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RESUMEN

Melaleuca leucadendron L es una planta comUunmente conocida como cayeput, que
constituye una especie invasora y no deseada en la Ciénaga de Zapata, en la
provincia de Matanzas. Por los usos que se refieren pudiera explotarse de forma
razonable como antimicrobiano. Como objetivo, se pretendié determinar la
actividad antimicrobiana en el extracto fluido obtenido de las hojas de la planta que
crece silvestre en el mencionado territorio. El extracto se obtuvo mediante
repercolacion y el ensayo se realizé in vitro, utilizando los métodos de difusiéon en
agar y dilucion en medio liquido, enfrentando las diferentes concentraciones del
extracto a bacterias, levadura y hongos filamentosos. Se demostré efecto
microbicida del extracto para todos los microorganismos probados, estableciendo
valores de concentracion minima inhibitoria, minima bactericida y minima
fungicida; el efecto se mantuvo estable durante cuatro afios. Estos resultados
confirman el propésito de usar como antimicrobiano la materia prima vegetal en
exceso disponible en la region. Se recomienda tener en cuenta lo discutido en el
estudio en cuanto a los efectos indeseables, para lo que se requieren otros estudios
que profundicen en tal sentido, y se observe la evaluacion riesgo-beneficio a fin de
usar la planta en la practica médica con las precauciones que de igual forma
demandan reconocidos antimicrobianos.
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INTRODUCCION

Las numerosas y variadas especies vegetales que existen en Cuba constituyen una
fuente potencial de materia prima para la busqueda de compuestos que
proporcionen efecto farmacolégico. Este propésito resulta mas razonable si se
tienen en cuenta los recursos naturales abundantes en el territorio, tal es el caso de
Melaleuca leucodendron L, planta que pertenece a la familia Myrtaceae,
comunmente conocida como cayeput. Existen formulaciones con el aceite esencial,
y de los extractos obtenidos de las hojas se conocen multiples efectos (1),
incluyendo resultados que ofrecen posibles respuestas a la urgente busqueda de
antimicrobianos a que se nos ha llamado mundialmente. Teniendo en cuenta este
reclamo y los antecedentes mencionados de esta planta, considerada una especie
invasora y no deseada que causa pérdidas econdémicas y de biodiversidad
importantes en la Ciénaga de Zapata, se evalué el mencionado efecto medicinal
para explotarla de forma prudente como antimicrobiano. Se empled el extracto
fluido obtenido de las hojas, y mediante el método de difusién en agar y dilucion en
medio liquido, se probaron 11 microorganismos que incluyeron bacterias, levadura
y hongos filamentosos.

Se formularon como objetivos determinar la actividad antimicrobiana in vitro en el
extracto fluido obtenido de las hojas de la planta que crece silvestre en la Ciénaga
de Zapata, determinar los valores de concentracién minima inhibitoria (CMI),
concentracion minima bactericida (CMB) y concentracion minima fungicida (CMF)
del extracto frente a los microorganismos susceptibles, asi como la estabilidad del
mismo para mantener el efecto ensayado durante cuatro afios de estudio. (2,3)

METODOS

Extracto vegetal: La planta se selecciond entre las especies presentes en la
biodiversidad vegetal silvestre de la Ciénaga de Zapata, en la provincia de
Matanzas. El extracto se obtuvo de las hojas mediante el método de repercolacion,
con un 21,6 % de soélidos totales, utilizando como menstruo alcohol al 80 %; el
extracto se conservo en frasco &mbar a 25 ©C durante cuatro afos de estudio.

Microorganismos de ensayo: Se emplearon bacterias y levaduras de referencia
internacional depositadas en el American Type Culture Collection (ATCC), y hongos
de origen clinico frecuentemente aislados en el medio:

Staphylococcus aureus ATCC 15006 Bacillus subtilis ATCC 6633
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Escherichia coli ATCC 25922
Trichophyton rubrum, origen clinico Candida albicans ATCC 10231
Trichophyton mentagrophytes, origen clinico  [Microsporum canis, origen clinico
Epidermophyton floccosum, origen clinico IAspergillus Niger, origen clinico
Aspergillus fumigatus, origen clinico




Medios de cultivo: Para bacterias, Caldo Mueller-Hinton, Agar Mueller-Hinton,
Agar Nutriente; y para hongos, Caldo Sabouraud y Agar Sabouraud-dextrosa.

-Concentraciones (mg/mL): 216; 21,6; 2,16; 1,0; 0,5, 0,2; 0,1; 0,05 y 0,02.
-Controles (-): alcohol 80 % (+): Estreptomicina 10mg/mL, Nistatina 4mg/mL y
Ketoconazol 10mg/mL, sélo para controlar sensibilidad de cepas.

Metodologia empleada para determinar actividad antimicrobiana in vitro

La CMI se determiné mediante el método de difusidon en agar, inoculando el medio,
a partir de una concentracion celular 9x10 6 UFC/mL. Perforado este, se pipetearon
100 m L de las concentraciones del extracto y el control en los pocillos. Las
bacterias y la levadura se incubaron 24 horas a 37 °C, mientras que los Aspergillus
y Dermatofitos a 25 ©C por 7 y 14 dias, respectivamente; observando la aparicion
de contaminantes (4). La lectura se realizd atendiendo a la presencia del halo de
inhibiciéon del crecimiento. Para CMB y CMF se empleé el método dilucién y se
transfirieron alicuotas al medio agarizado libre de tratamiento. Los ensayos se
repitieron periddicamente durante cuatro afios de estudio.

RESULTADOS

Se demostré efecto antibacteriano en el extracto fluido obtenido de las hojas de
Melaleuca leucadendron L, con una CMI de 0,5 mg/mL (tabla No. 1) efectiva para
todas las cepas probadas. El valor de la CMB destaca el doble de la antes
mencionada y del mismo modo para todas las bacterias (tabla No. 2). El efecto
antimicético del extracto se comprobd con accion fungicida en la méaxima
concentracion para todos los agentes probados (tablas Nos. 1 y 2). No se observé
efecto del disolvente sobre los microorganismos y se justificod estable el efecto
antimicrobiano durante cuatro afos (tabla No. 3).

Tabla No. 1. Inhibicién del crecimiento microbiano y CMI del extracto fluido
de las hojas de Melaleuca leucodendron L

Concentraciones probadas mg/mL Control
Microorganismos|216|21,6|2,16 1,0/0,5]0,2|0,1|0,05|0,02|NEG|POSIT
S. aureus + |+ + + |+ |+ |+ + | (D] - +
B. subtilis + + |+ +]+ ]+ ]| D] - - +
P. aeruginosa + | + + |+ |(+)] - - 4
E. coli + | + + |+ |(#)] - - +
C. albicans + | ()| - - +
T. rubrum + | + + ()] - - +
T. mentagrophytes| + | + + (D) - - +
M. canis + | + + |(+)] - - +
E. floccosum + |+ ()] - _ +
A. niger + |+ ()] - - +
A. fumifatus + |+ ()] - - +
Leyenda:

(+) CMI del extracto
+ Halo de inhibicion
- poca o ninguna inhibicidon del microorganismo



Tabla No. 2. CMB y CMF del extracto fluido de las hojas de Melaleuca
leucodendron L

Concentraciones probadas mg/mL Control
Microorganismos| 216 |21,6(2,16/{1,0]0,5]0,2| 0,1 |0,05]|0,02| NEG |POSIT
S. aureus + + + + + + + | (+) - - +
B. subtilis + + + + + + + | ()] - -

P. aeruginosa + + + | (P - - +
E. coli + + + | (P - - +
C. albicans (+) - - +
T. rubrum + + | ()| - - +
T.mentagrophytes + + | ()| - - +
M. canis + + | ()| - - +
E. floccosum + (+) - - +
A. niger + (+) - - +
A. fumifatus + (+) - - +

Leyenda:

(+) Valor de CMB o CMF

+ Inhibe crecimiento microbiano

- no inhibe el crecimiento microbiano

Tabla No. 3. Estabilidad del efecto antimicrobiano durante 4 afios de
estudio

Microorganismos Primer ensayo Ultimo ensayo
Staphylococcus aureus
Bacillus subtilis
Pseudomona aeruginosa
Candida albicans
Trichophyton rubrum
Microsporum canis
Epydermophyton floccosum
Aspergillus niger

HlH(HE T
Fl++tHITET

Leyenda: + Efecto mantenido del extracto

DISCUSION

Los resultados de este trabajo referente a bacterias grampositivas coinciden con los
realizados en el aceite esencial de Melaleuca leucadendron venezolano (5), Al no
referir la ausencia de actividad frente a Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa,
para los que en el ensayo que se discute si se evidencid efecto bactericida, deben
considerarse componentes diferentes del suelo, del extracto y del aceite empleado.

Carballo Velasquez N, al ensayar con cepas de diferentes origenes, y probar una
solucion oral de Melaleuca, no observéo ventajas en la curacion clinica para el
tratamiento de la candidiasis orofaringea (6). Por su parte, en este estudio, aunque
s6lo en la maxima concentracion, resulté efectiva para el agente causal, y deben
razonarse las condiciones para realizar el ensayo en este caso in vitro y no in vivo,
como los sefialados en la referida revision. En estudios publicados en Brasil sobre el
método para investigar actividad inhibitoria en productos naturales, incluyeron




resultados obtenidos del efecto bacteriostatico y fungistatico de Melaleuca,
utilizando bacterias y levadura ATCC y método de difusion en agar con
perforaciones, como el empleado en este ensayo (7).

En otras instituciones cubanas se alcanzaron resultados que coinciden con los de
este trabajo, ademas se probaron efecto antiprotozoal (9); otros demostraron
actividad antimalarica (8), antihelmintica, antiviral, ademas de insecticida, incluso
como repelente (1,10,11). Los mencionados efectos comprobados en Melaleuca
leucadendron L sobre diferentes agentes bioldgicos con disimiles grados de
complejidad, sugieren pensar en posibles riesgos a tener en cuenta al emplearla en
humanos. Una multiplicidad de investigadores, entre ellos cubanos, han
demostrado efectos téxicos, genotdxicos, irritantes, citotoxicos frente a células
humanas, ademas se reportan limitaciones para el uso interno de preparados que
contengan el aceite esencial, constituyente mayoritario y activo como
antimicrobiano en esta planta (5,8,9,12-4). Se acentUa que en estudios anteriores
realizados en este extracto se demostré6 un alto indice de segregacién mitética
inducida como expresion de genotoxicidad en concentraciones iguales o mayores
que 1,08mg/mL; en otros extractos de menor concentracién de sélidos totales se
obtuvieron similares resultados (13). En trabajos realizados por Ferndndez-Calienes
y cols, al evaluar la toxicidad de 35 extractos de plantas cubanas clasificaron como
extremadamente toéxico, y entre los mas letales estudiados el de Melaleuca
leucadendron, descartando la posibilidad de continuar estudios farmacolégicos en la
especie (15). No se discuten otros efectos ni posibilidades de explotacion en esta
planta, y se arriban a las siguientes conclusiones:

En este estudio se comprobd efecto bactericida y fungicida en el extracto fluido
obtenido de las hojas de Melaleuca leucadendron L que crece en el Humedal de
Importancia Internacional Ciénaga de Zapata, se determinaron los valores de CMI,
CMB y CMF del extracto frente a los microorganismos de prueba, y se demostro
estabilidad del mismo para mantener el efecto ensayado durante cuatro afios de
estudio.

Se recomienda explotar como antimicrobiano la materia prima vegetal en exceso
disponible en la region, teniendo en cuenta lo discutido en este estudio en cuanto a
los efectos indeseables, para lo que se requieren otros estudios que profundicen en
tal sentido y se observe la evaluacion riesgo-beneficio, a fin de usar la planta en la
practica médica con las precauciones que de igual forma demandan reconocidos
antimicrobianos.
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SUMARY

Melaleuca leucadendron L is a tree commonly known as cayeput, being an invasive,
undesirable species in Cienaga de Zapata, in the province of Matanzas. According to
the referred usages, it might be exploited in a reasonable way as an antimicrobial
agent. As our objective we pretended to determine antimicrobial activity in the fluid
extract of the leaves of this tree wildly growing in the before mentioned territory.
The extract was obtained by repercolation and the assay was carried out in vitro,
using the methods of diffusion in agar and dilution in a liquid media. Different
concentrations of the extract were used against bacteria, yeast, and filamentous
fungi. The microbicidal effect of the extract was demonstrated for all the tested
microorganisms, establishing values of minimal inhibitory, minimal bactericidal and
minimal fungicidal effects of the concentration. The effect kept steady during four
years. These results confirm the purpose of using as antimicrobial the raw
vegetable material existing in excess in the region. It is recommended to take into
account the matters discussed in the study according to the undesirable effects, so
other studies are required to deepen in that sense. The evaluation risk-benefit
should be observed to use the tree in the medical practice with the precautions also
demanded by other well-known antimicrobials.
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