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RESUMEN

En la actualidad las infecciones en vias respiratorias se consideran como un grave problema de salud publica,
siendo las bacterias los principales agentes causales. Las plantas medicinales, como la retama negra, podrian
coadyuvar al tratamiento de dichas infecciones, por lo que su estudio ha tomado fuerza. En el presente trabajo
fueron obtenidos extractos oleosos de hoja, flor, tallo y planta entera (P.E.) de retama negra, empleando
disolventes de diferentes polaridades. Los extractos fueron evaluados frente a Staphylococcus aureus,
Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa. El andlisis microbiol6gico se realiz6 mediante las
técnicas de difusion en agar y CMI. Los extractos de hoja, flor, tallo y P.E., mostraron actividad inhibitoria de
S. aureus, los del tallo dieron resultados positivos para A. baumannii; y el extracto de P.E. mostré actividad
para P. aeruginosa. El disolvente de extraccion que dio mejores resultados fue acetona, mientras que hexano y
cloroformo, en menor proporcion. La CMI oscild entre 4 y 10 mg/mL. Concluyendo que los extractos oleosos
de diferentes partes de la planta, y los disolventes empleados, presentan diferencias en cuanto a inhibicién
bacteriana, estableciendo a su vez, que la retama negra tiene potencial para el tratamiento de infecciones en vias
respiratorias ocasionadas por bacterias.

Palabras clave: Retama negra, difusién por disco, Concentracion Minima Inhibitoria, actividad
antimicrobiana.

ABSTRACT

Actually, respiratory tract infections are considered a serious public health problem, with bacteria being the
main causal agent. Medicinal plants, such as black broom, could help treat these infections, which is why their
study has gained strength. In the present work, oily extracts of leaf, flower, stem, and whole plant (W.H.) of
black broom were obtained, using solvents of different polarities. The extracts were evaluated against
Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, and Pseudomonas aeruginosa. Microbiological analysis was
performed using agar diffusion and MIC techniques. The leaf, flower, stem, and W.H. extracts showed
inhibitory activity against S. aureus, the stem extracts gave positive results for A. baumannii, and the extract of
W.H. showed activity for P. aeruginosa. The extraction solvent that gave the best results was acetone, while
hexane and chloroform, to a lesser extent. The MIC ranged between 4 and 10 mg/mL. Concluding that the oily
extracts from different parts of the plant, and the solvents used, present differences in terms of bacterial
inhibition, establishing, in turn, that the black broom has potential for the treatment of respiratory tract infections
caused by bacteria.

Keywords: Black broom, disc diffusion, Microbial Inhibitory Concentration, antimicrobial activity.
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INTRODUCCION

Las infecciones de las vias respiratorias forman parte de las principales causas de muerte en el mundo,
con mas de 4 millones de muertes al afio (WHO, 2017). En los paises de América, representan un
grave problema de salud, encontrandose asi entre las principales causas de muerte y discapacidad en
laregion, con 534 242 defunciones en el afio 2019. Particularmente en México, se tiene una incidencia
promedio de 30.8 defunciones por cada 1000 000 habitantes (OPS, 2021). Una de estas enfermedades
es la neumonia la cual es un tipo de infeccidn respiratoria aguda que afecta a los pulmones, es
ocasionada por diversos agentes infecciosos como virus, bacterias y hongos (WHO, 2021). La causa
mas comun de la enfermedad es la asociada a infeccidn bacteriana; los agentes causales pueden ser:
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, bacterias anaerobias y microorganismos atipicos (Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydophila [Chlamydia] pneumoniae, Legionella pneumophila) (Armas &
Gajewski, 2020).

Las enfermedades respiratorias causadas por bacterias, tradicionalmente han sido tratadas con
antibidticos, sin embargo, el uso inadecuado de éstos representa un riesgo para la salud, ya que
contribuye al aumento de la resistencia bacteriana, incrementando asi la mortalidad por enfermedades
infecciosas, considerandose un grave problema de salud publica (Dreser et al., 2008). De ahi que, el
uso de plantas medicinales ha cobrado relevancia en el &mbito social y farmacéutico, pues se han
identificado compuestos bioactivos con propiedades terapéuticas (Askel, 2010). Una de las plantas
que puede contener dichos compuestos es la Flaveria trinervia (Spreng.) C. Mohr o Flaveria
australasica (Umadevi et al., 2005) conocida como retama negra o retama en la region del bajio. En
la medicina tradicional ha sido empleada para el tratamiento de enfermedades renales, diarrea,
disenteria (Osuna et al., 2008; Tapia et al., 2003) y gastritis (Canales et al., 2006). El extracto de la
hoja ha demostrado tener propiedades hepatoprotectoras y antioxidantes, atribuido a la alta
concentracion de flavonoides que lo componen. Asi mismo, se ha comprobado mediante aplicacion
topica (lavados) su eficiencia como cicatrizante de heridas en la piel, al reducir la peroxidacién
lipidica (Canales et al., 2006; Umadevi et al., 2006). Los extractos tanto metan6licos como acuosos
de la retama han sido considerados como agente analgésico, y con accién supresora del sistema
nervioso central (modelo de raton) (Joy et al., 2012), ademas de antihelminticos y bactericidas (Joy
& Kirishna, 2011). Por ello, se considera que las diferentes partes de la retama podrian inhibir el
crecimiento de bacterias causantes de neumonia, por lo que el objetivo del presente trabajo fue
determinar el efecto del método de extraccion sobre la actividad antibacteriana del extracto oleoso de
las diferentes partes de Flaveria trinervia (Spreng.) C. Mohr.

MATERIALES Y METODOS

Colecta

Flaveria trinervia (Spreng.) C. Mohr fue colectada en la region de Celaya, Gto., México (20° 31' 24"
latitud norte y 100° 48' 55" longitud oeste). La colecta se hizo manual durante la etapa de floracion,
en el periodo 2021.

Acondicionamiento de la muestra

Las muestras colectadas fueron transportadas en contenedores cerrados al laboratorio del Tecnolégico
Nacional de México-Celaya, donde se separaron y seleccionaron, eliminando las estructuras libres de
dafio mecénico o bioldgico. Se dividieron en lotes de planta entera, flor, tallo y hoja, posteriormente
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los lotes se sometieron a un proceso de deshidratacion en un secador de conveccion forzada (Binder,
Modelo FD115-UL, Bohemia, NY, USA), a una temperatura de 40°C, durante 6 h. Las muestras
deshidratadas se molieron, se tamizaron a través de la malla 40 (tamafio de particula 425 um) y se
almacenaron en frascos de vidrio con tapa hermética.

Obtencion de extractos oleosos

Cada seccion de la planta (hoja, flor y tallo) y la P. E. fueron sometidas (por separado), a la extraccion
con los disolventes hexano, acetona, cloroformo y metanol (por triplicado), en un equipo de
extraccion soxhlet (20 reflujos). Posteriormente se retiraron los sélidos de la planta mediante
filtracion al vacio. Los extractos fueron recuperados en viales ambar y se inyect6 gas nitrégeno hasta
la evaporacion del disolvente y finalmente fueron almacenados en refrigeracion (4°C).

Actividad antimicrobiana

Las bacterias empleadas fueron Staphylococcus aureus (50F), Staphylococcus aureus (ATCC 43300),
Acinetobacter baumannii (ATCC 17978), Acinetobacter baumannii (A164), Pseudomonas
aeruginosa (PA14) y Pseudomonas aeruginosa (INP-42). Las cepas fueron aisladas de casos clinicos
y donadas por Dr. Rodolfo Garcia Contreras, de la Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM). Las cepas fueron mantenidas viables en Agar Métodos Estandar (Bioxon, Becton
Dickinson, México), en refrigeracion (4°C) hasta su uso. Se emple6 la técnica de difusion en agar
usando discos de papel, conforme a lo descrito por Gutiérrez et al. (2016) y Morales et al. (2013) con
modificaciones. Una vez que las cepas fueron activadas, en cada placa se colocé el in6culo de cada
cultivo bacteriano (aproximada de 1x10® UFC/mL) y se extendieron uniformemente en la superficie
del agar. Enseguida fueron colocados los discos sobre el agar. Finalmente, los extractos fueron
colocados en cada disco (1 mg/ disco). Una vez que los extractos se fijaron en los discos, se incubaron
las placas durante 24 h a 36 = 1°C. Transcurrido este tiempo, se observo si hubo formacién de halos
de inhibicion bacteriana.

Posteriormente, se determind la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los extractos que
formaron halos de inhibicion. Las cepas fueron activadas en tubos con caldo LB, a 36+ 1°C durante
18 h. Posteriormente los cultivos fueron ajustados hasta obtener una suspension final de 1 x 10°
UFC/mL de cada cepa bacteriana. Por triplicado se prepararon tubos con las diferentes bacterias y se
agregaron los extractos oleosos para evaluar concentraciones de 2, 4, 6, 8 y 10 mg/mL. Como control
positivo se empled caldo LB y como control negativo el indculo de cada bacteria. Las muestras fueron
incubadas a 36 £ 1°C durante 24 h. La CMI, se definié6 como la concentracion méas baja, de los
extractos que inhibieron el crecimiento de microorganismos (ausencia de turbidez).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los extractos oleosos de hoja, flor, tallo y P. E. de retama negra fueron obtenidos, con hexano,
cloroformo, acetona y metanol. La mayor actividad antimicrobiana de todos los extractos fue ante la
bacteria Gram positiva S. aureus, tanto para la cepa ATCC 43300 como para el asilado clinico 50F.
Para la flor, tallo y P. E., los extractos acetonicos produjeron inhibicién ante algunas cepas, mientras
que el extracto obtenido con cloroformo de la hoja inhibié a S. aureus (Tabla 1). En este caso, la
polaridad de los disolventes de extraccion podria estar involucrada en el resultado obtenido, debido a
que el crecimiento de S. aureus se vio inhibido por los disolventes de polaridad intermedia, mientras
gue los extractos metandlicos y hexanicos (mayor y menor polaridad, respectivamente) no
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presentaron actividad antibacteriana. Dicha actividad se atribuye a la presencia de compuestos afines
a disolventes de polaridad intermedia, tales como terpenos (monoterpenos y sesquiterpenos) y aceites
esenciales. Otras investigaciones han reportado la inhibicion del crecimiento de S. aureus, por la
presencia de compuestos terpénicos, alcaloides, entre otros (Cuca et al., 2011).Por otra parte Cuervo
et al. (2019) reportaron que el extracto acetonico de Drimys granadensis, inhibié a S. aureus,
atribuyendo dicha actividad a la presencia de compuestos polares.

Con respecto a la CMI para S. aureus (Tabla 2), se puede ver que para los extractos de flor-acetona,
hoja-cloroformo y P.E.-acetona fue de 8 mg/mL, mientras que el extracto del tallo-acetona, present6
CMI con 10 mg/mL (Tabla 2). Por otro lado, los extractos que tuvieron actividad frente a A.
baumannii 164, fueron los de tallo empleando hexano y acetona como disolventes de extraccion
(Tabla 1). Dicho efecto pudiera atribuirse a la presencia de compuestos terpénicos presentes en tallo
(Manzano et al., 2013). En cuanto a la CMI, el extracto hexanico presento actividad con 4 mg/mL,
mientras que el extracto con acetona, a los 8 mg/mL (Tabla 2).

Finalmente, para la bacteria Gram negativa P. aeruginosa, el Gnico extracto que presentd inhibicion
fue el de P. E. empleando acetona como disolvente de extraccion (Tabla 1), la CMI efectiva fue a
partir de los 4 mg/mL (Tabla 2). Hoskeri & Krishna (2011), obtuvieron actividad antibacteriana de
esta cepa empleando extractos acuosos y metandlicos de retama negra, reportando a los extractos
acuosos con una mayor eficiencia.

Tabla 1. Actividad antibacteriana de extractos de retama negra.

Parte de | Tipo de | P.aeruginosa | P.aeruginosa | A.baumannii | A.baumannii | S.aureus | S.aureus
la planta | extracto 14 42 ATCC 164 ATCC 50F

He - - - -
cl - - - -

Ac - - - - + +
Me - - - -

Planta

Flor

He - - - -

Cl - - - - + +

Flaveria Hoja Ac i i i i

trinervia

(Spreng.) Me - - - -
C. Mohr

He - - - +

cl - - - -

Tallo Ac ) ) ) + + +

Me - - - -
He - - - -

Planta Cl - - - -
entera Ac + - N + + +

Me - - - - - -
*He=Hexano, Cl=Cloroformo, Ac=Acetona, Me=Metanol. (+) representa inhibicion bacteriana, y (-)
crecimiento bacteriano.
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Tabla 2. Concentracion minima inhibitoria de extractos oleosos de retama negra (mg*mL™1)

Parte de | Tipode P.aeruginosa P.aeruginosa A.baumannii A.baumannii S.aureus S.aureus

Planta | - blanta | extracto 14 42 ATCC 164 ATCC 50F
Flor Ac - - - - 8 8
Flaveria Hoja cl - - - - 8 8
trinervia He
(Spreng.) Tallo
C. Mohr Ac - - - 8 10 8
Planta Ac 4 ) ) ) 8 8
entera
CONCLUSION

Los extractos oleosos de la retama negra presentaron diferente actividad antibacteriana en funcién al
disolvente de extraccién utilizado, asi como de la bacteria sobre la cual fue validada su actividad. Los
extractos de flor, tallo y planta entera, empleando acetona como disolvente de extraccion, inhibieron
el crecimiento de S. aureus. Para la bacteria A. baumannii el extracto hexanico y acetdnico del tallo,
y el extracto acetonico de P.A presentaron actividad antibacteriana. Unicamente el extracto de P.A.,
con acetona, present6 actividad contra P. aeruginosa. Las CMI oscilaron entre los 4 mg/mL y 10
mg/mL. El extracto del tallo y de P. E. tuvieron mayor espectro de actividad antimicrobiana contra
las bacterias Gram positivas y Gram negativas utilizadas en el presente trabajo.
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