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RESUMEN

Con el objetivo de obtener antisépticos mamarios a partir de plantas se evalud la actividad antibacteriana in vitro
de tinturas de cortezas de Eucalyptus citriodora Hook y Eucalyptus saligna Sm. sobre 2 cepas de Staphylococcus au-
reus (referente y salvaje). La cepa autoctona era resistente a penicilina, gentamicina e intermedia a estreptomicina.
Los extractos de Eucalyptus citriodora Hook (20 y 83% de alcohol) resultaron mas eficaces que sus similares de E.
saligna Sm. y ambos superiores a los antibidticos penicilina y gentamicina. No hubo diferencia significativa en la
sensibilidad de ambas cepas hacia los extractos evaluados. La obtencion y aplicacion de dichos extractos resulta eco-
némica.
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ABSTRACT

In vitro antibacterial coverage of bark stains from Eucalyptus citriodora Hoock and Eucalyptus saligna Sm on two
Staphylococcus aureus strains (a reference strain and a wild one) was assessed as background for obtaining mam-
mary antiseptics out of plants. The native strain was resistant to penicillin,/gentamycin, and an intermediate to strep-
tomycin. Eucalyptus citriodora extracts (20 % and 83 % alcohol) were more efficient than E. saligna ones. Both
plant extracts proved their efficiency compared to penicillin and gentamycin antibiotics. No significant differences
concerning both strains response to the assessed extracts was found. Manufacturing and application of these extracts
are economical.

Key words: mastitis, mammary antiseptic, medicinal plants, eucalyptus

ciones de diversos derivados lacteos y engendra la
aparicion, cada vez mas frecuente, de cepas anti-
biorresistentes (National Mastitis Council, 1993).
Debido a estas limitantes, se realizan investiga-
ciones para la obtencion de antisépticos mamarios

INTRODUCCION

La mastitis es una enfermedad que afecta a la
ganaderia lechera por su amplia difusion y las
enormes pérdidas econdmicas que ocasiona, debi-

das a la disminucion en el rendimiento de las va- a partir de fuentes naturales que sean seguros para
cas, al empeoramiento de las caracteristicas bio- los animales y el hombre (National Center of
16gicas y tecnologicas de la leche, que reducen su Apimal and Plant Health, 1996). El UDERTAN,
calidad, ya lgs gastos para asistencia y tratamien- por ejemplo, es un producto desarrollado por el
tos veterinarios (Miranda et al, 1981; Acosta, Centro de Sanidad Agropecuaria (CENSA) que se
1988). o . ) L aplica como antiséptico mamario post-ordefio. Se

La antibioterapia constituye la OpC1on mas gene- obtiene a partir de Rhizophora mangle L. (mangle
ra.llzadzll en su tratamiento dado el amplio espectro rojo) y resulta eficaz frente a cepas de Staphylo-
microbiano 1nvolucrad9 (Dewdney, 1999). Esta coccus aureus 'y Streptococcus agalactiae, dos de
variante presenta también ciertos inconvenientes: los agentes bacterianos mas frecuentes en esta

ocasiona residuos en la leche que constituyen etiologia (National Center of Animal and Plant
riesgos para la salud humana, afecta las produc- Health, 1996).
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El uso de plantas con fines medicinales consti-
tuye una practica que se remonta a los origenes de
la humanidad. Se generaliza como practica curati-
va en la Edad Media, aunque en muchos casos se
atribuyeran sus virtudes a efectos magicos colate-
rales. En los siglos posteriores el hombre se aden-
tr6 en los secretos de la naturaleza y encontr6d en
ella las bases de la actual industria farmacéutica
(Roig, 1974; Cuéllar, 1983).

El género Eucalyptus pertenece a la familia
Myrtaceae. Comprende arboles gigantescos que,
aunque descubiertos en Melbourne, estan difundi-
dos por todo el planeta y, desde hace muchos
aflos, se les considera ttiles en todos los concep-
tos (Betancourt, 1987).

Entre las especies introducidas en Cuba estan:
Eucalyptus maculata Hook, Eucayptus resinifera
Sm., Eucalyptus citriodora Hook y Eucalyptus
saligna Sm. Las dos Gltimas son las mas abundan-
tes (Miranda et al., 1981).

Desde 1987 la Facultad de Ciencias Agropecua-
rias de la Universidad de Camagiiey, Cuba, inves-
tiga en estas dos especies. Los estudios han estado
encaminados, fundamentalmente, a sus cortezas.
Una vez establecidas las composiciones quimicas
(Mulet y Velazquez, 1987; Gomez et al., 1994),
se demostrd su posible utilizacion —en forma de
decocciones— como antidiarreicos en diferentes
especies animales afectadas por Escherichia coli
enterotoxigénica (Velazquez et al., 1991). En es-
tudios paralelos se pudo constatar que los extrac-
tos utilizados inhibian la adhesion fimbrial de este
enteropatogeno (Barreto et al., 1993a, b, ¢, 1995a,
2001, 2005a). Otros extractos —en su mayoria
hidroalcohdlicos— se evaluaron en lesiones dér-
micas y oftdlmicas. Los mismos mostraron efec-
tos bactericidas in vitro frente a cepas de Pseu-
domonas aeruginosa, Streptococcus agalactiae y
Escherichia coli (Goémez et al., 1994; Castell et
al., 1994; Barreto et al., 1995b).

Dada la frecuente participacion de estas espe-
cies bacterianas en las mastitis bovinas y, tenien-
do en cuenta los resultados ya descritos, nos pro-
pusimos obtener un posible antiséptico mamario a
partir de cortezas de Eucalyptus citriodora Hook
y Eucalyptus saligna Sm. que resultara efectivo y
economico. Para ello nos trazamos los siguientes
objetivos:

1. Evaluar la accién in vitro de extractos alco-
holicos (83 y 20 %) de cortezas de Eucalyp-
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tus citriodora Hook y Eucalyptus saligna
Sm. sobre cepas de Staphylococcus aureus.

2. Comparar in vitro la actividad antibacteria de
dichos extractos con la de diversos antibioti-
COS.

3. Determinar los costos debidos a: elaboracion
y tratamiento con los extractos propuestos.

MATERIALES Y METODOS

Colecta

Las cortezas de Fucalyptus citriodora Hook (17
afnos) y Eucalyptus saligna Sm. (26 afios) se co-
lectaron durante las primeras horas de la mafiana
en la Empresa de Investigacion Forestal de Ca-
magiiey. Las muestras se tomaron a una altura de
1 m con respecto al suelo. En todos los casos po-
seian un color uniforme y estaban libres de mus-
£0s.
Procesamiento

Ambas cortezas se secaron en estufa con recir-
culacion de aire a 90 °C durante 72 horas. Se mo-
lieron en un molino de cuchillas. El polvo obteni-
do fue envasado en bolsas de nailon selladas hasta
su utilizacion.
Obtencion de los extractos

Todos los extractos se obtuvieron por percola-
cion, usando como menstruo mezclas hidroalco-
holicas al 20 y 83 %. Para ello se emplearon
1 000 mL de solvente/50 g de corteza molida. El
material se macer6 24 horas previas a la percola-
cion. Durante el proceso se adiciond solvente
limpio hasta obtener los volimenes deseados.
Cepas

En la evaluacion de la actividad antimicrobiana
se utilizaron 2 cepas de Staphylococcus aureus:
ATCC 29740 (referente) y una cepa salvaje aisla-
da de una vaca con mastitis clinica.
Medio de cultivo

En todos los ensayos se empled agar Mueller
Hinton (15 mL en placas de 100 mm de diame-
tro).
Evaluacion in vitro

La actividad antimicrobiana de los extractos se
establecio mediante el método de difusion sugeri-
do por Kirby y Bauer (Bio-Mericux, 1984). Se
utilizaron discos de papel de filtro Watman 3 im-
pregnados del correspondiente extracto. Como
controles se emplearon discos impregnados en so-
luciones alcohodlicas al 20 y 83 %, respectivamen-
te. A las dos cepas utilizadas se les determind su
sensibilidad frente a los antibioticos: cloranfeni-
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Tabla 1. Comparacion de los extractos en etanol 83% frente
a 8. aureus (cepa salvaje)

Extractos Media aritmética Desviacion estandar
E. citriodora 1,58 0,13

E. saligna 1,1 0,141

Etanol al 83 % 0,08 0,086

Probabilidad 0,021

Significacion P<0,05

Tabla 2. Comparacion de los extractos en etanol 83 % frente
a ATCC 29740

Extractos Media aritmética Desviacion estandar
E. citriodora 1,56 0,23

E. saligna 1,12 0,209

Etanol al 83 % 0,26 0,083

Probabilidad 0,038

Significacion P<0,05

Tabla 3. Comparacion entre ambas cepas ante extractos al

83 %
Cepas Media aritmética Desviacion estandar
ATCC 29740 0,98 0,539
S. aureus (salvaje) 0,92 0,625
Probabilidad 0,0102
Significacion N.S.

Tabla 4. Comparacion de los extractos al 20% frente a S.
aureus (salvaje)

Extractos Media aritmética  Desviacion estandar
E. citriodora 1,64 0,207

E. saligna 1,06 0,089

Etanol al 20 % 0 0

Probabilidad 0,0102
Significacion P<0,05

Tabla 5. Comparacion entre los extractos al 20 % frente a
ATCC 29740

Extractos Media aritmética  Desviacion estandar
E. citriodora 1,62 0,342

E. saligna 0,96 0,089

Etanol al 20 % 0 0

Probabilidad 0,0148
Significacion P<0,05

col, ampicilina, penicilina benzatinica G, eritro-
micina, estreptomicina, gentamicina, kanamicina,
tetraciclina y sulfametoxasol.

Analisis estadistico

G. Barreto, Bertha Velazquez, Yordanka Pefia et al.

el que implican los tratamientos convencio-
nales para 5 dias de aplicacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

La cepa de Staphylococcus aureus salvaje
resultd resistente a penicilina G y gentami-
cina; intermedia a estreptomicina y sensible
a los restantes; la cepa ATCC 29740 fue
sensible a todos los antibidticos evaluados.

La mayor antibiorresistencia de la cepa de
Staphylococcus aureus salvaje se esperaba
debido a su posible exposicion a estos anti-
microbianos y/o al contacto con bacterias
que han experimentado estas interacciones
y, mediante conjugacion o transduccion, le
han conferido este tipo de respuesta
(Dewdney, 1999). Las cepas de referencia,
mantenidas a nivel de laboratorio, no estan
sometidas a estos eventos, de ahi que
ATCC 29740 cumpla el patron de sensibili-
dad caracteristico (Bio-Merieux, 1984;
Dewdney, 1999).

La antibiorresistencia de la cepa de Stap-
hylococcus aureus salvaje frente a la penici-
lina G, gentamicina, y la sensibilidad inter-
media a la estreptomicina, se deben a que:
el primero es un antibidtico de espectro re-
ducido, bactericida efectivo contra cocos y
bacilos grampositivos, pero que puede su-
frir lisis por la B-lactamasa, una enzima pre-
sente en los estafilococos resistentes a este
antibacteriano. La gentamicina y la estrep-
tomicina son aminoglucosidos y su efecti-
vidad estd dirigida, principalmente, a gér-
menes gramnegativos, aunque las genera-
ciones posteriores incluyen variantes con un
espectro mas amplio, por ejemplo la kana-
micina a la cual mostré sensibilidad la cepa
salvaje (Barreto ef al., 2000b). Tanto la pe-
nicilina G como la gentamicina y la estrep-
tomicina cuentan con una amplia y prolon-

gada utilizacion en la terapia veterinaria y humana
(Dewdney, 1999).

La mayor accion bactericida de las tinturas, tan-

to al 83 % (Tablas 1 y 2) como al 20 % (Tablas 4
y 5) correspondio a las elaboradas a partir del Eu-
calyptus citriodora Hook; sus efectos fueron sig-
nificativamente superiores a los brindados por las
confeccionadas con Fucalyptus saligna Sm. Los
efectos bactericidas no estuvieron asociados al al-
cohol, sino a los metabolitos (o metabolito) ex-

Se realizd un andlisis de varianza a los valores
obtenidos mediante el programa estadistico Sistat.
Valoracion econémica

Se realiz6 la valoracién economica sobre el co-
sto de los extractos elaborados a partir de las cor-
tezas de Eucalyptus sp., para su utilizacién como
desinfectantes mamarios. El costo se comparé con
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traidos por las mezclas hidroalcohodlicas
(Tablas 1; 2; 4 y 5). Es conocido que la
mayor accion bactericida del alcohol se
alcanza en mezclas hidroalcohdlicas al
70 %, concentracion a la que se consigue
el maximo efecto coagulante de las protei-

Tabla 6. Comparacion entre ambas cepas ante extractos al

20 %
Cepas Media aritmética  Desviacion estandar
ATCC 29740 0,86 0,665
S. aureus (salvaje) 0,90 0,679
Probabilidad 0,0143
Significacion N.S.

nas bacterianas (Barreto et al., 2000a).
Al parecer la polaridad de las mezclas

Tabla 7. Comparacion entre los extractos al 20 y al 83 %

hidroalcohdlicas, en el rango evaluado,

Extractos

Media aritmética  Desviacion estandar

posibilito la extraccion de metabolitos (0 g3,

: i 0,94 0,578
metabolito) asociados a los resultados ob- 5 o 0,88 0,672
tenidos, siendo mas efectivos los extraidos Probabilidad 0,0141
a partir de la corteza de Eucalyptus citrio- Significacién N.S.

dora Hook, sin importar la mayor o menor
concentracion de alcohol en estas mezclas, ni la
cepa utilizada (Tablas 1; 2; 3; 4; 5y 6).

El tamizaje fitoquimico arrojé que ambas espe-
cies contienen: taninos, quinonas, lactonas, flavo-
noides, azucares reductores, aceites esenciales, tri-
terpenos y esteroides; pero fenoles solo presento
Eucalyptus citriodora Hook, mientras que solo se
encontro saponinas en Eucalyptus saligna Sm.

En sentido general las diferencias entre ambas
especies son minimas si se analiza cualitativa-
mente los metabolitos. Sin embargo, es prudente
destacar que se trata de grupos de metabolitos que
pueden diferir entre especies, como se ha reporta-
do en el caso de los taninos y flavonoides (Gémez
etal., 1994).

De los metabolitos reportados en ambas espe-
cies, tres poseen actividad antibacteriana compro-
bada: taninos, flavonoides y aceites esenciales
(Cuéllar, 1983; Dellacassa, 1989). Dada la alta
temperatura para el secado de las cortezas, hay
que descartar a los aceites esenciales como res-
ponsables de los efectos constatados.

Tabla 8. Costo de los extractos al 20 % de etanol

Variables Importe (MN)
Materia prima 0,18711125
Salario 2,415319
Otros gastos 0,89366803
Envase 0,1625

Costo total (1L) 3,65859828

Tabla 9. Costo de los extractos al 83 % de etanol

Variables Importe (MN)
Materia prima 0,41736125
Salario 2,415319
Otros gastos 0,89366803
Envase 0,1625

Costo total ( 1L) 3,88884828
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Como colofon podria plantearse que la accion
bactericida de las tinturas depende de la especie
de Eucalyptus y es independiente de las concen-
traciones hidroalcoholicas y de las cepas. En es-
tudios anteriores realizados a partir de infusiones
y decocciones de estas dos especies, se manifestd
la influencia de la especie al evaluar sus efectos
sobre la viabilidad y expresion fimbrial bacteriana
(Barreto y Campal, 2001; Barreto et al, 2001;
2005).

La sensibilidad de ambas cepas a las tinturas re-
sultd similar en todos los ensayos pese a su distin-
to perfil antibiorresistente (Tablas 3 y 6). Esto ul-
timo es de gran interés dada la creciente polirre-
sistencia que caracteriza a especies como Staphy-
lococcus aureus y otras tantas que han dado lugar
a la denominada “epidemia silente” otra de las
herencias del siglo XX (Barreto y Rodriguez,
20006).

Las tablas 8 y 9 recogen los costos de produc-
cién de los extractos de Eucalyptus al 20 y al
83 %, que oscilan entre 0,37 y 0,39 pesos respec-
tivamente.

En la tabla 10 se muestran los costos derivados
de tratamientos convencionales con antibioticos y
lugol. Los mismos se comparan con los que im-
plicarian, hipotéticamente, tratamientos a base de
Eucalyptus citriodora Hook como antiséptico
mamario, donde se aprecian las ventajas econd-
micas. No obstante, previo a este paso es preciso
cumplir con otros ensayos que, ademas de probar
su efectividad in vivo, garanticen que el producto
no cause efectos colaterales adversos en los ani-
males. Por ello, aunque los objetivos de este tra-
bajo se han cumplido satisfactoriamente, el mis-
mo solo constituye un primer paso en la evalua-
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cion de dichos extractos como posibles antisépti-
COS mamarios.

CONCLUSIONES

Las tinturas de Eucalyptus citriodora Hook, al
20 y al 83 %, son las de mayor eficacia in vitro
contra las cepas de Staphylococcus aureus.

Las tinturas de Eucalyptus citriodora Hook, al
20 y al 83 %, tienen mejor accion antibacteriana
in vitro contra la cepa de Staphylococcus aureus
salvaje que la penicilina y la gentamicina.

Aparentemente no existen diferencias in vitro en
cuanto a la actividad antimicrobiana de las tintu-
ras de Eucalyptus sp. al 20 y al 83 %, frente a las
cepas de Staphylococcus aureus.

La produccion y la utilizacion de las tinturas de
Eucalyptus sp., como desinfectantes mamarios,
resultan mas ventajosas economicamente que el
uso de antibidticos.

RECOMENDACIONES

Establecer a qué metabolitos se debe la accion
antibacteriana de las tinturas de Eucalyptus sp.

Comprobar la accion in vivo de las tinturas de
Eucalyptus citriodora Hook.

Aplicar los extractos en vacas afectadas con la
misma frecuencia que los tratamientos conven-
cionales.

Comprobar en la leche, la presencia de residuos
de extractos después de 12 h post-tratamiento.

Utilizar las tinturas como soluciones profilacti-
cas en sustitucion de la solucion lugol.
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