Contrihucidn al estudio de la actividad antibacte-
riana de Cetraria islanaica (L) Ach.

por
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En 1945, Burkholder y Evans sefialan qﬁe sus ensayos sobre
la actividad antibacteriana in vitre de Cetrarig islandicg frente al
Bacillus subtilis y Staphylococcus amreus les habian dado resul-
tados negativos (1). :

En 1947, Stoll, Renz y Brack sefialan por primera vez ligera
actividad del extracto de Cetrarig islandica (L.) Ach. Normalform
frente a la estirpe num. 114 de Stephylococcus aureus y alguna
mayor actividad (zona de inhibicién de 14 a 17 mm. de didmetro)
de Cetraria islandica (L.) Ach. var. crispa-tenuifolia frente a esa
misma estirpe de estafilococo (2), y sefialan al acido d-protoli-
questérico y d-l-isnico como los principios activos de dichas Ce-
trarias.

En otro trabajo de Stoll y colaboradores (3) sobre la activi-
dad antibacteriana del acido dsnico sobre Mycobacterium y otros
microbios, sefialan el hecho interesante de haber obtenido acido

(1) P. R. BurkHOLDER and Ar W. Evans: Further studies on the anti-
biotic activity of Lichens. «Bulletin of the Torrey Botanical Clubs, vol. 72, na-
mero 2, pags. 137-164, march 1945.

(2) A. SrorL, J. Rexz und A. BRack: Antzbmtzka aus Flechten, «Experien-
tia», vol. III/o, 1947, pag. 111.

(8) A. Stor, A. Brack und J. Renz: Die antibakterielle Wirkung der
Usnminsiure auf Mykobakterien wund andere Mikroorganismen. «Experientias, vo-
lumen IT1j3, 1947, pag. 115.
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usnico racémico con rendimientos de 0,04 por 100 a partir de Cle-
traria islandica Ach.

Ciferri y Giacomini publicaron en 1948 (4) el resultado de sus
investigaciones sobre la actividad de 231 ejemplares de liquenes
frente al Stephylococcus aureus y sefialan indicios de actividad
para la Cetraria islandica var. crispa Ach., y ninguna actividad
para C. islandica v. sorediata Arn.

Vartia, en 1949, di6 cuenta del resultado de sus investigacio-
nes sobre la actividad antibacteriana de diversos liquenes, y con
respecto a Cetraria islandica observa que posee cierta actividad
frente a Sarcina lutea, Staphylococcus aureus, Streptocaccys B-he-
molvticus, Escherichia coli, Proteus vulgaris y B. megatherium
y que es inactivo frente a Corvnebacteriusn diphtheriae y B. sub-
tilis (5).

En otro trabajo de Vartia, publicado en 1950 (6), da cuenta de
haber preparado a partir de C. islgndice el acido d-proto-liquesté-
rico y observado que su sal sodica es activa frente a Sarcina [uteq.
Staphylococcus aureus, Streptococcus B-hemolyticus, Corynebac-
terium. diphthheriae mitis, B. megatherium y B. subfilis, y a dilu-
ciones que oscilan entre 1/40.000 frente al B. megathherium has-
ta 1/320.000 para el Strep. B-hemolyticus. En cambio ni aun a la
concentracién de 1 en 5.000 el icido d-proto-liquestérico es activo
frente a Escherichia coli.

Tafnbjéni Vartia extrae el acido fumaroprotocetrarico de C. is-
landica y observa que su sal sddica ni aun a la concentracién de
1 en 5.000 es eficaz para detener el crecimiento de las bacterias en-
savadas (7).

En febrero de 1950 inicié mis ensayos sobre la actividad anti-
bacteriana de C. islandica con un lote de dicho liquen que recibi

(4) R. Crrerri e V. GiacoMmixni: Contributo allo studio dell’ attwitd onti-
biotica di licheni di exsiccaia. «I1 Farmaco», maggio giugno, 1948, pags. 310-320.

(3 K. O. VarTia: Antibiotics in Lichen. «Annales Medicinae Experimen-
talis et Biologiae Fenniaes, vpl. 27, 1949, fasc. I, pags. 46-54.

(6) K. O. VarTIA: Antibiotics in Lichens 1I. «Annales Medicinae Experi-
mentalis et Biologiae Fenniae», val. 28, 1950, fasc. I, pags. 7 a 19.

(1 K. O. VarTiA: On antibiotic effects of Lichens and Lichen Substances.
Supplement niim. 7 (1950) to «Annales Medicinae Experimentalis et Biologiae

Fenniaes.



ANALES DEL JARDIN BOTANICO DE MADRID 145

gracias a la amabilidad del Sr. Gunnar Tornqvist farmacéutico
de Estocolmo. Quise también al mismo tiempo ensayar paralela-
mente la actividad de un liquen isldndico adquirido en una - far-
macia y se me ocurtié pedir una pequefia cantidad al farmacéu-
tico de Abejar recientemente fallecido, D. Santiago Gallego.

La técnica que he seguido es la siguiente: 1 gr. de liquen se
tritura en un mortero y luégo se le adiciona 9 ¢. ¢. de una diso-
lucién tampon-fosfatos de pH T estéril y se hace una dispersion
lo mejor posible. Se deja macerar media hora y se filtra a través
de un lienzo de Nylén, y con el liquido de filtracién se realizan
los ensayos de actividad antibacteriana, En las fotografias niime-
ros 1 y 2 se reflejan algunos de mis ensayos:

Fotografia num. 1.

El medio de cultivo es un agar tampén fosfatos de pH 7. Se
han sembrado hasta el borde del pocillo ceniral con pipeta capilar
cultivos en caldo de unas veinticuatro horas de las siguientes hac-

Fig. 1.—En el centro se ha colocado extracto de Cetraria islandica, procedente
de Suecia.
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terias: B. mycoides (8), Mycobacterium phlei (9), Staphylocaccus
aureus estirpe sensible a la penicilina (10), Staphylococcus aurey-
estirpe Voureka resistente a la penicilina (11), Psendamongs aeru-
ginosa (12) y Escherichia coli (13).

El pocillo central se llena con el extracto de Cetraria islandicg.
Al cabo de una media hora, se coloca la placa en la estufa a 37°, y
la fotografia ha sido tomada a las veinticuatro horas de iniciada
la experiencia.

Resullado.—Se aprecia bien claramente que el extracto de Ce-
traria islandica es activo frente a B. mycoides, Mycobacterivm
phlei, Estafilococo sensible a la peniciling y Estafilococo resistente
a dicho antibidtico, y que en cambio es inactivo frente a Ps. aeru-
g’inosé‘ v E. coli.

Fotografia nim. 2.

El medio de cultivo es agar tamp6n fosfatos de pH 7. Se han
sembrado hasta el borde del pocillo central con pipeta capilar cul-
tivos en caldo de unas veinticuatro horas de las siguientes bac-
terias: -Mycobacterium  phlei, Mycobacterium  tuberculosis
avium (14), Mycobacterium ranae (15), Mycobacterium smeging-
tis (16) y Mycobacterium paratuberculosis grassberger (17).

(8) Estirpe N. R. R. L. B-615.

(9) Estirpe recibida del N. C. T. C. de Londres.

(10) Es la llamada estirpe H, o sea la nim, 6.571 del N. C. T. C. de Lon-
dres, que se ha utilizado mucho en las valoraciones de penicilina.

(11) Esta estirpe fué facilitada por la Dra. Vourcka, que trabaja con el
Profesor Sir Alexander Fleming. Dicha estirpe posee elevada resistencia natural
a la penicilina.

(12) Estirpe que me fué facilitada por el Dr. D. Joaquin de la Torre, del
Instituto Nacional de Sanidad.

(13) Estirpe N. R. R. L. B-686.

(14) Numero 177 del Centre de Types Microbiens de la Facultad de Medi-
cina de Lausana.

(15) Estirpe que recibi del Dr. J. W. Steenken, Director del Trudeau Labo-
ratory.

(16) Numero 169 del Centre de Types Microbiens de la F. de Med. de
Lausana.

(17) Nomero 55 B, del Centre de Types Microbiens de la F. de Med. de
Lausana.
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El pocillo central se llena con el extracto de Cetrarig islandica.
Al cabo de media hora se coloczi én la estufa a 37° y la fo-tdgrafia
ha sido tomada a las veinticuatro horas de iniciada la experiencia.

Resultado.—Se aprecia claramente que el extracto de Cetrarig
islondico es activo frente a todas las especies de Mycobacterium
sometidas al ensayo.

Fig. 2.—En el centro se ha colocado extracto de Cefraria islandica, procedetne

de Suecia.

Se han repetido estos emsayos varias veces, al objeto de con-
firmar los resultados (18). A '

Los extractos de liquen islandico procedente de. la farmacia
de D, Santiago Gallego resultaron con actividad ligeramente su-
perior a los extractos de liquen islandico procedente de Suecia,
Ello podria ser debido a que los ejemplares de que me envi6 el se-

(18) Quiero expresar mi gratitud a D. Juan Daza Valdés por su ayuda pre-
parando los medios de cultivo utilizados en estos ensayos. :
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fior Gallego estaban imuy resecos, pues llevaban muchisimos afios
en su envase y probablemente a peso igual contenian alguna ma-
yor cantidad de principios activos.

Las fotografias que presento corresponden a los ensayos con
el extracto de Cetraria islandica procedente de Suecia.

Ya he indicado anteriormente que Vartia investigd la actividad
antibacteriana del acido fumaroprotocetrarico. He extraido del
liquen islindico, primero con éter sulftrico y luego con acetona, y
he obtenido el icido fumaroprotocetarico, que he caracterizado por
sus reacciones de coloraciéon con la p-fenilendiamina, benzidina,
dnilina y potasa. Y con dicho acido he realizado una tinica expe-
riencia de ensayo de su actividad a elevada concentracién (19)
frente a Staphylococcus aureus estirpe H, E. coli, B. mycoides,
Mycobac. phlei y Ps. aeruginosa, y tinicamente he apreciado li-
gera inhibicion del Estafilococo y del Mycobacterium phlei y al-
guna mayor inhibicion del B. mycoides. Escherichia coli y Ps. ae-
ruginose no han sido inhibidos en su crecimiento.

He intentado extraer acido tsnico de mis ejemplares de Cetra-
rig islandica, pero hasta el presente no lo he logrado. Sin embar-
go. la gran actividad de los extractos crudos del liquen islandico
frente a las cinco especies de Mycobacterium sobre las que he en-
sayado me inclinan a creer que pueda ser debido al 4cido dsnico,
cuya presencia en Cefraria islandica ha sido puesta en evidencia,
como antes dije, por el Profesor Stoll y colaboradores,

CONCLUSIONES

Los extractos de Cetraria islandica poseen actividad antibac-
teriana in vitro frente a las siguientes bacterias: B. mycoides,
Staphylococcus aureus estirpes sensibles y resistentes a la penici-
lina,  Mycobacterium tuberculosis avium, Mycobacterium paratu-
berculosis smegmatis, Mycobacterium paratuberculosis grassber-
ger, Mycobacterium paratuberculosis phlei y Mycobacterium ranae.

Los extractos de Cetraria islandica no han revelado in witro
por las técnicas seguidas ninguna actividad frente a Psendomongs
aeruginose y Escherichia coli.

(19) Dispersién muy fina al 2,5 por 100 en disolucion tampén fosfatos de
pH 7.
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SUMMARY

The crude extracts of Cetreria islandica have antibacterial activity against:
B. mycoides, Staphylococcus aureus, sirains resistant and sensitive to penicillin,
Mycobacterium tuberculosis avium, Mycobacterium paratuberculosis smegmatis,

Mycobacterium paraiuberculosis grassberger, Mycobacterium paratuberculosis
phlei and Mycobacterium ranae.

The crude extracts of Ceiraria islandica have not revealed in vitro any acti-
vity against Pseudomonss aeruginosa and Escherichia coli.

Laboratorio " de Fisiologia Vegetal.
Jardin Botanico. Madrid (marzo 1961)



