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RESUMEN

El uso excesivo de antimicrobianos, debido a la intensificacion de los sistemas productivos,
ha producido un aumento en la resistencia bacteriana. Debido a esto, diferentes
organizaciones intergubernamentales han solicitado el uso racional de estos farmacos en
estos sistemas productivos. EI mal uso de antimicrobianos se observa en diversas
patologias, dentro de las cuales se encuentra la mastitis clinica del ganado lechero, cuyo
principal agente etioldgico en la zona sur del pais es Staphylococcus aureus, resistente a
multiples farmacos. Por este motivo se han estudiado nuevas alternativas terapéuticas,
como Aloe vera, por su efecto antimicrobiano. Se evaluaron los efectos inhibitorios de
liofilizados de geles de A. vera comercial y extraido de plantas nacionales, asociados a
cloxacilina o ceftiofur frente a S. aureus ATCC 29213 mediante el Método de
Macrodilucion en Caldo. Se determind su Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
mediante turbidez y se confirmé por UFC/mL y absorbancia. Los resultados obtenidos
demostraron una disminucion de un 87,5% y 75% en las CMI establecidas por el CLSI de
ceftiofur y cloxacilina respectivamente. Estos resultados permitirian formular un
tratamiento intramamario con esta asociacion para las mastitis clinicas causadas por S.
aureus. Esto disminuiria la posibilidad de generar resistencia, como también reduciria los

periodos de carencia definidos actualmente para estos farmacos.
Palabras claves: Aloe vera, Staphylococcus aureus, Cloxacilina, Ceftiofur, Mastitis bovina.
ABSTRACT

The excessive use of antimicrobial drugs, due to the intensification of the productive
systems, has lead to an increase in the bacterial resistance. Due to this, different
intergovernmental organizations have recommended the rational use of these drugs in these
productive systems. The misuse of antimicrobials has been observed in the treatment of
several pathologies, such as clinical mastitis of the dairy cattle. The main etiologic agent in
the southern regions of the country is Staphylococcus aureus, which presents resistance to
several drugs. In consequence, new therapeutic alternatives have been studied, as Aloe vera,
because of its antimicrobial effect. The inhibitory effects of the freeze-dried A. vera gels

collected from commercial distributors and national plants, associated to cloxacillin or



ceftiofur, against S. aureus ATCC 29213 was evaluated by means of Broth Macrodilution
Method. The Minimal Inhibitory Concentration (MIC) was determined by turbidity and
confirmed by UFC/mL and UV-visible Spectrophotometry. The results showed a decrease
of a 87,5% and 75% in the MIC values for ceftiofur and cloxacillin, respectively, when
compared with the MIC reported by the CLSI. These results may be used for the design of
a formulation for intramammary use containing this association for the treatment of clinical
mastitis caused by S. aureus. Thus, the possibility of generating bacterial resistance will be
diminished and shorter withdrawal times for these antimicrobials may be needed.

Keywords: Aloe vera, Staphylococcus aureus, , Cloxacillin, Ceftiofur, Mastitis.



INTRODUCCION

Debido al aumento en la demanda alimenticia, originado principalmente por el crecimiento
demogréfico, estas Gltimas décadas a nivel mundial se han intensificado los sistemas de
produccion animal. Entre las desventajas de este mayor hacinamiento, esta el aumento de la
diseminacion de agentes infecciosos de origen bacteriano y por ende el uso excesivo de
antimicrobianos en animales productivos. El uso excesivo de antimicrobianos ha generado
un aumento de la resistencia bacteriana, teniendo implicancias en la salud de los animales y
en la salud publica, debido al aumento de la resistencia en bacterias patégenas transmitidas
por los alimentos tales como Salmonella spp. y Campylobacter spp. (OMS, 2001).

Debido a lo sefalado, diferentes organizaciones intergubernamentales como la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en conjunto con la "Food and Agriculture
Organization” (FAQO) (2009), la Organizacion Internacional de Epizootias (OIE) y el Codex
Alimentarius, solicitan a los paises disminuir el uso de antimicrobianos en medicina

veterinaria e incluir las Buenas Practicas del uso de farmacos en animales de produccion.

Ademas, diferentes paises han instaurado Programas de Vigilancia de la Resistencia en
bacterias patdgenas, zoondticas y comensales aisladas de animales productivos (Martel et
al., 2001; Goodyear, 2002). Los resultados de éstos han permitido tomar decisiones frente a
los antimicrobianos a los que las bacterias estan presentando mayores niveles de
resistencia, como es el caso de la “Food and Drug Administration”, que prohibio el uso de

enrofloxacino en aves de corral (FDA, 2005).

A nivel nacional, en abril de 2005, Chile adopto la peticiébn en todos los sistemas
productivos, eliminando la utilizacion de antimicrobianos como promotores de crecimiento.
En el caso de la industria del salmén, SERNAPESCA por la resolucién N°67/2003 declaré
que el uso de antimicrobianos solo podra ser efectuado bajo prescripcién de un Médico
Veterinario. Recientemente, en abril de 2012, el Servicio Agricola y Ganadero (SAG)

también adopto esta medida en bovinos, cerdos y aves.



La problemética de la resistencia bacteriana y el uso excesivo de antimicrobianos se ve
reflejada en la mastitis bovina, una de las patologias mas frecuentes en el ganado bovino
lechero a nivel mundial. En los Estados Unidos de América (E.E.U.U.) se estima que cerca
del 80% del uso de estos farmacos es por esta causa, calculandose costos cercanos a los dos
billones de dolares anuales en antimicrobianos (Pol y Ruegg, 2007).

Las bacterias de mayor importancia en los cuadros de mastitis, a nivel nacional,
corresponden a Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, y Escherichia coli,
reconociéndose como agentes causales del 95% de los casos (San Martin et al., 2002). El
Consorcio Lechero (2011) confirmé que S. aureus continta siendo el patdgeno mamario
mas importante en los rebafios lecheros del sur de Chile.

Al igual que en otros cuadros infecciosos de origen bacteriano, la terapia antimicrobiana
generalmente se inicia después de un diagnostico empirico, generando en varios casos
repeticion de terapia por bacterias resistentes. Durante el tratamiento y el periodo de
carencia, la leche debe ser eliminada y no debe ser destinada al consumo humano ni animal,
aumentando asi las pérdidas econdmicas para el productor por el costo del tratamiento en si
y mayoritariamente por la disminucion de la produccion y las pérdidas de leche (San
Martin et al., 2002).

Ceftiofur y cloxacilina son dos de los antimicrobianos de primera eleccion para el
tratamiento de las mastitis causada por S. aureus (Melchior et al., 2007; Aarestrup y Skov,
2010).

Debido al aumento de la resistencia bacteriana en esta patologia, tanto el uso de vacunas
como Enviracor® (SAG, 2013) y la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas, es
actualmente de gran importancia. Dentro de estas han destacado la homeopatia como
Reylac, donde la respuesta no ha sido satisfactoria en tratamiento de mastitis subclinicas
(Sepulveda et al., 2010; Valera et al., 2005).

Por otro lado, plantas medicinales, como es el caso de la Aloe barbadensis Miller ha
demostrado in vitro gran eficacia frente a las bacterias causantes de mastitis, entre las que
se encuentra S. aureus (Agarry et al., 2005). El uso de esta planta con fines medicinales ha

sido extenso debido a sus propiedades inmunoestimulantes, dermatoldgicas,
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antineoplasicas, antioxidantes, odontoldgicas y endocrinas (Lujan et al., 2008), ademas de

actividad antimicrobiana.

El efecto antimicrobiano se ha asociado a diferentes compuestos quimicos ubicados en la
hoja de esta planta, siendo los mas abundantes los polisacaridos y los compuestos fendlicos.
Muchos de estos compuestos han sido identificados y cuantificados, pero la actividad
antimicrobiana no se ha podido atribuir a un componente en particular, postulandose que el
efecto inhibitorio de Aloe vera frente a diferentes bacterias, se debe al conjunto de los
polisacaridos con los compuestos fendlicos (Rodriguez et al., 2010).

Se postula ademas que el conjunto de estos compuestos actla simultaneamente en
diferentes sitios blancos de la bacteria, como son las enzimas esenciales del metabolismo,
la pared celular y el material genético (Rodriguez et al., 2010). Debido a esto, es probable
que las bacterias no sean capaces de generar resistencia o la adquisicion de genes de

resistencia sea mas lenta.

Por otro lado, pruebas realizadas con pomos de gel de A. vera y otros componentes
naturales (Mastiliber®) para el tratamiento de las mastitis, han demostrado una buena
recuperacion clinica, pero sin una eliminacion total de las bacterias, observandose una

reincidencia del cuadro clinico (Sumano et al., 1996).

Debido a los antecedentes sefialados y a la necesidad de disminuir el uso excesivo de los
antimicrobianos sintéticos, la hipotesis que se plantea en esta memoria de titulo postula que
la asociacion de Aloe barbadensis Miller con ceftiofur o cloxacilina, en concentraciones
menores a la CMI definida para cada antimicrobiano, inhibe el crecimiento de S. aureus
ATCC 29213, lo que permitiria disminuir la dosis y, en consecuencia, los periodos de
carencia de estos antimicrobianos. Para comprobar la hipotesis planteada, el objetivo fue
evaluar el efecto inhibitorio de la asociacion de Aloe barbadensis Miller con cloxacilina o
ceftiofur frente a S. aureus ATCC 29213.



MATERIALES Y METODOS

Las actividades se realizaron en el Laboratorio de Farmacologia Veterinaria de la Facultad
de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (Favet), el cual trabaja bajo
un Sistema de Calidad (1SO 17025 of 2005), asegurando la proteccion del personal y del
ambiente al manipular bacterias (se adjunta el certificado del Comité de Bioseguridad
Animal).

Obtencion del gel desde plantas de A. vera

Se trabajo con plantas de A. vera cultivadas en Chile y con un gel liofilizado comercial
(America Inc. Arizona, USA). EI gel comercial se utiliz6 como control debido a que la

concentracion de polisacaridos y compuestos fenolicos son conocidos.

Las hojas obtenidas de plantas de A. vera, se rotularon sefialando el origen y la edad de la
planta, debido a que estos parametros podrian cambiar la cuantificacion de los componentes
quimicos de la planta, influyendo en la CMI. Para obtener el gel, se utilizd como referencia
el trabajo de Femenia et al. (2003). Las hojas se lavaron con agua corriente con 50 ppm de
cloro activo, finalizando con agua desionizada. Se eliminé la corteza, dejando sélo el gel de
color blanco, que fue pesado y centrifugado dos veces, la primera por 5 min a 4200 xg y la

segunda por 15 min a 4200 x g. El gel se congeld a -80°C y luego fue liofilizado.
Extraccion de los componentes inhibitorios

Para extraer los compuestos fendlicos y polisacaridos del liofilizado y eliminar residuos
vegetales, se tomo como referencia el método descrito por Habeeb et al. (2007) con
modificaciones. La extraccion se realizd con 5g de liofilizado (comercial y obtenido de
plantas). Como solvente de extraccién se utilizo metanol y con el extracto se analizaron las
CML.

Determinacién de la CMI de los liofilizados de A. vera frente a S. aureus ATCC 29213

Para cuantificar el efecto inhibitorio de A. vera sobre S. aureus ATCC 29213, se trabajo

con el liofilizado comercial y una vez conocida la concentracion (mg/mL) necesaria para
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inhibir la bacteria, se utilizaron liofilizados de geles de hojas de A. vera obtenidos de

plantas cultivadas a nivel nacional.

Para los anélisis se utilizé el Método de Macrodilucién en Caldo, siguiendo las normas del
Clinical and Laboratory Standards Institute para animales (CLSI, 2008).

- Obtencion del cepario a partir de la bacteria ATCC

Para mantener un cepario desde los liofilizados de S. aureus ATCC 29213, se siguieron las
instrucciones del proveedor. El cepario se mantuvo congelado en un sistema de esferas

Cryobank® a -80° C hasta el momento de su uso.

- Preparacion de las diluciones del gel de A. vera

El extracto obtenido de los 5 g de liofilizado fueron diluidos en 10 mL de caldo Mueller-
Hinton cation ajustado, generando una concentracion inicial de 500 mg de gel/mL. A partir
de esta, se prepararon las siguientes diluciones: 250; 125; 62; 31; 15,5; 7,8; 3,9; 1,95 y
0,975 mg de gel/mL. También se utilizaron diluciones intermedias para determinar de

manera mas precisa la CMI.

- Inoculacién de las bacterias en las diferentes diluciones del gel

A partir del cepario se preparé una concentracion bacteriana equivalente al estandar 0,5
McFarland correspondiente a 1-2x10° UFC/mL. A partir de éste se realizé una dilucién

para obtener una concentracion final de 5x10° UFC/mL.

A cada tubo se colocd 1 mL del in6culo bacteriano, 5 mL de cada dilucién de A. vera 'y 4
mL de caldo. Se realizaron dos controles, uno sin A. vera y uno sin indculo bacteriano para
controlar esterilidad. Todo el proceso se realizd en un lapso inferior a 15 min. Los tubos se

incubaron a 36+1° C por 24 horas.



La CMI se evalu6 visualmente por turbidez y fue confirmada midiendo absorbancia por
espectrofotometria UV-visible y recuento bacteriano (UFC/mL). En este ultimo caso 10 uL
de cada tubo se sembraron en placa con “Agar Plate Count” y se incubaron a 36+1° C por

24 horas. Finalizada la incubacion, se realiz6 el recuento bacteriano.

Confirmacién de la CMI de cloxacilina y ceftiofur frente a S. aureus ATCC 29213

Se evalud la CMI de cada antimicrobiano en estudio, con el fin de comprobar los rangos de
inhibiciones establecidas CLSI (2008). Se utiliz6 el Método de Macrodilucion en Caldo
descrito anteriormente, siguiendo las recomendaciones de solventes y diluyentes

establecidos para cada antibidtico.

En un tubo de ensayo se colocaron: 8 mL de caldo Mueller-Hinton cation ajustado, 1 mL de
diluciones decrecientes de ceftiofur o cloxacilina segun correspondia y 1 mL de suspension
bacteriana. Se incubaron por 24 horas a 36+1° C. Se realizd un control s6lo con el indculo

bacteriano y un control sin inoculo bacteriano para controlar esterilidad.

Determinacion de la concentracion de cloxacilina y ceftiofur para su utilizacion en la

asociacion con A. vera frente a S. aureus ATCC 29213

Se realizaron curvas de crecimiento bacteriano segun lo establecido por el National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (1999) para determinar la

concentracion de antimicrobianos a utilizar en la asociacion con A. vera.

Las curvas de crecimiento se realizaron con concentraciones decrecientes de
antimicrobianos partiendo de la CMI definida para cada uno de ellos. A cada tubo se le
colocé 1 mL de indculo bacteriano (5x10° UFC/mL), 1 mL de cada concentracion de
antibiotico y 8 mL de caldo Mueller-Hinton catién ajustado. Los tubos se incubaron por 24
horas a 36 + 1° C. Para evaluar la curva de crecimiento bacteriano, a las 0,4,8,10 y 24 horas
se midieron las UFC/mL de cada concentracion y se midié la absorbancia por

espectrofotometria UV-visible.



La concentracion que presentd una curva de crecimiento bacteriano similar a la curva de

crecimiento sin antimicrobiano, fue elegida para utilizar en la asociacion con A. vera.
Determinacién de la CMI de la asociacion de A. vera con ceftiofur o cloxacilina

Se utiliz6 el Método de Macrodilucion en Caldo, de acuerdo a las normas recomendadas
por el CLSI (2008).

La concentracion establecida por las curvas de crecimiento para cloxacilina y ceftiofur se
asociaron con diluciones decrecientes de A. vera menores a la CMI establecida frente a la
cepa de S. aureus ATCC 29213. Se realizaron las pruebas de asociaciones.

En esta etapa se siguieron los siguientes pasos:

En un tubo de ensayo se colocaron: 3 mL de caldo Mueller-Hinton cation ajustado, 1 mL de
la dilucion de ceftiofur o cloxacilina segun correspondia, 5 mL de la concentracion
determinada de A. vera y 1 mL de suspension bacteriana. Se realizé un control para cada
asociacion sin antimicrobiano y un control sin A. vera. Ademas se realizé un control de
crecimiento solo con el in6culo bacteriano y un control de esterilidad. Se incubaron por 24
horas a 36x1° C.

La CMI se evalud visualmente por turbidez y fue confirmada midiendo absorbancia por
espectrofotometria UV-visible y recuento bacteriano (UFC/mL). En este Gltimo caso 10 pL
de cada tubo se sembraron en placa con "Agar Plate Count™ y se incubaron a 36x£1° C por

24 horas. Finalizada la incubacion, se realizé el recuento bacteriano.

Analisis de los resultados

Los resultados confirmatorios de la CMI definida mediante a turbidez (visual) fueron
analizados porcentualmente, comparando la absorbancia de los tubos correspondientes a la
CMI con la absorbancia del tubo control de crecimiento bacteriano normal. Asi también se
compard las UFC/mL de los tubos correspondientes a la CMI con las UFC/mL del tubo

control de crecimiento bacteriano normal.



Se aceptd la CMI definida visualmente cuando los resultados de las concentraciones
correspondientes en los métodos confirmatorios presentaron una disminucién del

crecimiento mayor o igual a un 80% comparado con el tubo control de crecimiento normal.
RESULTADOS

La liofilizacion de los geles de A. vera tuvieron un rendimiento promedio de un 0,5% del
peso inicial de la hoja (4,2 g). Las hojas frescas pesaban entre 800-1000 g.

- CMI de los extractos de liofilizados de geles de A. vera

La CMI de los extractos de liofilizado de A. vera frente a S. aureus ATCC 29213, evaluada
por turbidez, se determind en 45 mg/mL. Este valor fue igual para los extractos obtenidos
de liofilizados comerciales y de hojas de plantas cultivadas a nivel nacional. En las Figuras
1 y 2 se muestran las CMI de ambos extractos comparando la turbidez de cada
concentracion con el tubo control sin bacterias.

Figura 1. Determinacion de la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) del extracto
del gel liofilizado de A. vera comercial (America Inc. Arizona) sobre S. aureus ATCC

29213 (medido visualmente). A: Control: S. aureus ATCC 29213 en crecimiento normal; B: S. aureus
ATCC 29213 + 40 mg/ml del extracto del liofilizado del gel de A. vera comercial; C: S. aureus ATCC 29213
+ 45 mg/mL del extracto del liofilizado del gel de A. vera comercial; D: Control sin bacteria.
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Figura 2. Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto
del gel liofilizado de A. vera obtenido de hojas cultivadas a nivel nacional sobre S.

aureus ATCC 29213 (medido visualmente). 1: S. aureus ATCC 29213 + 60 mg/mL del extracto
del liofilizado del gel de A. vera obtenido de hoja; 2: S. aureus ATCC 29213 + 50 mg/ mL del extracto del
liofilizado del gel de A. vera obtenido de hoja; 3: S. aureus ATCC 29213 + 45 mg/ mL del extracto del
liofilizado del gel de A. vera obtenido de hoja; 4: S. aureus ATCC 29213 + 40 mg/ mL del extracto del
liofilizado del gel de A. vera obtenido de hoja; 5: S. aureus ATCC 29213 + 30 mg/ mL del extracto del
liofilizado del gel de A. vera obtenido de hoja; 6: Control: S. aureus ATCC 29213 en crecimiento normal; 7:
Control sin bacteria.

La CMI definida a 45 mg/mL por turbidez fue confirmada por absorbancia y UFC/mL, ya
que los resultados de ambos métodos presentaron una disminucién del crecimiento mayor o
igual a un 80%, comparado con el tubo control de crecimiento normal.

En las Tablas 1 y 2 se sefialan los resultados obtenidos por UFC/mL y absorbancia para los
extractos del liofilizado del gel comercial y de hojas obtenidas de plantas cultivadas a nivel

nacional.



Tabla 1. Confirmacion por UFC/mL y absorbancia de la Concentracion Minima
Inhibitoria (MIC) del extracto del liofilizado del gel de A. vera comercial (America
Inc. Arizona) frente a S. aureus ATCC 29213.

Confirmacién por UFC/mL Confirmacion por absorbancia
Concentracion Inhibicién del Inhibicion del
del extracto del Crecimiento  crecimiento Crecimiento  crecimiento
liofilizado bacteriano bacteriano bacteriano bacteriano
(mg/mL) *UFC/mL (%) (%) Absorbancia (%) (%)
0 320.000.000 100 0 1,446 100 0
23 122.333.333 38,2 61,8 0,673 46,5 53,5
34 43.233.333 13,5 86,5 0,429 29,7 70,3
45 13.400.000 4,2 95,8 0,257 17,8 82,2
68 1.700 0,001 99,999 0,044 3,04 96,96
90 1 0,0 100,00 0,058 4,01 95,99

* Unidades Formadoras de Colonias por mL

Tabla 2. Confirmacion por UFC/mL y absorbancia de la Concentracion Minima
Inhibitoria (MIC) del gel de A. vera liofilizado obtenido de hoja sobre S. aureus ATCC
29213.

Confirmacién por UFC/mL Confirmacion por absorbancia
Concentracién del Inhibicién del Inhibicion del
extracto del Crecimiento  crecimiento Crecimiento  crecimiento
liofilizado bacteriano bacteriano bacteriano bacteriano
(mg/mL) *UFC/mL (%) (%) Absorbancia (%) (%)
0 680.000.000 100 0 0,932 100 0
30 30.800.000 45 95,5 0,221 23,7 76,3
40 3.720.000 0,5 99,5 0,088 9,4 90,6
45 1.300.000 0,2 99,8 0,052 5,6 94,4
50 0 0,0 100,0 0,048 5,2 94,8
60 0 0,0 100,0 0,051 5,5 94,5

* Unidades Formadoras de Colonias por mL

Se realizaron tres repeticiones con cada extracto de liofilizado de gel. En la Tabla namero 3
se sefialan los porcentajes de crecimiento e inhibicion, observandose que los resultados del
porcentaje de inhibicidn del crecimiento bacteriano expresados en porcentajes estan dentro

del rango establecido para cada ensayo (= 80%).
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Tabla 3. Resultados de las repeticiones de los métodos confirmatorios del gel de A.
vera comercial liofilizado y obtenido de hoja sobre S. aureus ATCC 29213.

Confirmacion por UFC/mL Confirmacidn por absorbancia
Concentracion Inhibicion del Inhibicion del
del extracto del Crecimiento  crecimiento Crecimiento  crecimiento
liofilizado bacteriano bacteriano bacteriano bacteriano
A. vera (mg/mL) *UFC/mL (%) (%) Absorbancia (%) (%)

No 0 770.000.000 100 0 0,833 100 0
Comercial 45mg/ml 62.400 0,008 99,992 0,005 0,6 99,4
Comercial 45mg/ml 10.100 0,001 99,999 0,003 0,36 99,64
Comercial 45mg/ml 10.100 0,001 99,999 0,068 8,163 91,837

Hoja 45mg/ml 7.480.000 0,971 99,029 0,087 10,444 89,556
Hoja 45mg/ml 8.520.000 1,106 98,894 0,115 13,806 86,194
Hoja 45mg/ml 7.880.000 1,023 98,977 0,1 12,005 87,995

* Unidades Formadoras de Colonias por mL

- Confirmacion de la CMI de cloxacilina y ceftiofur definida segun el Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008)

La CMI definida por el CLSI (2008) para ambos antimicrobianos fue confirmada, ya que
los resultados frente a S. aureus ATCC 29213 fueron de 0,5 pg/mL y 0,25 pg/mL, para

ceftiofur y cloxacilina respectivamente.

En la Tabla 4 se sefialan las CMI para los antimicrobianos en estudio y para el extracto de

los liofilizados de geles de A. vera frente a S. aureus ATCC 29213:

Tabla 4. Resumen de las CMI's de los antimicrobianos en estudio y A. vera.

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) frente a Staphylococcus aureus ATCC 29213

Agente inhibitorio CMI obtenido CMI definida por el CLSI
(2008)
Ceftiofur 0,5 pg/mL 0,25-1,0 pg/mL
Cloxacilina 0,25 pg/mL 0,12-0,5 pg/mL
A. vera 45 mg/mL Sin definicion
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- Determinacion de las concentraciones de cloxacilina y ceftiofur para la asociacion

con A. vera

Como resultado de las curvas de crecimiento bacteriano con los antimicrobianos en estudio,
las concentraciones de 0,06 y 0,125 pg/mL de cloxacilina y ceftiofur respectivamente,
fueron definidas para ser utilizadas en la asociacion con A. vera. Estas curvas presentaron
un comportamiento del crecimiento similar a la curva del crecimiento control sin
antimicrobiano y la concentracion correspondié a un 25% de la CMI definida para cada

antimicrobiano frente a la bacteria en estudio.

En la Tabla 5 y las Figuras 3 y 4 se observan las curvas de crecimiento de S. aureus ATCC
29213 en presencia de cloxacilina medidas por UFC/mL y confirmadas por espectrometria
UV-visible. En la Tabla 6 y las Figuras 5 y 6 se observan las curvas de crecimiento de S.
aureus ATCC 29213 en presencia de ceftiofur medidas por UFC/mL y confirmadas por
espectrometria UV-visible.

Tabla 5. Evaluacién de las curvas de crecimiento de S. aureus ATCC 29213 con
distintas concentraciones de cloxacilina.

Concentraciones de cloxacilina

*UFC/mL Absorbancia
Sin 0,125 0,188 0,25 Sin 0,06 0,125 0,188 0,25
Horas  cloxacilina 0,06 pug/mL pg/mL pg/mL pg/mL  Cloxacilina  pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL
0 250.000 380.000 250.000 240.000 270.000 0,018 0,034 0,023 0,019 0,022
4 4.000.000  2.400.000 620.000 70.000 50.000 0,080 0,064 0,057 0,042 0,031
8 45.500.000 = 20.050.000 140.000 1 1 0,435 0,517 0,060 0,024 0,024
10  155.000.000 =~ 20.050.000 150.000 1 1 0,757 0,746 0,065 0,025 0,024
24 320.000.000 41.533.333 96.000.000 310.000 1 1,446 1,400 1,033 0,023 0,020

* Unidades Formadoras de Colonias por mL
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Figura 3. Curva de crecimiento evaluada por UFC/mL en relacion al tiempo de
incubacion para cada concentracion de cloxacilina.
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Figura 4. Curva de crecimiento evaluada por absorbancia en relacion al tiempo de
incubacion para cada concentracion de cloxacilina

Tabla 6. Evaluacién de las curvas de crecimiento de S. aureus ATCC 29213 con
distintas concentraciones de ceftiofur.

Concentraciones de Ceftiofur

*UFC/mL Absorbancia
0,375 0,5 Sin 0,125 0,25 0,375 0,5
Horas  Sin ceftiofur = 0,125 pg/MI 0,25 pg/mL pg/mL pg/mL  ceftiofur = pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL
0 250.000 580.000 540.000 130.000 500.000 0,018 0,024 0,019 0,018 0,019
4 4.000.000 3.240.000 430.000 100.000 120.000 0,080 0,043 0,024 0,023 0,029
8 45.500.000 = 99.500.000 2.376.667 10.000 10.000 0,435 0,471 0,059 0,024 0,027
10 155.000.000 216.500.000 2.123.333 40.000 1 0,757 0,621 0,076 0,025 0,025
24 320.000.000 258.000.000 50.000.000 13.266.667 1 1,446 1,350 0,241 0,103 0,021

* Unidades Formadoras de Colonias por mL
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Figura 5. Curva de crecimiento evaluada por UFC/mL en relacion al tiempo de
incubacion para cada concentracion de ceftiofur.
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Figura 6. Curva de crecimiento evaluada por absorbancia en relacion al tiempo de

incubacion para cada concentracion de ceftiofur.

- Determinacion de la CMI de la asociacién de cloxacilina o ceftiofur con A. vera

Las concentraciones definidas para cloxacilina y ceftiofur frente a S. aureus ATCC 29213
fueron probadas con concentraciones menores a la CMI definida para A. vera (30, 23 y 15

mg/mL).

Para el caso de ceftiofur, comparando la turbidez de la concentracion elegida en la curva de
crecimiento bacteriano para este farmaco (0,125 pg/mL) con diferentes concentraciones de
A. vera, se observd un 100% de inhibicidn del crecimiento bacteriano para ambos
liofilizados. Debido a estos resultados se probd una concentracion mas baja del
antimicrobiano (0,06 pg/mL) con las diferentes concentraciones de A. vera. Con esta

concentracion de ceftiofur asociado a A. vera se logro resultados similares al ensayo
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anterior, existiendo diferencias en la concentracion de A. vera (mg/mL) entre el extracto del
liofilizado del gel comercial y el extracto del liofilizado del gel obtenido de hojas de plantas

nacionales.

La CMI del extracto del liofilizado del gel comercial + ceftiofur fue de 30 mg/mL + 0,06

pg/mL respectivamente.

La CMI del extracto del liofilizado del gel obtenido de hojas de plantas nacionales +

ceftiofur fue de 23 mg/mL + 0,06 pg/mL respectivamente.

Para el caso de cloxacilina la CMI del extracto del liofilizado del gel comercial y del
obtenido de hojas de plantas nacionales asociado a este fa&rmaco fue igual. La CMI para
ambos casos se defini6 en 30 mg/mL del extracto del liofilizado + 0,06 pg/mL de

cloxacilina.

En las Figuras 7, 8, 9 y 10 se observa la determinacion de la CMI por turbidez para cada

asociacion.

Figura 7. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de la
asociacion del extracto del gel liofilizado de A. vera comercial y ceftiofur frente a S.

aureus ATCC 29213 (medido visualmente). A: Control: S. aureus ATCC 29213 en crecimiento
normal; B: S. aureus ATCC 29213 + 30 mg/mL del extracto del gel de A. vera comercial; C: S. aureus
ATCC 29213 + 0,06 pg/mL de ceftiofur; D: S. aureus ATCC 29213 + 30 mg/mL del extracto del gel de A.
vera comercial + 0,06 pg/mL de ceftiofur; E: Control sin bacteria.
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Figura 8. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de la
asociacion del extracto del gel liofilizado obtenido de hojas de plantas nacionales y
ceftiofur frente a S. aureus ATCC 29213 (medido visualmente). A: Control: S. aureus
ATCC 29213 en crecimiento normal; B: S. aureus ATCC 29213 + 0,06 pg/mL de ceftiofur; C: S. aureus
ATCC 29213 + 23 mg/ mL del extracto del gel obtenido de hojas de plantas nacionales; D: S. aureus ATCC
29213 + 23 mg/ mL del extracto del gel obtenido de hojas de plantas nacionales + 0,06 pg/ml de ceftiofur; E:
Control sin bacteria.

Figura 9. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de la
asociacion del extracto del gel liofilizado de A. vera comercial y cloxacilina frente a S.

aureus ATCC 29213 (medido visualmente). A: Control: S. aureus ATCC 29213 en crecimiento
normal; B: S. aureus ATCC 29213 + 30 mg/ mL del extracto del gel de A. vera comercial; C: S. aureus
ATCC 29213 + 0,06 pg/ mL de cloxacilina; D: S. aureus ATCC 29213 + 30 mg/ mL del extracto del gel de A.
vera comercial + 0,06 pg/ mL de cloxacilina; E: Control sin bacteria.
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Figura 10. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de la
asociacion del extracto del gel liofilizado obtenido de hojas de plantas nacionales y

cloxacilina frente a S. aureus ATCC 29213 (medido visualmente). A: Control: S. aureus
ATCC 29213 en crecimiento normal; B: S. aureus ATCC 29213 + 0,06 pg/ mL de cloxacilina; C: S. aureus
ATCC 29213 + 30 mg/ mL del extracto del gel obtenido de hojas de plantas nacionales; D: S. aureus ATCC
29213 + 30 mg/ mL del extracto del gel obtenido de hojas de plantas nacionales + 0,06 ug/ mL de cloxacilina;
E: Control sin bacteria.

Las CMI definidas por turbidez para cada asociacion, fueron confirmadas mediante a
absorbancia y UFC/mL. Por ambos métodos los resultados porcentuales presentaron un
porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano mayor al 80%.

En la Tabla 7 se observan los porcentajes de inhibicién confirmados por UFC/mL y
absorbancia para el gel liofilizado comercial asociado con ceftiofur o cloxacilina frente a S.
aureus ATCC 29213. En la Tabla 8 se observan los porcentajes de inhibicion confirmados
por UFC/mL y absorbancia para el gel liofilizado obtenido de hojas asociado con ceftiofur

o cloxacilina frente a S. aureus ATCC 29213.
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Tabla 7. Confirmacion de la CMI por UFC/mL y absorbancia de la asociacion del gel
de A. vera comercial liofilizado + ceftiofur o cloxacilina frente a S. aureus ATCC
29213.

Confirmacién por UFC/mL Confirmacion por absorbancia
A. vera comercial Crecimiento Inhibicién del Crecimiento Inhibicién del
(mg/mL) + bacteriano crecimiento bacteriano crecimiento

antimicrobiano (ug/mL)  *UFC/mL (%) bacteriano (%) Absorbancia (%) bacteriano (%)
Control (sin asociacion)  580.000.000 100 0 0,715 100 0
30+ 0,06 ceftiofur 90.000 0,02 99,98 0,064 9 91
30+ 0,06 ceftiofur 13.280.000 2,3 97,7 0,180 25,2 74,8
30+ 0,06 ceftiofur 11.280.000 1,9 98,1 0,085 11,9 88,1
30+ 0,06 cloxacilina 5.600 0,001 99,999 0,025 3,5 96,5
30+ 0,06 cloxacilina 8.400 0,001 99,999 0,003 0,4 99,6
30+ 0,06 cloxacilina 14.700 0,003 99,997 0,044 6,2 93,8

* Unidades Formadoras de Colonias por mL

Tabla 8. Confirmacion de la CMI por UFC/mL y absorbancia de la asociacion del gel
de A. vera liofilizado obtenido de hoja y ceftiofur o cloxacilina frente a S. aureus
ATCC 29213.

Confirmacién por UFC/mL Confirmacién por absorbancia
A. vera de hoja (mg/mL) Crecimiento  Inhibicién del Crecimiento  Inhibicion del
+ antimicrobianos bacteriano crecimiento bacteriano crecimiento

(ug/mL) *UFC/mL (%) bacteriano (%) Absorbancia (%) bacteriano (%)
Control(sin asociacién)  580.000.000 100 0 0,715 100 0
23+ 0,06 ceftiofur 17.760.000 3,1 96,9 0,142 19,9 80,1
23+ 0,06 ceftiofur 20.400.000 3,5 96,5 0,150 20,9 79,1
23+ 0,06 ceftiofur 16.480.000 2,8 97,2 0,145 20 80
30+ 0,06 cloxacilina 30.000 0 100 0,084 11,7 88,3
30+ 0,06 cloxacilina 0 0 100 0,059 8,3 91,7
30+ 0,06 cloxacilina 0 0 100 0,078 10,9 89,1

* Unidades Formadoras de Colonias por mL

DISCUSION

Debido a la alta resistencia bacteriana frente a los antimicrobianos sintéticos de uso
habitual en medicina veterinaria, se hace necesaria la busqueda de nuevas alternativas
terapéuticas para tratar estos cuadros infecciosos. Dentro de estas alternativas los productos

de origen natural, como la A. vera, han sido estudiado (Agarry et al., 2005).
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Al respecto diferentes investigadores, han realizado estudios de sensibilidad in vitro de
geles obtenidos de plantas de A. vera frente a diferentes bacterias, demostrando el efecto
inhibitorio de esta planta (Agarry et al., 2005). Para el caso particular de S. aureus se han
determinado CMI entre 25 y 30 mg/mL (Habeeb et al., 2007; Shilpakala et al., 2009). Estos
resultados difieren con los resultados obtenidos en este estudio, ya que la CMI determinada
fue de 45 mg/mL. La diferencia de los resultados de este estudio con los estudios
mencionados, podria ser explicada por la concentracion del in6culo bacteriano utilizado
para determinar la CMI. En el presente trabajo se utilizé la concentracion recomendada por
el CLSI (2008) para la evaluacion de la CMI de cualquier sustancia con efecto
antimicrobiano. Habeeb et al. (2007) utilizaron una concentracién cinco veces menor y en
el caso de Shilpakala et al. (2009) no se especifica la concentracion utilizada en el indculo.
Es importante sefialar que a mayor concentracion bacteriana se necesita mayor cantidad de
sustancia antimicrobiana y por el contrario a menor cantidad de bacteria se necesita una
menor concentracion de estas sustancias. Es por eso que el CLSI (2008) recomienda que
siempre que se realicen estudios de CMI, se comience con un inoculo de 0,5 McFarland

con el fin que los resultados entre diferentes estudios sean comparables.

Por otro lado, el CLSI (2008) sefiala que la concentracion de la sustancia inhibitoria
definida como CMI mediante observacion visual de la turbidez debe ser capaz de inhibir al
menos el 80% el crecimiento bacteriano comparado con el tubo control sin inhibicion.
Sefiala ademas que esto se debe corroborar evaluando las UFC/mL y absorbancia. En el
presente trabajo las CMI fueron corroboradas por ambos métodos dandole validez a
nuestros resultados. Podemos sefialar ademas que en el caso de Habeeb et al. (2007) y
Shilpakala et al. (2009), las CMI no fueron confirmadas de acuerdo a estas

recomendaciones.

También es importante mencionar que no hubo diferencia en la CMI entre los liofilizados
de A. vera comercial y el liofilizado obtenido del gel de hojas cultivadas en Chile. Aun
cuando la literatura sefiala que los diferentes componentes de la hoja de A. vera a los cuales
se les atribuye el efecto inhibitorio pueden variar en composicion o cantidad con respecto a
la luz, humedad y edad de la planta (Rodriguez et al., 2010), esto no se vio reflejado en los

resultados, ya que las hojas se obtuvieron de plantas con diferente edad. Por otro lado si
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bien las hojas provenian de una misma plantacion, estas se obtuvieron en diferentes épocas
del afio, por lo que se puede inferir que de haber existido diferencias en los porcentajes de
humedad y en la temperatura ambiental, aun cuando en este trabajo no pudieron ser

registradas, los resultados no se vieron afectados por estos factores.

Para elegir las concentraciones en la asociacion se siguieron las recomendaciones del
NCCLS (1999), quienes sefialan que cuando se realizan estudios de asociaciones de
sustancias inhibitorias, se debe dejar fija la concentracion de la sustancia de mayor
potencia. Ademas se sefiala que las concentraciones elegidas deben tener una curva de
crecimiento semejante a la curva de crecimiento sin inhibidor. Debido a esto se
seleccionaron cloxacilina y ceftiofur, ya que los valores de CMI de estos farmacos estan a
nivel de pg/mL, mil veces menor que la CMI de A. vera, la cual esta a nivel de mg/mL.
Esto se ve reflejado en estudios que demuestran la mayor actividad de los antimicrobianos

sintéticos por sobre el A. vera (Shilpakala et al., 2009).

Los resultados obtenidos de las asociaciones de antimicrobianos mas liofilizados de A. vera
frente a S. aureus ATCC 29213, permitieron bajar la concentracion de los antimicrobianos
en un 12,5% y 25% en relacion a la CMI definida para ceftiofur y cloxacilina,

respectivamente.

La posibilidad de disminuir las CMI de los antimicrobianos sintéticos una vez asociados
con A. vera, permitiria disminuir las dosis actuales que se utilizan de estos farmacos para el
tratamiento de mastitis clinicas utilizando pomos intramamarios. La disminucion de las
dosis de estos farmacos llevaria a una posible reduccién del periodo de carencia (Codex
Alimentarius, 2005). Esto ademas se suma a que el A. vera no posee un periodo de carencia
por ser considerado inocuo para la salud humana. Esto ultimo favorece al productor, debido
a que disminuyen las pérdidas econdmicas relacionadas con la eliminacion de leche como
causa de la terapia con antimicrobianos que actualmente se utilizan para la mastitis clinica,

debido a que se reducen los riesgos de residuos de farmacos (Jaimes, 2007).

Otra de las ventajas que presentaria la disminucién de la dosis de los antimicrobianos, es la
posibilidad de evitar o disminuir la resistencia bacteriana, causadas por dosis

subterapéuticas de estos farmacos (Falcon et al., 2009). La disminucion de la resistencia
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bacteriana se deberia a que el A. vera posee una gran cantidad de componentes activos que
podrian actuar sobre diferentes sitios blancos de las bacterias, impidiendo o disminuyendo
la posibilidad de seleccionar cepas resistentes (Rodriguez et al., 2010).

Los resultados de este trabajo son una de las soluciones al planteamiento que estipula la
OMS en conjunto con la FAO en el Codex Alimentarius (2009), de reducir el uso de los
antimicrobianos en animales de produccién, tomando en cuenta que la resistencia
bacteriana en el pais y en el mundo ha ido en aumento de manera alarmante. En el caso de
las mastitis bacterianas, el problema de la resistencia no estd ausente, observandose altos
niveles en diferentes bacterias causantes de esta enfermedad (San Martin et al., 2002;
Valero-Leal et al., 2010).

Esta asociacion de A. vera mas antimicrobianos sintéticos, podria tener una eficacia clinica
y bacteriolégica, tomando en cuenta que la gran mayoria de los tratamientos alternativos
solo en base a compuestos naturales, si bien han logrado una respuesta clinica aceptable, no

siempre se acomparian de una recuperacion bacteriana (Ruegg, 2012).

En el caso del Mastiliber®, pomo intramamario compuesto por diferentes plantas naturales
con actividad antimicrobiana, Sumano et al. (1996) sefialan que este pomo intramamario
utilizado en las vacas con mastitis, ha logrado excelente recuperacion clinica pero a los
meses siguientes se observo reincidencia de la enfermedad, lo que hace suponer que no
hubo recuperacion bacterioldgica. Esto fue confirmado de manera in vitro, ya que no

inhibid la totalidad bacteriana de muestras aisladas de vacas con mastitis clinicas.

A la fecha no existen trabajos que demuestren la eficacia de A. vera asociado a
antimicrobianos sintéticos, pero si existen otros estudios que han demostrado la actividad
inhibitoria de A. vera asociada con otros compuestos como cationes de ciertos elementos,

cobre, hierro, plata y bismuto, frente a S. aureus (Saavedra et al., 2012).

En conclusion se puede determinar que la asociacion de Aloe barbadensis Miller y los
antimicrobianos en estudio (ceftiofur y cloxacilina) utilizados en dosis inferiores a su CMI
presentan actividad antimicrobiana. Esto presentaria una alternativa beneficiosa en el
tratamiento de la mastitis bovina, ya que podria disminuir tanto la resistencia bacteriana,
como también los periodos de carencia que implican los antimicrobianos sintéticos.
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CERTIFICADOD N-=4

El Comité di Bloseguridad ha revisads la pastulacitn al 1™ Concurso de Ciencia
Apliceda Fondef 2012, del proyecta “Desarmalle de Formulaclones Fanmaoedies
en base & Aloe Vera v antimicrobianos de uso habitual en sistemas intensives de
prodeccitn animal, gue permitan disminwr s dosis v los periodoes de carencla de
estos finmacos” 3 carge de |8 Dra. Belty San Marb.

En ol proyecto se frabajard con bacterias de ofipen andmal, clasificadas dentro de
lis miveles 1-2 de bisseguridad (Stophpiococous awrews, Escherichio ool v
Reribacterivm  safmoningrum) con el fin de realizar estudios de efectos
inhibitarios ded Aloe Vera salo ¥ ascciado a otras antimkrobdanos, Camo
medidas de bioseguridad, of proyecto estipula kb siguiente:

1. Todaos los ocnsayas 56 realizardn en of l[aboratario FARMAVET, que cusnta
can fa acreditacidn vigente 150 17025 OF 2005,

2, Los aislamientos Baderianos a partic de Sabmoncs si realizarin en ung
empress externa acreditada seglin 150 5000 OF 2008 v las cepad derdn
enviadas correctamente selladas v rotuladas hasta ol lebaratosio
FARMANVET.

3. Llos akslamientos a parti de leche bavina serin realizados an al laboratorio
FARMAVET, considerande el use de Gabinete de Bisseguridad, uso de
desinfectantes y antisdptices (Claro v Aleohol yodada), eliminacddn de
materiales contaminadas por autoclvade o por incineracidn segin
carresponda, wso de delantales v guantes desechables, La obtencidn de las
maestras de leche serd realizada por persanal del prossecta ertranado.

4, La cuaniificacidn de b inhibicidn dal crecimiento bacteriang & realizard oo
el Laboratario BIOVETEC bajo lxs normas estipuladas por ¢l msme.

5. Tedos kos desechos liquides peligrosas serdn eliminados par una emaresa
externa, mientras que ks sélidos seran indnerados,

Sante Bosa 11735, La Fntasy, Santtagn, CHILE - Teléfono ($6-2) 976 3301 - Fo (362} 575 5655
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Con relacisn a lo expuesto, este comité estima gque e proyects e Bjusts
conveniertemente con las espaciicationes contenidas en el “Manual de Normas
de Bipseguridad” edtado por CONICYT versidn 2008 ¥ previenen el fiesgo para las
personas, ks animales y el medic amblanta,

Cantiago, mayo 25, 2012
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