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RESUMEN

Objetivos. Evaluar el efecto inhibitorio in vitro del extracto hidroalcohdlico de Eucalyptus globulus L. sobre
cepas de Staphylococcus aureus aislados de vacas con mastitis. Materiales y métodos. La investigacion
es de tipo experimental y se utilizé el disefio de estimulo creciente a diferentes concentraciones y un grupo
control, para lo cual se evalué el extracto que se obtuvo de hojas secas con etanol al 80 % (v/v) y se em-
plearon concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500 mg/ml en 10 cepas de S. aureus (S1-S10). El efecto
inhibitorio se evalué por el método de difusion en agar de Kirby-Bauer. Resultados. Se obtuvo que la cepa
mas sensible al extracto hidroalcohdlico fue SA2, mientras que SA10 mostré la mayor resistencia. Asi
mismo, la concentraciéon de 500 mg/ml fue la que tuvo mayor actividad inhibitoria con un halo promedio de
19,29 mm en la totalidad de las cepas evaluadas. Ambas variables en estudio mostraron diferencias sig-
nificativas. Conclusion. El efecto inhibitorio del extracto hidroalcohdlico de E. globulus L. sobre cepas de
S. aureus es directamente proporcional a su concentracion y varia ligeramente entre las cepas evaluadas.
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Effect of Eucalyptus globulus L. hydroalcoholic extract on
Staphylococcus aureus

ABSTRACT

Objectives. To evaluate Eucalyptus globulus L.’ hydroalcoholic extract in vitro inhibitory effect over iso-
lated Staphylococcus aureus’ strains from dairy cows with mastitis. Materials and methods: This is an
experimental research, the design consisted of increasing stimulus at different concentrations, a control
group was used; the extract obtained from dry leaves with 80% ethanol (v/v) was put on trial and 100, 200,
300, 400 and 500mg/ml concentrations were employed in 10 S. aureus’ strains (S1-S10). The inhibitory
effect was assessed by the KIRBY BAUER agar diffusion method. Results: The most sensitive strain to
the hydroalcoholic extract was SA2, while SA10 showed highest resistance. Likewise, it was the 500mg/mi
concentration the one with highest inhibitory activity, with an average halo of 19.29 mm in all the evaluated
strains. Both studied variables showed significant variations. Conclusion: The E. globulus L.’s hydroalco-
holic extract inhibitory effect over S. aureus strains is directly proportional to its concentration and slightly
differs among the evaluated strains.
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INTRODUCCION

La mastitis bovina es una afeccién que se caracteriza por
la inflamacion de las glandulas mamarias, siendo conside-
rada un problema de gran interés en la ganaderia lechera
a nivel mundial y el sector lacteo ®. Debido a que ocasiona
una menor produccion de leche; originando elevados gastos
en el tratamiento de la enfermedad, pérdidas por descarte y
muertes de los animales @9,

Los microorganismos causantes de alrededor del 90 % de
los casos clinicos y subclinicos de mastitis son Staphylococ-
cus spp., Streptococcus spp., y algunas bacterias Gram ne-
gativas. Siendo el Staphylococcus aureus, el principal pato-
geno causante de la mastitis en hatos lecheros del Peru s,
ya que los estafilococos estan relacionados principalmente
con la mastitis subclinica, logrando colonizar la piel y el canal
del pezén, lo que predispone a la infeccion intramamaria .

Cabe resaltar que, S. aureus es un microorganismo que se
encuentra ampliamente diseminado en el ambiente y ade-
mas esta relacionado con problemas de foliculitis e intoxica-
ciones alimentarias. Asi también, endocarditis, neumonia y
sindrome del shock toxico, debido a las caracteristicas par-
ticulares de virulencia y resistencia frente a los antibitticos
que posee. La resistencia de S. aureus puede producirse
mediante seleccion natural, a través de mutaciones vy, por el
uso excesivo de antibioticos ©.

En el departamento de Lambayeque se ha reportado que los
microorganismos que poseen mayor relacion con el desarro-
llo de la mastitis son S. aureus en un 39,04 %, Staphylococ-
cus epidermidis en 33,47 %, Staphylococcus spp. en 7,17 %,
Streptococcus agalactiae en 6,37 % y Escherichia coli solo
enun 2,79 % ™.

De modo que, el tratamiento antimicrobiano resulta ser la
forma mas utilizada para tratar la mastitis, sin embargo, el
poder residual de algunos farmacos en la leche, constituye
un gran riesgo para la produccion de diversos derivados lac-
teos y la salud humana. Ademas, los primordiales problemas
en su aplicacion, estan relacionados con los elevados costos
para el productor y, la aparicion de cepas bacterianas cada
vez mas resistentes a estos antibiéticos ©.

Por lo que, es necesario buscar alternativas terapéuticas
para combatir la infeccién ocasionada por este microorga-
nismo, que presenten mayor eficacia, resulten de bajo costo,
facil aplicacién y sin o con menores efectos colaterales que
los medicamentos expendidos en el mercado. Para lo cual,
se ha evaluado el efecto antibacteriano de especies vegeta-
les que pudieran brindar una opcién para el tratamiento de
la mastitis 2210, Entre ellas tenemos al Eucalyptus globulus
L., una especie que pertenece a la familia Myrtaceae, en
cuyas hojas se encuentran principios activos como taninos,
resinas, acidos grasos, aceites esenciales compuestos por
eucaliptol en un 80 %, d-pineno, canfeno, aldehidos, acidos

férmico y acético esterificados que lo convierten en un po-
tente desinfectante natural ®.

Por lo anteriormente expuesto, el estudio tuvo como obje-
tivo determinar el efecto in vitro del extracto hidroalcoho-
lico de E. globulus (eucalipto), a las concentraciones de
100, 200, 300, 400 y 500 mg/ml, sobre 10 cepas de S. au-
reus aisladas de vacas con mastitis; considerando que es
una afeccién que origina grandes pérdidas econdémicas y
que puede alterar la calidad de los productos lacteos que
son ingeridos por la poblacion, ademas de contribuir al
mejor estudio de la especie vegetal e incentivar investiga-
ciones futuras que permitan evitar o minimizar los terribles
efectos colaterales de los medicamentos convencionales
que se utilizan para tratar esta enfermedad.

MATERIAL Y METODOS
Tipo y disefio de investigacion

La investigacion es de tipo experimental y se utilizé el di-
sefio de estimulo creciente, con diferentes concentracio-
nes y un grupo control ,

Poblacion y muestra

La poblacion y muestra estuvo constituida por 10 cepas
de S. aureus aisladas de vacas con mastitis proporciona-
das por la Facultad de Medicina Veterinaria de la UNPRG,
incluyendo solo aquellas cepas bacterianas puras y que
no fueron empleadas con anterioridad en otras investiga-
ciones.

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Preparacion del extracto hidroalcohdlico

Para la preparacion del extracto alcohdlico de E. globu-
lus., se emplearon 3 Kg de hojas de eucalipto, previamen-
te lavadas y desinfectadas; posteriormente se secaron a
temperatura ambiente y sin tener contacto directo con la
luz solar. Las hojas secas fueron trituradas en un mortero
hasta obtener un polvo fino de masa seca, luego se co-
locé en un vaso de precipitacion, 50 g de la masa seca
con 500 mL de etanol al 80 % y se dej6 macerar durante
7 dias a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se
realizo el filtrado del macerado y se distribuyd en placas
estériles para favorecer la evaporacion total del alcohol
del extracto liquido. El extracto crudo obtenido fue colo-
cado en un frasco estéril color ambar y se almacend en
refrigeracion, protegiéndolo de la luz solar hasta su utili-
zacion @, Para obtener la concentracion de 100 mg/ml,
se coloco en un recipiente estéril, 1g del extracto seco y
se agreg6 10mL de etanol al 40%, similar metodologia se
empled para preparar el extracto a las concentraciones de
200, 300, 400 y 500 mg/ml.

Método de difusién en agar

120



REV EXP MED 2019; 5(3):119-25.

Santa Cruz-Lépez C et al.

Se reactivaron las cepas de S. aureus (previamente iden-
tificadas mediante pruebas bioquimicas) en 5 ml de caldo
nutritivo y se incubaron a 37 °C durante 4 a 6 horas, para
alcanzar una turbidez similar al tubo N° 0.5 del nefelémetro
de Mc Farland (1,5 x 108 ufc/ml). Los discos de sensibilidad
se elaboraron con papel Whatman N°01 y tenian un diame-
tro de 5 mm, se colocaron en viales y se esterilizaron en
autoclave, luego se dejaron secar en horno durante 24 horas
a 60 °C. Posteriormente, los discos de sensibilidad fueron
humedecidos con las concentraciones del extracto y se les
dej6 reposar por 5 minutos para luego realizar la prueba de
susceptibilidad antimicrobiana

Se realizo la siembra superficial del inéculo bacteriano em-
bebido en un hisopo estéril sobre placas con agar Muller Hin-
ton, (sometidas previamente a control de esterilidad durante
24 horas a 37 °C) y después de 5 minutos, se colocaron los
discos impregnados con extracto hidroalcohdlico a las dife-
rentes concentraciones evaluadas, separados entre si por
una distancia aproximada de 15-20 mm. Ademas, se coloco
un disco embebido en etanol al 40 %, como control negativo.
Seguidamente se incubaron las placas a 37 °C durante 24
horas y finalmente se midieron los halos de inhibicién con
una regla comun con escala en milimetros, registrando la
medida para cada una de las cepas 3.

Por ultimo, como técnica de recoleccién de datos se utilizd
la observacion estructurada de las variables a evaluar. Ade-
mas, como instrumento de recoleccion de datos se empled

una lista de control, donde se registraron los eventos y
sus caracteristicas durante el desarrollo del experimento.

Analisis de datos

Para el analisis estadistico de los datos se ultilizo el pro-
grama Microsoft Office Excel® 2016. Los datos obtenidos
fueron tratados estadisticamente mediante el Analisis de
Varianza, con la finalidad de determinar si la inhibicion
bacteriana era por efecto de la concentracién del extracto
hidroalcohdlico del eucalipto o del tipo de cepa empleado
y los datos se complementaron con la Prueba de Tukey,
para determinar el efecto de las concentraciones de 100,
200, 300, 400 y 500 mg/ml del extracto hidroalcohdlico
eucalipto sobre las cepas de S. aureus.

RESULTADOS

En la investigacion, se determiné el efecto del extracto
hidroalcohdlico de E. globulus (eucalipto) a concentracio-
nes de 100, 200, 300, 400 y 500 mg/ml sobre 10 cepas
de S. aureus (SA1-SA10) mediante la prueba de suscep-
tibilidad antibidtica por difusion en agar, observandose
un aumento sostenido en los diametros de los halos in-
hibitorios entre las diferentes concentraciones evaluadas,
respecto al diametro obtenido con el control. Siendo el
halo de inhibiciéon de 23,33 mm en las cepas SA4 y SA6
para la concentracion de 500 mg/ml, el mayor diametro
obtenido (Tabla 01).

Tabla 1. Diametro de halos inhibitorios obtenidos del extracto hidroalcoholico de Eucalyptus globulus L. (eucalipto) a las concentraciones de 100,
200, 300, 400 y 500 mg/ml sobre 10 cepas de S. aureus.

100 15,67 16,67 15,00 16,33
200 17,00 18,33 17,61 17,67
300 17,67 18,67 17,61 18,67
400 18,33 19,67 19,00 19,00
500 20,00 19,33 19,33 20,33

14,33 15,67 15,00 14,67 14,67 14,00
16,00 16,67 16,00 15,67 15,67 15,00
17,00 17,67 17,00 16,33 16,67 15,67
18,00 18,67 18,00 18,00 17,67 16,67
20,00 20,33 19,67 18,67 18,67 17,67

Ademas, mediante el analisis de varianza expuesto en el Grafico 1, se evidencia las diferencias significativas entre los promedios de
los halos de inhibicién del crecimiento bacteriano y, en el grafico 2, la variacion del efecto producido por las distintas concentraciones
del extracto hidroalcohdlico y el tipo de cepa. Sin embargo, la interaccion de dichos factores no presenté diferencias significativas. La
prueba de significancia realizada evidencié la dependencia en los promedios de los halos inhibitorios de acuerdo a las fuentes de va-

riacion del analisis.
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Medias LS Tukey: factor CONCENTRACION

*Efecto comun: F(4,100)=36.25, p=0.000
Barras verticales indican los intervalos de confianza del 0.95
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Tabla 1. Analisis de varianza del efecto in vitro del extracto hidroalcohdlico de Eucalyptus globulus L. (eucalipto) a las concentracio-
nes de 100, 200, 300, 400 y 500 mg/ml.

Medias LS Tukey: factor CEPA

* Efecto comun: F(9,100)=5.3875, p=0.00001
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Grafica 2. Analisis de Varianza del efecto in vitro del extracto hidroalcohdlico Eucalyptus globulus L. (eucalipto) sobre 10 cepas
bacterianas de Staphylococcus aureus.
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La tabla 2, muestra la diferencia significativa entre las con-
centraciones del extracto hidroalcohdlico, siendo estas, di-
rectamente proporcional al promedio de halo de inhibicion.
Considerando que la concentracion de 500 mg/ml produjo
el mayor halo de inhibicién con un promedio de 19,29 mm.

Tabla 02: Prueba de significancia de Tukey de los promedios de halos de
inhibicién ocasionados por el efecto del extracto hidroalcohdlico de Eucalyptus
globulus L. (eucalipto) a las concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500 mg/

ml sobre 10 cepas de Staphyloccocus aureus.

100 15,200 a

200 16,621 b

300 17,300 b c
400 18,267 c d
500 19,290

(*) Letras iguales: no existe diferencia; letras diferentes: existe diferencia.

En la Tabla 03, se observan las diferencias entre cada una
de las cepas bacterianas empleadas de acuerdo al halo de
inhibicion producido por las diferentes concentraciones del
extracto hidroalcohdlico, siendo la cepa SA2 la de mayor
sensibilidad, obteniendo un halo de inhibicion promedio de
18, 53 mm.

Tabla 3: Prueba de significancia de Tukey, de los promedios de halos de
inhibicion por efecto del extracto hidroalcohdlico de Eucalyptus globulus L.

(eucalipto) sobre cepas bacterianas de Staphylococcus aureus.

SA10 15,80 a b

SA9 16,67 a b

SA8 16,67 a b

SA5 17,07 a b c
SA7 17,13 a b c
SA1 17,73 b c
SA3 17,73 b c
SAG 17,80 c
SA4 18,40 c
SA2 18,53 c

(*) Letras iguales: no existe diferencia; letras diferentes: existe
diferencia.

DISCUSION

Se evaluaron concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500
mg/ml del extracto hidroalcohdlico de E. globulus (eucalip-
to) sobre 10 cepas de S. aureus (SA1-SA10) aisladas de
vacas con mastitis. Encontrando un aumento considerable
en el diametro del halo de inhibicion, en las diferentes con-
centraciones evaluadas, respecto al control. Obteniendo un
halo de inhibicién de 23,33 mm al exponer las cepas a la

concentracion de 500 mg/ml.

Cabe resaltar que, la presencia de principios activos
como los taninos, resinas, acidos grasos, fenoles, flavo-
noides, los alcoholes etilico y amilico, los acidos féormi-
co y aceético esterificados @' en las hojas del eucalipto,
estarian implicados en el efecto bactericida de la planta,
ya que pueden alterar la permeabilidad de la pared y
membrana celular, lo que ocasiona lisis bacteriana 4.
Del mismo modo, los solventes polares, como el etanol y
agua, tienen la capacidad de extraer flavonoides hidroxi-
lados 9, que se distribuyen facilmente por las paredes
celulares con bajo contenido de lipopolisacaridos, como
las paredes de las bacterias Gram positivas y, que resul-
tan toxicas para la célula e,

Los resultados obtenidos en el estudio, concuerdan con
los encontrados por Liu et al., quienes reportaron que el
extracto a base de alcohol-acetona de Eucalyptus sp.,
inhibe el desarrollo de bacterias Gram positivas ¢®. Asi
también, otros investigadores reportaron que los extrac-
tos naturales de hojas y tallos de E. globulus, Bacaris
trimera, Salvia officinalis, Peumus boldus y Tagetes mi-
nuta presentan mayor actividad antibacteriana contra
microorganismos Gram positivos, como el S. aureus (),

Cabe resaltar que, las cepas de S. aureus (SA1-SA10)
empleadas resultaron sensibles a la actividad del extrac-
to hidroalcohdlico, considerando la longitud del halo de
inhibicién encontrado. De manera que, la cepa SA2 pre-
senté mayor sensibilidad, encontrandose un halo de in-
hibiciéon de 18,53 mm de diametro. Mientras que, la cepa
SA10 alcanzé un halo de 15,80 mm de diametro, siendo
mas resistente al efecto del extracto. Estad marcada di-
ferencia en el comportamiento de las cepas estaria re-
lacionada a la produccién de exopolisacaridos, como la
capsula, que sintetizan algunas especies de bacterias y,
que evitan el paso de compuestos dafinos a las células
@2 Asj también, las mutaciones del material genético
bacteriano que les confieren a las bacterias cambios en
su estructura o su reaccion a diversos compuestos qui-
micos @,

En la presente investigacion, el extracto hidroalcohdlico
de eucalipto a una concentracion de 100 mg/ml indujo la
aparicion de halos de inhibicion con un diametro promedio
de 15,2 mm. Siendo superior al obtenido utilizando ex-
tractos etandlicos y metandlicos ©. Debido a que tanto E.
globulus, como los propdleos poseen compuestos como
resinas, flavonoides, alcoholes, aceites volatiles y feno-
les; pero que dichos compuestos, se pueden encontrar en
mayor cantidad dentro de los extractos hidroalcohdlicos,
debido a que el agua logra incrementar el poder de ex-
traccién de numerosas sustancias con interés terapéutico
@, Para evaluar el efecto del alcohol sobre el crecimiento
de S. aureus se embebidé discos donde solo se afadio
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alcohol en lugar del extracto. El disco también fue colocado
de forma independiente en una placa sembrada.

De manera que, se demostro el efecto inhibitorio del extrac-
to hidroalcohdlico a base de hojas secas de E. globulus. Al
respecto Voigt et al @, evidenciaron que existe una diferen-
cia entre el efecto inhibitorio de extractos obtenidos de hojas
secas y frescas, teniendo mayor eficacia el extracto obtenido
a partir de estas ultimas. Mientras que, Yafez y Cuadro ¢,
reportaron mayor actividad antibacteriana sobre cepas de S.
aureus utilizando aceites esenciales obtenidos de hojas se-
cas de eucalipto. Estos resultados pueden atribuirse a que
la accién bactericida del eucalipto esta relacionada con el
tipo de la especie, cantidad de los componentes quimicos,
condiciones del suelo, edad de espécimen vegetal, asi como
por variaciones genéticas @,

En tanto, el E. globulus ha sido sometido a diversos estudios
para establecer su actividad antibacteriana, antimicética, an-
tiparasitaria, antiviral e insecticida @, pero ninguno de ellos
orientado a infecciones que afectan a animales domésticos
o de cria. No obstante, Alzamora et al. ® y Yafies y Cuadro
@4 han reportado actividad antibacteriana frente a S. aureus
(de fuente ajena a bovinos). Los resultados obtenidos de
las investigaciones cientificas reafirman el uso popular de
E. globulus y permiten orientar su uso para el tratamiento
de enfermedades causadas por S. aureus, como la mastitis
bovina.

Sin embargo, se hace necesario realizar bioensayos pros-
pectivos, ya que existen muchas plantas y sus metabolitos
secundarios que podrian emplearse como medicamentos al-
ternativos, debido a que el creciente problema de la resisten-
cia a los antibidticos se ha extendido al campo de la terapéu-
tica veterinaria, por el uso indiscriminado de antibidticos y la
adicion en los concentrados empleados en la alimentacion
de animales, lo que ha originado que bacterias como S.
aureus hayan adquirido cada vez mayor resistencia.

El estudio solo se realizé in vitro, por tanto, se considera de
gran importancia evaluar la toxicidad del extracto, el extracto
hidroalcohdlico de E. globulus. Asi también, evaluar diferen-
tes tipos extractos de eucalipto que permitan monitorear el
comportamiento de la planta frente a distintos aditivos, ade-
mas de potenciar su efecto. Con la finalidad de evidenciar su
potencial uso empirico, pudiéndose convertir en una opcién
de tratamiento mas econdémica y siendo de gran utilidad para
la poblacion.

En conclusién, el extracto hidroalcohdlico de E. globulus
(eucalipto), tuvo efecto inhibitorio sobre las 10 cepas de
S. aureus aisladas de vacas lecheras con mastitis, siendo
directamente proporcional a la concentracion del extracto.
Ademas, la concentracion con mayor efecto inhibitorio sobre
S. aureus fue de 500 mg/ml con un halo promedio de 19,29
mm de diametro en la totalidad de las cepas evaluadas.
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