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RESUMEN

El trabajo analiza las causas que motivaron los resultados contradictorios precedentes en cuanto a la expresion fimbrial de K88
y la viabilidad de E. coli G7 frente a extractos de Eucalyptus. En la experiencia se utilizaron 8 cepas entéricas (7 de referencia
K88+ y una cepa salvaje CFA/I +). Se ensayaron 10 extractos (5 decocciones, 3 infusiones y 2 extractos acuosos) de Eucalyptus
citriodora y Eucalyptus saligna elaborados a diferentes concentraciones. Se pudo comprobar que el efecto sobre la viabilidad
depende de la especie de Eucalyptus, la concentracion del extracto y la cepa bacteriana tratada. Ninguno de los extractos de E.
citriodora tuvo accion sobre la viabilidad bacteriana. En los elaborados a partir de E. saligna este efecto fue proporcional a la
concentracion. El efecto inhibitorio de los extractos sobre K88 esta relacionado con la especie de Eucalyptus y la concentracion
de los extractos. Todos los extractos que inhibieron K88 tuvieron un comportamiento semejante sobre CFA/IL. El trabajo propone
un modelo para el estudio de extractos de plantas que afecten la expresion fimbrial en el que los fendmenos de autoaglutinacion
no interfieren y no es imprescindible la utilizacion de técnicas de microscopia electronica.

ABSTRACT

Causes provoking contradictory results concerning Eucalyptus extracts effects upon K88 fimbrial expression and viability in E.
coli G7 are discussed. Eight enteric strains (seven from K88" and one wild trait CFA/I") were studied. Ten extracts (five decoc-
tions, three infusions, and two aqueous extracts) from E. citriodora and E. saligna prepared at different concentrations were ana-
lyzed. It was confirmed that extract effect upon viability depended on Eucalyptus species, extract concentration values, and bacte-
rial strain under treatment. No E. citriodora extracts affected bacterial viability. E. saligna extract effect depended on concentra-
tion values. Extract inhibitory effect upon K88 depended on Eucalyptus species and extract concentration values. All extracts
inhibiting K88 showed a similar effect upon CFA/I. A model to study plant extracts affecting fimbrial expression is suggested.
This model does away with self-agglutination phenomena interferences and the use of electronic microscope techniques.

PALABRAS CLAVES: E. coli, E. coli enterotoxigénica, Eucalyptus, diarrea, fimbrias
dictorios (Roig, 1974; Dellacassa et al., 1989; Niurka

INTRODUCCION Séfiora ef al., 1992; Misleidi Martin et al., 1993; Barre-
Las diarreas constituyen un serio problema para la to et al, 1993b). En estudios realizados a partir de
salud humana y animal. En las debidas a Escherichia decocciones de corteza se comprobd que las mismas
coli enterotoxigénica (ECET) la colonizacion del intes- carecian de accion bactericida y/o bacteriostética, al
tino delgado constituye un paso previo imprescindible menos en concentraciones semejantes a las empleadas
en el que es necesaria la adhesion de las bacterias a en el Eucabev (Niurka Soénora et al, 1992; Misleidi
células especificas del epitelio intestinal del huésped. Martin et al., 1993; Barreto et al., 1993, Barreto et al.,
La especificidad de esta uniéon se debe a la existencia 1995a). Estos resultados conllevaron a pensar que la
de estructuras bacterianas a las que se denominan fac- accion de este medicamento estuviera relacionada con
tores de colonizacion (Drskov y @rskov, 1983) desta- un bloqueo de la adhesion fimbrial, aspecto que se
candose entre ellas las fimbrias (Padilla et al., 1988) demostré en un ensayo que involucrd a las cepas de
En los ultimos afios diversas experiencias han tenido referencia G7 (08K87, K88,,) y B44 (portadora de la
como objetivo el bloqueo de la adhesion mediante la fimbria K99) (Barreto et al., 1993a). Sin embargo, en
elaboracion de vacunas antifimbriales (Levine, 1990; trabajos posteriores, se obtuvieron resultados contradic-
Idania Wong ef al., 1992, 1995, 1996, Moon y Bunn, torios en lo relativo a la adhesina K88 (Niurka Sofiora
1993) y el empleo de productos que afecten la expre- et al., 1992; Misleidi Martin et al., 1993; Barreto et al.,
sion fimbrial, como es el caso de determinados anti- 1995a).
bidticos en concentraciones subletales (Barreto et al., El factor de colonizacion K88, ademas de prevalecer
1994), entre otros (Isaacson, 1980). en las ECET que afectan a cerdos neonatos y postdeste-
El Eucabev es un medicamento elaborado a partir de tados (Idania Wong et al., 1995, 1996) se ha caracteri-
corteza de Eucalyptus que se ha utilizado con éxito en zado por mostrar una mayor estabilidad que las restan-
el tratamiento de diversas especies animales, y el hom- tes estructuras de adhesion estudiadas en Escherichia
bre, afectados de enfermedad diarreica aguda (EDA) coli (Barreto et al., 1993a) en tanto que la adhesina
(Berta Velasquez et al., 1991). Los reportes sobre la CFA/I es la mas frecuente en cepas de ECET aisladas
accion antimicrobiana de esta planta son muy contra- en pacientes de enfermedad diarreica aguda (EDA)
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(Blanco y Blanco, 1993; Barreto, 1996). Esta entidad es
la principal causa de EDA en los paises en vias de
desarrollo y se ha asociado a brotes de importancia en
paises desarrollados (Blanco et al., 1996; Roels, 1998;
Mitsuda et al., 1998; Nishikawa et al., 1998)

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, este
trabajo ha tenido como objetivos:

Determinar las causas que han motivado un compor-
tamiento contradictorio en la expresion de K88 y la
viabilidad bacteriana de E. coli frente a extractos de
corteza de Eucalyptus.

Efectuar un estudio preliminar sobre la accion de es-
tos extractos en la expresion de la fimbria CFA/I

MATERIALES Y METODOS

Cepas

En la tabla 1 se recogen las principales caracteristicas
de las cepas utilizadas en la investigacion.
Medios de cultivo

Se utilizaron los siguientes medios de cultivo: caldo
Miieller Hinton y agar Miieller Hinton (OXOID, Gran
Bretafia). En los ensayos en que se evalud la accidén
inhibitoria de los extractos sobre la expresion de las
fimbrias K88 y CFA/I se prepararon con el 50% del
agua requerida, en el caso de los extractos 1; 2; 4; 6; 7
y 8, y con el 85% para los extractos 3; 5; 9 y 10. Luego
de la esterilizacion se completo el volumen faltante con
los extractos correspondientes, después de ser filtrados
cada uno a través de filtros de Policarbonato Sartorius
(SM 16508 B) para garantizar su esterilidad.
Inmunosueros

En las experiencias para determinar la accion inhibi-
toria de los extractos sobre la fimbria K88 se utiliz6 un
inmunosuero anti-K88 de conejo policlonal monoespe-
cifico. En el test de ELISA utilizado para investigar las
variantes autoaglutinantes se emplearon, ademas del
anterior, el anticuerpo monoclonal 11/70 antiK88,, y
un conjugado anti-IgG de conejo en carnero.

Hematies

Se utilizd sangre humana A en suspension salina bu-
ferada (PBS) en proporcion 1:4 y a pH 7,2 para los
ensayos de hemoaglutinaciéon manosa-resistente (Blan-
co y Blanco, 1993).

Extractos

El material vegetal fue secado en estufa con recircu-
lacién de aire a 40 °C durante 7 dias. Luego fue reduci-
do a polvo utilizando un molino con refrigeracion por
aire.

Las decocciones se prepararon hirviendo el material
vegetal en agua durante diez minutos. Pasado ese tiem-
po se dejoé enfriar y se separd el material vegetal del
liquido mediante filtracion.

Para las infusiones, se afiadi6 el agua hirviendo sobre
el material vegetal, se dejo reposar durante quince
minutos, se enfrio y se separd el material vegetal de la
infusion por filtracion.
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En ambos casos, al final, se restituy6 el volumen ini-
cial mediante adicion de agua destilada estéril.

Los extractos acuosos fueron preparados por adicion
de agua destilada estéril al material vegetal, se macerd
durante 24 horas, a 30 °C y pasado ese tiempo se filtro
para separar el material vegetal del extracto obtenido.

Las caracteristicas de los extractos obtenidos por los
métodos anteriormente descritos se recogen en la tabla 2.

A cada extracto se le asignd un numero, y con esa
designacion se utilizaron en la investigacion sin que se
conocieran sus particularidades.

Efecto de los extractos de Eucalyptus sobre la viabi-
lidad bacteriana

Se utilizaron 8 cepas (todas caracterizadas en la tabla
1). El ensayo se realiz6 en placas Petri de 100 mm de
diametro a las que se adiciond 20 mL de agar Miieller-
Hinton en la siguiente forma: una primera capa (10
mL) con una concentracion de agar-agar al 1,7%, a la
que se agregd, una vez solidificada ésta, una segunda
capa (10 mL) con agar-agar al 1%. Cada placa se sem-
bréd por hisopaje a partir de las suspensiones bacteria-
nas en agua destilada estéril, segin lo establecido por
Kirby y Bauer (Bio-Merieux, 1984). Con perforador se
efectuaron, asépticamente, diez excavaciones en la
capa superior de cada placa y con el auxilio de una
pipeta Eppendorf se adicion6 25 pl de cada extracto en
la excavacion correspondiente. Todas las placas se
incubaron a 37 'C durante 24 horas. La experiencia
constd de 3 réplicas.

Se realizd un ensayo preliminar para determinar los
extractos que inhibian la expresion de K88 en E. coli
G7. Una vez establecidos los mismos, se repitio el
ensayo con E. coli G7 y E. coli 158. Tanto en la expe-
riencia preliminar como en la segunda se procedié de
acuerdo con Barreto et al. (1993). El ensayo segundo
contd con 5 réplicas en las experiencias realizadas con
la cepa G7.

Confirmacion de K88 en las variantes autoagluti-
nantes

A una parte de las variantes autoglutinantes de E. coli
G7 se le investigo la presencia de K88 mediante un test
de ELISA tipo Sandwich (Ana Campal et al., 1992).
Procesamiento Estadistico

A los resultados que se entendid pertinente se les
aplico el método de comparacion de proporciones.

RESULTADOS

La infusion 9 y la decoccion 10 de E. saligna (140
mg/mL y 70 mg/mL, respectivamente) aparentemente
fueron las de mayor efecto inhibitorio en la viabilidad
de las cepas estudiadas (Tabla 3). Sin embargo, el ana-
lisis estadistico efectuado, puso de manifiesto que los
extractos 3 (decoccion, 140 mg/mL) y 5 (extracto acuo-
so, 140 mg/mL) de E. saligna tienen un efecto similar
(Tabla 4).
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En el ensayo preliminar, efectuado para establecer la
accion inhibitoria de los extractos sobre la expresion
del factor de colonizacién fibrilar K88, se constatd un
resultado positivo en 1; 4; 6; 7 y 8; dudoso para 2 y 10,
por la aparicion de cepas autoglutinantes; y negativo
para 3; 5y 9 (Tabla 5).

El ensayo definitivo, realizado con los extractos que
tenian accion bloqueadora positiva (y dudosa) sobre la
expresion de K88, demostré un mayor efecto de la
decoccion (6; 17,5 mg/mL) e infusion (7; 8,75 mg/mL)
de E. saligna, seguidos de la decoccion de E. citriodora
(1, 70 mg/mL). La presencia de variantes autoagluti-
nantes enmascaroé los restantes resultados (Tabla 6).

Todos los extractos inhibidores de K88, también lo
fueron del factor CFA/I que ademads, resultd inhibido
por el extracto 10, a diferencia de K88 (Tabla 6). En las
experiencias efectuadas con la cepa portadora de
CFA/I, no se observaron variantes autoaglutinantes.

Los ensayos de ELISA, efectuados con las variantes
autoaglutinantes, demostraron la ausencia total de K88
en la variantes tratadas con el extracto acuoso de E.
citriodora (4). En los restantes casos los resultados no
son concluyentes, dada la imposibilidad de realizar este
ensayo a todas las variantes autoaglutinantes (Tabla 7).

Las principales acciones de los extractos sobre E. coli
G7 se resumen en las Tablas 8 y 9.

DISCUSION

En la investigacion realizada sélo algunos extractos
elaborados a partir de E. saligna afectaron la viabilidad
de las cepas tratadas (Tabla 3). Su efecto inhibidor
estuvo proporcionalmente relacionado con la concen-
tracion (Tabla 4). Este es un resultado que ha sido muy
contradictorio en trabajos precedentes. Roig (1974)
refiere la accion antimicrobiana del Fucalyptus. Sus
resultados se concretan a experiencias efectuadas a
partir de hojas de esta planta. Dellacassa et al. (1989)
efectuaron un estudio que abarc6 17 especies de Euca-
lyptus. En el mismo constataron una accion diferencial
sobre la viabilidad bacteriana que estaba condicionada
tanto por la especie de Eucalyptus, como de las bacte-
rias estudiadas. Esta investigacion se limitd también a
los aceites esenciales obtenidos de hojas de Eucalyptus.
Barreto et al. (1995b) demostraron la accion bacterici-
da in vitro de tinturas elaboradas de corteza Eucalyptus
sobre cepas de Pseudomonas aeruginosa polirresisten-
tes en las que la accion bactericida no era debida al
alcohol presente en los extractos y si a su capacidad de
extraccion de los metabolitos (o metabolito) responsa-
bles del efecto bactericida. Los estudios relativos a la
accion antibacteriana de decocciones, infusiones y
extractos acuosos de la corteza de esta planta son muy
escasos y no coincidentes. Bertha Velazquez et al.
(1989) por primera vez, establecieron la accién de
decocciones de cortezas de Eucalyptus en el tratamien-
to de diarreas agudas debidas a ECET. Este colectivo
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no encontrd efectos bactericidas en las decocciones
utilizadas. Posteriormente, Barreto ef al. (1993a), esta-
blecieron la accion inhibitoria de estos extractos en la
expresion de los factores fibrilares de colonizacién K88
y K99, sin que se afectara la viabilidad bacteriana.
Resultados similares, en lo referente a la no afectacion
del crecimiento bacteriano, reportaron Barreto et al.
(1993b ). En estos trabajos no se identificd la especie
de Eucalyptus utilizada. Mas adelante se pudo precisar
que se trataba de hibridaciones en que no participaban
E. saligna y E. citriodora (Misleidi Martin ef al., 1993;
Barreto et al., 1995a). Los resultados del presente estu-
dio, ponen de manifiesto la participacion de 3 factores
en el fenomeno analizado: a) especie de Eucalyptus, b)
concentracion del extracto y c) cepa bacteriana. El
método de extraccion, en las condiciones de esta inves-
tigacion, no influy6 (Tablas 3 y 4).

En los tamizajes fitoquimicos efectuados a E. saligna
(Yadila Goémez et al., 1994) y E. citriodora (Mayra
Castells et al., 1994) se ha constatado la presencia de
taninos, flavonoides y quinonas, tanto en las decoccio-
nes como en los macerados acuosos. Estos metabolitos,
teniendo en cuenta lo reportado por Cuellar (1983)
pueden estar vinculados con los efectos sobre viabili-
dad anteriormente analizados.

La accion de los extractos sobre la expresion del fac-
tor de colonizacion K88, en la experiencia preliminar,
demostré un efecto inhibitorio ante la decoccion (1) y
el extracto acuoso (4) de E. citriodora, y las decoccio-
nes (6 y 7) e infusion (8) de E. saligna. Los restantes
extractos promovieron autoaglutinaciones o, simple-
mente, no inhibieron la expresion de K88 (Tabla 5).

Tanto en esta experiencia preliminar como en la de-
finitiva (Tablas 5 y 6) se pudo comprobar que todos los
extractos elaborados a partir de E. citriodora inhibian
la expresion de la fimbria K88. Con los extractos de E.
saligna so6lo se logro este efecto en los de concentra-
ciones inferiores a 21 mg/mL, siendo maximo en la
decoccion (6) e infusion (7) (Tabla 6). Este aspecto se
analizard mas adelante.

Todos los extractos con accion inhibitoria sobre K88,
también bloquearon la expresion de CFA/I, ademas del
10, que solo reprimi6 a este ultimo pues, debido a las
autoaglutinaciones su resultado sobre K88, hasta este
momento de la investigacion, se toma como negativo
(Tabla 6).

El factor de colonizacion I (CFA/I) es de los mas fre-
cuentes en ECET que afectan al humano. Posee un alto
contenido de aminoacidos hidrofébicos que le confie-
ren a la bacteria una elevada hidrofobicidad superficial.
Blanco y Blanco (1993) describen esta fimbria con un
patrén de hemoaglutinacion manosa resistente frente a
hematies humanos, de terneros y de pollos; de alli, la
eleccion de los primeros para evaluar la posible accion
inhibitoria de los extractos en su expresion. Como se
trata de una cepa salvaje, no de referencia, su estudio es
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solo preliminar. Por ello, no se realizaron réplicas,
como en las investigaciones en que estuvo involucrada
la cepa G7 que, ademas de ser una cepa de referencia,
ha estado involucrada en los estudios anteriores sobre
esta tematica.

La inhibicion de los factores de colonizacion, ha sido
una opcion investigada en E. coli asociadas a infeccio-
nes del tracto urinario (UTIEC). Al respecto, se han
utilizado concentraciones subletales de antibidticos
(Padilla et al., 1988; Padilla, 1991). Prieto et al. (1995)
inhibieron la expresion de la fimbria P con extractos de
Lepidium virginicum. Barreto et al. (1998) lograron
efectos similares con tinturas de Achirantes aspera. En
P. aeruginosa también se han obtenido resultados se-
mejantes mediante la utilizacién de quinolonas en con-
centraciones subletales (Nobile et al., 1992). Barreto et
al. (1994) lograron la inhibiciéon de la expresion de la
fimbria K88 de E. coli G7 mediante el uso de amino-
glucosidos en concentraciones subletales. Concentra-
ciones de sodio, a partir de 40 g/L, estimulan la forma-
cion de una seudocapsula en cepas de E. coli uropato-
genas que recubre sus fimbrias, inhibiendo asi su con-
tacto con los receptores de eritrocitos y células uroepi-
teliales (Padilla, 1989).

Misleidi Martin et al. (1993) concluyeron que los ex-
tractos de E. saligna no inhibian la expresion de K88.
Este colectivo utilizoé extracto acuoso e infusion, ambos
con una concentracion de 70 mg/mL. En el presente
trabajo se constatd que, atn a concentraciones de 21
mg/mL, tampoco se produce este efecto que, en el caso
de las infusiones, tiene lugar a concentraciones meno-
res o iguales a 17,5 mg/mL (Tablas 8 y 9). Niurka So-
flora et al. (1992), no lograron inhibir la expresion de
esta adhesina utlizando decocciones de Eucalyptus, en
tanto que Barreto ef al. (1993) si. En ambos casos no se
precisa la especie de Eucalyptus utilizada.

Barreto et al. (1993a) reportaron inhibiciones de la
fimbria K88 de E. coli G7 frente a extractos de Achi-
rantes aspera. Este colectivo (1995) habia obtenido
efectos similares con extractos de E. citriodora, no asi
con los efectuados a partir de E. saligna.

En todas estas experiencias estuvo presente la cepa E.
coli G7. Los resultados obtenidos posibilitan establecer
que en la inhibicion de K88 influyen: a) la especie de
Eucalyptus y b) la concentracion de extractos. No exis-
ten elementos para asegurar que el método de extrac-
cion tenga influencia.

La aparicion de variables autoaglutinantes, inducidas
por el tratamiento con los extractos, constituyo un ele-
mento enmascarador de los resultados de experiencias
precedentes (Misleidi Martin et al., 1993; Barreto et al.
1995a), asi como de ésta. La imposibilidad de utilizar
técnicas de miscroscopia electronica, obligd a una
confrontacion de las variantes autoaglutinantes frente a
un ELISA tipo Sandwich. Los resultados obtenidos
evidenciaron la pérdida de K88 en todas las variantes
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autoaglutinantes ensayadas (Tabla 7). Estos resultados,
tienen un valor comparable al logrado con la microsco-
pia electronica ya que el AcM 11/70 detecta la subuni-
dad FaeG, que constituye el componente principal de la
fimbria K88 y, al mismo tiempo, comprende su ele-
mento de adhesion (Kusters y Gaastra, 1994; Mol y
Oudega, 1996).

El bloqueo de la expresion de la fimbria K88 puede
deberse a una infinidad de causas que van, desde la
represion del operdn fae, hasta el bloqueo de los distin-
tos sistemas enzimaticos vinculados con la transporta-
cion y ensamblaje de las subunidades que conforman la
fimbria K88. En tal sentido, al igual que ocurre con los
antibioticos bloqueadores de la sintesis proteica utiliza-
dos en concentraciones subletales, en los extractos
analizados, deben estar presentes metabolitos que acta-
en de forma similar. Este es un aspecto por dilucidar en
investigaciones posteriores; los flavonoides, quinonas y
taninos, detectados en los tamizajes fitoqimicos reali-
zados a las cortezas de estas plantas, constituyen op-
ciones a valorar.

La autoaglutinacion es un fenomeno que, en bacterias
gramnegativas, ocurre cuando se pierden las unidades
repetidoras de monosacaridos de la envoltura externa
(Tayot et al., 1981). Los flavonoides tienden a combi-
narse con diversos monosacaridos (Cuéllar, 1983) por
ello, y teniendo en cuenta que estan presentes en la
corteza de las especies investigadas (Mayra Castells et
al., 1994; Yadila Gémez et al., 1994) se puede inferir,
como hipdtesis, su participaciéon en la formacién de
variantes autoaglutinantes.

Existe otra causa de autoaglutinacion. La aglutina-
cion se lleva a cabo en un medio salino en el que la
concentracion optima de electrolitos es 0,15 mol. Con-
centraciones mayores pueden neutralizar las cargas
superficiales, que las bacterias y otros antigenos parti-
culados poseen en su superficie a un pH neutro, y pro-
vocar aglutinacion espontdnea no especifica (Margni,
1982). Bertha Velazquez et al. (1989) establecieron
que, una de las ventajas de los extractos de Eucalyptus
usados como antidiarreicos, era su capacidad de resti-
tuir electrélitos perdidos en este sindrome multi-
factorial, por lo que, no se puede descartar su influencia
en la aparicion frecuente de cepas autoaglutionantes
luego de su contacto con estos extractos. Este colectivo
establecio la presencia de iones sodio y potasio en
decocciones de corteza de esta planta. Se ha podido
comprobar que el ion potasio estimula la adhesion
bacteriana a sus receptores celulares (Vaca et al., 1989)
en tanto que el sodio, como ya se menciond, en altas
concentraciones, induce la formacioén de seudocépsulas
(Padilla, 1989). Es preciso profundizar en cuanto a la
accion de estos dos iones a diferentes concentraciones
para poder definir su verdadero rol en el fendmeno
analizado aunque, en el caso del sodio, nunca estaria en
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una concentracion tan elevada que propiciara la pro-
duccion de seudocépsulas.

La Tabla 8 recoge las principales acciones de los ex-
tractos investigados sobre la viabilidad y expresion de
K88 en la cepa E. coli G7. En la misma se hacen co-
rrecciones a los valores del efecto inhibidor de K88 de
extractos acuosos de E. citriodora, afectados por las
autoaglutinaciones (Tabla 7). Esta tabla y la 9 constitu-
yen una integracion resumida de los resultados obteni-
dos en el presente trabajo, y brindan los elementos
esenciales que han motivado las contradicciones en
cuanto al efecto de extractos de Eucalyptus sobre la
viabilidad y la expresion de K88 en E. coli G7 en los
trabajos precedentes. Al mismo tiempo, sefialan los
aspectos aun pendientes de estudio.

Los resultados obtenidos en esta investigacion, esta-
blecen las bases para la terapia de EDA debidas a
ECET portadoras del factor de colonizacion K88 me-
diante 2 opciones:

La forma convencional, que se sustenta en la accion
de aquellos extractos que afectan la viabilidad de
ECET.

La inhibicion del factor de colonizacién fibrilar K88,
bloqueando asi el primer paso en el desencadenamiento
de esta etiologia.

El estudio preliminar efectuado con la cepa E. coli
158 portadora de CFA/I, ofrece perspectivas semejan-
tes, aunque es preciso estudiarla con el mismo rigor.
Finalmente, dada la similitud existente entre ECET y V.
cholerae, en cuanto a mecanismo de infeccion (Jones y
Freter, 1976) y sus toxinas termolébiles (Tayot et al.,
1981), asi como el notable efecto de varios de los ex-
tractos sobre la viabilidad de esta especie bacteriana
(datos no contemplados en este estudio) convierten a
los mismos en opciones a considerar en el tratamiento
del cdlera, enfermedad que en las postrimerias del siglo
XX regreso con nuevos brios a cobrar vidas humanas.

CONCLUSIONES

e El estudio efectuado con diversos extractos a partir
de E. citriodora y E. saligna, permiten concluir lo
siguiente:

e Suefecto sobre la viabilidad bacteriana depende de
la especie de Eucalyptus, la concentracion de los
extractos y la especie o variedad bacteriana de que
se trate.

o El efecto inhibitorio sobre el factor fibrilar K88
depende de: la especie de Eucalyptus y la concen-
tracion de los extractos.

e Todos los extractos que afectaron la expresion de
K88 también inhibieron a CFA/IL.

e En las variantes autoaglutinantes analizadas no
estaba presente la fimbria K88.

Vol 13 No.2 2001

71

RECOMENDACIONES

e Hacer extensivo este estudio a otras especies de
Eucalyptus.

e Determinar la participacion de flavonoides, taninos
y quinonas, en los efectos sobre la viabilidad e in-
hibicion de K88 constatados.

e Determinar la presencia de iones inorganicos en
los extractos evaluados con accion sobre KS88.
Evaluar la accién del ion sodio en este efecto.

e Establecer las concentraciones minimas inhibito-
rias (CMI) de la viabilidad y la expresion de K88
de los extractos investigados, in vitro e in vivo.
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Tabla 1. Principales caracteristicas de las cepas utilizadas
Denominacion | Caracteristicas , . .
. Categoria Origen Procedencia

antigénicas
G7 08K8&7, K8&8.p ECET Porcino CIGB
158 ? CFA/I ECET Humano | CPHEM
G108E 014:K85,., K88, ECET Porcino Animal Disease Center
G253 0147:K89, K88, ECET Porcino Animal Disease Center
P214 0100:K100, K88, ECET Porcino Animal Disease Center
E681 0141:K85.p, K88, ECET Porcino Animal Disease Center
A66 0149:K91, K88, ECET Porcino Animal Disease Center
G4166 045:K65, K88, ECET Porcino Animal Disease Center
*Cepa aislada de un nifio menor de un afio, paciente de EDA y negativo a todas las investigaciones efectuadas
para detectar otros enteropatégenos. Su caracter enterotoxigénico se establecido mediante HAMR acorde a lo suge-
rido por Blanco y Blanco (1993) previo a esta investigacion.

Tabla2: Caracteristicas de los extractos investigados

];(e;;%rtlgcmn del Material vegetal (g) | Volumen de agua (mL) | Especie Método de extraccion
1 28 200 E. citriodora Decoccion

2 14 200 E. citriodora Decoccion

3 28 200 E. saligna Decoccion

4 14 200 E. citriodora Extracto acuoso
5 28 200 E. saligna Extracto acuoso
6 17,5 500 E. saligna Decoccion

7 8,75 500 E. saligna Infusién

8 17,5 500 E. saligna Infusién

9 70 500 E. saligna Infusién

10 35 500 E. saligna Decoccion
Determinacion in vitro de la accion de los extractos sobre la expresion de K88 y CFA/I.
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Tabla 3: Efecto de los extractos sobre la viabilidad de las cepas investigadas
CEPAS Extractos

3 5 8 9 10 *
G7 + + - + + -
158 + + - + + -
G1108E + + + + + -
G253 - + - + + -
A66 + + + + + -
G4166 + - - + + -
sk - - - - - -
+: afectan viabilidad; -: no afectan viabilidad; *: extractos 1, 2,4, 6,7,
**: cepas P214 y E681

Tabla 4: Efecto bactericida de
los extractos
Efecto
Extractos bactericida (%)
9 75,07
10 75,07
3 62,5
5 62,5
8 25,0°
* OC
*: Extractos 1,2,4,6y7

Tabla 5: Accion inhibitoria de los extractos sobre K88 (experiencia preliminar)

Extractos
1,4,6,7,8 2,10 3,5,9
Indicador 1. Suero S. salina 1. suero S. salina 1. suero S. salina
Presencia de - - + + + -
K88
+: aglutinacion;  -: +ausencia de aglutinacion
| Tabla 6: Accién inhibitoria de los extractos sobre K88 y CFA/I
Extractos
1 2 4 6 7 8 10
+ - + - + - + - + - + - + -
K88 1. suero 1 4 3 2 2 3 0 5 0 5 3 2 5 0
S. salina 1 4 3 2 2 3 0 5 0 5 3 2 5 0
Sangre A | 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1
CFAT S.salina (NEGATIVO
Tabla 7 Presencia de K88 en las cepas autoaglutinantes
) 1 (una cepa) 4 (dos cepas) 2 (una cepa) 10 (una cepa)
Indicador
+ - + - + - +
Presencia de K88 0 1 0 2 0 1 0
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Tabla 8. Resumen del efecto de los extractos sobre E. coli G7

Accién sobre K88 é]ci:;)?ﬁdazc;bre el crecimiento

Extracto i?trrr:cac?(’?n Especies C?;;iit/r;%)m Efecto (%) C?;;iit/r;%)m Efecto
1 Decoccion E. citriodora 70 100 140 0°
2 Decoccion E. citriodora 35 60* 70 0°
4 Extracto E. citriodora 35 100 70 0°

acuoso
3 Decoccion E. saligna 21 0 140 62.5°
10 Decoccion E. saligna 10,5 20 * 70 75,0°

6 Decoccion E. saligna 17,5 100 35 0°
9 Infusién E. saligna 21 0 140 75,0°
8 Infusién E. saligna 17,5 40* 35 25,0°
7 Infusién E. saligna 8,75 100 17,5 0°

5 Extracto E. saligna 21 0 140 62,5°

acuoso

*: Estos valores pueden ser mayores pero, estin enmascarados por autoaglutinaciones.

mg**: mg de droga seca

Tabla 9. Accidn inhibitoria de los extractos de Eucalyptus (mg/mL) sobre E. coli G7

Accion inhibitoria

F orma de ex- Especie K88 Crecimiento

traccion + - + -

Decoccion E. saligna 10,5-17,5 21 70-140 35

Infusion E. saligna 8,75-17,5 21 /35-140 17,5

Extracto acuoso | E. saligna N.D 21-70* 140 N.D

Decoccion E. citriodora 35-70 N.D N.D 70-140

Infusion E. citriodora N.D N.D N.D N.D

Extracto acuoso | E. citriodora 35 N.D N.D 70

N.D.: No determinado; *: Datos reportados por Barreto et al. (1995); +: Poseen accion inhibitoria;

- No poseen accion inhibitoria.
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