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RESUMEN

Introduccidén: Durante miles de anos el hombre ha utilizado las plantas para curar
enfermedades en su forma natural, para la elaboracién de nuevos medicamentos,
apoyado en el desarrollo de investigaciones farmacologicas. El incremento de las
infecciones de etiologia viral y la resistencia a los antimicrobianos convencionales
conduce a la busqueda de alternativas para su tratamiento. A la Mentha arvensis
L. se le atribuyen propiedades analgésica, antiemética, antirreumatica vy
antiséptica. No obstante, aln no se ha demostrado su actividad in vitro sobre
cepas clinicas multirresistentes (penicilina, ampicilina, cefocitin, cefalexina),
productoras de infecciones bacterianas en la piel.

Objetivo: Evaluar laconcentracion minima inhibitoria y la concentracion minima
bactericida del extracto de Mentha arvensis L. (menta japonesa) frente a cepas
productoras de infecciones bacterianas de la piel.

Métodos: Se obtuvo el extracto fluido por el método de repercolacion. Se
determin6 laconcentracion minima inhibitoria y bactericida frente a cepas de
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa aisladas de lesiones de piel,
mediante el método de macrodilucion en tubo. Los grupos de metabolitos
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secundarios responsables de la actividad antibacteriana se determinaron
mediante un Screening fitoquimico cualitativo.

Resultados: El Screening fitoquimico indico presencia de cumarinas, flavonoides,
taninos y terpenos (todos metabolitos secundarios responsables de la actividad
antibacteriana). Laconcentracion minima inhibitoria y la bactericida del extracto
de Mentha arvensis L. (menta japonesa) frente a Staphylococcus aureus se obtuvo
a 12,5 ul/ml en ambos casos. En el caso de Pseudomona aeruginosa a 12,5ul/ml y
50 pl/ml, respectivamente.

Conclusiones: Se evidencié la presencia de terpenoides, flavonoides y cumarinas.
Mostré actividad antibacteriana sobre cepas salvajes de Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa. Al mismo tiempo se propone la utilizacion de cepas de
referencias como forma comparativa y de profundizacion en futuras
investigaciones.

Palabras clave: antimicrobianos naturales; sensibilidad microbiana; extractos
vegetales; Mentha arvensis L.; Staphylococcus aureus; Pseudomonas aeruginosa;
piodermitis; concentracion minima inhibitoria; concentracion minima bactericida.

ABSTRACT

Introduction: Use of plants to cure disease dates back to thousands of years ago.
Plants have been used either in their natural form or to develop new drugs with
the support of results obtained by pharmacological research. Increase in the
incidence of infections of viral etiology and resistance to conventional
antimicrobials have led to the search for new treatment alternatives. Mentha
arvensis L. has been attributed analgesic, antiemetic, antirheumatic and
antiseptic properties. However, no evidence is available of its in vitro activity
against multiresistant clinical strains (penicillin, ampicillin, cefoxitin, cefalexin)
causing bacterial skin infection.

Objective: Evaluate the minimum inhibitory concentration and minimum
bactericidal concentration of an extract of Mentha arvensis L. (field mint) against
strains causing bacterial skin infection.

Methods: The fluid extract was obtained by repercolation. Determination was
made of the minimum inhibitory and bactericidal concentration against strains of
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa isolated from skin lesions,
using the tube macrodilution method. The groups of secondary metabolites
responsible for antibacterial activity were determined by qualitative
phytochemical screening.

Results: Phytochemical screening revealed the presence of coumarins, flavonoids,
tannins and terpenes, all of which are secondary metabolites responsible for
antibacterial activity. Minimum inhibitory concentration and minimum
bactericidal concentration of Mentha arvensis L. (field mint) were 12.5 pl/ml and
12.5 pl/ml, respectively, against Staphylococcus aureus, and 12.5 pyl/ml and 50
ul/ml, respectively, against Pseudomona aeruginosa.
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Conclusions: Evidence was found of the presence of terpenoids, flavonoids and
coumarins. The study extract displayed antibacterial activity against wild strains
of Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa. It is recommended to use
ATCC strains for comparison and to gain insight in future research.

Keywords: natural antimicrobials; microbial sensitivity; plant extracts; Mentha
arvensis L.; Staphylococcus aureus; Pseudomonas aeruginosa; pyodermitis.
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Introduccion

Durante miles de anos el hombre ha utilizado las plantas para curar enfermedades
en su forma natural o para el desarrollo de nuevos medicamentos apoyado en el
avance de investigaciones farmacolédgicas. En la actualidad un gran grupo de
medicamentos y sus derivados provienen de las plantas. Los productos naturales
tienen un impacto considerable en la medicina humana, ya que existe un interés
creciente en el empleo de aquellos con origen vegetal. Los productos herbolarios
tienen menor toxicidad y alta eficacia en comparacion con los medicamentos
sintéticos. (-2

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en base a las farmacopeas de 91
paises, el niUmero de plantas empleadas en medicina es de alrededor de 20 mil
especies. El 80 % de las personas en los paises en desarrollo utilizan las plantas
medicinales con fines curativos y como condimentos. 34

La familia Lamiaceae la componen especies como la Mentha arvensis (menta
japonesa), la Ocimum spp. (albahaca), la Rosmarinus officinalis (romero) y la
Thymus spp. (tomillo). Dentro de sus propiedades se destacan su valor medicinal y
su manejo como condimentos culinarios. A esta familia pertenecen 236 géneros y
cerca de 7280 especies distribuidas en todo el mundo.® Se caracterizan por su
alto contenido en polifenoles, acido oleanolico, flavonoides, cumarinas, terpenos
y aceites esenciales (AE). Este Gltimo, de gran interés desde el punto de vista
etnobotanico, fitoquimico, farmacologico y terapéutico.

El AE de Mentha arvensis L. tiene grandes contenidos de polifenoles,
sesquiterpenos, acido cafeinico, acido glicocidico, limoneno, eucalipto, acido
cinamico, acido ferulico, acido oleanodlico, acido cafeico y su derivado acido
caftarico.(®7,8,9,10,11,12,13,14) Desde el punto de vista etnomédico, se le atribuyen
efectos farmacolodgicos como analgésico, antibacteriano, antioxidante, sedativo,
digestivo, carminativa, diurética, diaforética, antiséptica, antiviral,
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antiespasmodica, colagoga, tonico, estimulante y excitante. En dosis elevadas, se
dice que puede ser afrodisiaca y emenagoga. El té de sus hojas también se usa
como antidoto para algunos venenos. 413.16,17)

El creciente aumento de la resistencia de las bacterias frente a los farmacos
antimicrobianos constituye un problema para los sistemas de salud. De igual
forma, se aprecia su efecto en la economia al aumentar los costos de la atencion
médica. Las recidivas en las afecciones bacterianas de piel, tan frecuentes en los
ultimos anos, demandan la busqueda de nuevos bactericidas que contribuyan a la
mejora de la calidad de vida de pacientes afectados con este tipo de infecciones.

Durante los Ultimos anos, se estudian las actividades antimicrobianas,
antifingicas, antisépticas y antiparasitarias de los aceites esenciales y extractos
de diferentes especies de menta contra bacterias gram-negativas y gram-
positivas. También se proponen como aditivo alimentario.('® Existen evidencias de
la susceptibilidad antibacteriana in vitro de extractos de esta planta sobre cepas
clinicas multirresistentes productoras de infeccion bacteriana en la piel sobre
cepas de referencia. Su accion sobre cepas salvajes se encuentra menos estudiada
y la evidencia en este sentido es escasa.

En Cuba las afecciones de la piel son frecuentes, asi como la resistencia
farmacologica para su tratamiento. El facil cultivo y la adecuada disponibilidad de
Mentha arvensis L. la convierten una buena opcion terapéutica. Por ello esta
investigacion se centra en evaluar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima bactericida (CMB) del extracto de la menta japonesa frente
a las cepas Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa, productoras de
infecciones bacterianas de la piel.

Métodos

Recoleccion y secado de la planta
La planta fue suministrada por la UEB “Granja Urbana” de la provincia de
Matanzas, empresa destinada al suministro de plantas medicinales para el Sistema
de Salud del territorio. Muestras de la planta fueron clasificadas en el
Departamento de Botanica y Sistematica de la Universidad de Matanzas “Camilo
Cienfuegos”, segun los textos de Arthur Cronquist (1984). Se utilizo el follaje y se
seco a la sombra siguiendo el método tradicional para su procesamiento.

Seleccion y preparacion del material vegetal
El material vegetal se clasifico segin la Norma Ramal de Salud Publica 309 del
Ministerio de Salud Plblica de Cuba y se eliminaron las partes que no cumplieron
con las condiciones optimas para su utilizacion en el estudio.(™ Posteriormente,
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se pulverizo la droga seca con un molino eléctrico (marca IKA basic con cabezal
de molienda MF10.1, Alemania), para obtener un tamafno de particula de 2,0 mm.

Obtencion del extracto fluido

Para la obtencion del extracto fluido se utilizo el método de repercolacion. Se
humectaron con menstruo 2 kg de la droga seca molinada la cual se dejo en
reposo durante 4 horas. Seguidamente, se vertid menstruo hasta cubrir toda la
masa. Se macerd y se extrajo un volumen de 850 mL. Después de cambiar el
recipiente colector y con el volumen de menstruo, se realizoé una extraccion de 1
. Este ultimo estuvo macerandose por 24 horas y posteriormente se filtro. El
proceso de adicion y extraccion se repitio hasta obtener el volumen deseado.

Microorganismos

Se emplearon cepas salvajes de Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa,
pertenecientes a lesiones de piel y proporcionadas por el Departamento de
Bacteriologia del Hospital General Docente “Faustino Pérez” Matanzas, Cuba.
Estas se conservaron en agar nutriente (BioCen) y se sembraron en medio agar
Mueller Hinton (BioCen), mediante la técnica de agotamiento de la muestra por
estria en placas de petri servidas con un espesor de agar de 20 a 25 ml e
incubadas durante 18 a 24 h a 37 °C. Después de la incubacion, se tomaron de 2 a
5 colonias de formas similares con ayuda de un escobillon estéril y se
suspendieron las bacterias en una disolucion de NaCl al 0,85 % hasta alcanzar una
turbidez cualitativamente comparable con el patron 0,5 de Mcfarland (106
células/ml).

Screening fitoguimico
Para el estudio fitoquimico del extracto, se determind la presencia de flavonoides
(Ensayo de Shinoda), cumarinas (Ensayo de Baljet) y terpenoides (Ensayo de
Liberman-Buchard). Estos analisis se realizaron por triplicado.

Interpretacion de resultados: La evaluacion se realizé mediante un sistema no
paramétrico de cruces en el cual: (+++) significo presencia cuantiosa del
metabolito, (++) indico presencia notable, (+) presencia leve y (-) cuando estuvo
ausente.

Evaluacion de la actividad antibacteriana
Para la evaluacion de la actividad antibacteriana se realizaron diluciones dobles
seriadas, mediante el método de macrodilucién en tubo segun Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI).2% Se aplicaron algunas modificaciones, con
medio de cultivo liquido (caldo nutriente), a los cuales se le adiciono el extracto a
diferentes concentraciones (100 pl 50 ul, 25 pl, 12,5 pl, 6,25 pl, 3,1 pl). El control
positivo contenia medio de cultivo, extracto y la bacteria, mientras que el control
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negativo contenia medio de cultivo mas el extracto. Estos tubos se incubaron
durante 24 horas a una temperatura de 37 °C. Pasado este tiempo, se observo la
presencia de turbidez en cada tubo. Con posterioridad, se hizo un subcultivo con
100 pL de cada tubo en placas que contenia agar Mueller Hilton, utilizando una
espatula de grygalky. Estas, se incubaron durante 24 horas a una temperatura de
37 °C. Los analisis se realizaron por triplicado.

Interpretacién de los resultados
Concentracion minima inhibitoria (CMI): Se interpreta como la menor
concentracion que es capaz de inhibir el crecimiento bacteriano en 24 horas de
incubacién. Se determin6 mediante la observacion del crecimiento bacteriano en
las placas y su comparacion con el control positivo.

Concentraciéon minima bactericida (CMB): Determina la concentracion minima de
antimicrobiano que elimina a mas del 99,9 % de los microorganismos viables
después de 24 h de incubacion. Se utilizd un sistema de cruces para determinar de
forma visual la actividad bactericida [crecimiento bacteriano de (+) y (++), y no
crecimiento bacteriano aparente (-)].

Resultados
Screening fitoquimico
La tabla 1 muestra el resultado del analisis fitoquimico del extracto fluido de
Menta arvensis.

Tabla 1. Resultado del analisis fitoquimico del extracto fluido de Menta arvensis

Metabolitos Método Resultado
secundarios

Flavonoides Ensayo de Shinoda ++
Terpenoides Liberman-Buchard 4+
Cumarinas Ensayo de Baljet e+

Fuente: Procedimiento descrito por Diaz-Solares, et al. (2015).@"

Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana obtenida se muestra a través de la CMI (Tabla 2) y la
CMB (Tabla 3).

Tabla 2. Efecto bacteriostatico (CMI) del extracto de Menta arvensis frente a cepas de
Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa en 24 horas

Efecto 100 50 25 12,5 6,25 3,1 Control + Control -
bacteriostatico ul/ml ul/ml ul/ml pl/ml ul/ml pl/ml
Staphylococcus - - - + ++ +++ +++

aureus
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Pseudomona - - + + i+ e+ it
aeruginosa

Fuente: Resultados propios obtenidos en la investigacion
El efecto bacteriostatico (CMI) correspondié a la dilucion (12,5 pl/ml), frente a

cepas de Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa.

Tabla 3. Efecto bactericida (CMB) del extracto de Mentha arvensis L. frente a cepas de
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa en 24 horas

Efecto bactericida 100 50 25 12,5 6,25 3,1 Control + Control
pl/ml pl/ml pl/ml pl/ml pl/mil pl/ml -

Staphylococcus - - - - + i+ i+

aureus

Pseudomona - - + + + I =+

aeruginosa

Fuente: Resultados propios obtenidos en la investigacion.

El efecto bactericida (CMB) correspondio a la dilucidn (12,5 pyl/ml), para las cepas
de Staphylococcus aureus y a la dilucion (50 pl/ml), frente a cepas de
Pseudomonas aeruginosa.

Discusion

Ensayos realizados por Feitosa Alves y otros,?? constataron que la Menta piperita
presenta su actividad antimicrobiana en especial por la presencia de
monoterpenos oxigenados en su composicion quimica. Su investigacion indica,
ademas, que el extracto de menta es capaz de causar efectividad inhibitoria
contra bacterias tales como E. coli, Salmonella typhimurium, Listeria
monocytogenes, Aspergillus flavus, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum,
Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus niger, Trichophyton longifusus,
Microsporum canis y Mucor ramamnianus Zuni.?) En su estudio, evidencia la
actividad antibacteriana en los extractos de agua de hoja y aceite esencial de
Mentha piperita, frente a bacterias patdégenas como Bacillus subtilis, Pseudomona
aeruginosa, Eschericha coli, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus.

Resultados obtenidos por Horvath?¥) muestran que el aceite esencial de Menta
spicata var. crispa inhibi6 el crecimiento de bacterias, incluso a una
concentracion del 0,125 %). La Menta arvensis L. tuvo el efecto mas fuerte sobre
la biopelicula que forma estafilococos también a esta baja concentracion. Otros
autores exhiben resultados donde los aceites esenciales de diferentes especies de
mentas presentan actividad antibacteriana contra bacterias gram-negativas y
gram-positivas, como Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Eschericha coli,
Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcesens y Streptococcus.!'324 Estudios
importantes refieren de forma demostrativa que especies de mentas presentan
una marcada actividad antibacteriana sobre cepas de de S. aureus, S.
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epidermidis, E. coli, lo que coincide con los resultados obtenidos sobre la
susceptibilidad de la Menta arvensis L.

Se determind el efecto bacteriostatico y bactericida del extracto de Menta
arvensis L. (menta japonesa), frente a cepas salvajes de Staphylococcus aureus y
de Pseudomonas aeruginosa multirresistentes aisladas de lesiones de piel.

A modo de conclusion podemos decir que los resultados de este estudio indicaron
que este extracto puede ser utilizado como una fuente potencial de compuestos
antimicrobianos naturales y una herramienta Gtil para la industria farmacéutica.
Al mismo tiempo, se propone la utilizacion de cepas de referencias (ATCC), como
forma comparativa y de profundizacion en esta tematica, limitante que tuvimos
en la presente investigacion.
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