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RESUMEN

Introduccién: el uso inadecuado de los antimicrobianos es un importante factor de
resistencia a estos. En medicina veterinaria, este factor puede influir en el
rendimiento de los animales, como en el caso de la mastitis bovina.

Objetivo: evaluar la actividad antibacteriana de los aceites esenciales e
hidroalcohdlicos, de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., Elionurus sp. y Tagetes
minuta L. contra bacterias aisladas de leche bovina.

Métodos: la actividad antimicrobiana de plantas se evalué utilizando la técnica de
microdilucién con la determinacion de la concentracion inhibitoria minima.
Resultados: los aceites esenciales eran mas activos que los hidroalcohdlicos, con
valores de concentracion minima inhibitoria entre 0,39 y 6,32; 0,10 y 6,32 %, asi
como de 0,62 a 5 %, para Cymbopogon citratus, Elionurus sp. y Tagetes minuta,
respectivamente; mientras que en los extractos hidroalcohdlicos, excepto para
Tagetes minuta, solo se inhibié Streptococcus uberis con Elionurus sp., pero el
extracto hidroalcohdlico de Cymbopogon citratus no mostré actividad antibacteriana.
Conclusiones: los resultados sugieren el uso de estas plantas como un
antimicrobiano natural, que es eficaz sobre bacterias de la mastitis bovina.

Palabras clave: antimicrobiano, leche, plantas bioactivas, Cymbopogon citratus
(DC.) Stapf., Elionurus sp., Tagetes minuta L.
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ABSTRACT

Introduction: the inappropriate use of antimicrobials is a major driver of
antimicrobial resistance. In veterinary medicine, this factor can influence on animal
performance, as in the case of bovine mastitis.

Objective: this study is aimed to evaluate the antibacterial activity of essential oils
and hydroalcoholic of Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., Elionurus sp. and Tagetes
minuta L. and the bacteria isolated from bovine milk.

Methods: the antimicrobial activity of plants was evaluated using the microdilution
technique, determining minimum inhibitory concentration values.

Results: the essential oils were more active than the hydroalcoholic, with minimum
inhibitory concentration values between 6,32 to 0,39 %; 0,10 and 6,32 %; as well as
0,62 to 5 %, for Cymbopogon citratus, Elionurus and T. minuta, respectively; while
EHAs, except for Tagetes minuta, only inhibited Streptococcus uberis to Elionurus sp.,
being that the hydroalcoholic the Cymbopogon citratus showed no antibacterial
activity.

Conclusions: these results suggest the use of these plants as natural antimicrobial,
being effective against bacteria of bovine mastitis.

Key words: antimicrobial, milk, plant bioactive, Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.,
Elionurus sp. Humb. & Bonpl. ex Willd, Tagetes minuta L.

INTRODUCCION

El crecimiento de microorganismos resistentes a los antibidticos convencionales se ha
convertido en un problema de salud publica, porque no acompanan a la resistencia de
estos organismos evolutivamente.!

La administracion de antimicrobianos a los animales se lleva a cabo con el fin de
prevenir y luchar contra las infecciones, ademas de servir como suplemento
alimenticio. Esta practica se convierte en perjudicial cuando se trata de
microorganismos relacionados con la capacidad de infectar a animales y seres
humanos, con la posibilidad de transferencia de resistencia a los antimicrobianos.? La
mastitis bovina es una condicidon generalmente de agentes antibacterianos, el
tratamiento se basa en la administracion de antibidticos. Este procedimiento, cuando
se hace de manera incorrecta, permite la presencia de residuos de estas sustancias
en la leche materna que ofrecen riesgos para la salud humana,®* ademas de la
posible contaminacién ambiental.”

La ineficacia de los tratamientos actualmente aprobados motiva la produccién de
nuevos medicamentos para combatir estos microorganismos, fomento de la
investigacion relacionada con los productos naturales.® Asi, los estudios que implican
el uso de plantas medicinales como el reemplazo antimicrobiano, estan disefiados
para reducir al minimo sus efectos para el hombre y los animales. El uso de plantas
como medicina alternativa para el tratamiento, la prevencion y cura de
enfermedades, es una de las mas antiguas formas de la practica médica de la
humanidad, que tiene una gran importancia tanto en lo que respecta a los aspectos
médicos, como el cultural.” Las plantas de las especies Tagetes minuta L.,
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., y del género Elionurus Humb. & Bonpl. ex Willd.
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son popularmente conocidas como chinchillo, hierba-cidro y limoncillo, que estan
siendo revisadas para su actividad bioldgica. Los estudios con estas plantas mostraron
actividad contra los microorganismos patdgenos, como las relacionadas con la
mastitis bovina.®!!

El presente estudio tiene como objetivo comparar la actividad antibacteriana de los
aceites esenciales y extractos hidroalcoholicos de las bacterias aisladas de leche
bovina.

METODOS
Obtenciéon de extractos de plantas

Las muestras se obtuvieron de las partes aéreas de T. minuta, C. citratus y Elionurus
sp. en la estacion experimental Cascata-Clima Templado Embrapa, ubicada en las
coordenadas geograficas 31°37' Sy 52°31' W. Las plantas se secaron a temperatura
ambiente, de modo que se obtuvo un contenido de agua inferior o alrededor de 10 %;
se mantuvieron en la pantalla, protegidos de la luz solar directa e insectos. Las partes
aéreas de las plantas, para obtener los aceites esenciales (AE), se extrajeron por
hidrodestilacion utilizando el aparato de Clevenger, de acuerdo con la farmacopea
brasilefia,'? siendo almacenados en botellas &mbar y refrigeradas. Los extractos
hidroalcohdlicos (EHA) de las plantas se prepararon utilizando una porcion de las hojas
a diez partes de alcohol (1:10) a 70 °GL. Las plantas permanecieron durante 15 dias en
matraces con agitacion manual didria,*? el extracto se filtré y se sustituy6 su volumen
inicial con el alcohol. Después el disolvente se eliminé utilizando un evaporador
rotatorio a aproximadamente 55 °C bajo 600 mm/Hg, y la presidon negativa y el
volumen restaurado inicial con agua destilada estéril.!3

Aislados bacterianos

Los microorganismos ensayados fueron Staphylococcus coagulasa positivo (n= 2),
Staphylococcus coagulasa negativo (n= 2), Streptococcus uberis (n= 1), y cepas de
referencia de Staphylococcus aureus (ATCC 12600), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
10145) y Escherichia coli (ATCC 8739).

Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de EHA y AE se evaludé mediante la técnica de dilucién en
caldo en microplacas, con determinacién de la concentracién inhibitoria minima (CIM).
Los indculos se prepararon con una suspension bacteriana equivalente a 10° ufc/mL.
Los EHA se diluyeron sobre la base logaritmica dos en agua en destilada estéril (ADE).
Para los AE la dilucion se produjo en ADE que contiene 1 % de Tween 20, también
sobre la base logaritmo dos. Después de la dilucién de los extractos de plantas y de
adicién de inoculante, los microorganismos se mantuvieron en 37 °C durante 48 h
bajo agitacion a 75 rpm. Las pruebas se realizaron por triplicado y la CIM se
determind utilizando la media geométrica del inverso de la dilucion de extractos de
plantas, que no era posible recuperar los microorganismos en la subcultura de agar
sangre de una alicuota de cada muestra.'!*
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RESULTADOS

Valores de CIM de cada extracto de planta se muestran en la tabla. A pesar de que
todas las muestras de plantas presentan actividad antimicrobiana, los AE fueron los
resultados mas satisfactorios, trabajando en todos los géneros de bacterias. Con la
excepcién de C. citratus, la accidon antimicrobiana de EHA se evalud en las bacterias
aisladas, y que T. minuta era eficaz contra todas las bacterias grampositivas,
mientras que Elionurus sp. actud solo sobre Streptococcus uberis.

Tabla. Concentracidn minima inhibitoria de aceites esenciales y los extractos
hidroalcohdlicos contra las bacterias de la mastitis

) Extracto . Aceite
Aceite . - Aceite Extracto ) Extracto
. hidroalcohdlico . . - esencial . -
Bacteria esencial o esencial hidroalcohdlico Taoetes hidroalcohdlico
Cymbopogon | SYMBOPOGON | giignyrys Elionurus sp. f;ﬁvlr; Tagetes minuta
citratus (%) citratus (%) sp. (%) (%0) : {%_,:\| = (%)
Pseudomaonas ) .
Feruginasa 6,32 Resistente 6,32 Resistente 454 Resistente
ATCC
Escherichia coli Resistente . Resistente Resistente
0,7 6,32 5
ATCC
br_ap h_y'mco CcCous 3 Fesistente 0,31 Resistente 1,25 50
aureus ATCC
Stapnyiococcus 0,39 Resistente 0,15 Resistente 0,62 19
coagulasa +
Staphylococcus 0,63 Resistente 0,50 Resistente 1,6 cq
coagulasa +
Staphylococcus 1,5 Resistente 0,15 Resistente 2,5 20
coagulasa -
Staphylococcus 5 Resistente 0,10 Resistante 1,05 Resistente
coagulasa -
':;._rrela_:tococcu's 0,0 Resistente 0,15 6,25 0,75 9,9
uberis

El AE de T. minuta mostré su mayor eficiencia en comparacion con el aislado del de
Staphylococcus coagulasa positivo y su EHA, con una CIM de 0,62 % y 19 %,
respectivamente. En este estudio los valores de CIM para C. citratus oscilaron entre
0,39 y 6,32 % de Staphylococcus coagulasa positivo y P. aeruginosa,
respectivamente. Mientras, la variacion de CIM del AE de Elionurus sp. fue 0,10 %
para Staphylococcus coagulasa negativo a 6,32 % para P. aeruginosa y E. coli; y su
EHA inhibido con una CIM de 6,25 % para Streptococcus uberis.

DISCUSION

Los valores satisfactorios con AE pueden estar relacionados con la mayor
concentracidn de compuestos que se encuentran en estos.® Las bacterias
gramnegativas, en general, eran menos sensibles a los antimicrobianos que bacterias
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grampositivas; un hecho que Loguercio®® atribuye a la constitucién estructural de este
grupo de bacterias, debido a su contenido en lipidos quimicamente mas complejo y
superior, que obstaculizaria la accidén de los productos antimicrobianos.

T. minuta pertenece a la familia Asteraceae y se considera una planta aromatica
nativa de América del Sur, ampliamente distribuida en Rio Grande do Sul, que se
encuentra en el sudeste de los EE. UU. hasta el norte de la Patagonia.’''® La accién
antimicrobiana de su AE habia sido descrito por Oyedemi'® y otros, contra especies
como Escherichia coli, Pseudomonas flourescense y Streptococcus pyogenes.
Analizando el tiempo de exposicion necesario para inhibir los microorganismos
relacionados con la mastitis bovina, Schuch® y otros con EHA del T. minuta, no
encontraron sensibilidad frente a P. aeruginosa, sin embargo, como en el presente
estudio, Streptococcus agalactiae y Staphylococcus aureus se inactivaron
completamente en 30 s y 30 min de contacto con EHA, respectivamente.

La caracterizacién del componente quimico de su AE estad determinada por factores
genéticos, sin embargo, el cambio de la ubicacién, la estacion, la luz, la temperatura y
la parte de la planta a utilizar, pueden influir en su composicién y, por lo tanto, su
actividad bioldgica atribuirse a compuestos diferentes.?’ Los conflictos respecto a la
composicién del AE de T. minuta se describen en la literatura. Oyedemi®® identificd
como un compuesto mayoritario en muestras de esta especie procedentes de
Sudafrica, el 4- careno, 30,1 % de la composicidn total; mientras que Chamorro,*’
Argentina, mediante el analisis del AE extraido de las flores y las hojas ha obtenido
los compuestos de la planta B-phelandreno, limoneno, B-ocimeno, dihydrotagetona y
tagetenona tagetona, por un total de 90 % de su composicién.

Como T. minuta, C. citratus es bien conocido en las regiones Sur y Sudeste de Brasil,
se utilizan en los ornamentos y las practicas medicinales.?! De origen asiatico, se
distribuye en regiones tropicales y subtropicales. En Brasil recibié numerosas
denominaciones como alem, hierba cidro, hierba santa, la cafia de azlcar, hierba de
limén con aroma.?*?3 La actividad bioldgica del AE de C. citratus se asigna a su
principal componente, el citral.?* Esta especie de planta, analizada por Nogueira®® no
mostro actividad antimicrobiana, a diferencia de lo observado en este estudio. Sin
embargo, Almeida®® y otros informaron de la actividad fungistatica del EHA del C. citratus,
lo que sugiere su aplicacién como un nuevo tratamiento para la candidiasis oral.

En cuanto al género Elionurus, el conocimiento descrito en la literatura con respecto a
su accién bioldgica, la composicidén quimica y el cultivo, es aun muy bajé. Tiene una
compleja taxonomia, toscos, variables, y con numerosos sinénimos, lo que hace su
caracterizacién.?” En Rio Grande do Sul se conoce como una de las principales gramineas
presentes en los campos altos.'® Se observé en las muestras de Brasil, la presencia de
camfeno, cariofileno, espatulenol, neral y de geranial como principales.?®?° A pesar de
este limitado conocimiento, la accion antibacteriana de Elionurus spp. se puso de
manifiesto por Cacciabua® y otros, en el entorno operativo actuado en contra de S.
aureus y E. coli, mientras que su extracto de etanol inhibe Bacillus cereus, P. aeruginosa
ATCC y S. aureus ATCC.

En el caso de las plantas que tienen amplia distribucidn en el territorio brasilefio, debe
ser considerado el mismo acceso y la difusién del conocimiento de sus propiedades
medicinales a la comunidad. Busquedas relacionadas con estas especies deben
llevarse a cabo para proporcionar el uso de productos naturales a los productores de
leche, teniendo en cuenta la preocupacion por la produccién de esta. Por lo tanto,
nuevos estudios con la flora local deben fomentarse con el fin de aplicar sus
conocimientos y biologia.
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Los resultados permiten concluir que los extractos de C. citratus, T. minutos y
Elionurus sp. demostraron efecto contra las bacterias relacionadas con la mastitis. Asi,
para el control de la resistencia microbiana, se sugiere su uso como un tratamiento
alternativo de enfermedades infecciosas y para reemplazar a los antibioticos
convencionales.
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