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Resumen

En la actualidad, Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (SARM) representa un reto
significativo para la salud publica en muchos hospitales a nivel mundial, por ser esta bacteria
agente etiolégico de brotes y de facil transmision entre pacientes hospitalizados, con una eleva-
da resistencia a los antibioticos de uso clinico y analogos semisintéticos. Numerosos estudios
revelan el potencial de las plantas superiores como fuente de nuevas sustancias con actividad
antimicrobiana. En este sentido, partiendo de estudios farmacolégicos realizados con mues-
tras de miembros del género Virola, en el presente trabajo se evalu6 la actividad antibacteriana
de los extractos acuoso, acetonico y etanélico de la especie Virola sebifera Aubl., contra 28 ce-
pas SARM de origen nosocomial, por el método de difusién en agar con discos. Analisis de los
resultados muestran que el extracto acuoso inhibié el mayor numero de cepas de SARM
(89,29%), con una CIM entre 100y 600 mg/mL. En vista de estos resultados se concluye que el
extracto acuoso de Virola sebifera presenté mayor actividad antibacteriana contra cepas estu-
diadas. De acuerdo a la literatura consultada, esta es la primera investigacion sobre actividad
antibacteriana descrita en esta especie vegetal.
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Antibacterial effect of Virola sebifera against
Staphylococcus aureus methicillin resistant

Abstract

Staphylococcus aureus methicillin-resistant (MRSA) represents a quite important aim for
the public health now days, specially in hospitals around the word. This bacteria is an ethi-
ologic agent of easy transmission mainly within patients which have to remain at hospitals and
it shows a very high resistance to both clinic antibiotics and semisinthetic analogous. A
number of studies have revealed the potential use of the plants as source of new substances
with antimicrobial activity. Based on the traditional uses and pharmacological studies carried
out with the genus Virola, in the present investigation the antibacterial activity of aqueous, ace-
tonic and ethanolic extracts botanical material of the species Virola sebifera Aubl was evaluated
against 28 culture MRSA strains of nosocomial origin, using the disk agar difussion method.
Results analysi obtained showed that aqueous extract inhibited an import number of MRSA
strains (89.29%) with a MIC al 100-600 mg/mL. The aqueous extract of Virola sebifera exhib-
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ited a significant antibacterial activity against MRSA strains. This is first report on antibacterial

activity for this plant species.

Key words: Antimicrobial activity; methicillin resistant Staphylococcus aureus;
Myristicaceae; MRSA; Virola sebifera.

Introduccion

Staphylococcus aureus resistente a Meti-
cilina (SARM) es una bacteria que representa
un problema de salud publica a nivel hospita-
lario. Es endémico en muchas regiones, au-
mentando asila morbilidad, mortalidad y cos-
te en los centros de atencion sanitaria asocia-
dos a infecciones intrahospitalarias (1-4).

En los ultimos afios la resistencia anti-
microbiana se ha incrementado para SARM,
lo cual dificulta el manejo terapéutico de in-
fecciones nosocomiales ocasionadas por
este microorganismo (4-6).

Debido a la capacidad de las bacterias
para desarrollar resistencia a los farmacos,
se han realizado numerosas investigaciones
para identificar sustancias con actividad
antimicrobiana en plantas superiores, las
cuales revelan el potencial de las mismas y
representan una alternativa para erradicar
las bacterias multirresistentes (7-12).

La especie Virola sebifera Aubl., perte-
nece a la familia Myristicaceae, en animales
posee efectos alucinégenos debido a la pre-
sencia de alcaloides en su corteza (13), ade-
mas es utilizada en productos y medicamen-
tos veterinarios homeopaticos (14) y tam-
bién es usada industrialmente en la elabo-
racion de jabones (15). En otras especies del
mismo género, se ha reportado efectos anti-
leishmanicos (16), asi como efectos antimi-
crobianos y antifungicos (17).

Partiendo de los estudios farmacologi-
cos realizados en miembros del género Viro-
la, en el presente estudio se evalu6 la activi-
dad antibacteriana de los extractos acuo-
sos, acetonicos y etanolicos de esta especie
vegetal contra cepas de SARM, de origen no-
socomial, por el método de difusion en agar
con discos.

Materiales y métodos

Material vegetal

V. sebifera fue recolectada en la locali-
dad, Diques de la carretera rural Santa Bar-
bara de Barinas a orillas del rio Zulia (Bari-
nas, estado Barinas, Venezuela). El material
fue identificado en el Herbario MERF de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de los Andes (Mérida, Venezue-
la) y un voucher fue depositado bajo el
N° DBO19.

Preparacion de los extractos

Veinticinco gramos (25 g) del material
vegetal seco y molido (hojas), fue extraido
por separado con 300 mL de etanol 95%,
acetonay agua destilada, mediante macera-
cion a temperatura ambiente durante 24
horas. Luego estos extractos se agitaron a
200 rpm durante 30 minutos sobre un bafno
de Maria a una temperatura de 60°C; se fil-
traron al vacio y concentraron a presion re-
ducida a una temperatura no mayor de
40°C. Para la preparacion de los distintos
patrones el residuo completo se llevé a un
volumen de 10 mL con el solvente empleado,
rotulado extracto concentrado, a partir de
este se prepard una dilucién 1:10 (7).

Evaluacion de la actividad
antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se deter-
mino6 por el método de difusiéon en agar con
discos, descrita por Rotman y col. (2003),
modificada en el Laboratorio. Se ensayaron
los siguientes microorganismos: Staphylo-
coccus aureus (ATCC 25923) y 28 cepas de
SARM provenientes de pacientes con infec-
ciones nosocomiales de la Unidad de Alto
Riesgo Neonatal del Instituto Auténomo
Hospital Universitario de Los Andes (Méri-
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da, Venezuela), suministradas por el Labo-
ratorio de Investigacion de Bacteriologia Cli-
nica Anaerobica “Dr. Roberto Gabaldon Pa-
rra”, Facultad de Farmacia y Bioanalisis,
Universidad de Los Andes.

El ensayo se realiz6 con un cultivo de
18 horas de cada microorganismo crecido
en 2,5 mL de caldo Mueller-Hinton a 37°C.
Elindculo bacteriano se ajusté con solucion
salina fisiologica al Patron de Turbidez de
Mac Farland N° 0,5 (10°® ufc/mL). Cada in6-
culo se sembro en forma confluente con un
hisopo sobre la superficie de una placa con-
teniendo agar Mueller-Hinton. Luego se co-
loco sobre la superficie un disco de papel de
filtro (6 mm diametro) previamente impreg-
nado con 10 uL del extracto y el control ne-
gativo respectivo (agua destilada, acetona y
etanol 95%). Adicionalmente se colocé un
disco estandar del antibidtico de referencia
como control positivo (Ampicilina-Sulbac-
tam 10/10 pg, Oxoid) (9). El medio de cultivo
inoculado se preincub6 durante 18 horas a
4°Cy luego se incub6 a 37°C durante 24 ho-
ras (18). La lectura de los halos de inhibicion
serealiz6 alas 24 y 48 horas. Al cabo de este
tiempo, se midi6 la zona de inhibicion alre-
dedor del disco, expresada en mm.

La Concentracion Inhibitoria Minima
(CIM) se determiné solo en las cepas SARM
con las cuales se observaron zonas de inhi-
bicion positiva segun el extracto con el cual
se evidenci6 mayor actividad antibacteria-
na. Para determinar la CIM se prepar6 una
dilucion del extracto, en un rango de con-
centracion de 50-650 mg/mL y se impreg-
naron los discos de papel de filtro con 10 uL
de cada dilucién. La CIM fue definida como
la concentracion mas baja capaz de inhibir
el crecimiento bacteriano visible (19). Los
ensayos se realizaron por duplicado.

Resultados y Discusion

El rendimiento obtenido de los extrac-
tos fue el siguiente: agua destilada 25,52 %
(6,38 g), acetona 25,64% (6,41 g) y etanol
15,12 % (3,03 g); con una concentracion fi-

nal de los extractos de 638 mg/mL, 641
mg/mL y 303 mg/mL, respectivamente.

LaTabla 1 representa los valores relati-
vos de la actividad antibacteriana de los di-
ferentes extractos concentrados de V. sebife-
ra Aubl., frente a las 28 cepas SARM de ori-
gen nosocomial y la cepa de referencia. Tres
de las cepas de SARM (MI 29, MD 14, y MD
15,2) mostraron resistencia a los extractos
ensayados. El extracto acuoso de Virola se-
bifera Aubl., inhibi6 el mayor nimero de ce-
pas de SARM, seguido de los extractos eta-
nolicos y aceténicos concentrados, 89,29%,
67,86%y 39,29%, respectivamente. El valor
de la CIM del extracto acuoso concentrado
oscil6 entre 100 y 600 mg/mL.

Varios estudios han comprobado cien-
tificamente la eficacia terapéutica de diver-
sas plantas partiendo del uso tradicional.
En tal sentido, algunas especies pertene-
cientes al género Virola presentan dentro de
su composicion quimica compuestos como
lignanos y neolignanos que han mostrado
actividad antimicrobiana contra diferentes
microorganismos (16, 17).

Los resultados obtenidos en esta inves-
tigacion muestran actividad antimicrobiana
de V. sebifera Aubl., caracteristica observa-
da en otras especies pertenecientes al géne-
ro, como son V. surinamensis, V. oleiferay V.
pavonis (13).

Los extractos diluidos (1:10) de V. sebi-
Jera Aubl., no presentaron actividad anti-
bacteriana frente a los aislados de SARM,
resultado que se correlaciona con los repor-
tados por Sanabria y col. (8), indicando que
estudio realizado con diluciones seriadas de
los extractos disminuyen la concentracion
de los principios activos y por consiguiente
su actividad.

El extracto acuoso mostré mayor acti-
vidad antibacteriana, con un 89,29% de
susceptibilidad de las cepas SARM evalua-
das; por lo cual se infiere que los principios
activos presentes en V. sebifera son com-
puestos de naturaleza polar.
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Tabla 1
Actividad antibacteriana de los extractos concentrados de Virola sebifera Aubl frente a SARM
Microorganismos Cepas Halos de inhibicién (mm) ? discos 6 mm CIM® mg/mL
SARM” Extracto Extracto Extracto Extracto
Acetonico etanolico Acuoso acuoso
599,1 R 08 12 150
FND 22,3 08 09 09 200
MI 29 R R R -
FND 12 R 08 12 200
071 R 10 14 150
428 08 08 08 150
88 08 09 11 150
MI 51 R R 08 600
13 R R 12 200
476 R 08 09 150
MD 11 R 09 08 200
14 R 09 13 150
FNI 13,1 09 09 08 200
114 08 09 13 600
49,5 R 08 12 600
MD 141 R R R -
526 B R 08 15 600
FNI 201 R R 13 600
MI 151 R R 12 600
548,1 09 08 09 600
MD 52 09 08 09 200
FND 17,1 08 09 08 200
FNI 18,9 08 R 09 150
MD 15.2 R R R -
MD 42 R 10 10 200
MD 223 R R 08 200
FND 13.2 08 10 11 100
MI 41 08 08 10 100
S. aureus ATCC 25923 12 12 13 200

2 media de dos ensayos consecutivos. > Cepas de Stapylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM)
CIM: Concentracion inhibitoria minima. ° Rango 50-650 mg/mL. R: Resistente

Control positivo: Ampicilina-Sulbactman 10/10 pg (33 mm).

Control negativo: discos con solventes (sin zonas de inhibicion).
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Conclusiones

Con base a estos resultados se concluye
que el extracto acuoso de Virola sebifera pre-
senté mayor actividad antibacteriana contra
cepas de SARM, representando una alternati-
va terapéutica en infecciones causadas por
SARM. De acuerdo a la literatura consultada,
este es el primer reporte sobre actividad anti-
bacteriana de esta especie vegetal y su evalua-
cion sobre cepas SARM de origen nosocomial.
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