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RESUMEN

Introduccion: En la actualidad el aumento de la resistencia antimicrobiana es un
problema grave para los sistemas de salud, en los cuales el enfoque hacia nuevas
alternativas de curacion de afecciones bacterianas y la reducciéon de la
farmacorresistencia es vital, por lo que el uso de plantas medicinales con actividad
antibacteriana es una importante opcion, en la que investigaciones cientificas
aportan evidencias que las correlacionan con su uso popular.

Objetivo: Evaluar la susceptibilidad antibacteriana in vitro de Staphylococcus aureus
(cepas clinicas) frente a los extractos etandlico de Rosmarinus officinalis y Menta

arvensis.
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Métodos: Los extractos fluidos fueron elaborados por la técnica de maceracién en
frio. Para determinar su susceptibilidad antimicrobiana se utilizé la técnica basada
en el método de difusion en agar en pocillos (método de Kirby-Bauer) con algunas
Métodos: Los extractos fluidos fueron elaborados por la técnica de maceracién en
frio. Para determinar su susceptibilidad antimicrobiana se utilizé la técnica basada
en el método de difusion en agar en pocillos (método de Kirby-Bauer) con algunas
modificaciones y los extractos etandlico de Rosmarinus officinalis y extracto
etandlico de Menta arvensis se enfrentaron a cepas de Staphylococcus aureus
multirresistentes, aisladas de lesiones de piel.

Resultados: Se observé sensibilidad del Staphylococcus aureus (cepas clinicas)
frente a los extractos etandlico de Rosmarinus officinalis y Menta arvensis. Al
compararlo con el control positivo (vancomicina 30 pg) no se observé diferencias
significativas.

Conclusiones: La presencia de flavonoides, terpenos y cumarinas en ambos
extractos, demostré gran susceptibilidad del Staphylococcus aureus (cepas clinicas)
frente a extractos etandlicos de Rosmarinus officinalis y Menta arvensis cultivadas
en Cuba, lo cual indica que estas plantas pueden ser utilizadas como fuente potencial
de compuestos antimicrobianos naturales y herramienta util para la industria
farmacéutica.

Palabras clave: Antimicrobianos; Staphylococcus aureus;, Rosmarinus officinalis;

Menta arvensis.

ABSTRACT

Introduction: Currently, the increase of antimicrobial resistance is a serious problem
for health systems, in which the focus on new alternatives for curing bacterial
conditions and reducing drug resistance is vital, so the use of medicinal plants with
antibacterial activity is an important option, in which scientific research provides
evidence that correlates them with their popular use.

Objective: To evaluate the in vitro antibacterial susceptibility of Staphylococcus
aureus (clinical strains) to ethanolic extracts of Rosmarinus officinalis and Menta

arvensis.
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Methods: The fluid extracts were made by the cold maceration technique. To
determine its antimicrobial susceptibility, the technique based on the diffusion
method in well agar (Kirby-Bauer method) was used with some modifications and the
ethanolic extracts of Rosmarinus officinalis and ethanolic extract of Menta arvensis
were confronted with multidrug-resistant strains of Staphylococcus aureus, isolated
from skin lesions.

Results: Sensitivity of Staphylococcus aureus (clinical strains) to ethanolic extracts
of Rosmarinus officinalis and Menta arvensis was observed. When compared with the
positive control (vancomycin 30 ug), no significant differences were observed.
Conclusions: The presence of flavonoids, terpenes and coumarins in both extracts
demonstrated great susceptibility of Staphylococcus aureus (clinical strains) to
ethanolic extracts of Rosmarinus officinalis and Menta arvensis grown in Cuba, which
indicates that these plants can be used as a potential source of natural antimicrobial
compounds and a useful tool for the pharmaceutical industry.

Keywords: antimicrobials; Staphylococcus aureus; Rosmarinus officinalis; Menta

arvensis.
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Introduccion

En la actualidad el aumento de la resistencia antimicrobiana se ha convertido en un
problema grave para los sistemas de salud y para la cura de infecciones bacterianas
a nivel mundial, por lo que su enfoque en busqueda de nuevas alternativas de
curacion y la reduccidén de su farmacorresistencia es vital, y en la cual que el uso de
las plantas medicinales con actividad antibacteriana es una importante opcion. Hoy
las infecciones causadas por bacterias en la piel ocupan el quinto lugar de la visita
de los pacientes a la consulta de dermatologia.

La piel es un érgano que representa una barrera notablemente eficaz contra las

infecciones bacterianas, existen muchas bacterias que viven sobre la piel que
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pueden causar infecciones en esta. Este tipo de afeccidén es muy frecuente en la
practica clinica. En los ultimos afios se ha observado el incremento de estas en
pacientes con manifestaciones clinicas en la piel y tejidos blandos, con mayor
patogenicidad, compromiso sistémico, duracion de la infeccion y elevada morbilidad.
Reportes realizados sobre piodermitis en Cuba la sitian entre las cinco primeras
causas de morbilidad, dentro de las afecciones dermatoldgicas.('?

Los patdgenos que comunmente se relacionan con las infecciones bacterianas de la
piel y sus anexos son Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, también se
incluye Staphylococcus aureus meticilino resistente y con menos incidencia se
documentan otras especies de Streptococcus y Enterococcus fecalis.®

La resistencia a los antibioticos progresa en el mundo; son cada vez mas frecuentes
los reportes de bacterias resistentes a todos los antibioticos conocidos. Se estima
un escenario de incremento a diez millones de muertes anuales hacia el ano 2050,
por esa causa, con un sustancial impacto econdmico en el uso de los
antimicrobianos.“®

Por su parte la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) califica este problema como
emergencia mundial, como el mayor riesgo para la salud publica global, y un desafio,
en particular para el contexto hospitalario y comunitario de América Latina. Ello es
indicativo de la incapacidad de controlar las enfermedades infecciosas; al aumentar
la morbimortalidad, reducir la eficacia terapéutica e incrementar los costos de la
atencion de salud, lo que ocasiona una amenaza a la seguridad sanitaria, el comercio
y a la economia.*®

La existencia de una elevada sobreprescripcion de antibioticos en la actualidad,
conlleva a la aparicién de la resistencia microbiana, lo que genera un importante
problema para el tratamiento de las infecciones bacterianas.(")

Se muestra una relacién significativa entre el incremento del uso de antibidticos
tépicos (mupirocina y acido fusidico) y el rdpido aumento de las resistencias
antibidticas, por lo que en algunos paises se recomienda restringir el uso de los
antibioticos tdpicos, en los casos de infecciones producidas por Staphylococcus

aureus meticilino resistente en la comunidad (SAMR-C).®)
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En Cuba, la resistencia antimicrobiana, el fallo terapéutico e inestabilidad de
productos dermatoldgicos, el aumento de la morbimortalidad y las recidivas,
constituyen igualmente un problema para el tratamiento efectivo de la piodermitis,
por lo que determinar un enfoque terapéutico mediante la busqueda de alternativas
menos agresivas, que estén al alcance de todos, y que sean a la vez eficaces y
coadyuven en el tratamiento de este tipo de patdgenos es vital, por lo que el uso de
la fitoterapia es una gran opcién, debido a la riqueza de compuestos activos con
propiedades antimicrobianas que tienen las plantas medicinales.

Las plantas medicinales producen una amplia gama de compuestos organicos que
no estan involucrados en el metabolismo primario, y a la vez difieren en su
distribucion restringida en el reino vegetal. Un nimero considerable posee funciones
ecoldgicas y aplicaciones en medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes,
colorantes, entre otros. Estos metabolitos también reciben la denominacién de
productos naturales, y tienen un significativo valor medicinal y econémico,’®y se les
atribuye propiedades antimicrobiana, antiinflamatoria, antioxidante, antiséptica,
anticancerigena, analgésica y sedante, hipolipemiantes, etc.®'9 La presencia y
composicién de los componentes activos de las plantas esta influenciado por
factores como la especie, zona geografica, partes de la planta, y método de
extraccion.(")

Las investigaciones farmacoldgicas con plantas medicinales son cada vez mas
frecuentes y relevantes, pues incrementan el valor clinico, farmacéutico y econémico
de los productos herbarios, como opcién valida para el tratamiento de diversas
enfermedades. Los principios activos derivados de plantas, ademas de su
importancia como agentes terapéuticos directos, también pueden utilizarse como
modelos para otros compuestos como material para la sintesis de alguno nuevo.(1?
Debido a su elevado uso a nivel mundial, se promueve una terapia naturalista
fundamentada con evidencias cientificas que la correlacionen con el uso popular.(®)
Se calcula que, de unas 260 000 especies de las plantas conocidas, el 10 % se pueden
considerar medicinales, al ser recogidas en los tratados médicos de Fitoterapia.('¥
El archipiélago cubano posee una singular flora, con un estimado de entre 7000 y
7500 especies; alrededor del 53 % de especies endémicas, valor que la posiciona

entre las siete islas con mayor porcentaje de endemismo en el planeta.(1516)
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En Cuba son escasas las investigaciones relacionadas con el efecto antibacteriano
de Rosmarinus officinalis L (Romero) y Menta arvensis L (Menta japonesa),
pertenecientes a la familia Lamiaceae, frente a cepas de Staphylococcus aureus
multirresistentes productoras de piodermitis.

Especies en las que no se documentan suficientes estudios en sus érganos (hojas,
tallos, flores y raices) ni evidencias cientificas de su empleo etnoboténico como
agente antimicrobiano en afecciones de piel y sus anexos y revela la necesidad de
referencias cientificas que posibiliten profundizar en el conocimiento de aspectos de
susceptibilidad antimicrobiana in vitro de estas especies cultivadas en Cuba al
evaluar la susceptibilidad antibacteriana in vitro de Staphylococcus aureus (cepas

clinicas) frente a los extractos etandlico de Rosmarinus officinalis y .

Métodos

Determinacion de susceptibilidad microbiana
Para determinar la susceptibilidad microbiana se utilizé la técnica basada en el
método de difusion en agar en pocillos, originalmente descrito por Bauer y otros
(método de Kirby-Bauer) con modificaciones y recomendado por el Subcomité de
Ensayos de Susceptibilidad de NCCLS, de Estados Unidos.(718)

Colecta del material vegetal

Las plantas fueron suministradas por la unidad empresarial basica (UEB) Granja
Urbana de la provincia de Matanzas, empresa destinada al suministro de plantas
medicinales para el sistema de salud del territorio. Muestras de las plantas fueron
clasificadas en el departamento de Botanica y Sistematica de la Universidad de
Matanzas Camilo Cienfuegos. Se utilizé el follaje y se sec6 a la sombra siguiendo el
método tradicional para su procesamiento.

El material vegetal se clasifico segin la norma ramal de salud publica 309 del
Ministerio de Salud Publica de Cuba y se eliminaron las partes que no cumplieron
con las condiciones éptimas para su utilizacion en el estudio.('®) Posteriormente, se
pulverizoé la droga seca con un molino eléctrico (marca IKA basic con cabezal de

molienda MF10.1, Alemania), para obtener un tamafo de particula de 2,0 mm.
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Obtencion de los extractos

Las plantas (hojas y tallos) fueron molinadas, luego en una balanza comun, se pesé
1 kg, de cada planta en estudio, posterior a esto se colocé en un frasco de vidrio de
color ambary se le agreg61,2 L de etanol al 96 %, dejandose macerar por una semana
en oscuridad, agitandolo todos los dias. El producto fue filtrado 3 veces, con papel
filtro Whatman no. 2. Se obtuvo el extracto etandlico y se conservo en refrigeracion

hasta el momento de su andlisis.%

Microorganismos

Se emplearon cepas salvajes de Staphylococcus aureus multirresistentes,
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 a24 h a
37 °C. Después de la incubacién, 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
patrén 0,5 de McFarland (106 células/ml).

Estandarizacion del inoculo

Se empled el método recomendado por el subcomité de ensayos de susceptibilidad
del NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards), basado en el
procedimiento descrito originalmente por Kirby-Bauer,('”'®) con algunas
modificaciones.

Al momento de realizar la investigacion, las cepas conservadas en agar nutrientes se
diluyeron en caldo Mueller Hinton (BioCen) e incubaron durante 18 h a una
temperatura de 37 °C, posteriormente, 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
a37°C.
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Después de la incubacidn, se tomaron de 2 a 5 colonias aisladas 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).

A partir de la suspension bacteriana estandarizada y dentro de los 15 min posteriores
a su preparacion se procedid a sembrar en superficie con un hisopo estéril placas
con agar Mueller Hinton. Para ello se introdujo un hisopo en el tubo donde se preparé
la suspension bacteriana, se humedecio bieny luego se presiond el hisopo contra las
paredes del tubo a fin de eliminar el exceso de liquido, inmediatamente después se
inoculé la superficie seca del agar por hisopado en tres direcciones contrapuestas
con lo que se aseguré una completa distribucion de la bacteria en toda la superficie
del agar.

Luego se realizaron los pozos sobre el agar infectado con el microorganismo con la
ayuda de un sacabocado y en cada uno de ellos se coloc6 100 pL de los extractos en
estudio y de alcohol al 96 % (control negativo).

Posteriormente se colocé en el centro de cada placa como control positivo un disco
de vancomicina 30 pg. y las cajas se dejaron en la incubadora a 37 °C durante de 24
a 72 h; durante este periodo se realizé la lectura de los halos de inhibicién (mm) a las
24,48 y 72 h. Cada determinacion se realiz6 por triplicado y se midié el diametro de

los halos de inhibicion (mm) de cada cepa investigada."

Interpretacion de los resultados
Se interpreté en funcién al didmetro segun orientaciones del CLSI (Clinical Laboratory
Estandar Institute) en la escala de Durafford. La actividad se consideré en funcién al
diametro del HICM:

- nula (-) en caso de ser inferior o igual a 8 mm
- sensibilidad limite; (sensible = +) de 9 a 14 mm media;
- (muy sensible = ++) de 15a 19 mm

- sumamente sensible (S.S. = +++) si resultara igual o superior a 20 mm.(#?

Controles
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Se utilizé como control positivo un disco de vancomicina 30 pg en el centro de cada

placay como control negativo el etanol al 96 %.

Tamizaje fitoquimico
Para el estudio fitoquimico del extracto, se determiné la presencia de flavonoides
(ensayo de Shinoda), cumarinas (ensayo de Baljet) y terpenoides (ensayo de
Liberman-Buchard). Estos andlisis se realizaron por triplicado.
Interpretacion de resultados: La evaluacion se realizé mediante un sistema no

parameétrico de cruces, para lo que se indica.

-(+++) presencia cuantiosa del metabolito
- (++) presencia notable

-(+) presencia leve o (-) cuando estuvo ausente.(3

Interpretacion de los resultados
Los resultados del estudio, se midieron y se compararon los diametros del halo de
inhibicion, entre el extracto etandlico de las plantas y los controles (vancomicina 30

ugy etanol al 96 %).

Recoleccion de datos
Los datos fueron recogidos después de 24, 48 y 72 h de incubacién, cada placa fue
examinada y se procedié a la medicion del didmetro de los halos de inhibicion (mm),
los cuales fueron medidos con la ayuda de un pie de rey, el cual permitio recopilar la
medida individual de los halos en milimetros, formados en cada una de las cajas de
Petri. Se interpreta en funcién al diametro segun orientaciones del CLSI (Clinical
Laboratory Estandar Institute) en la escala de Durafford.(??

La actividad se considerd en funcion al didametro del HICM.

- nula (-) si sera inferior o igual a 8 mm sensibilidad limite
- (sensible = +) de 9 a 14 mm media
- (muy sensible = ++) de 15a 19 mm

- sumamente sensible (S.S. = +++) si serd igual o superior a 20 mm
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Procesamiento de los datos

Para el procesamiento de los datos se aplico la prueba de diferencias entre medias

de diferentes poblaciones para un nivel de significacion del 5 %.

Resultados

Prueba de actividad antimicrobiana
Los resultados proveen evidencias sélidas sobre la actividad antimicrobiana, de
Rosmarinus officinalis L. y Menta arvensis L. en las que se utiliza el método de
difusion en agar y como solvente el etanol al 96 %.
En la tabla 1 se muestra la actividad antimicrobiana de las cepas analizadas frente
al extracto etandlico de Rosmarinus officinalis, en la cual se obtuvo un promedio de
diametro de inhibicién promedio total de 18,8 mm. Por lo que la actividad se

considerd en funcion al diametro como muy sensible.

Tabla 1- Actividad antimicrobiana del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis

Promedio de halos de inhibicion (mm) en el tiempo
No. muestras Concentracion del extracto 24h 48 h 72h Promedio general

30 100 % 18,5 19,0 19,0 18,8

La actividad antimicrobiana de las cepas analizadas frente al extracto etandlico de
Menta arvensis (tabla 2) mostré que la actividad del extracto sobre las cepas

investigadas en funcion al diametro fue muy sensible.

Tabla 2 - Actividad antimicrobiana del extracto etandélico de Menta arvensis

Promedio de halos de inhibicion (mm) en el tiempo

No. muestras Concentracion del extracto 24h 48 h 72h Promedio general
30 100 % 18,6 18,9 19,0 18,8
Controles

Al realizar los controles sus resultados mostrados en la tabla 3 permitieron observar

que el promedio del halo de inhibicién (mm) para la vancomicina (control +) de 19,4
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durante todas las h de observacién; fuera considerado en funcion al didmetro como
muy sensible y el menor promedio del halo de inhibicién correspondiente al etanol al

96 % (0 mm) tuvo una actividad antimicrobiana nula.

Tabla 3 - Actividad antimicrobiana del extracto etandlico de vancomicina 30 pg (control +)

y del etanol al 96 % (control -)

Promedio de los halos de inhibicion (mm) en el tiempo
No. Vancomicina 30 pg (control +) Etanol al 96 % (control -)
muestras 24 h 48 h 72 h Promedio 24h 48 h 72h Promedio
30 19,4 19,4 19,4 19,4 0 0 0 0

Procesamiento de los datos
Luego de aplicar el andlisis de diferencias entre medias de diferentes poblaciones,
no se encontraron diferencias significativas entre los halos de inhibicion de los
extractos analizados y el control positivo (vancomicina 30 pg) para un nivel de
significacion del 5 %. En el caso del control negativo (etanol 96 %), se observé una

actividad microbiana nula, con halo de inhibicion de 0 mm.

Tamizaje fitoquimico
En la tabla 4 se muestra, desde el punto de vista cualitativo, la presencia de
flavonoides, terpenoides y cumarinas, elementos asociados a la actividad

antibacteriana de ambas plantas.

Tabla 4 - Resultado del analisis fitoquimico cualitativo del extracto fluido de Rosmarinus

officinalis y Menta arvensis

Rosmarinus officinalis Método Resultado Menta arvensis | Método Resultado
Flavonoides Ensayo de +++ Flavonoides Ensayo de +++
Shinoda Shinoda
Terpenoides Liberman- +++ Terpenoides Liberman- +++
Buchard Buchard
Cumarinas Ensayo de ++ Cumarinas Ensayo de +
Baljet Baljet

Fuente: Procedimiento descrito por Diaz-Solare y otros. (2015)®)
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Discusion
En la presente investigacion se determiné la susceptibilidad de cepas clinicas de
Staphylococcus aureus multirresistentes. Los resultados demostraron que
Staphylococcus aureus fue altamente sensible al extracto etandlico de Rosmarinus
officinalis (romero) y el extracto etandlico de Menta arvensis (menta japonesa)
cultivadas en Cuba.
Los resultados en el caso del Rosmarinus officinalis en esta investigacion son
similares a los referidos por Abdellaoui y otros* para el aceite esencial de romero,
donde se mostré actividad antibacteriana frente a cuatro cepas de bacterias,
especialmente Echericha coli, con una zona de inhibicién de 18,5 mm, seguida de
Staphylococcus aureus (14,6 mm), Klebsiella pneumoniae (13,9 mm) y Streptococcus
agalactiae (13,1 mm).
También Rodenas y otros?® en un estudio in vitro muestran, que Staphylococcus
aureus ATCC 6538 es susceptible al extracto de romero a concentraciones del 25 %;
y se obtiene un halo de inhibicion promedio de 11,35 mm de diametro. A una
concentracion del 50 % se obtuvo un halo de inhibicion promedio de 13,6 mm de
diametro, mientras que al 75 % de concentracion se obtuvo un halo de inhibicion de
15,7 mm de didmetro. Lo que corrobora los resultados en esta investigacion.
Ez-Zriouli y otros,?®) mostraron mediante el método de microaglutinacion que el
aceite esencial de Rosmarinus officinalis provocé un efecto antimicrobiano sobre
(Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Echericha coli y Klebsiella pneumoniae.
Se muestra el efecto antibacteriano del extracto de Menta arvensis mediante la
utilizacion del método de difusion en agar en pocillos, frente a cepas salvajes de
Staphylococcus aureus multirresistentes, lo que coincide con los reportados por
Gonzalez y otros(27) que determinaron mediante el método de macrodilucion en
tubo, que el extracto de Menta arvensis (menta japonesa) a una concentracién de
12,5 pl /mL mostré efecto bactericida sobre cepas salvajes de Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa multirresistentes aisladas de lesiones de piel.
Disha y otros(28) demostraron que el extracto etandlico de Mentha arvensis exhibia

una importante actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus con zonas de
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inhibicion de 20 mm a una concentracion del 10 % y 7 mm a una concentracion del
0,3 %.

Concluyéndose que la presencia de flavonoides, terpenos y cumarinas en ambos
extractos, demostro gran susceptibilidad de cepas clinicas de Staphylococcus aureus
frente a extractos etandlicos de Rosmarinus officinalis y Menta arvensis, cultivadas
en Cuba; e indica que estas plantas pueden ser utilizadas como fuente potencial de
compuestos antimicrobianos naturales y herramienta util para la industria

farmacéutica.
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