mg/mL | 0.125mg/mL | 0.5mg/mL 0.5mg/mL 0.5mg/mL
Gp Gp Gp Gp Gp Gp
0.5mg/mL 0.5mg/mL 0.5mg/mL 0.25mg/mL |0.25mg/mL | 0.25mg/mL
Ga Ga Ga Ga Ga Ga
0.25mg/mL [ 0.25mg/mL | 0.25mg/mL | 0.125mg/mL |0.125mg/mL |0.125mg/mL
Sm Sm Sm Sp Sp Sp
0.125mg/mL [0.125mg/mL |0.125mg/mL 0.5 mg/mL |0.5 mg/mL |0.5 mg/mL

satureioides medianamente polar, Sp: Achyrocline satureioides polar.

Tabla 6. Mapa de la micro placa indicando el orden de siembra en los 96 pozos:
CP: control positivo, CN: control negativo, Ba: Achyrocline bogotensis apolar, Bm:
Achyrocline bogotensis medianamente polar, Bp: Achyrocline bogotensis polar, Ga:
Gnaphalium elegans apolar, Gm: Gnaphalium elegans medianamente polar, Gp:

Gnaphalium elegans polar, Sa: Achyrocline satureioides apolar, Sm: Achyrocline

Con el mapa elaborado se procedio a la siembra de las diluciones, bacteria, controles y
blanco, posterior a la siembra, la placa se adecudé en el sistema de bolsa de

microaerdfilia, fue llevada a la estufa de cultivo y se dejé incubar a una temperatura de
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42 °C durante 24 horas. Cumplido el tiempo de incubacion se hizo la lectura en el lector
de placas a la longitud de onda determinada, obtenidos los datos de las absorbancias,
se tabularon en Microsoft Excel ®, se elaboraron las graficas correspondientes y con los
resultados se genero el respectivo analisis.

B
y .
-
nu-',.w.. : %
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Figura 13 A: Preparacion para la siembra en microplaca de 96 pozos. B: Microplaca
después de haber elaborado la siembra. C: Lector de microplacas (BIO RAD Modelo 68

(Fuente: las autoras).
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4, RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos, el control positivo que corresponde a la
siembra de Campylobacter jejuni, generd un valor de absorbancia de 0.040 (Anexo 1),
a una longitud de onda de 655 nm, donde se evidencia crecimiento de dicha bacteria
después de pasadas 24 horas, por el contrario se deduce que a un valor de
absorbancia menor a 0.040, indicaria una posible inhibicion del crecimiento bacteriano.
También hay que tomar en cuenta que a medida en que disminuye el valor de la
absorbancia, mayor sera el potencial antimicrobiano (56).

El valor de absorbancia obtenido de la siembra de DMSO + C. jejuni fue de 0.042
(Anexo 2), por lo cual se deduce que el DMSO a una concentracion del 50% fue inocuo
frente a la bacteria, es decir que no alter6 su crecimiento. EI DMSO es un solvente muy
empleado para la dilucion de extractos y como blanco, una referencia de ello se reporta
en un estudio en el que se evaluo la actividad antimicrobiana de extractos de plantas
nativas del valle de Mexicali, México, donde se describié su uso y ademas se
demostrd segun el método de difusion de disco que no tuvo actividad sobre las cepas
objeto de estudio (65).

El rango de absorbancia obtenido por las fracciones a las tres concentraciones
establecidas fue desde 0.024 a 0.268 (Gréfica 1). Las fraccion polar de G. elegans a una
concentracion de 0.125 mg/mL, obtuvo un valor de absorbancia de 0.024, por lo cual se
infiere que ésta fraccidén posiblemente posee actividad antimicrobiana frente a C. jejuni y
gue posee un alto potencial antimicrobiano segun se evidencia en la gréfica 1. En cuanto
a su fracciones apolar y medianamente polar, presentaron valores de absorbancia

mayores al del control positivo.

Las fracciones apolar y polar de A. satureioides a una concentracion de 0.125 mg/mL,
obtuvieron un valor de absorbancia de 0.025 y 0.037 respectivamente, por lo cual se
infiere que estas fracciones posiblemente poseen actividad antimicrobiana frente a C.

jejuni y que al igual que en el caso de G. elegans, la fraccién polar es la que mayor
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potencial antimicrobiano evidencia segun la grafica 1. Su fraccibn medianamente polar

presentd un valor de absorbancia mayor al del control positivo.

Por el contrario los valores de absorbancia de las fracciones del extracto de A.
bogotensis fueron muy altos, en especial los de la fraccion apolar, de acuerdo a lo
mencionado se infiere que posiblemente esta especie no presenta actividad

antimicrobiana frente a C. jejuni.

Gréfica 1. Concentracion de las fracciones de Achyrocline satureioides, Achyrocline
bogotensis, Gnaphalium elegans vs absorbancia

0,3 o= Achyrocline bogotensis apolar
== Achyrocline bogotensis
0,25 medianamente polar
// === Achyrocline bogotensis polar
§ 0,2 Achyrocline satureioides
0 apolar
© === Achyrocline satureioides
.g 0,15 medianamente polar
s ==@==Achyrocline satureioides
2 apolar
§ 0,1 = Gnaphalium elegans apolar
< / Y
>\_, _— :__- Gnaphalium elegans
005 — ¥ —  — —— ————— medianamente polar
A Gnaphalium elegans polar
0 . . . . , Control positivo
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 . .
DMSO + microorganismo
Concentracién (mg/mL)

Existen varios reportes acerca del uso de A. satureioides para el tratamiento de diversas
infecciones, dentro de esta infecciones también se encuentran aquellas de origen
gastrointestinal. Segun un estudio realizado por Maciel et al. (2017), se demostré que el
extracto hidroalcohdlico bruto, inactivd cepas de Salmonella spp. resistentes a

antibidticos aislados en productos de origen animal (porcinos y aves). Su identificacion
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fitoquimica detecté metabolitos como flavonoles, saponinas, taninos hidrolizados y
condensados (31). Dos de los flavonoles presentes en A. satureioides son la quercetina
y 3 — O -metilquercetina, los cuales poseen un efecto antagonico frente a S. aureus y E.
coli (36).

Las referencias descritas anteriormente nos ayudan a comprender por qué A.
satureioides (“marcela”) es muy usada para el tratamiento de infecciones, ademas, si
hablamos de su caracterizacion fitoquimica, a algunos sus metabolitos se les podria
atribuir un posible efecto antagonico frente a C. jejuni

El género Gnaphalium posee mudltiples actividades farmacoldgicas y una de ellas es la
actividad antibacteriana. Zheng et al. (2013) mencionan que se han aislado 125
compuestos quimicos, también hablan de estas propiedades y de algunas especies de
como por ejemplo G. oxyphyllum cuyos extractos metandlico, cloroférmico y hexanico
fueron activos frente algunas bacterias Gram positivas como E. faecalis, S. aureus y B.
cereus. Por otro lado el aceite esencial de G. affine tuvo un potente efecto inhibidor

contra algunas bacterias, una de ellas E. coli (60).

Se puede considerar que el género Gnaphalium es de gran importancia para futuros
estudios por sus posibles usos terapéuticos. Al ser parte de este género, G. elegans
también podria poseer actividad antibacteriana y algunos de sus compuestos quimicos

podrian ser causantes de un posible efecto antagonico frente a C. jejuni.

Segun Pabon Pabén et al. (2017) A. bogotensis hace parte de las plantas medicinales
comercializadas en Bogota, y su uso principal es para el tratamiento de infecciones
urinarias (61). No hay informacion clara acerca del uso de esta planta para el tratamiento
de infecciones gastrointestinales, lo que puede relacionarse con los resultados
obtenidos.

Las gréficas 2, 3 y 4 corresponden a la gréfica 1 con la diferencia de que en éstas se
observa el extracto por separado, cada uno con su fraccion polar, medianamente y apolar y

a las tres concentraciones establecidas.
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Gréfica 2. Concentracion de las fracciones de la especie en estudio vs absorbancia de

Achyrocline bogotensis (Anexo 3).
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Grafica 3. Concentracion de las fracciones de la especie en estudio vs absorbancia de

Achyrocline satureioides (Anexo 4).
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Gréfica 4. Concentracion de las fracciones de la especie en estudio vs absorbancia de

Gnaphalium elegans (Anexo 5).
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CONCLUSIONES

1. Las fraccion polar a una concentracion de 0.125 mg/mL del extracto de la especie
en estudio G. elegans, mostro tener una posible actividad antimicrobiana frente a C.
jejuni de acuerdo a los resultados de las absorbancias obtenidas por medio del

meétodo de dilucién en microplaca.

2. Las fracciones apolar y polar a una concentracion de 0.125 mg/mL del extracto de la
especie en estudio A. satureioides, mostraron tener una posible actividad
antimicrobiana frente a C. jejuni y su fraccion polar demostré un mayor potencial
antimicrobiano de acuerdo a los resultados de las absorbancias obtenidas por medio

del método de dilucién en microplaca.

3. Ninguna de las fracciones de la especie en estudio A. bogotensis a ninguna
concentracion, mostré tener una posible actividad antimicrobiana frente a C. jejuni,
de acuerdo a los resultados de las absorbancias obtenidas por medio del método de

dilucion en microplaca.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar el fraccionamiento e identificacion de los metabolitos secundarios
presentes en los extractos Achyrocline satureioides y Gnaphalium elegans

causantes del posible efecto antimicrobiano.

2. Evaluar la absorbancia de los extractos en tiempos menores de 24 horas, con el fin

de determinar el inicio del efecto antimicrobiano del extracto.

3. Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los extractos Achyrocline
satureioides y Gnaphalium elegans empleando concentraciones inferiores a las

evaluadas en el presente estudio.
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ANEXOS

Anexo 1. Valores y promedio (azul) de la absorbancia obtenida en el control positivo.

Promedio control positivo
0,044
0,03
0,04
0,04

Anexo 2. Valores y promedio (azul) de la absorbancia obtenida de la siembra de DMSO

+ C. jejuni

Promedio control positivo +
DMSO
0,043
0,056
0,026
0,042

Anexo 3. Relacion entre las distintas concentraciones y las absorbancias obtenidas de

acuerdo a la polaridad del extracto de A. bogotensis

A. bogotensis
Fraccion apolar
Concentracion (mg/mL) Absorbancia
0.5 0,268
0,25 0,216
0,125 0,148
Fraccion medianamente polar
0.5 0,062
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0,25 0,044

0,125 0,048
Fraccion polar

0.5 0,067

0,25 0,055

0,125 0,049

Anexo 4. Relacion entre las distintas concentraciones y las absorbancias obtenidas de

acuerdo a la polaridad del extracto de A. satureioides

A. satureioides
Fraccion apolar
Concentracion (mg/mL) Absorbancia

0.5 0,078
0,25 0,062
0,125 0,037
Fraccion medianamente polar
0.5 0,144
0,25 0,057
0,125 0,085

Fraccion polar
0.5 0,042
0,25 0,053
0,125 0,025

Anexo 5. Relacion entre las distintas concentraciones y las absorbancias obtenidas de

acuerdo a la polaridad del extracto de G.elegans

G. elegans
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Fraccion apolar

Concentracion (mg/mL) Absorbancia
0.5 0,047
0,25 0,059

0,125 0,042
Fraccion medianamente polar
0.5 0,1
0,25 0,094

0,125 0,040

Fraccion polar
0.5 0,123

0,25 0,063

0,125 0,024

Promedio control negativo

-0,003

0,005

-0,001

0,000

Anexo 6. Valores y promedio (azul) de la absorbancia obtenida en el control negativo
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