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Evaluacion del poder inhibitorio de extractos obtenidos
de plantas medicinales sobre enterobacterias patogenas
de importancia en Salud Pablica

Evaluation of the inhibitory power of extracts obtained from medicinal
plants on on pathogenic enterobacteria relevant in public health
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Alimentos (CIDCA, UNLP-CONICET-CICPBA), Argentina.

* Correo electronico de la autora de contacto: ebruno@fcv.unlp.edu.ar

Resumen

Los extractos vegetales pueden ser obtenidos de diferentes partes de las plantas como hojas, tallos, flores y
raices. El interés por los extractos vegetales ha aumentado notablemente por sus propiedades bactericidas,
fungicidas y antioxidantes. Por tal motivo, el objetivo del presente trabajo consisti6 en evaluar el poder
inhibitorio de sustancias extraidas de cuatro plantas medicinales: Schinus molle (molle), Sesamum indicum
(sésamo) Cinnamomum zeylanicum (canela) y Minthostachys mollis (muha) frente a diez bacterias
enterobacterias patdgenas. Los extractos se obtuvieron con o sin maceracion empleando solventes organicos y
por extraccion acuosa. La metodologia de extraccién que presenté mayor poder inhibitorio fue la realizada con
solventes organicos, mientras que las extracciones acuosas fueron las que presentaron un poder menor. En los
ensayos de inhibicion, el extracto de canela fue el que presenté mayor poder inhibitorio frente a los
enterobacterias patégenas, mientras que la combinacién de canela con sésamo (1:1) mostr6 un efecto sinérgico,
potenciando la actividad antibacteriana. Ademas, la canela present6 actividad bactericida frente a Salmonella
ser. typhimurium y Salmonella ser. enteritidis.

Palabras clave
Plantas medicinales, extractos vegetales, inhibicion, enterobacterias patogenas

Abstract

Vegetable extracts can be obtained from different parts of plants such as leaves, stems, flowers and roots.
Interest in vegetable extracts has increased significantly due to their bactericidal, fungicidal and antioxidant
properties. For this reason, the objective of this work was to evaluate the inhibitory power of the vegetable
substances extracted from four medicinal plants: Schinus molle (molle), Sesamum indicum (sesame)
Cinnamomum zeylanicum (cinnamon) and Minthostachys mollis (mufia) against ten pathogenic
enterobacteria. The extracts were obtained with or without maceration with organic solvents and by aqueous
extraction. The extraction methodology that presented the highest inhibitory power was that carried out with
organic solvents, while the aqueous extractions were those that presented lower inhibitory power. In the
inhibition assays, cinnamon extract showed the greatest inhibitory power against pathogenic enterobacteria,
while the cinnamon extract combined with sesame (1:1) showed a synergistic effect enhancing antibacterial
activity. In addition, cinnamon presented bactericidal effect against Salmonella ser. typhimurium and
Salmonella ser. enteritidis.

Key words

Medicinal plants, vegetable extracts, inhibition, pathogenic enterobacteria
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Fernandez et al.

Introducciéon

Los productos alimenticios estan frecuen-
temente propensos a la contaminacién causada
por agentes patogenos. Con el fin de garantizar la
seguridad alimentaria, existe la necesidad de
generar medidas de control eficaces con conser-
vantes antimicrobianos, que garanticen la inacti-
vacion bacteriana y que a su vez no generen efectos
secundarios por su consumo. Por tal motivo, se
estan estudiando extractos vegetales con la finali-
dad de demostrar su capacidad antimicrobiana
(Garcia et al., 2010). Los extractos son mezclas de
varias sustancias quimicas biosintetizadas por las
plantas y estin compuestos principalmente por
terpenos y sus derivados, asi como también, hidro-
carburos, alcoholes, 4cidos, ésteres, y aldehidos.
Tienen un amplio campo de aplicacion tanto para
medicina humana como veterinaria (Abadie et al.,
2014; Bozin et al., 2006; Deveci et al., 2010).

Las caracteristicas de las plantas medici-
nales tales como Sesamum indicum (sésamo),
Cinnamomum zeylanicum (canela), Minthosta-
chys mollis (muna), Schinus molle (molle), son las
siguientes: el extracto de sésamo estd compuesto
principalmente por sesamina y sesamolina, por lo
que los usos son alimentario, medicinal, antioxi-
dante y bactericida (Castro Montoya et al., 2015).
El extracto de canela estd compuesto principal-
mente por sustancias antioxidantes fendlicas y
polifenodlicas (Sanchez Miranda, 2013) y ademés
contiene cinamaldehido como principio activo. Se
utiliza en la industria alimentaria y medicinal
como antibacteriano y antiftngico (Wong et al.,
2014). El extracto de muna esta compuesto princi-
palmente por sustancias terpénicas y fenilpro-
péanicas. Se utiliza en la industria alimentaria como
digestivo, antihelmintico, afrodisiaco y antibacte-
riano y en la industria farmacéutica como antiftn-
gico y antibacteriano (Alegre et al., 2017). El molle
estd compuesto mayoritariamente por terpenos
(Arias et al., 2017). Sus multiples usos abarcan
aspectos quimicos, industriales, médicos y
alimenticios.

El objetivo del presente trabajo consistio
en evaluar y comparar el poder inhibitorio de los
extractos de plantas medicinales: Schinus molle
(molle), Sesamum indicum (sésamo) Cinnamo-
mum zeylanicum (canela) y Minthostachys mollis
(mufia) sobre diez enterobacterias patdgenas de
importancia en la Salud Puablica, algunos con
probada capacidad zoonotica.

Materiales y métodos
1. Obtencion de extractos vegetales

La materia prima utilizada para obtener
los extractos vegetales se adquirié en el Mercado
Andino de Liniers (Buenos Aires, Argentina), en
febrero de 2018. Las ramas y hojas de las plantas
se lavaron 4 veces con agua potable, se

sumergieron durante 5 min en hipoclorito de sodio
al 10 %, se filtraron, se enjuagaron con agua desti-
lada estéril y se secaron en estufa. Posteriormente
se ftrituraron (multiprocesadora Peabody, PE-
MC9103, China). Para la obtencion de los extractos
acuosos, se colocaron 4 g de muestra en 36 mL de
agua destilada, se sometieron a agitacién durante
30 min, y se centrifugaron a 6000 rpm, a 4 °C,
durante 10 min (Darré et al., 2017). Posterior-
mente, se retird el sobrenadante y se reservé. El
pellet resultante de esta primera extraccion se
resuspendié con 18 ml de agua destilada y se
procesé repitiendo el procedimiento anterior-
mente descripto. El sobrenadante obtenido de esta
segunda extraccion se combindé con el de la
primera extraccion y se conservé a 0 °C durante
24 h. La conservaciéon de este extracto se realizod
liofilizando el sobrenadante obtenido en la
primera y segunda extraccion.

Para la obtencion de los extractos con
solventes organicos se procedié segiin la metodo-
logia de Darré et al., (2017), agregando 36 ml de
metanol absoluto o etanol 96° a 4 g de muestra.
Para analizar el efecto del tiempo de extracciéon, un
lote de extractos se utiliz6 para realizar las
determinaciones inmediatamente, mientras que el
otro lote se dejo macerar 77 dias a 0 °C para luego
realizar las determinaciones. Posteriormente, los
lotes se centrifugaron a 6000 rpm, a 4 °C, durante
10 min. El sobrenadante fue retirado y se
concentr6 por medio de un rotavapor (Biichi R-
124, Labortechnik A.G., Flawil, Suiza).

2. Ensayos de inhibicién de las enterobac-
terias patégenas

2.1. Método de difusion en agar por disco

Para los ensayos de inhibicion se
utilizaron 10 cepas bacterianas de la coleccion del
Laboratorio de Seguridad Alimentaria pertene-
ciente a la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de la Plata (Tabla 1). Los
ensayos de inhibicién se realizaron segin la
metodologia descripta por Shiva Ramayoni
(2007). Brevemente, las cepas se cultivaron en
caldo nutritivo durante 18-24 h a 37 °C y su
densidad optica fue estandarizada utilizando el
equipo DEN-1B (Biosan, Biosystem, Argentina)
alcanzando un valor equivalente a 108 UFC/ml.
Cada uno de los microorganismos se sembr6 con
hisopos estériles en placas de agar nutritivo
(Britania, Argentina) en forma de patina. Los
extractos se utilizaron en forma individual y
combinados: molle, canela, mufa, sésamo, molle +
sésamo, canela + sésamo. Los extractos acuosos
liofilizados se resuspendieron en agua destilada
hasta una concentracion del 10 % de cada uno de
los rendimientos obtenidos, mientras que los
obtenidos con solventes organicos se utilizaron
puros después de la utilizacion del rotavapor. Para
el ensayo de difusién se embebieron discos de
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Inhibicién de enterobacterias por extractos vegetales

Tabla 1. Enterobacterias patogenas utilizadas para los ensayos de inhibicién bacteriana

Microorganismo Identificacion Serotipo/Serovar Caracterizacion Origen
genotipica

Escherichia coli enteroagregativa L12 aggR caso clinico

(EAEC)

Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) L14 ipaH caso clinico

Escherichia coli enterotoxigénica L22 Itist caso clinico

(ETEC)

Staphylococcus aureus 1290 sea alimentos

Shigella flexneri L1392

Escherichia coli L564 O157:H7 stx/fliCurirfbois? carne picada

Escherichia coli productora de toxina L1046 026:H11 sta/six carne picada

Shiga (STEC)

Escherichia coli enteropatogena (EPEC) L1122 O177:H11 eae carne bovina

Salmonella L1492 enteritidis carne picada

Salmonella L1570 typhimurium carne de
frigorifico

papel de filtro (Whatman® 91, wet strengthened
qualitative, Maidstone, England) de 4 mm de
didmetro a saturacién, colocando no mas de cuatro
discos por placa (Figura 1). Los ensayos se realiza-
ron por duplicado. La medicién del poder inhibi-
torio antibacteriano se determind cualitativamente
mediante la formaciéon de halos de inhibicidon, los
que se clasificaron en dos categorias: inhibitorio
(+) y no inhibitorio (-).

2.2. Determinacion de actividad bacterios-
tatica/bactericida de los extractos vege-
tales

Los extractos vegetales y las cepas que en
el ensayo de inhibicion por difusion en agar
presentaron halos de inhibicién bacteriana, se
utilizaron para el ensayo de la actividad bactericida/
bacteriostatica segin Henao Riveros (2003).
Brevemente, en un tubo de ensayo estéril se
colocaron 5 ml del extracto puro a ensayar
(metanolico, etandlico) y se agregaron 0,5 ml de
un cultivo puro de cada enterobacteria. El
momento que se mezcla el extracto puro con el
microorganismo se considera como tiempo o (t,).
En to, a 2,5, 5 y 10 min, se transfirieron dos
ansadas a tubos con 5 ml de caldo nutritivo
(Britania, Argentina) y luego se incubaron durante
24 h a 37 °C. En los tubos en los que se observo un
crecimiento microbiano (+) en los diferentes
tiempos, pero no en el inicial to, los extractos
fueron considerados bacteriostaticos. En los tubos
en los que no se observo desarrollo microbiano (-),
los extractos fueron considerados bactericidas.

Resultados y discusion

Los extractos de condimentos y especias se
han estudiado desde el punto de vista funcional, si
tienen actividad antimicrobiana, si actian como
agentes antioxidantes o si aportan nutrientes. Las

propiedades funcionales de los extractos varian
con la proporciéon de los compuestos presentes.
Para especias diferentes se obtienen respuestas
diferentes en su actividad antimicrobiana de
acuerdo a las condiciones en las que se procesan
(Peredo-Luna et al., 2009). Las muestras extraidas
en este trabajo con solventes organicos, maceradas
y concentradas con el uso del rotavapor, mostra-
ron poder inhibitorio, no asi los extractos etano-
licos y metanolicos sin maceracion, ni los acuosos,
con excepcion del extracto acuoso de canela sobre
la cepa de Staphylococcus aureus (Tabla 2). Este
resultado puede explicarse teniendo en cuenta
que, para extraer los principios activos con
actividad antibacteriana, el solvente debe penetrar
y disolverlos. En cambio, los extractos acuosos no
se maceran, ya que pueden propiciar la fermenta-
cion o la formacion de mohos (Gonzéalez Villa,
2004). Herrera Arias y Garcia-Rico (2006)
también demostraron que los extractos acuosos de
canela tuvieron un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de la cepa de S. aureus. Sin embargo,
a diferencia de los resultados obtenidos por los
autores antes mencionados, las cepas de E. coli y
Salmonella spp. utilizadas en el presente trabajo
no fueron sensibles al extracto de canela, lo que
estaria indicando que el poder inhibitorio es
especifico de variedad de especie, siendo las
utilizadas en este trabajo cepas aut6ctonas.

Los extractos etanolicos presentaron
poder inhibitorio solo frente a la cepa de S. aureus.
Estos resultados coinciden con los hallados por
Burt (2004), siendo los organismos gram[+]
ligeramente mas sensibles que los gram|[-].

Los resultados mas efectivos se obtuvieron
a partir de los extractos vegetales obtenidos con
metanol. El molle inhibi6 el desarrollo de S.
aureus. La canela inhibi6 a S. aureus, Escherichia
coli 0157:H7, E. coli productor de toxina Shiga
(STEC), E. coli enteropatégeno (EPEC), Salmone-
lla ser. enteritidis y S. ser. typhimurium. La mufa
inhibi6 a S. aureus. El sésamo no inhibié a
ninguna de los enterobacterias ensayadas.

ANALECTA VET 39(2), 2019
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Fernandez et al.

Tabla 2. Ensayo de inhibicion de los extractos vegetales sobre las enterobacterias patogenas

Microorganismo molle

canela

sésamo + sésamo +
molle canela

muiia sésamo

A EMAE

M AEMAE

E. coli (EAEC)
E. coli (EIEC)
E. coli (ETEC)
S. aureus -+ + + +
S. flexneri - - - - -
E. coli (0O157)
E. coli (STEC)
E. coli (EPEC)
S. ser. enteritidis

S. ser. typhimurium

+

+ 4+ + + +

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
+ + + + + + + + + +|Z

A: extraccién acuosa; E: extraccion etanodlica con maceracion; M: extraccién metanélica con maceracion

En la literatura se registran numerosas
combinaciones de extractos vegetales para poten-
ciar su actividad, como la canela mas el clavo de
olor (Pastrana Puche et al., 2017). En el presente
trabajo, la combinacién del sésamo con el molle
produjo inhibicion de S. aureus, mientras que la
combinaciéon del sésamo con la canela inhibi6 el
desarrollo de todas las cepas ensayadas. Asimismo,
estudios anteriores como los de Amara et al.,
(2008) y Huaman et al., (2003) demostraron la
actividad antibacteriana del extracto metanolico de
la canela (que en este trabajo fueron preparados a
partir de la corteza).

La evaluacion del efecto bacteriostatico/
bactericida puede observarse en la Tabla 3. La
mayoria de los extractos ensayados presentaron
efecto bacteriostatico a t,, mientras que el efecto
bactericida solo se observo en la canela frente a S.
ser. typhimurium a 5 min y frente a E. coli
0157:H7 a 10 min. Los extractos de molle, molle +
sésamo y mufa frente a S. aureus no presentaron
ningtn tipo de efecto. Esto puede relacionarse con
lo descripto por diversos investigadores que han
demostrado que se requieren altas concentraciones
de principios activos de extractos vegetales para
lograr inhibir el crecimiento de microorganismos
patogenos (Rodriguez Pava et al., 2017).

En la literatura se registran numerosas
combinaciones de extractos vegetales para
potenciar su actividad, como la canela més el clavo
de olor (Pastrana Puche et al.,, 2017). En el
presente trabajo, la combinacion del sésamo con el
molle produjo inhibicién de S. aureus, mientras
que la combinaciéon del sésamo con la canela
inhibi6 el desarrollo de todas las cepas ensayadas.
Asimismo, estudios anteriores como los de Amara
et al, (2008) y Huaméan et al, (2003)

demostraron la actividad antibacteriana del
extracto metanodlico de la corteza de canela.

od Staphylococcus
4 aureus {

AT

| l“"l‘

i | —®| Halos de inhibicion

Figura 1. Poder inhibitorio de extractos vegetales sobre el
Staphylococcus aureus. Método de difusion en agar nutritivo
por disco frente a molle (1), canela (2), mufa (3), sésamo (4).
La flecha indica los halos de inhibicion.

La evaluacion del efecto bacteriostatico/
bactericida puede observarse en la Tabla 3. La
mayoria de los extractos ensayados presentaron
efecto bacteriostatico a to, mientras que el efecto
bactericida solo se observé en la canela frente a S.
ser. typhimurium a 5 min y frente a E. coli
0157:H7 a 10 min. Los extractos de molle, molle +
sésamo y mufia frente a S. aureus no presentaron
ningin tipo de efecto. Esto puede relacionarse con
lo descripto por diversos investigadores que han
demostrado que se requieren altas concentra-
ciones de principios activos de extractos vegetales

ANALECTA VET 39(2), 2019

)ec)

30



Inhibicién de enterobacterias por extractos vegetales

Tabla 3. Evaluacion del efecto bacteriostatico/bactericida de los extractos vegetales (EV)

Microorganismos + EV

Tiempo (min)

0 2.5 5 10
S. aureus + molle + + + +
S. aureus + canela - + + +
S. aureus + muiia + + +
S. aureus + (molle + sésamo) + N2 i +
S. aureus + (canela + sésamo) - + + +
S. flexneri + (canela + sésamo) - + + +
E. coli (EAEC) + (canela + sésamo) . + + +
E. coli (ETEC) + (canela + sésamo) - + + +
S. typhimurium + (canela + sésamo) - + + +
S. typhimurium + canela - + - -
S. enteritidis + (canela + sésamo) - + + +
S. enteritidis + canela - + . +
E. coli (EPEC) + (canela + sésamo) - + + +
E. coli (EPEC) + canela - + o +
E. coli (STEC) + (canela + sésamo) - + + +
E. coli (STEC) + canela - + + +
E. coli (EIEC) + (canela + sésamo) - + + +
E. coli (0157) + (canela + sésamo) - + + +
E. coli (O157) + canela - + + -

para lograr inhibir el crecimiento de microorga-
nismos patogenos (Rodriguez Pava et al., 2017).

Conclusiones

En este trabajo se pudo observar que los
extractos con mayor poder inhibitorio sobre
enterobacterias patégenas fueron los obtenidos
con solventes organicos con maceracion, mientras
que la extraccion acuosa no mostr6 poder
inhibitorio. Los extractos de sésamo y canela no
mostraron efecto alguno frente a determinadas
cepas, en cambio estos extractos combinados,
frente a las mismas cepas, mostraron actividad
inhibitoria, observandose un efecto sinérgico. La
aparicion de cepas resistentes a los antibidticos
comerciales genera la necesidad de buscar otras
alternativas para controlarlas. Tal es el caso del
uso de plantas que contienen principios activos
capaces de inhibir el crecimiento bacteriano. Por
este motivo, los resultados obtenidos en el
presente trabajo podrian ser tenidos en cuenta
para futuros usos medicinales contra cepas
bacterianas con particular interés en la Salud
Pablica.
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