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RESUMEN

Se determind la sensibilidad in vitro en cepas de Staphylococcus aureus ante algunos antimicrobianos y tinturas
(20 y 80 %) obtenidas de corteza de Eucalyptus citriodora Hook y Eucalyptus saligna Sm. como posibles desinfec-
tantes mamarios. En la evaluacion de la actividad antimicrobiana se utilizaron cepas de Staphylococcus aureus (refe-
rente y salvaje). La cepa salvaje era resistente a la penicilina, a la gentamicina e intermedia a la estreptomicina. Las
tinturas de Eucalyptus citriodora Hook (20 y 80 %) resultaron mas efectivas (P < 0,05) que la tinturas de Eucalyptus
saligna Sm. y ambas mostraron accién antimicrobiana superior a gentamicina, penicilina y estreptomicina sobre

Staphylococcus aureus.
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INTRODUCCION

En cualquier sistema de produccién animal la
salud es un elemento decisivo; garantiza
productos biolégicamente aptos que, mediante
una adecuada nutricién, responderan con los
maximos indices productivos segun su potencial
genético. Unos de los problemas en las
producciones bovinas lo constituyen las mastitis
subclinicas, que no se expresan mediante
sintomas, pero infringen cuantiosas pérdidas, por
lo que se denominan sindromes de produccion
Optima disminuida (Hernandez et al., 2007).

La era antimicrobiana del pasado siglo abri6
nuevas perspectivas para el control de los agentes
microbianos no contemplados en los planes de
vacunacion. Sin embargo, lo que en un momento
parecié una gran solucion se ha convertido en un
serio problema. Asi, los antimicrobianos utiliza-
dos para el control de la mastitis bovina constitu-
yen residuales con impacto en la calidad de la le-
che, sus derivados, e influyen en la salud publica,
ademas de potenciar la emergencia de cepas anti-
biorresistentes (Armenteros, 2000).

En las Gltimas tres décadas la poblacién ha ad-
quirido microorganismos poli-resistentes a farma-
cos. Este fendmeno constituye un problema de sa-
lud publica extremadamente grave (Prescot et al.,
2004), casi tanto como las propias enfermedades
que justifican su demanda (Barreto y Rodriguez,
2006). Los ultimos diez afios alarman por los fa-
llos reiterados en los tratamientos a humanos y
animales (Harbarth y Samore, 2005; WHO,
2007).
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La generacion de nuevos antimicrobianos sélo
ha demostrado la rapida capacidad bacteriana de
adaptarse, por usar un término conservador, am-
pliandose el rango de resistencia en patégenos
humanos y animales (Jansen et al., 2006; Falagas
y Bliziotis, 2007) un fenémeno que ya excede los
marcos hospitalarios y se constata en comunida-
des y en brotes de enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA) a niveles alarmantes (EARSS,
2005; EASAC, 2007; EFSA, 2008; SCENIHR,
2009). Se impone la adopcién de estrategias alter-
nativas que posibiliten la prevencién de enferme-
dades, o su terapia, sin secuelas agresivas al con-
sumidor y el entorno; los prebioticos, probidticos
y las plantas constituyen opciones promisorias
(Barreto y Rodriguez, 2009).

Los Eucalyptus constituyen un género bien dis-
tribuido en Cuba. Se ha empleado con diversos fi-
nes en medicina veterinaria y humana (Velazquez
et al., 1991; Barreto et al., 2005; Barreto y Rodri-
guez, 2006). Posee propiedades antibacterianas in
vitro frente a Pseudomonas aeruginosa, Escheri-
chia coli, Staphylococcus aureus y Streptococcus
agalactiae (Barreto et al., 2005, 2006). Las espe-
cies mencionadas figuran entre los agentes con
mayores potencialidades para provocar mastitis,
fundamentalmente las dos ultimas (Planas, 1979).

Este trabajo tiene como objetivo determinar la
sensibilidad in vitro en cepas de Staphylococcus
aureus ante algunos antimicrobianos y tinturas de
Eucalyptus sp.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de las tinturas de corteza de E. ci-
triodora Hook y E. saligna Sm

Para la elaboracion de las tinturas (20-83 %) se
empled la técnica de tintura por percolacion
(NRSP-311-1992). El material vegetal se macerd
24 horas previas a la percolacion, adicionandose
solvente limpio hasta obtener los volimenes de-
seados.

Cepas y medio de cultivo

En la evaluacién de la actividad antimicrobiana
se utilizaron dos cepas de Staphylococcus aureus:
ATCC 29740 (referente) y una cepa salvaje aisla-
da de una vaca con mastitis clinica. En todos los
ensayos se emple6 agar Mueller Hinton (OXOID,
Gran Bretafia) a razé6n de 15mL a placas de
100 mm de diametro.

Ensayos de la sensibilidad in vitro

La actividad antimicrobiana de las tinturas se
establecié mediante el método de difusién sugeri-
do por Kirby y Bauer (Bio-Merieux, 1984). Se
utilizaron discos de papel de filtro Watman 3 im-
pregnados con cada tintura. Como controles se
emplearon discos embebidos en tinturas al 20 y
83 %, respectivamente. A las dos cepas utilizadas
se les determind su sensibilidad frente a los anti-
microbianos:cloranfenicol, ampicilina, penicilina,
eritromicina, estreptomicina, gentamicina, kana-
micina, tetraciclina y sulfametoxasol. A los resul-
tados del estudio in vitro, se le aplico un analisis
de varianza simple.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayos de la sensibilidad in vitro

Los antibiogramas realizados demostraron que
la cepa de Staphylococcus aureus salvaje resulto
resistente a dos de los antimicrobianos: penicilina
G y gentamicina e intermedia a estreptomicina.
Por su parte, la cepa ATCC 29740 fue sensible a
todos los quimioterapéuticos evaluados.

Este comportamiento, un resultado esperado,
obedece a la mayor exposicion de las cepas de
Staphylococcus aureus salvajes a estos antimicro-
bianos, asi como al contacto con bacterias que han
experimentado estas interacciones y, mediante
conjugacién o transduccién, les han conferido re-
sistencia (Dewdney, 1999). Las cepas de referen-
cia, mantenidas por afos a nivel de laboratorio, no
estan expuestas a estos eventos, de ahi que ATCC
29740 cumpla el patron de sensibilidad que le ca-
racteriza (Bio-Merieux, 1984; Dewdney, 1999).

Desde el descubrimiento de los primeros anti-
microbianos, los microorganismos, muy en espe-
cial las bacterias, han sido capaces de evadir su
accion (Mediavilla et al., 1997). La mayoria de
las evidencias se corresponden con la experiencia
adquirida en la quimioterapia humana. Asi, en
1946, una gran parte de los aislamientos de Stap-
hylococcus aureus eran sensibles a la peniciling;
hoy, la casi totalidad de las cepas hospitalarias
son resistentes a bencilpenicilina, meticilina, gen-
taminicina, y s6lo se pueden tratar con vancomi-
cina (Prescot et al., 2004).

Un analisis simplista conllevaria a pensar que,
tanto la penicilina G, como la gentamicina y la es-
treptomicina, cuentan con una amplia y prolonga-
da utilizacion en la terapia veterinaria y humana,
factores que propician el desarrollo de antibiorre-
sistencia (Dewdney, 1999; Barreto et al., 2000 a,
b).

El uso indiscriminado de antibidticos, desinfec-
tantes y antimicrobianos en general, ha hecho que
las bacterias, dotadas de multiples mecanismos
(bioquimicos, genéticos-moleculares y celulares),
desarrollen estrategias inherentes y adquiridas,
gue les permiten evadir con efectividad su accién
(French, 2005; Depardieu et al., 2007). De ahi, y
es lo mas lamentable, la antibiorresitencia no sélo
se genera y expande como respuesta al consumo
de antibiéticos, también responde, de forma cru-
zada, a contaminantes ambientales que cada vez
se acumulan en mayor grado sobre el planeta
(Suéarez y Reyes, 2002; Depardieu et al., 2007).
Existe una tercera causa, a la que se presta poca
atencion: la forma en la que las bacterias se orga-
nizan al colonizar superficies, algo en lo que la
cepa salvaje también supera a la referente, como
se discutira a continuacion.

Karadjov et al. (1979) de manera premonitoria,
comunican que los contaminantes ambientales
(sobre todo los metales pesados) inducen la pro-
duccion de capsula en bacterias, incluso en aque-
llas que usualmente no la expresaban. Dado el re-
chazo que origind esa hipdtesis, se realizaron
diversas experiencias que confirmaron su validez,
asi como la produccion de capsula frente a la pre-
sencia de otros contaminantes como antibiéticos y
herbicidas (Barreto, 1986 y Barreto y Rodriguez,
2009). Una cépsula hexopolisacérida puede asu-
mirse como la contribucion individual de cada
bacteria a la gran matriz que engloba las pobla-
ciones (microcolonias) engendradas sobre super-
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ficies diversas como, perfectamente, puede ser un
medio de cultivo artificial. Esa matriz es lo que en
los ultimos afios se ha dado en denominar bio-
films, y confiere a las poblaciones bacterianas que
contiene, fuerte antibiorresistencia (Donlan,
2002).

La capacidad de formar biofilm no parece res-
tringirse a ningun grupo bacteriano especifico vy,
en la actualidad, se considera que bajo condicio-
nes ambientales adecuadas, la inmensa mayoria
de las bacterias, independiente de la especie, pue-
de existir dentro de biofilms adheridos a superfi-
cies en una interfase sélido/liquida, incluyendo
patdgenos como P. aeruginosa, H. influenzae, S.
pneumoniae, Klebsiella y S. aureus (Anderl et al.,
2000; Chole y Faddish, 2003; Post et al., 2004;
Thomas y Nakaishi, 2006). La adhesion a una su-
perficie himeda (inanimada o viviente), es de ca-
racter irreversible; el biofilm no logra ser removi-
do mediante lavado suave (Fergie et al., 2004;
Ramadan et al., 2005).

En el caso que se discute, si bien no era demos-
trable la formacion de biofilms por las cepas estu-
diadas, si vale aclarar que la cepa salvaje producia
abundante capsula, aspecto evidente en sus colo-
nias muy mucoides, a diferencia de la referente,
totalmente acapsular.

El mayor efecto antibacteriano de las tinturas,
tanto al 20 % (Tabla 1) como al 83% (Tabla 2)
correspondid a los elaborados con Eucalyptus ci-
triodora Hook.; sus efectos fueron significativa-
mente superiores (P <0,05) a los de Eucalyptus
saligna Sm. En ambos casos, la accion antibacte-
riana no estuvo asociada al alcohol, como eviden-
cia el comportamiento de los blancos, sino a los
metabolitos (0 metabolito) extraidos por la mezcla
hidroalcohélica. En estudios previos a ambas es-
pecies de Eucalyptus, los tamizajes fitoquimicos
pusieron de manifiesto la presencia de compues-
tos vegetales diversos con demostrada actividad
antimicrobiana como es el caso de: taninos, fla-
vonoides y quinonas (Miranda y Pérez, 1989; So-
to et al., 2007).

Si los efectos obtenidos dependieran del alco-
hol, resulta probado que la mayor accién bacteri-
cida se alcanza en mezclas hidroalcohdlica al
70 %, concentracion a la que se consigue el
maximo efecto coagulante de las proteinas bacte-
rianas (Planas, 1979). Sin embargo, los resultados
obtenidos van més alla de lo exclusivo al alcohol.
Al parecer, la polaridad de las mezclas hidroalco-
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holicas, en el rango evaluado, posibilit6 la extrac-
cién de metabolitos (o metabolito) asociados con
los resultados alcanzados, siendo mas efectivos
los obtenidos a partir de la corteza de Eucalyptus
citriodora Hook, sin importar la mayor o menor
concentracion de alcohol en estas mezclas, ni la
cepa utilizada (Tablas 1 y 2).

En estudios desarrollados a partir de infusiones
y decocciones de estas dos especies de Eucalyp-
tus, y tinturas de otras especies del género, se ma-
nifestd la influencia de la especie y el método de
extraccion sobre la viabilidad bacteriana (Barreto
y Campal, 2001; Barreto et al., 2005).

La sensibilidad de ambas cepas a las tinturas re-
sulté similar en todos los ensayos, pese a su dis-
tinto perfil antibiorresitente. Este resultado denota
qgue en los extractos, independientemente de la
especie de Eucalyptus, existen metabolitos (o al-
gun tipo particular de metabolito) extraibles con
las polaridades empleadas, que afectan la viabili-
dad de grampositivos como Staphylococcus, in-
cluso en el caso de cepas polirresistentes, como la
cepa autoctona utilizada en el experimento. Este
resultado es de gran interés, pues ofrece una va-
riante a partir de productos naturales con la que
enfrentar el fenébmeno de la antibiorresistencia,
con justicia catalogado como “epidemia silente”
del siglo xx (Barreto y Rodriguez, 2006).

Al respecto de los resultados obtenidos, cabria
evaluar, en futuras experiencias, la naturaleza
anionica o catiénica de las tinturas. Esta valora-
cién, mas alld de lo que puedan ofertar los estu-
dios in vitro, constituye un dato esencial al abor-
dar enfermedades infecciosas bacterianas,
asumidas desde la Optica de los biofilms. Se ha
documentado profusamente, el retardo que provo-
can las matrices polisacaridas, dado su caracter
anionico, aspecto que les posibilita comportarse
como resinas de intercambio, que brindan protec-
cién frente a antimicrobianos diversos (lafiez,
1998).

CONCLUSIONES

Se obtuvieron tinturas de Eucalyptus citriodora
Hook y Eucalyptus saligna Sm. con efecto anti-
microbianos in vitro, frente a Staphylococcus au-
reus, superiores a la Penicilina, Gentamicina y Es-
treptomicina; las de Eucalyptus citriodora Hook.
resultaron mas efectivos (P < 0,05).
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Tabla 1. Comparacion de las tinturas y el etanol al 20 % frente

a las cepas
Cepa salvaje ATCC 29740
Extractos X D.E X D.E.
E. citriodora 1,64 0,207 1,62 0,342
E. saligna 1,06 0,089 0,96 0,089
Etanol al 20 % 0 0 0 0
Probabilidad 0,0102 0,0148

X: media aritmética; D.E.: desviacion estandar; probabilidad P < 0,05, di-
fieren significativamente



Tabla 2. Comparacién de las tinturas y el etanol al 83 % fren-
te a las cepas

Cepa salvaje ATCC 29740
Extractos X D.E X D.E
E. citriodora 1,58 0.13 1,56 0,23
E. saligna 1,1 0,141 1,12 0,209
Etanol al 83 % 0,08 0,086 0,26 0,083
Probabilidad 0,021 0,038

X: media aritmética, Probabilidad P < 0,05 difieren significativamente
D.E: desviacién estandar



