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RESUMEN

El objetivo de este trabajo es determinar el efecto inhibitorio del
extracto de: Caléndula officinalis, Echinacea purpUrea e Hippocratea
excelsa, (solos y combinados) en bacterias aisladas de casos de
mastitis bovina utilizando el método de Mosmann y la microscopia
electronica. Las Dbacterias utilizadas son: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis y Streptococcus faecalis,
las cuales fueron aisladas de muestras de leche procedentes de vacas
con mastitis de la cuenca lechera de Tizayuca Hidalgo. Streptococcus
agalactiae es una bacteria importante en mastitis bovina aunque no
fue aislada en este trabajo creemos que es importante en un futuro
evaluar su sensibilidad con estos extractos. El interés en el estudio de
plantas medicinales como fuente de compuestos farmacolégicos
activos ha aumentado por todo el mundo y hay una necesidad de
estudiar las caracteristicas de la flora medicinal para validar su uso en
la Medicina Tradicional y que esto permita a la Industria Farmacéutica
el desarrollo de nuevos productos mas efectivos y menos peligrosos asi
como diferentes formas de administracion. Se realizé el aislamiento e
identificacion de las bacterias de las muestras de leche procedentes
de vacas con mastitis. Los extractos se prepararon colocando 15g de
cada planta (Caléndula officinalis, Hippocratea excelsa y Echinacea
purpurea) en un litro de etanol al 70%, se esterilizaron por filtracién con
membrana de celulosa de 0.22um, posteriormente se realiza una
prueba de esterilidad sembrando 100ul de cada extracto en agar BHI
y sangre, obteniendo resultados negativos de crecimiento microbiano,

se evaporaron hasta sequedad en el horno a temperatura de 50°C y
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evitando sobrepasar de 55°C. Se recolecto, pesd y conservo en frascos
ambar la materia seca obtenida de cada extracto en condiciones de
esterilidad. Con la materia seca obtenida se prepararon las soluciones
stock a concentraciéon de 40upg/ul. Para realizar los ensayos en
microplaca se emplearon diluciones dobles y se aplicé el Método de
Mosmann ensayando las bacterias aisladas e identificadas con los
extractos de Caléndula officinalis, Echinacea purpurea e Hippocratea
excelsa solos y combinados para determinar la CMI de estos sobre las
bacterias. Se determiné el efecto bacteriostatico y/o bactericida
mediante una prueba cualitativa y finalmente se realizaron
observaciones en el microscopio electronico de transmision para
evidenciar el posible dafio de los extractos sobre las células
bacterianas evaluadas. Los extractos de Caléndula officinalis,
Echinacea purplrea e Hippocratea excelsa, presentan un efecto
inhibitorio en las 4 bacterias utilizadas, principalmente en
Streptococcus uberis y Streptococcus faecalis, al probar los extractos
combinados los resultados mejoran notablemente ya que las bacterias
presentan inhibicibn a concentraciones de extracto menores que
cuando se trabajan solos (Ver Tabla 30 y Grafica 9). El efecto causado
por Caléndula officinalis, Echinacea purpurea e Hippocratea excelsa
es bacteriostatico y las observaciones en el microscopio electrénico
de transmisidon permitieron determinar que el efecto de los extractos
sobre Staphylococcus aureus y Streptococcus uberis es a nivel de
pared celular por la formacién de protoplastos. En Escherichia coli al
ser una bacteria gram negativa se da la formacion de esferoplastos y
lisis de algunas bacterias. El dafio para Streptococcus uberis causado

por Caléndula officinalis no se considera que sea a nivel de pared
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celular ya que no se evidenci6 alteraciones en esta pero al ser una
bacteria altamente sensible al extracto en el método de dilucidon en
microplaca se considera que el dafio puede estar a nivel de sintesis de
proteinas o acidos nucleicos. Tanto Streptococcus uberis como
Streptococcus faecalis presentaron un alto nivel de sensibilidad que se
puede observar en las CMI de los tres extractos solos y combinados en
estas bacterias. Mientras que Escherichia coli y Staphylococcus aureus
si presentaron sensibilidad con los extractos solos y esta susceptibilidad
aumenta cuando se manejan las combinaciones de las plantas. Los
extractos etandlicos al 70% de Caléndula officinalis, Echinacea
purplrea e Hippocratea excelsa combinados estan siendo ya
probados en vacas con mastitis en la cuenca lechera de Tizayuca

Hidalgo, se espera obtener resultados satisfactorios.
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1. INTRODUCCION

La mastitis es una inflamacion de los cuarterones de la ubre, debe
haber sido una de las primeras enfermedades observadas en los
animales explotados cuando el ganado vacuno fue domesticado
hace unos 5000 afios y desde aquella época habra sido un problema
siempre presente para quienes crian y ordefian vacas lecheras. Desde
1800 se ha producido una corriente constante de publicaciones en la
literatura agricola y veterinaria sobre sus causas y control. La
investigacion cientifica que siguié a la demostracion de Pasteur de la
teoria de que los gérmenes provocaban enfermedades en 1860 y en
1900 quedd establecido que la mayoria de las mastitis era el resultado
de infeccidn microbiana y que eran varios patégenos comunes |os
que provocaban la mastits y en consecuencia no era una
enfermedad Unica. Aunque la mastitis clinica era detectada
faciimente por los ganaderos durante el ordefo la infeccion subclinica
era mucho mas comun y causaba mayores pérdidas financieras. Los
intentos que se habian realizado para tratar y controlar la mastitis
habian fracasado, el progreso habia sido escaso o nulo para reducir
los niveles de infeccion. En realidad era probablemente imposible en
este momento concebir un control porque no se disponia de medios
para eliminar las infecciones que no fuesen la eliminacion de las vacas
con ubres claramente enfermas. Posteriormente en 1945 se produjo un
notable avance con la introduccion de la penicilina para la terapia
de la mastitis. Por fin era posible eliminar de los cuarterones infectados

las infecciones mas comunes que provocaban la mastitis. Esto fue un
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avance importante en el control de la enfermedad aunque pronto se

demostré que esta terapia no era suficiente. (3.52.56)

A fines de los afios 60 y comienzos de los 70 la resistencia a los agentes
antimicrobianos emergié en Staphylococcus aureus (actualmente uno
de los principales patdégenos causantes de las mastitis clinicas) y
posteriormente en una gran variedad de gram negativos. Estos
eventos llevaron a que los médicos humanos y veterinarios tomaran
conciencia del peligro de realizar terapias empiricas. Posteriormente
los temores sobre brotes de organismos multirresistentes fueron
aplacados, con la esperanza de que la fabricaciobn de nuevos
agentes antimicrobianos resultaran efectivos contra estos organismos

pero también aparecio resistencia a dichos compuestos. (68

La limitada efectividad de la terapia antibiética contra la mastitis y el
riesgo de residuos en la leche renovaron el interés en los tratamientos
alternativos, siendo uno de ellos la herbolaria, la cual parece ser uno
de los sistemas terapéuticos usado incluso por ancestros primates no
humanos; debido a la abundancia y diversidad de la flora medicinal,
las plantas han motivado numerosas y diversas investigaciones, sin
embargo su aplicaciéon empirica lleva implicito un profundo saber. ¢7.
5DEN este trabajo se evallan las propiedades antibacterianas de las
plantas: Caléndula officinalis, Hippocratea excelsa y Echinacea
purplrea, contra cuatro bacterias aisladas de casos de mastitis

bovina.
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Las virtudes medicinales y colorantes de Caléndula officinalis fueron
conocidas desde la antigiiedad, en especial por los arabes e hindues,
posteriormente por los griegos. Los romanos la denominaron
solsequium que significa “seguidora del sol”. Algunos autores sitian su
origen en México, donde los antiguos aztecas atribuian a ella
propiedades espirituales, magicas y medicinales. Fueron los primeros
exploradores espafioles los que trasladaron sus semillas a Espafa
donde se procur6é su cultivo, especialmente en los jardines de los
monasterios, y de alli al resto de paises de la cuenca mediterranea. El
Cddice de la Cruz-Badiano (Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis)
fechado en 1552 es el primer documento escrito conocido que hace
referencia a esta planta. En 1578 el botanico Dodoens se refiere a ella
"Tiene unas flores agradables, de color amarillo brillante, las cuales se
cierran a la caida del sol..." También Nicholas Culpeper (1660-1738)
famoso herborista ingles la recomienda para "fortalecer el corazéon" y
escribe sobre ella "Simplemente mire sus flores y su vista mejorara y
usted vera cumplida su felicidad". A su vez el naturalista Linneo (1707-
1778) hace referencia a la periodicidad en la abertura de sus flores. En
la edad media fue muy empleada para el tratamiento de maculas
dérmicas. En la guerra civil norteamericana como en la Primera
Guerra Mundial se han empleado unglientos y pomadas a base de

caléndula como desinflamatorio y antiséptico de heridas. 2 30
La Echinacea purpurea fue utilizada por los nativos norteamericanos

para tratar y prevenir enfermedades de tipo infeccioso y tumoral, asi

también para contrarrestar el efecto toxico de las mordeduras de

-25.-



i‘" -

’.E Universidad Nacional Autbnoma de México. FES-C

iy
24

P

T
= e

serpiente. En el siglo XIX se adoptdé la planta como remedio frente a

cuadros gripales y resfriados. @21

La Hippocratea excelsa originaria de México y América Central se
comenzé a utlizar en la medicina tradicional para tratar ulceras
pépticas, dolencias de la piel, enfermedades del rifibn y los
desordenes de la menstruacion, también presenta caracteristicas de

pesticida que son valoradas por granjeros y rancheros. 42

1.1 ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA GLANDULA MAMARIA

La ubre es un gran cuerpo glandular, el cual sirve para la nutricion del
becerro y consta de cuatro cuartos, cada cuarto representa una
unidad y consta del cuerpo glandular y el pezén. La ubre esta
formada por un sistema de conductos, compuestos por la cisterna del
pezon, la cisterna de la glandula, los canales lacteos y los alvéolos.
Funcionalmente se diferencia la parte alveolar (porcion glandular) del
conjunto del alveolo y de la porcion cisternal de la cisterna general,
asi como de los conductos lacteos (Figura 1). En los alvéolos es donde
se produce la leche. La pared de un alveolo consta de la membrana
basal, en donde se unen, en forma de canasta, las células
mioepiteliales contractiles con las células epiteliales secretoras
(células glandulares lacteas). Antes de la ordefia se encuentra una
gran parte de la leche (60%) en la porciéon alveolar de la ubre. Esa
leche puede Unicamente ser liberada con ayuda de la hormona
oxitocina que es producida en el |6bulo posterior de la hipofisis. El
pezén ayuda en la eyeccion de la leche. El pezdn debe tener de 6 a

8cm de largo y un diametro de 2.5 a 3 cm. La musculatura del pezén
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representa un sistema que enlaza las fibras musculares que corren en
diversas direcciones. En la punta del pezon las fibras musculares se
ordenan en forma circular para formar un musculo obturador. El canal
del pezén (conducto galactoforo) representa la union de la cisterna
del pezén con el ambiente externo. Este mide de 6 a 10mm de largo.
La luz del canal del pezén es de aproximadamente 0.4 a 0.8 mm. Con
el envejecimiento de la vaca aumenta la amplitud del conducto
galactoforo. Este conducto se encuentra recubierto con epitelio

poliestratificado liso. 356

FIGURA (1): Esquema de la anatomia de la ubre

Células de secrecion de leche

D L Alveolo
uctos Lacteos Capilar sangu
Lébulos

Membrana basal
Células mivepiteliales i
.
Cisterna de la gléndula
Cisterna del anillo
Cisterna del pezén /
Roseta de Furstenberg
Canal del pezén
\ Esfinter del pezfin

Tomado de (61)

La lactacion se mantiene a través de la regulacibn hormonal. La
hormona somatotropina (STH) es la hormona galactopoyética mas
importante en la vaca. Mediante la inyeccidn de esta hormona
puede ser aumentado claramente el rendimiento lacteo de la vaca.

Otras hormonas que también son importantes para la secreciéon de la
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leche son las hormonas esteroides, estrébgenos, progesterona,

prolactina, glucoesteroides y la oxitocina.

Con él termino eyeccion de la leche se entiende la salida activa, es
decir, la conduccion de la leche alveolar de la porcion alveolar a la
porcion cisternal de la ubre. Esta se inicia mediante la contraccion del
mioepitelio que rodea al alveolo. La eyeccion de la leche es un
proceso de expulsion, que se puede también denominar “disparo” de
la leche. Mediante la eyeccion de la leche puede ser extraida la
leche del alveolo. La eyeccion de la leche es el resultado de un reflejo
involuntario neurohormonal, el cual es conocido como el reflejo de

eyeccion de la leche y que abarca los siguientes procesos:

1.- Estimulacion de los receptores en la pared del pezon mediante;
succion, masaje o estimulo de la ordefia y la transformacion del
estimulo en un impulso excitatorio.

2.- Transmision de la excitacion a las vias aferentes nerviosas y al
hipotalamo.

3.- Liberacién de la hormona oxitocina, la cual se forma en el nicleo
paraventricular y supradptico y por transporte axonal se almacena en
la hipofisis posterior y de ahi se libera en la sangre.

4.- Transporte de la oxitocina de la sangre al mioepitelio de los
alvéolos.

5.- Contraccion de las células mioepiteliales por efecto de la oxitocina

con los receptores oxitocinegicos.
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6.- La leche alveolar con esto es presionada de la parte alveolar a la

2R
<

i

porcién cisternal alcanzando una presion intramamaria de 1-4 kPa. G

52, 56)
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1.2 INMUNOLOGIA DE LA GLANDULA MAMARIA

La glandula mamaria posee una serie de mecanismos de defensa que
le proveen resistencia contra la invasion bacteriana. Estos mecanismos

pueden dividirse en dos categorias:

INMUNIDAD INNATA O INESPECIFICA: la cual es de activacion rapida
en el momento de la infeccion pero no aumenta ante mudltiples
exposiciones al mismo agente infeccioso, esta inmunidad esta
representada  por la barrera fisica del pezon, macréfagos,
polimorfonucleares, células NK y los productos solubles. (2. 56)

INMUNIDAD ADQUIRIDA O ESPECIFICA: reconoce los agentes
infecciosos y es mediada por anticuerpos, macréfagos y linfocitos,
debido a la capacidad de memoria de ciertos linfocitos, esta
inmunidad se ve aumentada con la repeticion de los estimulos por

parte del patégeno.

1.- Defensas anatdmicas: el esfinter del pezén es la primera linea de
defensa de la glandula mamaria contra los patégenos (Figura 2). Esta
constituido por musculos que mantienen cerrado el pase a los

microorganismos a través del canal del pezén entre los ordefios. (2 69)
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FIGURA (2): Primera linea de defensa, de la ubre, contra invasiones

bacterianas.
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Tomado de (69)

2.- Defensas celulares: células de la linea blanca como macréfagos y
polimorfonucleares (basicamente neutrdfilos) que aportan su funcién
fagocitaria y linfocitos B y T, con funcién de inmunidad humoral y
celular, estan presentes en la leche de la glandula mamaria en su
estado normal. Los recuentos celulares en ubres sanas son bastante
bajos, inferiores a las 100.000 células somaticas/ml, pudiendo llegar en
el proceso inflamatorio al millén o mas de células/ml. Los neutrofilos
proveen la primera linea celular de defensa de la glandula mamaria.
Estas células tienen la propiedad de migrar desde la sangre a través
del endotelio y el epitelio mamario y llegar a la leche, en respuesta a
mediadores tales como las citocinas, prostaglandinas y el
complemento. Llegados al sitio de infeccion, los neutréfilos hacen uso
de su poder bactericida a través de la cadena respiratoria de la
célula, produciendo radicales oxigenados e hidroxilados, eliminando
las bacterias por intermedio de la accion de los iones superéxido,

hipoclorito y perdxido de hidrégeno. Durante la fagocitosis la bacteria
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esta expuesta a humerosos reactivos, oxigeno dependientes, como la
peroxidasa, lisozima, enzimas hidroliticas y lactoferrinas. Sumado a su
accion fagocitaria, los neutréfilos producen una bateria de péptidos
antibacterianos, las defensinas, que son capaces de eliminar

bacterias.

3.- Productos solubles: los productos solubles se pueden dividir en
innatos y especificos. Las inmunoglobulinas son el factor soluble de la
inmunidad especifica o humoral. Estas proteinas son producidas por los
linfocitos B activados por un antigeno, los cuales proliferan y se
diferencian en células plasmaticas secretoras de anticuerpos. Los
anticuerpos en la leche son secretados localmente o llegan a la
misma a través de la sangre. Cuatro clases de inmunoglobulinas estan
presentes en la leche, pudiendo participar en la defensa contra las

bacterias: IgG1, IgG2, IgA e IgM.

La ubre posee asi mismo, componentes bacteriostaticos no
especificos. Estos incluyen lactoferrina, complemento, lisozima y el
sistema lactoperoxidasa-tiocianato-peréxido de hidrégeno. La
lactoferrina es una proteina producida por las células epiteliales y los
leucocitos, que en presencia de bicarbonato secuestra los iones hierro
presentes en la leche. Esta propiedad la hace un agente
bacteriostatico que evita el crecimiento de bacterias como
Escherichia coli y estafilococos que requieren del hierro para su

multiplicacién.

El complemento comprende una serie de proteinas que al actuar
junto con las inmunoglobulinas poseen accién litica sobre las bacterias
patégenas. La lisozima es una proteina de accidn bactericida,

presente en la leche, que actua dividiendo los peptidoglicanos de la
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pared celular de las bacterias grampositivas, asi como también los
lipopolisacaridos de la pared externa de las bacterias gramnegativas.
La enzima lactoperoxidasa en presencia de tiocianato y peroxido de

hidrégeno tiene un efecto bacteriostatico. (2.56.59)

1.2.1 FACTORES QUE DISMINUYEN LA RESISTENCIA NATURAL DE LA UBRE:

Darfios en los pezones: Si el canal del pezon es lesionado, literalmente
se abre la puerta a la invasion de patégenos.
= Elevada presencia de microorganismos: Con este término
qgueremos decir que hay una gran cantidad de bacterias en el
sitio (ademas de otros microorganismos). Las concentraciones
ambientales elevadas de bacterias hacen que el mecanismo
de defensa de la ubre se debilite.
= Deficiencias en la alimentacion: Debido a las deficiencias en
la alimentacion, las vacas débiles son presa facil de una
infeccidon en la ubre.
= Factores estresantes: Cualquier tipo de estrés puede ser
dafino a la larga y lesionar el sistema inmune de la vaca.
Algunos factores estresantes son por ejemplo: sobrecupo de
vacas en el establo, cambiar frecuentemente el personal,
deficiencias en el manejo de las pezuiias.
= Otras Enfermedades: Cuando se presentan diferentes
enfermedades, que no dafan directamente a la ubre, se
puede debilitar el mecanismo de defensa contra patdégenos

de la mastitis. )
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1.3 DEFINICION DE MASTITIS BOVINA

La mastitis es una reaccion inflamatoria de los tejidos secretores o
conductores de la leche en la glandula mamaria, como respuesta a
una infeccidon bacteriana o lesion trauméatica. El término deriva de

griego mastos; ubre e itis; inflamacioén. 62

El prop6sito del proceso inflamatorio es eliminar o neutralizar a los
microorganismos invasores y asistir en la reparacion de tejidos dafiados
y de esta forma restablecer la funcion normal de la glandula. Este
proceso se caracteriza por diversos cambios fisicos y quimicos en la
leche y por alteraciones patolégicas en el tejido glandular (Tabla 1).
Los cambios mas importantes que se producen en la leche incluyen la
modificacion del color, la presencia de coagulos y un gran nimero de
leucocitos. Este incremento leucocitario se debe, en la mayoria de los
casos a una reaccion tisular frente a la lesion, y esta precedido de

cambios en la leche que son consecuencia directa del dafo tisular.

(45, 52)

TABLA (1). Cambios en la composicion de la leche ocasionados por la

mastitis.

PARAMETRO CAMBIO CAUSA
Lactosa Disminucién | Disminuye la sintesis
Grasa Disminucion
Caseina Disminucion
Proteinas del suero § Aumento Pasan de la sangre
Cloruro Aumento
Sodio Aumento
pH Aumento Paso de sustancias

Tomado de (56)
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1.4 CLASIFICACION DE LA MASTITIS BOVINA

Existe una gran variacion en las formas de presentacion de la mastitis.
Una clasificacion generalmente aceptada de los diferentes tipos de
mastitis se basa en el grado de severidad de los sintomas y en su
duracién. 52Por cada caso clinico de mastitis existen 20 a 40 casos de
mastitis subclinica (Figura 3). (69

FIGURA (3): Por cada caso de maistitis clinica existen 20 a 40 casos de
subclinica.

Tomado de (69).

=  MASTITIS CLINICA

Es cuando se presenta con signos y sintomas observables como
hinchazén de uno o mas cuartos en la ubre, calor y dolor al contacto y
cambios macroscopicos en la leche como coagulos, descamaciones,
suero descolorido y algunas veces sangre. La sola presencia de
cambios macroscopicos en la leche sin la observacion de signos en la
ubre también se define como mastitis clinica. La severidad puede
variar entre una mastitis clinica leve, hasta una mastitis clinica
hiperaguda, en la cual se presenta sintomatologia sistémica, como
aumento de la temperatura corporal, deshidratacion, inapetencia y

malestar general que en algunos casos puede ser fatal. (5. 52.56.59)
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=  MASTITIS SUBCLINICA

No presenta signos o sintomas observables y por lo general el animal,
la ubre y la leche aparentan ser normales, ya que hay inflamacion de
la ubre sin sintomas externos reconocibles, a pesar de ello los
microorganismos y células blancas de la leche (células somaticas) que
combaten las infecciones se encuentran elevados en gran nimero en

la leche. Este tipo de mastitis es prolongada o crénica. (45.52. 56, 59)

1.5 ETIOLOGIA

La mastitis puede tener su origen en traumatismos o en una alteracion
fisioldgica aunque la enfermedad con importancia econdmica es
siempre el resultado de una infeccidon microbiana. No existe una flora
intramamaria normal; si los microorganismos se establecen en el
interior de la ubre constituyen una infeccioén.

Los agentes causantes de la mastitis bovina son microorganismos que
habitan en la ubre de la vaca y sus alrededores (Figura 4). Mas de 100
microorganismos fueron implicados como causantes de infeccidn
intramamaria, siendo las mas importantes bacterias grampositivas
como Staphylococcus 'y Streptococcus 'y gramnegativas

pertenecientes a las enterobacterias.

De acuerdo con su epidemiologia pueden dividirse en tres grupos:

Contagiosos, ambientales y oportunistas. (5. 52, 56)
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FIGURA (4). Fuentes de microorganismos causantes de mastitis.

Moscas Leche para terneras
Arcanobacterium pyogenes Streptococcus agalactiae
Maquina de ordefio Ubre infectada

Staphylococcus aureus
Streptococcus agalactiae

Staphylococcus aureus
Streptococcus agalactiae

Cama y piso del establo
Streptococcus uberis
Enterobacterias

Piel de pezones'y ubre
Staphylococcus aureus
Streptococcus dysgalactiae
Staphylococci coagulasa (-)

Agua contaminada
Pseudomonas aeruginosa Alimentos contaminados
Prototheca sp.

Tomado de (52)

=  MICROORGANISMOS CONTAGIOSOS

La fuente de microorganismos contagiosos es la ubre de la vaca
afectada, diseminandose a partir de esta hacia otras vacas. El lugar
donde se produce el contagio es la sala de ordefo, siendo agentes
causales de mastitis subclinica, aunque también pueden causar
makstitis de tipo clinico. Estos microorganismos colonizan y crecen en la

piel de la ubre y dentro del canal del pezén (Tabla 2). (5. 52.56)

=  MICROORGANISMOS AMBIENTALES

Viven en los alrededores de la vaca ya que la fuente de estos

microorganismos es el entorno, por ejemplo; cama, estiércol, agua

contaminada y restos de comida. Estos microorganismos acceden a la
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ubre en los intervalos entre los ordefios. La infeccidn causada por estos
microorganismos es de corta duracion siendo principalmente mastitis

de tipo clinico (Tabla 2). ¢5.52,56)

=  MICROORGANISMOS OPORTUNISTAS

Se encuentran en la piel de la ubre y pezones, pertenecen a este
grupo los Staphylococci coagulasa negativos, que adquirieron
importancia a raiz del descenso en la prevalencia de microorganismos

tales como Staphylococcus aureus o Streptococcus agalactia (Tabla

2). (45,52,56)

TABLA (2): Tipo de microorganismos causantes de mastitis

TIPO DE MICROORGANISMOS

Staphylococcus aureus
Streptococcus agalactia
Contagiosos | Streptococcus dysgalactie
Micoplasma sp
Corynebacterium bovis

Streptococcus no- J Streptococcus dysgalactie

agalactiae Streptococcus uberis
) Escherichia coli
Ambientales | Enterobacterias Klebsiella pneumoniae

Enterobacter aerogenes
Pseudomonas aeruginosa
Otros Serratia marcescens
Prototheca zopfii
Especies de Candida
Oportunistas | Staphylococci coagulosa negativos

Tomado de (52)




’.E Universidad Nacional Autbnoma de México. FES-C

1.6 MASTITIS CAUSADA POR ESTAFILOCOCOS

La mastitis causada por bacterias del género Staphylococcus es de
distribucion mundial. A nivel de mastitis subclinica son los agentes mas
importantes mientras que participan también como causantes de

mastitis clinica. ¢2

1.6.1 Staphylococcus aureus

Staphy =racimo de uvas coccus = grano o vaya aureus =dorado
o amarillo

1.6.2 CARACTERISTICAS GENERALES

Bacterias Gram (+)

Forma esférica de 1mm de diametro. Se agrupan en racimos de uvas
No presentan motilidad

Aerobios y anaerobios facultativos

Utilizan carbohidratos por via fermentativa

En medios sdlidos forman colonias redondas, lisas, prominentes,
brilantes. ComUnmente sus colonias son de color gris o amarilo
dorado intenso.

Pocas cepas producen una capsula o capa mucoide (Figura 5).
Crecen en medios simples como agar y caldo nutritivo.

Crecen satisfactoriamente en Gelosa sangre, gelosa chocolate y BHI.

Resisten NaCl al 9% (7.55)
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FIGURA (5): Estructura de la pared celular estafilocécica.

apsula o capa de polisacaridos

apa de peptidoglicanos.

Acido teicoico (Polisacéarido A)

citoplasmatica

Citoplasma oagulosa y otras
proteinas de

sunerficie.

Tomado de (38)
1.6.3 FACTORES DE PATOGENICIDAD

Péptidoglucano.

Representa la mitad de la pared celular en peso, esta formado por
capas de cadenas de glucanos construidas con 10 o 12 subunidades
alternantes de acido N-acetimuramico y N-acetilglucosamina. La
capa de péptidoglucano se compone de numerosas capas
entrecruzadas lo que confiere una mayor rigidez a la pared celular. El
péptidoglucano posee una actividad de endotoxina ya que estimula
la producciobn de pir6bgenos endégenos, la activacion del
complemento, la formacién de IL-1 por parte de los monolitos y la
agregacion de los leucocitos PMN, este proceso origina la formacion

de abscesos (Tabla 3). (38
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Acidos teicoicos.

Son polimeros fosfatados especificos de especie que se unen de
manera covalente a residuos de acido N-acetiimuramico de la capa
de péptidoglucano o a través de la union lipofilica a la membrana
citoplasmica (acidos lipoteicoicos). El acido teicoico de ribitol con
residuos de N-acetilglucosamina (Polisacarido A) se encuentra
presente en S. aureus. Los acidos teicoicos median en la union de los
estafilococos en las superficies mucosas a través de su unidn

especifica a la fibronectina (Tabla 3). (38
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TABLA (3): Factores de virulencia de Staphylococcus aureus

FACTORES DE VIRULENCIA DE Staphylococcus aureus

Factores de
virulencia

Efectos bioldgicos

Péptidoglucano

Proporciona estabilidad osmdtica, estimula la
produccién de pirégenos enddégenos,
quimioatrayente leucocitario (formacion de
abscesos)

Acido teicoico

Regula la concentracidon catidnica de la
membrana celular, se une a la fibronectina.

Proteina A Inhibe la eliminacion mediada por anticuerpos
al unirse a los receptores Fc de IgGi, 1gG:2 e
19Ga, quimioatrayente leucocitario,
anticomplemento.

Membrana Barrera osmotica, regula el transporte hacia el

citoplasmica

interior y el exterior de la célula, localizacion de
enzimas biosintéticas y respiratorias.

Citotoxinas Téxicas para muchas células incluyendo
o, B, 3,y y | leucocitos, eritrocitos, macréfagos, plaquetas y
leucocidina fibroblastos.

Toxinas Proteasas séricos que rompen los puentes
exfoliativas intercelulares del estrato granuloso de la

epidermis.

Enterotoxinas
AE, Gl

Superantigenos; estimulan la proliferacion de
los linfocitos T y la liberacion de citocinas,
estimulan la liberacibn de mediadores
inflamatorios en los mastocitos, aumentando el
peristaltismo intestinal y la pérdida de liquidos.

Coagulasa

Convierte el fibrindgeno en fibrina.

Hialuronidasa

Hidroliza los acidos hialurénicos en el tejido
conectivo, facilitando la diseminacion de los
estafilococos en |os tejidos.

Fibrinolisina

Disuelve los coagulos de fibrina.

Penicilasa

Hidroliza las penicilinas.

Tomado de (38)

FES-C
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1.6.4 IDENTIFICACION

Las principales caracteristicas para la identificacion de

Staphylococcus aureus se muestran en la Tabla 4.

TABLA (4): Caracteristicas de identificacion de Staphylococcus aureus

Caracteristica Resultado
Motilidad -
Catalasa

OF
Oxidasa -
Coagulasa
Fermentacion de manitol
Fermentacion de glucosa
Tomado de (55)

mf+

+ 1+ |+

1.6.5 Staphylococcus aureus COMO CAUSANTE DE MASTITIS.

Es a nivel mundial el agente patdégeno contagioso mas importante
asociado con la glandula mamaria, que causa la mastitis, debido a
que responde mal a la terapia antibidtica, es la mas persistente de las
infecciones, frecuentemente dura varios meses o incluso afos, ya que
la infeccion tiende a producir cicatrices que resultan en sacos de
infeccion encerrados en la ubre que son dificiles de alcanzar por los
antibiodticos, tales sacos pueden romperse y abrirse a otras partes de la
glandula mas tarde. La mastitis causada por Staphylococcus aureus
mas comun es la cronica, por lo general subclinica que puede
convertirse en aguda en algunas etapas de la lactaciéon, como el
posparto para revertirse a cronica durante la mayor parte de la

lactancia.
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La fuente principal de infeccién es la ubre afectada, transmitiéndose
basicamente a través de; la maquina de ordefio, manos del
ordefiador o pafios para las ubres aunque también se han dado
contagios de terneras que ingerian leche contaminada con la

bacteria. (352 56)

Las principales ubicaciones primarias de las bacterias son los
cuarterones infectados, aunque las bacterias colonizan facilmente
lesiones cutaneas sobre el pezén y en el orificio del conducto del
pezon. Los signos de este tipo de mastitis varian segun la enfermedad
causada. En el caso de la mastitis subclinica son muy inespecificos,
con el tiempo este tipo de mastitis se convierte en cronica,

detectandose mediante palpaciéon debido a la fibrosis causada. ©)

La mastitis clinica si es observable por la alteracion visible de la leche y
signos clasicos de inflamacion en la ubre. Staphylococcus aureus
puede ser causante también de mastitis hiperaguda, la cual rebasa los
limites locales de la ubre proporcionando sintomas generales, con
fiebre e inapetencia llegando en algunos casos a causar la mastitis

gangrenosa. (52

Las infecciones por Staphylococcus aureus pueden ser erradicadas de
los rebafios individuales pero representan un elevado costo para el

establecimiento. G2
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1.7 MASTITIS CAUSADAS POR ESTREPTOCOCOS

Los estreptococos son agentes de gran importancia como causantes
de mastitis estos pueden dividirse en dos grupos, sobre la base de su
epidemiologia. El primero constituido por los estreptococos
contagiosos, que se transmiten de vaca en vaca como Streptococcus
agalactiae y Streptococcus dysgalactie. El segundo grupo abarca los
agentes ambientales en los cuales la fuente de contaminacion son el
entorno de la vaca como Streptococcus dysgalactie y Streptococcus

uberis. (45,52, 56)

1.7.1 Streptococcus uberis

1.7.2 CARACTERISTICAS GENERALES

Bacterias Gram (+)

Forma esférica u ovoide

Dispuestos en pares o cadenas de longitud variable.
Aerobios y anaerobios facultativos.

Metabolismo fermentativo.

Algunos elaboran polisacarido capsular.

Son en cuanto a nutrimentos microorganismos exigentes.
Crecen satisfactoriamente en agar sangre.

Algunos presentan actividad hemolitica. (7. 38.55)

1.7.3 FACTORES DE PATOGENICIDAD
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Recubierto en la mitad de los casos por una capsula de acido
hialurénico.

No se puede agrupar en ningudn grupo antigénico por su amplia
variedad de reacciones, el 30 % son del grupo E, pero hay otros que

reaccionan con sueros grupo C, D, G, P o U. @3

1.7.4 IDENTIFICACION

Las principales caracteristicas para la identificacion de Streptococcus

uberis se muestran en la Tabla 5.

TABLA (5): Caracteristicas de identificacion de Streptococcus uberis.

Caracteristica Resultado
Motilidad -
Catalasa -

OF F
Oxidasa -
Hidrdlisis de esculina
Inulina
Crecimiento a 10 °C -
Tomado de (13)

+ 1+

1.7.5 Streptococcus uberis COMO CAUSANTE DE MASTITIS

Después de los coliformes esta bacteria es la de mayor importancia
entre los agentes ambientales causantes de mastitis, ya que se le
puede encontrar en la cama de la vaca, asi mismo se aisla en labios,
patas y piel de la ubre. Los factores de virulencia de este
microorganismo son similares al resto de los estreptococos, sumandose
la presencia de capsula no antigénica de acido hialurénico, que

dificulta la fagocitosis, siendo el porcentaje de curacidbn menor que
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para los otros estreptococos, Streptococcus uberis no suele colonizar la

piel lesionada del pezon. G.13.52)

La mastitis ocasionada por Streptococcus uberis puede originarse
tanto en lugares donde la vaca descansa, como en la sala de ordefio,
asi S. uberis se contagia por todas partes con facilidad y durante toda
la vida productiva de la vaca. Cerca del 60% de la infecciones se
presentan de forma subclinica pero la mayoria de ellas evolucionan a
formas clinicas o bien permanecen como mastitis subclinicas. La forma
mas comun es una mastitis aguda clinica sin alteracion del estado

general de la vaca. 13

1.8 MASTITIS CAUSADAS POR ENTEROCOCOS

1.8.1 Enterococcus faecalis

1.8.2 CARACTERISTICAS GENERALES

Se clasificaron previamente como estreptococos del grupo D debido
a que poseen el antigeno de la pared celular del grupo D, un acido
teicoico con glicerol que se asocia a la membrana citoplasmatica. En
el afio de 1984 los enterococos se clasificaron en el nuevo género

Enterococcus.

Bacterias Gram (+).

Forma esférica.

Se disponen en parejas o en cadenas cortas.
Anaerobios facultativos.

Temperatura 6ptima de crecimiento de 35°C.

Toleran NaCl al 6.5% y sales biliares al 40%. (38.28)
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1.8.3 FACTORES DE PATOGENICIDAD.

Son microorganismos comensales que no fabrican ninguna toxina
potente ni otro factor de virulencia definido (Tabla 6). En
consecuencia por lo general se considera que poseen una limitada

capacidad patégena. ©8)

TABLA (6): Factores de virulencia de Enterococcus faecalis.

Factor de Efecto bioldégico
virulencia
Adhesinas de superficie
Sustancia de | Proteina de aspecto velloso de Ila
agregacion membrana citoplasmica que facilita el

intercambio de plasmido y la unién a las
células epiteliales.

Proteina Adhesina de unién a colageno
enterocdcica de

superficie

Adhesinas Mediadoras en la unién con las células del

hidrocarbonadas | huésped.
Factores secretados

Citolisina Bacteriocina proteica que inhibe el
crecimiento de las bacterias grampositivas,
favorece la colonizacién y produce dafio

tisular local.
Feromona Quimioatrayente para los neutréfilos que
puede regular la funcién inflamatoria.
Gelatinasa Hidroliza gelatina, colageno, hemoglobina

y otros péptidos pequenos.
Resistencia a antibidticos

Plasmidos y | Resistente a aminoglucdsidos, B-lactamicos
genes y vancomicina.
Cromosomicos

Tomado de (38)
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1.8.4 IDENTIFICACION

Las principales caracteristicas para la identificacion de Enterococcus
faecalis se muestran en la Tabla 7.

TABLA (7): Caracteristicas de identificacion de Enterococcus faecalis.

Caracteristica Resultado
Motilidad -
Catalasa -

OF F
Oxidasa -
Bilis esculina
NacCl 6.5%
Manitol
Lactosa
Almiddén -
Desarrollo a 10°C
Desarrollo a 45°C
Tomado de (7)

+ 1+ |+ 1+

+

1.8.5 Enterococcus faecalis COMO CAUSANTE DE MASTITIS.

Los Enterococcus o Streptococcus faecalis pueden causar mastitis en
forma oportunista, son de tratamiento dificil por su resistencia a los
antibiéticos. Debido a que los enterococos tienen como habitat
natural el tracto gastrointestinal de los mamiferos, de hay pueden ser
evacuados en los corrales y cuando hay un animal con
inmunodepresion podran colonizar la ubre. Son de incidencia

esporadica como agentes etiolégicos de mastitis. (52 56)
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1.9 MASTITIS CAUSADAS POR ENTEROBACTERIAS.

Varias enterobacterias causan mastitis, los coliformes ambientales
incluyen las bacterias gram negativas como Escherichia coli, especies

de Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter y especies de Pseudomonas.

(45)

1.9.1 Escherichia coli

1.9.2 CARACTERISTICAS GENERALES.

Bacterias Gram (-)

Forma de bacilos

Anaerobios facultativos.

Fermentan la glucosa.

Crecen en medios simples, diferenciales, selectivos y enriquecidos.
Forma colonias lisas, circulares, convexas con bordes bien
diferenciados.

En el medio EMB forma colonias verdes con brilo metalico por
utilizacion de la lactosa.

Metabolismo fermentativo. (28)
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1.9.3 IDENTIFICACION

Las principales caracteristicas para la identificacion de Escherichia coli

se muestran en la Tabla 8.

TABLA (8): Caracteristicas de identificacion de Escherichia coli.

Prueba Resultado Prueba Resultado

Catalasa + Arginina +/-
dihidrolasa

Oxidasa - Fenilalanina -
desaminasa

Motilidad + Lisina +
descarboxilasa

OF F Acido de la +
glucosa

Indol + Hidrdlisis de -
gelatina

Rojo de + Fermentacién de +

metilo arabinosa

Voges - Fermentacion de +

Proskauer maltosa

Citratos - Fermentacion de +
manitol

Reduccién + Fermentaciéon de +

de nitratos xilosa

Malonatos + Produccioén de gas +

Hidrdlisis de - Hidrdlisis de -

urea esculina

Tomado de (28)
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1.9.4 Escherichia coli COMO CAUSANTE DE MASTITIS.

La mastitis causada por Escherichia coli es una de las mas interesantes
debido a la variedad de sintomas locales y generales y a los diversos
tratamientos que tiene esta manifestacion clinica de la glandula
mamaria. La exposicion de la ubre a los agentes ambientales como
Escherichia coli ocurre en especial entre los ordefios, es decir, fuera de
la sala de ordefio; ya que las bacterias coliformes son habitantes
normales del suelo e intestino de las vacas, se acumulan y multiplican
en la materia fecal y en la cama. Los coliformes pueden causar
mastitis solamente si las particulas contaminadas del medio ambiente

entran en contacto con la ubre. (5259

Desde el punto de vista clinico, la enfermedad puede presentar una
amplia gama de gravedad, pudiendo ser fatal, aguda, recurrente
clinica y hasta llegar a ser subclinica. La enfermedad es mas comun
en las primeras etapas de la lactacidon desde el parto hasta los
primeros tres meses de la misma. Escherichia coli y otros coliformes
infectan la glandula mamaria a través del canal del pezén. Las dosis
infectivas son relativamente bajas, estando en el rango de las 50 UFC.
La proliferaciéon rapida de microorganismos es una condicion esencial
en la aparicion de la enfermedad y se correlaciona con la magnitud

de los signos clinicos. 2

Las infecciones pueden llegar a ser clinicas en un dia o dos y a menos
que se conviertan en sobreagudas la infeccion es eliminada
rApidamente durante el proceso inflamatorio. Una proporciéon de los
animales que padecen la enfermedad sobreaguda mueren por
endotoxemia o quedan tan debilitados que tienen que ser eliminados

aunque hayan recibido terapia con antibiéticos y otros farmacos para
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mantenimiento. Las infecciones por coliformes raras veces se

presentan en el periodo seco y no colonizan la piel de los pezones. 3

Las bacterias gram negativas en este caso los coliformes elaboran
una endotoxina a partir de los lipopolisacaridos (LPS) que es una parte
de la membrana bacteriana y es producida durante la multiplicacion
y es liberada con la muerte de las bacterias. Esta endotoxina causa
después de su liberacion una serie de eventos que finalizan en la sepsis
y el shock séptico. El efecto de los LPS es mediado por agentes
inflamatorios como TNF, IL-1, IL-6, IL-8, eicosanoides y el factor Xl
(Hageman). Estos mediadores de la inflamacion son los responsables
por la respuesta sistémica que se observa en el animal asi como por los

signos locales de la ubre. 62
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1.10 PATOGENIA: DESARROLLO DE LA MASTITIS.

La velocidad, el caracter y la intensidad de los sintomas clinicos asi
como la duracion y terminacion de la inflamacién de la ubre esta
determinada por:

- La patogenicidad y virulencia del agente causal.

- Los mecanismos de defensa de la vaca.

- El nivel funcional de la glandula mamaria.

- Y eventualmente la efectividad de un tratamiento. 9

La infeccion de las glandulas mamarias ocurre siempre a través del
canal del pezén y parece que la secuencia natural, en la primera
impresion, es el desarrollo de inflamacion, después de la infeccion. Sin
embargo la evolucion de la mastitis es mas compleja que esto y se
puede explicar satisfactoriamente segun las tres fases; invasion,

infeccién e inflamacion. 49

La INVASION representa la fase en la que los microorganismos
patdégenos se desplazan desde el exterior del pezén a la leche, dentro
del canal del pezdn. El pezéon en si es la primera linea de defensa
contra la penetracion de las bacterias dentro de la ubre.
Normalmente, el esfinter cierra el canal del pezéon fuertemente
cuando la vaca no es ordefiada. La invasion del pezoén se presenta
generalmente durante el ordefio. Los microorganismos presentes en la
leche o en la punta del pezén son impulsados dentro del canal del
pezon y de la cisterna cuando existe la entrada indeseable de aire en
la unidad de ordefio. Luego del ordefio, el canal del pezdn
permanece dilatado por una o dos horas e inclusive, el canal del
pezoén dafiado puede permanecer parcialmente o permanentemente
abierto. Los microorganismos del ambiente (materia fecal, cama, etc.)

0 aquellos que se encuentran en lesiones de la piel en la punta del
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pezén, pueden invadir facilmente y abrir total o parcialmente el canal.

(10, 45)

La INFECCION es la fase en que los agentes patégenos se multiplican
rapidamente e invaden el tejido mamario. Después de la invasion los
microorganismos pueden localizarse en el canal del pezdén y desde
aqui puede ocurrir una serie de multiplicaciones y extensiones en el
tejido mamario produciéndose la infeccibn de este tejido. La
multiplicacion de algunos microorganismos puede causar la
liberacibn de endotoxinas como en la mastitis por coliformes, que
causa efectos sistémicos graves con consecuencias inflamatorias

minimas. 4%

La infeccion es seguida de la INFLAMACION, fase en la que se
produce la mastitis clinica, con distintos grados de anomalias de la
ubre y efectos sistémicos variables, de leves a intensos; entonces se
pueden producir anomalias importantes y subclinicas en la leche. Las
anomalias de la ubre incluyen una hinchazén notable (Figura 6), un
aumento de la temperatura y, en las fases agudas y fulminantes,
gangrenay, a veces, formacién de abscesos y atrofia de las glandulas
en las fases cronicas. Los efectos sistémicos se deben a los mediadores
de la inflamacién. Los cambios mas importantes en la leche
comprenden una disminucién de la produccién, la presencia de
productos de la inflamacién y cambios marcados en la composicion

de laleche. 45.52)
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Tomado de (63)

La anomalia subclinica mas importante que se produce en la leche es
el aumento del recuento de las células somaticas, que es la medida
mas comun de calidad de la leche y de la salud de la ubre. Las
células soméaticas de la leche son de varios tipos, incluyendo
neutrdfilos, macréfagos, linfocitos y un porcentaje pequefio de células
epiteliales. Algunas bacterias liberan subproductos metabdlicos,
enterotoxinas o componentes de la pared celular, al colonizar y
multiplicarse en la glandula mamaria. Estos factores bacterianos,
directa o indirectamente, actian como quimioatrayentes de los
leucocitos. Si las células soméaticas se desplazan rapidamente desde la
corriente sanguinea y son capaces de eliminar los estimulos
inflamatorios (bacterias), cesa la movilizaciéon de los leucocitos y las
células somaticas recuperan sus valores normales. Si las bacterias son
capaces de sobrevivir a esta respuesta inmediata del huésped, la
inflamacién continda provocando la migracion de las células
somaticas entre las células secretoras mamarias adyacentes, hacia la
luz de los alvéolos. La diapédesis prolongada de los leucocitos causa
la lesion del tejido mamario, provocando una disminucion de la

producciéon lactea (Figura 7). Los neutréfilos son el tipo celular
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predominante en los tejidos y las secreciones mamarias durante la
inflamacioén, pueden constituir mas del 90% de los leucocitos totales de
las glandulas mamarias. Cuando llegan al lugar de la infeccion,
fagocitan y destruyen a los microorganismos patégenos, los neutrofilos
ejercen su efecto bactericida por medio de la explosiéon respiratoria
que produce radicales hidroxilo y de oxigeno, componentes

importantes del mecanismo destructor dependiente de oxigeno. G. 45.
52)

FIGURA (7): Cambios principales en el tejido mamario afectado por la
mastitis.
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1.11 TRANSMISION DE LA MASTITIS.

En un intento por controlar los diferentes tipos de infecciones, es
importante considerar la fuente y formas de transmisibn de la
enfermedad. Los organismos que causan la mastitis viven en diferentes
ambientes como: materia fecal, cama, piel, etc. (Figura 8). La limpieza
general de las vacas y su alojamiento, como también buenos
procedimientos de manejo (especialmente ordefio) son formas

efectivas de controlar la difusién de la mastitis. &9

FIGURA (8): Tres de las principales rutas de transmision bacteriana
durante el ordefio.
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1.12 DETECCION DE LA MASTITIS EN REBANOS.
1.12.1 RECUENTO DE CELULAS SOMATICAS (SCO).

Mas del 98% de las células somaticas que se encuentran en la leche
provienen de las células blancas que ingresan a la misma en respuesta
a la invasion bacteriana de la ubre. El SCC de la leche del tanque
colectivo que se recoge en la granja o en el almacén de
procesamiento de leche, se ha convertido en la prueba mas
importante empleada universalmente como indicador de la salud de
la ubre, para medir la calidad de la leche (Tabla 9). El conteo de
células soméaticas de una muestra compuesta no revela el tipo de
infeccioén, ni la identidad de las vacas infectadas, los recuentos son
utiles principalmente para crear conciencia en los granjeros de la
existencia de un problema de mastitis en el rebafio de manera que
cuando el recuento de células soméaticas en el tanque colectivo
exceda los limites permitidos esta indicado realizar una investigacion

adicional mediante otras técnicas. (557

TABLA (9): Relacion entre conteo de células somaticas (SCC) medido
en la leche del tanque a granel, pérdida de la produccién y
prevalencia de las mastitis subclinicas en el rebafio.

Conteo de células Cuartos Pérdida de Mastitis
somaticas/ml infectados | produccion subclinica
en %
< 200 000 6% 0-5 Cerca de
cero

200 000 — 500 000 16% 6-9 Pocos casos
500 000 — 1 000 000 32% 10-18 Diseminada
> 1 000 000 48% 19-29 Epidémica

Tomado de (57)
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1.12.2 CULTIVO DE LA LECHE.

Las bacterias presentes en las muestras de leche del tanque colectivo
pueden proceder, de ubres infectadas, de la superficie de los pezones
y las ubres o de diversas fuentes ambientales. El cultivo de una muestra
de leche del tanque colectivo puede ser un método eficaz para
analizar los rebafios lecheros en cuanto a la presencia de los

principales microorganismos patégenos de la mastitis. (45

Con mas frecuencia una mezcla de diferentes tipos de bacterias es
encontrada, pero algunas veces, una especie de bacteria puede
predominar. Si los conteos bacterianos se encuentran elevados (>50
000 bacterias/ml), un cultivo puede proveer claves para la fuente o
fuentes de contaminacion. Rebafios bien manejados poseen conteos

bacterianos de menos de 1000 bacterias/ml. 67
1.13 DETECCION DE MASTITIS EN VACAS INDIVIDUALES.
1.13.1 EXAMEN FISICO DE LA UBRE.
Los signos de mastitis aguda incluyen cuartos inflamados, con
temperatura elevada y dolor al tacto. Los cambios en el tamafio y la
presencia de tejido cicatrizal pueden ser detectados mas faciimente
luego del ordefio, cuando la ubre se encuentra vacia. (4957
1.13.2 ASPECTO DE LA LECHE.
La observacion de los primeros chorros de leche permite la detecciéon

de leche anormal que debe de ser retirada del consumo. La leche

anormal puede mostrar decoloracién (aguado), descamaciones, o
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coagulos. Se debe tener la precaucion, al remover esta leche de la
ubre, de no salpicar esta leche contaminada en las patas, cola o ubre
del animal. Ademas, el operador no debe de colectar estos primeros
chorros de leche en la palma de su mano debido al riesgo de transferir
bacterias de un cuarto a otro y de una vaca a otra. En los establos
donde la leche se ordefia en el mismo lugar donde se alojan las
vacas, la primera leche es volcada en una taza especial o plato. En los
echaderos de ordefio, puede ser volcada directamente al piso para

ser lavada inmediatamente luego de ser evaluada. @.57)

1.13.3 LA PRUEBA DE CALIFORNIA DE MASTITIS.

Para esta prueba, la leche de cada cuarto se mezcla con una
solucion detergente, el alquilauril sulfonato de sodio, causando la
liberacion del ADN de los leucocitos presentes en la ubre y este se
convierte en combinacidon con agentes proteicos de la leche en una
gelatina. A mayor presencia de células se libera una mayor
concentracion de ADN, por lo tanto mayor sera la formacion de la
gelatina, traduciéndose en nuestra lectura e interpretacion del

resultado como el grado mas elevado de inflamacion.

La leche de los cuartos infectados forma un gel; la consistencia del gel
es evaluada en forma visual (Figura 9). Esta reaccion se relaciona en
general con el numero de células somaticas en la leche, y una

reaccion positiva indica mastitis (Tabla 10). (.10, 45)
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TABLA (10): Reacciones de la prueba de California para la mastitis y
recuentos equivalentes de células somaticas en la leche.

Resultado Recuento
de la equivalente de
prueba Reaccion observada células
somaticas en la
leche
Negativo | La mezcla permanece liquida sin | 0-200 000
viscosidad ni formacion de gel. células/ml.
Se observa una ligera formacioén | 150 000 - 500
Trazas viscosa. Esta reaccion se aprecia | 000 células / ml.
mejor cuando se mueve la paleta
de un lado a otro.
Aparece una clara formacion | 400 000 -
viscosa, inmediatamente después | 1500 000
de mezclar las soluciones, que | células/ ml.
1+ puede desaparecer con el tiempo.
Cuando se remueve con la paleta,
el liquido no forma una masa
periférica ni la superficie de la
solucién se vuelve convexa ni
adquiere la forma de cupula.
La clara formacion viscosa se | 800 000 -
observa inmediatamente después | 5000 000
2+ de mezclar las soluciones. Cuando | células/ml.
se agita la paleta, el liquido forma
una masa periférica y queda
expuesto el fondo del vaso.
La formacion distintiva viscosa se | >5 000 000
produce inmediatamente después | células/ml.
de mezclar las soluciones puede
3+ desaparecer con el tiempo.

Cuando se mueve la paleta, la
superficie de la soluciéon se vuelve
convexa o adquiere la forma de
cupula.

Tomado de (45)
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FIGURA (9): Prueba de California.

Tomado de (5)

1.13.4 CULTIVO BACTERIANO.

Generalmente, esta prueba se desarrolla en vacas seleccionadas
para las que los conteos de células somaticas de muestras
compuestas revelan un problema persistente serio. Los cultivos de
leche de una vaca individual identifican la especie bacteriana, por lo
tanto es la forma mas confiable para decidir un tratamiento 6ptimo

con antibiéticos para una vaca en particular. . 45.57)

1.13.5 PRUEBA DE NAGASA.

Se basa en la medicidon de una enzima asociada a las células (N-
acetil- B-D-glucosaminidasa) en la leche, un nivel alto de esta enzima
indica un recuento celular elevado. Esta prueba es adecuada para el
manejo rapido de un gran nimero de muestras, por la facilidad de su
automatizacion y se puede realizar con leche fresca y leer el mismo

dia. 9
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1.13.6 PRUEBAS AUTOMATIZADAS DE CONDUCTIVIDAD.

Es la prueba quimica que ha recibido mas atencion; esta basada en
el aumento de los iones de sodio y cloruro con el consiguiente
incremento de la conductividad eléctrica que se produce en la leche
con mastitis (Figura 10). Existe una relacion directa entre la infeccion

intramamaria en las vacas y la conductividad de la leche producida.

(10, 45)

FIGURA (10): Aparato para medir la conductividad eléctrica de la
leche.

1.14 TRATAMIENTO DE LA MASTITIS BOVINA.

En todo el mundo, el tratamiento antibiético contra la mastitis sigue
siendo el procedimiento mas comun y aceptado para la terapia de la
mastitis clinica y subclinica, con la meta de reducir las enormes
pérdidas ocasionadas por la enfermedad, debidas a la disminucién en
la produccién de leche por los cuartos afectados, un menor precio

diferencial debido a la baja calidad de la leche, los honorarios del

veterinario, el desecho de la leche de vacas tratadas y la eliminacion
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prematura de vacas afectadas. La estrategia del tratamiento
depende del grado de la mastitis si es fulminante, aguda, subaguda o
subclinica y el estado sanitario del rebafio incluyendo los

antecedentes de mastitis. 52
. TRATAMIENTOS CON ANTIMICROBIANOS POR VIA PARENTERAL.

El objetivo en el uso parenteral de un medicamento debe ser; alcanzar
el tejido de la ubre y obtener una concentracion efectiva sobre un
periodo de tiempo lo suficientemente largo. Esta opcion debe
considerarse en todos los casos de mastitis en que existe una reaccion
sisttmica notable. La reaccion sistémica puede controlarse
normalmente con dosis estdndar de antimicrobianos, pero apenas se
consigue la curacion de las glandulas afectadas debido a la difusion
relativamente deficiente de los antimicrobianos desde la sangre a la
leche. Se recomienda también cuando la glandula esta muy
hinchada y las infusiones intramamarias no pueden difundirse a todas
las partes del tejido glandular. La leche de las vacas tratadas debe
retirarse del tanque colectivo durante el periodo de tiempo fijado

para el antimicrobiano después de la fecha del dltimo tratamiento. 5

56)

= TRATAMIENTO INTRAMAMARIO CON INFUSIONES  DE
ANTIMICROBIANOS EN LA UBRE (Figura 11).

Por su comodidad y eficacia, las infusiones de antimicrobianos en la
ubre habitualmente se utilizan para el tratamiento de mastitis en vacas

durante la lactacién y como terapéutica en el periodo seco. El grado
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de difusién en el tejido glandular es igual si se utiliza agua o pomada
como vehiculo de la infusién. Es necesario seguir una higiene estricta
durante el tratamiento para evitar la introducciéon de bacterias,

levaduras y hongos dentro de los cuarterones. (45

FIGURA (11): Administracion de una infusion intramamaria.

Tomado de (59)
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1.15 CALENDULA

1.15.1 NOMBRE CIENTIFICO: Caléndula officinalis.

1.15.2 DESCRIPCION BOTANICA.

Planta aromatica anual, que pertenece a la familia de las Asteraceas
(Compuestas), caracterizada por presentar una altura cercana al
medio metro, tallos rectos y ramificados; hojas lanceoladas, pilosas
por ambas caras, de 5 a 15cm de largo y margenes dentados;
capitulo grande de 3 a 7cm de diametro conformado por flores
ligulares de color amaillo rojizo, brillantes y dispuestas en filas simples o
dobles; y también por flores tubulares centrales (Figura 12). Las flores
hacen su aparicion durante gran parte del afio. El fruto es un aquenio

espinoso, curvado. 230,37

FIGURA (12): Flor de Caléndula officinalis.

Tomada de (62)
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1.15.3 HABITAT.

La caléndula es originaria de la region mediterranea y se encuentra
ampliamente distribuida en todo el mundo como planta ornamental.
Por lo general es cultivada en zonas de clima templado, hay escasos

ejemplares silvestres y toleran todo tipo de suelos. @ 37

1.15.4 PARTE UTILIZADA.

La droga vegetal esta constituida por las inflorescencias o capitulos
enteros. También se utilizan los flésculos aislados y en mucho menor

medida se emplean las hojas. @

1.15.5 COMPOSICION QUIMICA.

Las flores de Caléndula presentan un amplio espectro de tipos de
compuestos quimicos, o cual esta en concordancia con la diversidad

de acciones farmacolégicas que presenta la planta.

Sapondsidos: Derivados del acido oleanico, calendulésidos A, B, C, D,
F, GyH.

Carotenoides: Calendulina, p-caroteno, licopeno, neolicocina,
rubixantina, violaxantina, citroxantina, crisantemoxantina, flavoxantina,
auroxantina, luteina.

Flavonoides: Constituidos principalmente por derivados del quercetol
(quercetin-3-0-glucésido) y del isorramnetol.

Alcoholes triterpénicos pentaciclicos: Arnidiol, faradiol, o y B-amirina,
acido faradiol-3-miristico, lupol, taraxasterol, acido faradiol-3-palmitico,
calenduladiol.

Polisacaridos: Ramno-arabino-galactano y dos arabinogalactanos.
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Otros: Acido malico, mucilago, resina, goma, taninos, poliacetilenos,

esteroles. 2 30)

1.15.6 ACCIONES FARMACOLOGICAS.

Anti-inflamatoria: Debido a Ila inhibicibn de Ila lipooxigenasa
(flavonoides) y a sus antioxidantes y captadores de radicales libres
(flavonoides y triterpenos).

Antiséptica y Cicatrizante: Al potenciar la epitelizacion y regeneracion
de la piel dafiada, estimulando la sintesis de glucoproteinas,
nucleoproteinas y colageno durante el periodo de regeneracion
tisular.

Accion antibacteriana y antifangico.

Antiespasmaddica: Combate los espasmos, las contracciones o
convulsiones.

Accion emenagogo: Como regulador del periodo menstrual y
calmante de los dolores propios.

Emoliente: Suaviza, tonifica e hidrata la piel, cada vez son mas los
productos cosméticos que incluyen la Caléndula entre sus
componentes.

Callicida: Provoca la desaparicion de verrugas viricas de la piel,
debido a su contenido en acido acetil-salicilico.

Colerética: Estimulante de la actividad hepatica, especialmente de la
secrecion biliar. Tomada en infusion resulta indicada en casos de
congestion o insuficiencia hepéatica.

Antiulcerosa: Cicatriza Ulceras de estdbmago y duodeno. También

resulta eficaz en gastritis, gastroenteritis y vomitos. (. 25.30,37)
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1.16 CANCERINA

1.16.1 NOMBRE CIENTIFICO: Hippocratea excelsa.

1.16.2 DESCRIPCION BOTANICA.

La cancerina esta constituida por la corteza de la raiz desecada de la
especie Hippocratea excelsa, la corteza de raiz tiene un color café
rojizo o rosaceo con abundantes manchas grisaceas y textura

ligeramente fibrosa. 47

Se trata de un bejuco lefioso, delgado, de hasta 17m de altura. Su
tallo es de 10cm de diametro con ramas pecioladas, la corteza es de
color café rojizo, sus hojas miden de 6 a 12cm, son oblongo elipticas,
pecioladas, redondeadas en el apice (Figura 13). Sus flores son
blancas de sépalos dentados, sus frutos son elipticos y capsulares de
unos 6¢cm. @9

FIGURA (13): Bejuco lefioso de Hippocratea excelsa.

Tomado de (29)
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1.16.3 HABITAT.

Esta especie se restringe al bosque de hojas caducas tropical del sur
de México y América Central, es muy abundante en la peninsula de

Yucatan. 29

1.16.4 PARTE UTILIZADA.

Se emplea principalmente la corteza de la raiz, aunque también se ha
reportado actividad antiartritica donde la parte estudiada es toda la

planta. @9

1.16.5 COMPOSICION QUIMICA.

Compuestos triterpenoides: Canofilol, canofilal, acido canofilico,
friedelina, celastrol, excelsina, pristimerina, tingenona.

Alcaloides: Hipocrateina | y Il, emarginatina A, mayteina, hipocrateina
M.

Esteroles: Principalmente B-sitosterol. 29

1.16.6 ACCIONES FARMACOLOGICAS.

Anti-inflamatoria: En ratas con granuloma provocado con algodoén.
Antiartritico: Probado en ratas. Anticancerigeno: En carcinoma
epidérmico  humano, carcinoma epidérmico nasofaringeo.

Antibacteriana. 29
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1.17 EQUINACEA

1.17.1 NOMBRE CIENTIFICO: Echinacea purpurea.

1.17.2 DESCRIPCION BOTANICA.

Hierba perenne perteneciente a la familia de las Asteraceas
(Compuestas) caracterizada por presentar una altura maxima
cercana al medio metro, tallo delgado, velloso y hueco; hojas asperas,
lanceoladas o lineares, enteras, entre 7,5 y 20cm de largo, e
inflorescencia solitaria sobre un pedunculo Terminal conformado por
flésculos radiales de 3cm de largo, color malva, blanco o purpura
(Figura 14). Hacen su aparicion desde mediados de verano hasta

principios de otofio. .17

FIGURA (14): Flor de Echinacea purpurea.

Tomado de (71)
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1.17.3 HABITAT.

Es originaria del centro y sur de Estados Unidos, crece en lugares secos,
praderas y bosques en forma silvestre. Las flores que se cultivan en
jardines pueden presentar tonalidad color malva (E. angustifolia),

purpura (E. purpurea) y blancas (E. pallida). @2

1.17.4 PARTE UTILIZADA.

Toda la planta, las raices fueron consideradas, por un tiempo la parte
mas activa de la planta, esta se recolectan en otofio, cuando la
planta ha dado semillas. La Echinacea necesita entre 3 y 4 afios de su
siembra para que sus raices sean lo suficientemente grandes como
para aprovecharlas medicinalmente. De las partes aéreas también
pueden obtenerse principios activos utiles, la droga vegetal presenta
olor suave y aroméatico. @

1.17.5 COMPOSICION QUIMICA.

Alcamidas: En la raiz fueron identificadas cerca de 20, representadas
principalmente por isobutilamidas (Figura 15). Estas se pueden localizar

también en las partes aéreas.

Glucésidos del acido fenilcarbdénico: Entre ellos destaca el
equinacdsido (0,3 a 1,3%), conformado por glucosa, rhamnosa, acido
cafeico y benzocatequin-etil-alcohol. El equinacésido es un éster que
deriva del &cido cafeico.

Resina (1,9%): Conteniendo acidos grasos (oleico, linolénico, cerotinico

y palmitico) y fitoesteroles.
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Aceite esencial (0,05-1,5%): Contenido en la parte aérea y compuesto
por 1,8Zpentadecadieno (44%), 1-pentadeceno, humuleno, burneol,

germacreno D, cariofileno, cariofileno epoéxido, echinolona, etc.

Mucopolisacaridos: Son moléculas de alto peso molecular. Las hay de
45.000 PM (arabinorhamnogalactanos compuestos por arabinosa,
xilosa y galactosa) y de 35.000 PM (heteroxilanos compuestos por

rhamnosa, arabinosa, xilosa y galactosa).

Otros: Trazas de alcaloides pirrolizidinicos (tusilagina e isotusilagina),

inulina (5-8%), betaina (0,8-1%), sales minerales,

(1,9%),

poliacetilenos,

azucares reducidos, flavonoides (rutina), triterpenos

equipurdsido A, y acidos organicos (derivados del cafeoiletilico,
verbascésido, acido clorogénico e isoclorogénico). @ 16)

FIGURA (15): Isobutilamidas identificadas en la raiz de Echinacea
purpurea.
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1.17.6 ACCIONES FARMACOLOGICAS.

Inmunomoduladora-inmunoestimulante: los mucopolisacaridos de alto
peso molecular situados en la raiz han demostrado poseer un efecto
inmunoestimulante inespecifico demostrado a varios niveles; aumento
en la produccion de leucocitos y linfoquinas, aumento en la tasa de
properdina, elevacién de la produccion de interferdn, inhibicidon de la
hialuronidasa y aumento de la capacidad de fagocitosis por parte de
los macréfagos.

Antiinflamatoria.

Antiparasitaria. @ 16)

1.18 MICROSCOPIO ELECTRONICO.

La microscopia electronica de transmision (MET) es una herramienta
de gran utilidad en microbiologia, tanto para fines de diagnéstico
como en la investigacion de las relaciones entre los agentes
patégenos y el huésped. ("El microscopio electrénico de transmision
utiliza un haz de electrones para visualizar un objeto, debido a que los
electrones tienen una longitud de onda mucho menor a la de la luz
pueden mostrar estructuras mucho mas pequefias. Una parte de los
electrones son transmitidos a través del objeto, formando una imagen
aumentada de la muestra, este microscopio puede aumentar el
tamafio del objeto hasta un millén de veces. Las partes principales de

un microscopio electrénico son:

= Cafodn de electrones: emite los electrones por la aplicacion
de alto voltaje.
= Lentes magnéticas: crean campos magnéticos que dirigen y

enfocan el haz de electrones.
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= Sistema de vacio:
los electrones pueden ser desviados por las moléculas del aire,

se debe hacer un vacio casi total en el interior de la columna

del microscopio.

= Pantalla fluorescente: es de sulfuro de zinc es para visualizar la

R _ . ) y
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es una parte muy importante debido a que

imagen aumentada.

= Placa fotografica: muestra la imagen en el negativo para ser

procesada en el cuarto oscuro y asi obtener la foto de dicha

imagen (Figura 16). (22.66)

FIGURA (16): Microscopio electrénico de transmision.

‘ Fuente de
electrones

= In

Imagen sobre una
pantalla fluorescente

Los estudios ultra estructurales de los microorganismos, tanto para

diagndstico como para investigacion, se abordan utilizando dos de los

Tomado de (65)

meétodos de procesamiento general para la MET:
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a) la tincidon negativa: para la identificacion de virus y de diferentes
constituyentes bacterianos (como pilis y flagelos).

b) el procesamiento para la obtencion de cortes ultra finos, (la
localizacion intracelular de un agente virico, como los detalles ultra
estructurales de cualquier otro patégeno, puede aportar informacion

relevante para su caracterizacion definitiva. (2. 70)
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1.19. JUSTIFICACION

El ganado vacuno de leche se cria y alimenta para producir grandes
cantidades de leche. Con el estrés metabdlico por el gran
rendimiento, los efectos fisicos del ordefio y la manipulacién dos o tres
veces al dia no es extrafio que la ubre y el pezdn sufran una amplia
variedad de enfermedades. La mas relevante, la mastitis, tiene
importancia econémica en todo el mundo y se invierte mucho dinero
en su prevencion tratamiento y control. ®9 La lucha contra la mastitis
es un esfuerzo a largo plazo que debe ser persistente debido a que es
imposible el prevenir completamente la transmision de bacterias u
otros organismos causantes de la enfermedad. En la actualidad se han
reportado mas de 100 microorganismos como causantes de infeccion
intramamaria. La mayoria de las infecciones, incluidas las de
importancia econdémica, son ocasionadas por especies de
estafilococos, estreptococos y bacterias Gram-negativas. Las Ultimas
son esencialmente coliformes. La mastitis continua siendo la
enfermedad mas prevalente y costosa de los bovinos lecheros en la
mayor parte del mundo, ya que las vacas lecheras comparten su
ambiente con microorganismos y es inevitable que algunos de ellos
entren a la glandula mamaria y causen mastitis. ©. 49

Las pérdidas causadas por mastitis se pueden clasificar como sigue:

1.- Enlos casos de mastitis clinica:
= Pérdida por baja produccion del animal enfermo.
» Perdida de produccion, por la duracion de la
eliminacion del medicamento.
= Frecuentemente hay un perjuicio duradero en el
rendimiento de la vaca.

= Costos de medicamentos y del Médico veterinario.
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= Aumento en los costos de la mano de obra.

2. - En los casos de mastitis subclinica.

= Una considerable reducciéon en la produccion diaria
de leche.

= Cambios importantes en la composicion de la leche.

= Se perjudica el valor higiénico de la leche.

*» Los dafios causados a través de la mastitis subclinica
son mucho mayores, ya que esa forma de mastitis es
unas 20 a 50 veces mas frecuente que la mastitis

clinica. (b

La mastitis es considerada la enfermedad infecciosa mas costosa de
las vacas lecheras debido a que induce a una disminucion en la
produccion del 4 al 30% de leche y baja su calidad, ademas de
incrementar los costos del cuidado de la salud del hato y un desecho
prematuro de animales. La mastitis bovina es muy persistente en el
ganado lechero, usualmente es tratada o prevenida con antibiéticos
intramamarios; representando una carga econémica muy alta a los
productores de leche en todo el mundo. Las pérdidas mundiales,
anuales debido a la mastitis, se han estimado en 35 billones de délares

americanos. ©®

PERDIDAS ECONOMICAS OCASIONADAS POR LA MASTITIS BOVINA EN
LA INDUSTRIA LECHERA EN MEXICO.

La produccion de leche de vaca en México tiene una tradicién de
mas de 400 afos; los espafioles trajeron los primeros bovinos lecheros.
A principios del siglo pasado se inicio la importacion de bovinos

lecheros (Jersey, Holstein-Friesan) la que se consolidé en los afios 40.
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Entre los afios de 1950 a 1970 se integrd la Industria Lechera con la
produccion de las pasteurizadoras e industrializadoras de productos
lacteos (quesos, yogurt, requeson, mantequilla). En México la
presencia de la enfermedad arroja pérdidas econdmicas de
aproximadamente $2°500,000.00 pesos, pero esto representa solo del
20 al 30% de las matstitis clinicas la otra parte que no presenta sintomas
externos perceptibles que son las mastitis subclinicas representan entre
el 70% y el 80%. Esta enfermedad es una infeccibn que ocasiona
grandes pérdidas a la ganaderia productora de leche del pais y
afecta fundamentalmente al ganado bovino explotado en forma
intensiva, tanto al que es ordefiado en forma manual asi como el que
es ordefiado en forma mecanica, esto es debido a la deficientes
condiciones de manejo e higiene que se tiene establecida en la gran
mayoria de las explotaciones lecheras. La mastitis en México es una
enfermedad muy costosa para la industria, el promedio por vaca en
es de $1,700.00 a $2,000.00 anuales. En estudios realizados en hatos
ubicados en el altiplano de México la prevalencia de mastitis
subclinica ha sido calculada del 20.80% en Tizayuca, Hidalgo, y de un
81.10% en establos alrededor del Distrito Federal. Econdmicamente es
de vital importancia para México y Michoacan que los ganaderos
prevengan, manejen y controlen la mastitis bovina por los efectos
negativos que en la produccién de leche tienen; situacion que se
relaciona directamente con el hecho de que México en el 2001
ocupaba el 130 lugar a nivel mundial como productor de leche fluida
con 9,500.7 millones de litros, mientras que Michoacan produjo 301
millones de litros de leche en el mismo afio, colocandolo en el 9o lugar
a nivel nacional. Actualmente, se puede apreciar que existe un
incremento en la demanda de leche y la produccién nacional sigue

siendo insuficiente para cubrir la demanda total del lacteo, por lo que
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se ha recurrido a las importaciones para complementar el abasto

nacional. ©

Ademas de los altos costos financieros, la mastitis tiene una gran
importancia en el valor higiénico de la leche y de sus subproductos.
No se debe de perder de vista el cuidado y preservacion de la Salud
Publica al consumirse leche y sus derivados; los cuales se debe de
garantizar que sean de buena calidad, no contaminados y que
provengan de hatos ganaderos libres de mastitis bovina u otras
enfermedades infecciosas, cuyos agentes patdgenos pueden afectar
al humano, asi mismo se debe evitar residuos de antibidticos o

quimicos en la leche por el tratamiento de la ubre. (©.56)

A pesar de que la mayoria de los organismos que causan mastitis, en
bajos nimeros son relativamente inofensivos para el ser humano, o son
habitantes normales del medio ambiente humano hay agentes
patégenos causantes de enfermedades por el consumo de leche.
Bacterias como Staphylococcus aureus que a nivel mundial es el
agente patégeno mas importante asociado con la glandula mamaria
que causa la mastitis; el hombre puede infectarse mediante el
consumo de leche que contiene Staphylococcus aureus, la cual
ocasiona una intoxicacion alimenticia debido a las enterotoxinas
estables al calor y el sindrome de choque téxico debido a la toxina
TSS-1. La dosis infectiva es elevada se necesitan de 106 a 107
bacterias/ml para una produccién efectiva de enterotoxinas, hasta el
20% de este agente causal puede producir enterotoxinas. (.38.56)

Los antibi6ticos son una de las principales herramientas terapéuticas
en el control y tratamiento de la mastits asi como de otras
enfermedades infecciosas de origen bacteriano. Sin embargo con el

transcurrir de los afios, estos farmacos han inducido la aparicién de



e

2htz
ﬁ ’}tﬁ Universidad Nacional Autbnoma de México. FES-C
i

IChEE
microorganismos patdgenos resistentes. Ademas la resistencia
microbiana en Medicina Veterinaria adquiere mas relevancia si se
considera que existen antecedentes epidemioldgicos y clinicos que
indican que las bacterias resistentes patdégenas y no patégenas de
procedencia animal, como también zoonéticas pueden llegar a la
poblaciéon humana por varias vias y que la presencia de residuos
antimicrobianos en huevo, leche y eventualmente la carne pueden
inducir a la aparicibn de resistencia en la flora de tracto
gastrointestinal del hombre. Cualquier medicamento que se administra
en un organismo animal, se elimina por diversas vias y durante algun
tiempo; en el caso particular del ganado lechero, una de las vias
principales de eliminacion es la leche por lo tanto se debe tener
presente que cuando se realizan terapia con antimicrobianos, se debe
respetar los tiempos de eliminacion, también llamados tiempos de
descarte, los que pueden durar horas, dias o semanas después de
finalizada la terapia. ©® Debido a que el tratamiento con
antibacterianos no resulta totalmente satisfactorio en todas las vacas
con mastitis, con el incremento de la preocupacioén publica en todo lo
relacionado, con la salubridad de los alimentos y reducir la incidencia
de residuos en la leche, se han puesto en marcha efectivos programas
alternativos como el tratamiento herbolario; el interés en el estudio de
plantas medicinales como fuente de compuestos farmacolégicos
activos ha aumentado por todo el mundo. Se reconoce que en
algunos paises en vias de desarrollo, las plantas son la fuente
medicinal principal para tratar enfermedades infecciosas. Sin
embargo poco se sabe sobre la actividad antibacteriana y los efectos
farmacolégicos de estas plantas. Por lo tanto hay una necesidad de
estudiar las caracteristicas de la flora medicinal para validar su uso en
la Medicina Tradicional y que esto permita a la industria farmacéutica

el desarrollo de nuevos productos mas efectivos asi como nuevas
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formas de administraciéon y establecer un régimen apropiado de
dosificacion que permitan avanzar en la lucha contra la mastitis y otras
enfermedades humanas y veterinarias. . 52 Otra forma posible de
prevenir la mastitis podria incluir un tratamiento que no solo elimine a
la bacteria causante, si no que optimice la capacidad protectora de
la glandula mamaria ya que el papel del sistema de defensa del
organismo del hospedero es el de eliminar las bacterias patégenas
restantes y prevenir de esta manera la reinfeccion, plantas como
Caléndula officinalis, Hippocratea excelsa y Echinacea purpirea hoy
representan una nueva alternativa para el desarrollo de farmacos
antimastiticos mas efectivos debido a sus multiples acciones

farmacolégicas. (52

1.20 HIPOTESIS

“Si los extractos vegetales de: Caléndula officinalis, Echinacea
purpurea e Hippocratea excelsa presentan una actividad
antibacterial “in vitro” contra las bacterias a estudiar (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis y Streptococcus
faecalis) entonces podemos proporcionar una alternativa confiable y

eficaz para el tratamiento de la mastitis bovina”



e

Sy is
& &‘ E Universidad Nacional Auténoma de México. FES-C
) ’:: L/

IChEE

2. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto inhibitorio del extracto de: Caléndula officinalis,
Echinacea purpUrea e Hippocratea excelsa, (solos y combinados) en
bacterias aisladas de casos de mastitis bovina utilizando el método de

Mosmann y la microscopia electrénica.
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2.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Preparar tres extractos de plantas (Caléndula officinalis,
Echinacea purpurea e Hippocratea excelsa) a base de etanol

al 70%.

Determinar la actividad antibacterial de los extractos de
Caléndula officinalis, Echinacea purpurea e Hippocratea

excelsa (solos), por el método colorimétrico de Mosmann.

Determinar la actividad antibacterial de los extractos de
Caléndula officinalis, Echinacea purpurea e Hippocratea
excelsa (combinados), por el método colorimétrico de

Mosmann.

Determinar la actividad bactericida y/o bacteriostatica de
Caléndula officinalis, Echinacea purplUrea e Hippocratea
excelsa (solos y combinados) en Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis y Streptococcus

faecalis, mediante una prueba cualitativa.

Realizar observaciones en microscopio electrénico de las
bacterias antes mencionadas en presencia y ausencia de los

extractos para evidenciar el posible dafio.
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3. MATERIAL 'Y METODOS.

3.1 OBTENCION DE MUESTRAS DE LECHE DE VACAS CON MASTITIS

El presente trabajo se realiz6 en el Complejo Agropecuario Industrial
de Tizayuca Hidalgo, México, localizado en el kiémetro 57 de la
carretera Federal No. 85, México-Pachuca. El estudio incluyé vacas,
de la raza Holstein Friesian, que, tuvieron diagndstico de mastitis de 5

hatos lecheros.

= PREPARACION DE LOS PEZONES

Antes de tomar las muestras los pezones deben de ser desinfectados.
El lavado de los pezones se hace solamente si existe suciedad. En este
caso se utilizara una solucion desinfectante de cloro con 20 ppm o
con yodo a concentracion de 60 ppm. Enseguida se secara el pezén
con una toalla desechable. Se desechan de 10 a 15 ml de leche de
cada cuarto. Enseguida se limpia la punta del pezén y su orificio
durante 10 a 15 segundos con una toalla desechable sumergida en
alcohol, con esto ocurre la desinfeccion. Se utiliza una toalla para

cada pezon.

= TOMA DE LA MUESTRA

Las manos deberan desinfectarse antes de tocar la ubre. El recipiente

estéril debe colocarse de forma horizontal y debe evitarse la entrada

de suciedad. La toma de muestra se hace con una presion minima y
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de ser posible con una sola presion del pezén. El envase de muestra

debe ser llenado con dos tercios como maximo. 66
. CONSERVACION Y MANEJO DE LAS MUESTRAS

Los recipientes con muestras fueron transportados en un contenedor
adecuado hacia el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan Izcalli Estado de México en el Edificio de
Estudios de Postgrado e Investigacion. Cuando hace mucho calor o
existe retraso en el transporte las muestras deben ser colocadas en

una hielera con agua y hielo.

El procesamiento debera ser hecho inmediatamente después de su
llegada al laboratorio. La temperatura de traslado sera de 4 a 5°C.

Debera evitarse un almacenamiento de la muestra mayor de 24 horas.

(56)

3.2 AISLAMIENTO DE PATOGENOS BACTERIANOS

Para lograr el aislamiento de bacterias Gram positivas y Gram
negativas se utilizaron los medios de agar sangre (AS) y agar Mac
Conkey (AMC). Las muestras de leche fueron inoculadas mediante la
técnica de siembra masiva con asa estéril, posteriormente los medios
de cultivo se incubaron a 35 - 37°C, en condiciones aerdbicas, durante
24 — 48 horas. 9
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3.3 IDENTIFICACION DE GRUPOS ESPECIFICOS DE AGENTES PATOGENOS
DE MASTTITIS.

3.3.1 Staphylococcus aureus.

= Produce en agar sangre colonias blanco-grisaceas vy
ocasionalmente doradas o amarillas, lisas, opacas y convexas.

= La a-hemolisina produce una zona clara con una hemodlisis
completa, mientras que la p-hemolisina causa una zona clara
delimitada con una hemodlisis incompleta. Algunas cepas de
Staphylococcus aureus no son hemoliticas o producen una
zona muy estrecha de hemolisis completa, limitada.

= Debido a que fermenta el manitol se puede utilizar agar sales
manitol para aislarlo de forma pura.

= Se realizaron diferentes pruebas para su identificacion (Tabla
11). (7, 28, 55)

TABLA (11): Pruebas de identificacion de Staphylococcus aureus.

Caracteristica Resultado

Tincion de Gram +

Morfologia Cocos en racimos
Motilidad -
Catalasa +
OF F
Oxidasa -
Coagulasa +
Fermentacién de manitol +
Fermentacion de glucosa +

Tomado de (55)
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3.3.2 Streptococcus uberis.

= Crece satisfactoriamente en agar sangre donde forman
colonias pequefas, brillantes suaves.

= Algunos pueden presentar actividad hemolitica.

= Se realizaron diversas pruebas para su identificacion (Tabla

12). (55.56)

TABLA (12): Pruebas de identificacion de Streptococcus uberis.

Caracteristica Resultado
Tincidon de Gram +
Morfologia Cocos en pares o cadenas
Motilidad -
Catalasa -
OF F
Oxidasa -
Hidrdlisis de esculina +
Inulina +
Crecimiento a 10 °C -

Tomado de (13)

3.3.3 Enterococcus faecalis.

= En agar sangre las colonias son pequefias y brillantes.
= Presentan una reaccion p-hemolitica.
= Se realizaron diversas pruebas para su identificacion (Tabla

13). (28,52,55)
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TABLA (13): Pruebas de identificacion de Enterococcus faecalis.

Caracteristica Resultado
Tincion de Gram +

Morfologia Cocos en parejas o
cadenas cortas

Motilidad -
Catalasa -
OF F
Oxidasa -
Bilis esculina
NacCl 6.5%
Manitol
Lactosa
Desarrollo a 10°C
Desarrollo a 45°C
Tomado de (7)

+ 1+ |+ 1+ 1+ ]+

3.3.4 Escherichia coli.

= En agar sangre las colonias son grandes, convexas Yy
mucoides.

= Debido a que utiliza la lactosa por via fermentativa se puede
emplear el medio EMB donde forma colonias verdes con brillo
metalico.

= Son bacilos gram negativos.

*= Se realizaron diferentes pruebas de identificacién (Tabla 14). -

28, 55)
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TABLA (14): Pruebas de identificacion de Escherichia coli.

Prueba Resultado Prueba Resultado
Catalasa + Arginina dihidrolasa +/-
Oxidasa - Fenilalanina -

desaminasa

Motilidad + Lisina descarboxilasa

OF F Acido de la glucosa +

Indol + Hidrdlisis de gelatina -

Rojo de metilo + Hidrdlisis de urea -

Voges - Malonatos +

Proskauer

Citratos - Fermentacion de +
manitol

Reduccion de + Produccién de gas +

nitratos

Tomado de (28)

3.4 PREPARACION DE SOLUCION STOCK DE TRABAJO DE Caléndula

officinalis (Diagrama 1).

1.- Preparar 1 litro de etanol al 75% en un frasco ambar de boca
ancha, colocar en el pétalos de Caléndula officinalis secos, mantener
cerrado y en reposo el frasco durante 24 horas protegido de la luz, se
mantiene a temperatura ambiente.

2.- Después de reposar 24 horas se retiran los pétalos de Caléndula
officinalis y se desechan, el extracto etandlico obtenido se esteriliza
por filtraciéon empleando una membrana Millipore de 0.22um, un filtro
de bala y una bomba de vacio.

3.- El extracto de Caléndula officinalis ya estéril se coloca en el horno
a 56°C para llevar a sequedad, manteniendo condiciones de
esterilidad se recolecta la materia seca y se coloca en frascos ambar

estériles para su conservacion.
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4.- Pesar en una balanza analitica 1g de la materia seca y colocarla

en un matraz aforado de 25ml, agregar 3ml de DMSO y agitar con

un vortex para ayudar a disolver. Aforar a 25ml con Solucién salina
fisiologica estéril y esta es la solucion de trabajo la cual presenta una
concentracion de 40mg/ml.

5.- A la soluciéon de trabajo se le realiza una prueba de esterilidad en

caso de presentar un agente contaminante se procede a esterilizar

por filtracién. La solucion estéril se coloca y conserva en un frasco
ambar protegida de la luz y se mantiene a temperatura de

refrigeracion.

3.5 PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK DE TRABAJO DE Echinacea

purpurea (Diagrama 1).
1.- Se realiza el procedimiento mencionado anteriormente, ahora
empleando Echinacea purpurea.
3.6 PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK DE TRABAJO DE

Hippocratea excelsa (Diagramal).

1.- Se realiza el procedimiento mencionado para Caléndula officinalis

pero ahora utilizando materia seca de Hippocratea excelsa.
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3.7 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE LAS SOLUCIONES
STOCK DE TRABAJO.

19 0.04 g ( 1000mg ) 10009 Iml 40”9

25m mll 1g img ) 10004 ,ul

4Oﬂ:(1000ylj g |_,,m9

l iml A1000.g )  ml

DIAGRAMA (1): Preparacion de los extractos etandlicos y las soluciones
de trabajo.

Agregar la materia prima
Preparar 1 litro correspondiente ya sea:
de etanol al 75% Caléndula officinalis, Echinacea
purplrea o Hippocratea excelsa
y reposar 24 horas.

A 4

Llevar a sequedad \ 4
a 56°C y Esterilizar el extracto por
recolectar la [ filtracibn con membrana
materia seca. de 0.22um.

A 4
Pesar 1g disolver en Solucién final de
3ml de DMSO aforar trabajo estéril con
a 25ml con Solucién » concentracion de
salina fisiol6gica 40ug/pl.
estéril.
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3.8 PRUEBA DE ESTERILIDAD PARA LAS TRES SOLUCIONES STOCK DE
TRABAJO.

= Con una micropipeta con punta estérii tomar 100 | de la
soluciéon stock de Caléndula officinalis y colocarlos en una
placa de agar BHI realizar con el asa bacteriolégica un
sembrado masivo. Incubar durante 24 horas a 35-36°C vy
observar si se presenta crecimiento.

= Realizar este procedimiento con las soluciones de
Hippocratea excelsa y Echinacea purpurea.

= Si alguno de las soluciones de trabajo presenta crecimiento
microbiano se debe de esterilizar nuevamente por filtracion
con membrana milipore de 0.22um mejorando las

condiciones de trabajo.

3.9 PREPARACION DEL ENSAYO EN MICROPLACA CON EL EXTRACTO DE

Echinacea purplrea
3.9.1 PREPARACION DE MATERIAL

= Sembrar las bacterias a utilizar en el ensayo en una placa de
agar nutritivo como Infusién cerebro corazén (BHI) incubar en
estufa bacteriolégica a 36-37°C durante 24 horas.

= Preparar 100ml de Caldo Infusion cerebro corazén (BHI)
distribuir en 12 tubos de ensaye con tapén de rosca
aproximadamente 8ml en cada tubo. Esterilizar en autoclave
a 15 |b. de presién, 121°C durante 15 minutos.

= Preparar 60ml de Solucion Salina al 8.5% vy distribuir en 12

tubos de ensaye con tapdn de rosca aproximadamente 5mi
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en cada tubo. Esterilizar en autoclave a 15 |b. de presion,
121°C durante 15 minutos.

Esterilizar en autoclave a 15 Ib. de presion, 121°C durante 15
minutos material como puntas para micropipeta de 100ul.
NOTA: Cuando se realiza el ensayo para una combinacion de
extractos esterilizar pipetas de 2 y 5ml, tubos de ensaye con
tapon de rosca o frascos ambar de 10ml.

Se requiere tener una microplaca de 96 pozos estéril,
micropipeta de 100ul, tubo 0.5 Mc Farland, agitador vortex,
asa bacterioldgica.

Mantener condiciones de esteriidad con 2 mecheros fischer,
superficie desinfectada con benzal, utilizar guantes estériles y

cubrebocas.

3.9.2 ENSAYO EN MICROPLACA (Diagrama 2).

La microplaca cuenta con 96 pozos con columnas del 1 al 9
donde cada columna corresponde a una dilucion realizada y
las filas de la A ala H, corresponden a una bacteria diferente.
Colocar en los pozos de la columna 2 a la 9 en las 8 filas 100ul
de SSF Estéril, con la micropipeta y puntas estériles, utilizando
para cada fila un tubo diferente.

Colocar en los pozos de la columna 1y 2 en las 8 filas 100ul del
extracto (solo o combinado) a probar.

A partir de los pozos de la columna 2 y hasta la 9 realizar
diluciones dobles del extracto obteniendo un volumen final de
100ul por pozo. NOTA: Los 100ul restantes en el pozo 9 se
desechan.

Tomar la placa de agar con la bacteria a probar #1

(Escherichia coli) con crecimiento de 24 horas inocular un
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tubo con caldo BHI estérii y estandarizar a 0.5 con el
nefelometro de Mc Farland, mezclar bien con un agitador
vortex.

= Agregar a los pozos de la columna 1 a la 9 de la fila A 100ul
de la bacteria #1 estandarizada a 0.5 de Mc Farland.

= Realizar los dos pasos anteriores para cada una de las
bacterias a probar, una bacteria por fila.

= La columna de pozos numero 10 corresponde a un Control
Positivo el cual contiene 100ul de SSF Estéril y 100ul de la
bacteria a probar correspondiente a cada fila.

= La columna de pozos numero 11 corresponde a un Control
Negativo el cual contiene 100ul de SSF Estéril y 100ul de Caldo
BHI estéril.

= La columna de pozos numero 12 corresponde a un Blanco el
cual contiene 100ul del extracto estéril a probar y 100ul de
Caldo BHI estéril.

= Ya preparada la microplaca se coloca en un recipiente de
plastico desinfectado con benzal con papel filtro humedecido
con agua estéril, para prevenir desecacion y se deja incubar
en una estufa bacteriolégica a una temperatura de 36-37 °C
durante 24 horas.

DIAGRAMA (2): Preparacion del ensayo de dilucién en microplaca.

La siguiente tabla representa una microplaca la cual cuenta con 96
pozos con columnas del 1 al 9 donde cada columna corresponde a
una dilucién realizada y las filas de la A a la H, corresponden a una
bacteria diferente. La columna 10 y 11 corresponden a un control

positivo y uno negativo respectivamente y la columna 12 al blanco.
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10 11 12
1 3/14|5|6|71|8|9]| Control | Control | Blanco
+ -
A
B | 100 100yl 1004 | 100ul
C | extracto SSF + SSF + extracto
+100ul 100ul de | 100ul +100ul
D | dela la de de
E bacteria bacteria | Caldo Caldo
a a BHI BHI
F | probar probar
G 0.5 Mc 0.5 Mc
Farland Farland
H
_/

V

Preparar diluciones como lo muestra
el siguiente esquema.
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Agregar 100ul
del extracto a Adicionar a
40pg/ul a cada pozo 100yl
probar. de la bacteria
100ul correspondiente
0.5 Mc Farland.
100ul
U q 100l
2 100ul
3 100pl
4 100ul
5 100pl
Cada pozo
lleva 100ul
de SSF 6
estéril.
8
Desechar

100l
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3.9.3 LECTURA DEL ENSAYO EN MICROPLACA E INTERPRETACION DE
RESULTADOS.

= Después de 24 horas de incubacion se observa la microplaca
se realizan lecturas visuales.

= Se debe de observar total transparencia y ausencia de
turbidez en las columnas de pozos que son Control Negativos
y Blancos, mientras que en la columna que corresponde al
Control Positivo debe de presentar turbidez abundante.

= Se comparan los pozos problema con los controles vy el
blanco y se determina si presentan turbidez o no. Si existe la
presencia de turbidez y entre mas se asemejen al Control
Positivo indican un crecimiento de la bacteria por lo cual el
crecimiento de esta no se inhibe por el extracto que se esta
probando. Los pozos que no presentan turbidez y entre mas
se asemejan al Control Negativo indican que no existe un
crecimiento de la bacteria por lo cual el extracto si presenta
un efecto inhibitorio del crecimiento del microorganismo.

= En esta prueba se puede realizar una lectura colorimétrica
para lo cual se adiciona a todos los pozos de la microplaca
0.5ul de reactivo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il0)-2,5 difeniltetrazol
(MTT) el cual presenta un color amarillo; si no hay presencia
de bacterias viables en el pozo el MTT permanecera de color
amarillo, mientras que si hay bacterias viables el MTT va a virar
a color violeta/morado (Figura 17). Esta técnica permite
observar y determinar faciimente que pozos de la microplaca
presentan crecimiento y en que pozos este se ha inhibido por

accion del extracto lo que permite determinar la CMI.
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FIGURA (17): Microplaca con diluciones de extracto a evaluar

evidenciando actividad bacteriana con el reactivo MTT.

3.9.4 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MiNIMA INHIBITORIA
(CMI).

La Concentracion minima inhibitoria (CMI) se determina en la lectura
de resultados de la microplaca y se considera que es la minima
concentracion del extracto que inhibe la multiplicacion y produccion
de un crecimiento visible de la cepa bacteriana, asi como su
viabilidad esto se evidencia por turbidez o colorimetria empleando el
reactivo de MTT (Figura 18). Color morado purpura indica desarrollo
bacteriano y el color amarillo indica que no hay células bacterianas

viables.
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FIGURA (18): Método de Mosmann adicionando reactivo de MTT a

cada pozo de la técnica de dilucion en microplaca.

3.10 DETERMINACION DEL EFECTO BACTERIOSTATICO/BACTERICIDA DE
LOS TRES EXTRACTOS: Caléndula officinalis, Echinacea purpurea e
Hippocratea excelsa, SOLOS Y COMBINADOS.

3.10.1 PREPARACION DE MATERIAL.

Preparar 80 cajas petri con agar BHI.

Sembrar las 10 bacterias que se estan utilizando; una bacteria por
caja por dilucion de colonias, incubar a 36-37°C en estufa
bacterioldgica. durante 24 horas.

Esterilizar en autoclave a 15 Ib. de presiéon, 121°C durante 15
minutos, el siguiente material: 70 tubos de ensayo con tapdn de
rosca de 13x100, 20 pipetas graduadas de 1ml, 2ml, 5mly 10ml.
Preparar caldo BHI y distribuir en 10 tubos de ensayo con tapén

de rosca aproximadamente 5ml por tubo, esterilizar en autoclave.
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3.10.2 DETERMINACION DEL EFECTO BACTERICIDA BACTERIOSTATICO
(Diagrama 3).

= Estandarizar cada una de las 10 bacterias a 0.5 Mc Farland en
los tubos con caldo BHI.

= Colocar 1ml del extracto de Caléndula officinalis en 10 tubos
de ensayo. Adicionar a cada tubo 1ml de cada una de las 10
bacterias; un tubo por bacteria. Realizar este mismo
procedimiento para los extractos de Echinacea purpurea e
Hippocratea excelsa.

= Colocar 1ml de la mezcla de Caléndula officinalis y
Echinacea purpurea en 10 tubos de ensayo. Adicionar a cada
tubo 1ml de cada una de las 10 bacterias; un tubo por
bacteria. Realizar este procedimiento para cada una de las
combinaciones restantes: Echinacea purpurea-Hippocratea
excelsa, Caléndula officinalis- Hippocratea excelsa y
Echinacea purplrea - Hippocratea excelsa - Caléndula
officinalis.

= En 10 tubos de ensayo mantener 1ml de cada bacteria en
caldo BHI a 0.5 Mc Farland como controles positivos.

= Los controles negativos son cada uno de los extractos solos y
combinados con caldo BHI estéril.

= Incubar todos los tubos anteriores durante 24 horas a 36-37°C
en estufa bacteriolégica.

= Terminada la incubacion sembrar en cada placa de agar BHI;
dividir la caja en tres secciones, sembrar el control positivo el
negativo y el problema. Esto se realiza para cada uno de los
70 tubos preparados 24 horas anteriormente.

* Incubar las placas de agar BHI durante 24 horas a 36-37°C en

estufa bacteriolégica.
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3.10.3 INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS PARA DETERMINAR EFECTO
BACTERICIDA BACTERIOSTATICO (Diagrama 3).

= Observar cada una de las placas verificar que los controles
negativos no presenten crecimiento.

= Verificar que los controles positivos presenten un crecimiento
optimo.

= Siexiste crecimiento en donde se sembro la muestra problema
se determina que el efecto es bacteriostatico.

= Si no existe crecimiento en donde se sembré la muestra

problema se determina que el efecto es bactericida.



DIAGRAMA (3): Determinacion del efecto bactericida y/o
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bacteriostatico de cada uno de los extractos solos y combinados.
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cada
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control positivo

En 10 tubos de ensayo Estandarizar
colocar 10ml de caldo » una de
BHI estéril. bacterias a
Farland en los tubos
~nn RHI
Conservar como

Realizar las siguientes
series de tubos.

A 4

10 tubos con 1ml de Caléndula officinalis
10 tubos con 1ml de Echinacea purplrea
10 tubos con 1ml de Hippocratea excelsa
10 tubos con cada una de las combinaciones
de los extractos.

\ 4

Adicionar 1ml de cada uno
de los microorganismos. Un
microorganismo para cada
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Incubar a 36-37°C 24

en estufa

bacteriol6aica

extracto solo y combinado v
Sembrar cada
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3.11 MICROSCOPIA ELECTRONICA.

3.11.1 PREPARACION DE MATERIAL

= Sembrar en cajas de agar BHI las bacterias: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis y Streptococcus
faecallis. Incubar en estufa bacteriolégica durante 24 horas a
36°C.

= Preparar 40ml de caldo BHI distribuir en 4 tubos de ensayo con
tapon de rosca; 10ml por tubo esterilizar en autoclave a 15 I|b.
de presion, 121°C durante 15 minutos.

= Preparar 100ml de Solucidn Salina Fisiolégica al 8.5%, esterilizar
en autoclave a 15 Ib. de presion, 121°C durante 15 minutos.

= Esterilizar en autoclave a 15 |Ib. de presion, 121°C durante 15
minutos, 8 tubos de ensaye con tapon de rosca de 13x100 y 20

pipetas graduadas de 5ml.

3.11.2 PREPARACION DE LAS BACTERIAS PARA MICROSCOPIA
ELECTRONICA (Diagrama 4).

= Estandarizar cada una de las cuatro bacterias con
crecimiento de 24 horas en tubos con caldo BHI estéril a 0.5
del Nefel6bmetro de Mc Farland.

= Entubos de ensayo estériles con tapdn de rosca colocar:

- 3ml de extracto de Hippocratea excelsa + 3ml de bacteria 0.5 Mc
Farland Escherichia coli.
- 3ml de extracto de Echinacea purpurea + 3ml de bacteria 0.5 Mc

Farland Staphylococcus aureus.
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- 3ml de extracto de Caléndula officinalis + 3ml de bacteria 0.5 Mc
Farland Streptococcus uberis.
- 3ml de la mezcla de extracto de Caléndula officinalis- Hippocratea

excelsa + 3ml de bacteria 0.5 Mc Farland Streptococcus faecalis.

= Los controles positivos son en un tubo de ensayo estéril con
tapon de rosca colocar 3ml de la bacteria en caldo BHI
estandarizada a 0.5 del nefelometro de Mc Farland y
adicionar 3ml de SSF estéril. Esto para cada uno de los cuatro
microorganismos utilizados en esta prueba.

= Todos los tubos preparados anteriormente se incuban durante
24 horas en estufa bacterioldgica a 36°C.

= Después del tiempo de incubacion centrifugar los 8 tubos a
2500rpm durante 15 minutos, desechar el sobrenadante y
resuspender la pastilla en 3ml de SSF estéril.

= Centrifugar a 2500rpm durante 15 minutos, desechar el
sobrenadante y resuspender la pastilla en 3ml de SSF estéril.

= Centrifugar a 2500rpm durante 15 minutos, desechar el
sobrenadante y resuspender la pastilla en 3ml de SSF estéril.

= Centrifugar a 2500rpm durante 15 minutos, desechar el
sobrenadante y agregar a cada tubo 3ml del reactivo de
Karnosky y dejar reposar durante una hora.

= Centrifugar a 2500rpm durante 30 minutos, posteriormente
eliminar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 3ml de

Solucién Buffer de Fosfatos.
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DIAGRAMA (4): Proceso de preparacion de bacterias para observar
en microscopio electrénico.

Sembrar en
cajas de agar
BHI  Escherichia
coli,
Staphylococcus
aureus,
Streptococcus
uberis y
Streptococcus
faecalis.

Incubar en estufa Estandarizar
» bacteriolégica a 36°C » cada bacteria
durante 24 horas. en caldo BHI a
0.5 Mc Farland
[
A 4 Y
CONTROL (+): PROBLEMA:
3ml de bacteria + 3ml de bacteria +
3ml de extracto 3ml de extracto

Desechar el
sobrenadante

Centrifugar los

\ 4

8 tubos a [«

Incubar

bacteriolégica a 36°C
durante 24 horas.

en estufa

A 4

Centrifugar
tubos a
durante 15 minutos.

los 8
2500rpm

A 4

Desechar el
sobrenadante y
resuspender la
pastila en SSF

Actéril

A 4

y resuspender < 2500rpm
la pastila en durante 15
QQF ectéril miniitne
v Desechar el
sobrenadante
Centrifugar los 8 y resuspender
tubos a 2500rpm » |a pastila en
durante 15 minutos. SSF estéril.
Desechar el
sobrenadante y
Centrifugar resuspender la
los 8 tubos | pastila de cada
a 2500rpm [€ uno de los 8 tubos
durante 30 en 3ml de reactivo |
minutos. de Karnosky, dejar |-
reposar una hora.
v

Centrifugar los 8 tubos a

2500rpm
minutos.

durante 15

Eliminar el sobrenadante de los 8 tubos y resuspender la
pastilla en 3ml de Solucion Buffer de Fosfatos.
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3.11.3 PREPARACION DE REJILLAS CON MEMBRANA FOMVAR.

= Las rejillas deben ser lavadas con acetona y estar secas
previamente.

= Se prepara una solucion de fomvar al 0.1% en cloroformo, si se
hacen con parlodién se prepara una solucion con 0.1% de
parlodion en acetato de amilo.

= Un vaso de precipitados bien limpio de capacidad minima de
un litro se llena de agua destilada, y se coloca una lampara
para que ilumine la superficie del agua.

= Un portaobjetos se impregna de fomvar y se deja en reposo
hasta que se seque la pelicula, después con ayuda de unas
pinzas se cortan las cuatro orillas del portaobjetos y sobre el
agua destilada se sumerge poco a poco hasta separar la
pelicula plastica y si la pelicula plastica es de un color dorado-
plateado es adecuada.

= Las rejillas son colocadas sobre la membrana y posteriormente
se recogen con papel filtro. Las rejilas se deben secar

perfectamente antes de volverse a usar.
3.11.4 TECNICA DE TINCION NEGATIVA (Figura 19).

= Una gota de suspension bacteriana se deposita sobre un
papel parafim, y se colocan dos rejillas con membrana para
que se adsorba la muestra durante un tiempo que varia entre
5y 30 minutos.

= Setoman las rejillas y el exceso se absorbe con papel filtro y en
seguida son tefiidos con una gota de acido fosfotingstico
(AFT solucién al 1% con pH=7.2) durante un periodo que varia

entre 5y 30 minutos.
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= Lasrejillas son recogidas y se absorbe el exceso de colorante y
son secadas a temperatura ambiente o en estufa a 35°C.
= Las muestras son observadas y fotografiadas en el microscopio

electrénico de transmision (JEOL JEM 100 S).

FIGURA (19): Esquema que muestra la técnica de tincidon negativa.

@ Gota de @ Gota de
suspension acido
bacteriana. fosfotunastico

Papel
parafilm.

Papel parafiim.

Gota de

agua 3R0CC
destilada. m

Papel parafilm.

Tomado de (22)
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3.12. DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO

“Determinacion del efecto de tres extractos naturales:
Caléndula officinalis, Echinacea purpurea e Hippocratea
excelsa, (solos y combinados) en bacterias aisladas de casos
de mastitis bovina.”

Aislamiento de bacterias en
leche de vacas con mastitis.

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Streptococcus uberis
Streptococcus faecalis

Preparacion de los 3
extractos etandlicos:
Caléndula officinalis
Echinacea purpurea
Hippocratea excelsa.

identidad
pruebas

Confirmar su
mediante
bioquimicas.

Evaporar el etanol y
obtener materia
organica seca disolver
en DMSO aforar en SSFE
para obtener soluciones
de trabajo con
concentraciones de 40

pg/ul.

Realizar los ensayos de dilucion en microplaca y aplicar el
Método de Mosmann enfrentando las bacterias aisladas e
identificadas con los extractos de Caléndula officinalis,
Echinacea purpUrea e Hippocratea excelsa solos y

combinados.

Determinar
Bacteriostatico/Bactericida
de los tres extractos.

efecto

Observar en
microscopio
electrénico de
transmision las
bacterias tratadas
con extractos.
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4. RESULTADOS

4.1 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE BACTERIAS

En el aislamiento e identificacion de las bacterias se obtuvieron 10
cepas a las cuales se les realizaron pruebas bioquimicas primarias y
secundarias que permitieron su identificacion dando como resultado:
2 cepas de Escherichia coli, 1 cepa de Staphylococcus aureus, 5
cepas de Streptococcus uberis y 2 cepas de Streptococcus faecalis
(Tabla 15 y Grafica 1). Durante toda la experimentacioén se trabajé con
las 10 diferentes cepas al final del trabajo experimental se observo que
las bacterias del mismo genero y especie presentaron el mismo

comportamiento frente a los extractos, por lo cual los resultados se

reportan por bacteria.

TABLA (15): Tabla que muestra las bacterias aisladas e identificadas de

las muestras de leche provenientes de casos de mastitis bovina.

BACTERIA IDENTIFICADA | NO. DE CEPAS AISLADAS
Escherichia coli 2
Staphylococcus aureus 1
Streptococcus uberis 5
Streptococcus faecalis 2
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GRAFICA (1): Porcentaje de aislamiento de bacterias aisladas de

casos de mastitis bovina.

é )

Bacterias aisladas e identificadas de
muestras de leche de vacas con
mastitis

O Escherichia coli

20% 20%

O Staphylococcus
aureus

B Streptococcus
10% uberis

50% B Streptococcus
faecalis

- /

Se trabajo con las 10 bacterias aisladas e identificadas de acuerdo a
su genero y especie presentaron el mismo comportamiento frente a los
extractos, cada ensayo se realizd6 por triplicado, se obtuvieron
promedios de cada lectura, de los controles positivos y negativos para

obtener un resultado representativo para cada una de las 4 diferentes

bacterias.
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4.2 EVALUACION DEL EFECTO INHIBITORIO DE LOS EXTRACTOS SOLOS Y
COMBINADOS SOBRE LAS BACTERIAS AISLADAS DE CASOS DE MASTITIS
BOVINA.

4.2.1 EXTRACTO DE Hippocratea excelsa 40mg/ml.

El efecto del extracto de Hippocratea excelsa sobre las 4 bacterias se
determiné por el método de dilucién en microplaca, después de
realizar este ensayo se agregdé MTT y se realiz6 una lectura visual
obteniendo resultados cualitativos, siendo la bacteria mas sensible
Streptococcus faecalis con una CMI de 15.6ug/100ul, después
Escherichia coli con una CMI de 1000ug/100ul, seguida por
Streptococcus uberis con una CMI de 2000ug/100ul y Staphylococcus
aureus fue la mas resistente al verse inhibida solo a 4000u.g/100ul (Tabla
16). Posteriormente se realizaron lecturas en el espectrofotometro a
560nm proporcionando resultados cuantitativos en valores de
absorbancia, los cuales coinciden con los resultados cualitativos (Tabla
17). El extracto de Hippocratea excelsa presenta resultados de
inhibicibn muy satisfactorios para Streptococcus faecalis ya que la
cepa tratada se mantiene muy cerca del control negativo, es
medianamente efectivo contra Escherichia coli, Streptococcus uberis

y Staphylococcus aureus (Grafica 2).
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TABLA (16): Resultados cualitativos obtenidos en microplaca de las

bacterias tratadas con el extracto de Hippocratea excelsa.

pg/100ul

Escherichia
coli
Staphylococcu
S aureus
Streptococcus
uberis
Streptococcus
faecalis

4000
2000 -
1000 -
500 +/-
250 +
125 +
62.5 +
31.2 +
+
+

+
~N
]
]
'

15.6
Control (+)
Control (-) -

Blanco - - - -
+ Desarrollo de la bacteria, - Inhibicion de desarrollo de la bacteria.

+ 1+l 1+ 1+ 1+ |+




o

Wi

L X

ﬁi ’E Universidad Nacional Autbnoma de México. FES-C
o Y

s =2

¥

TABLA (17): Valores de absorbancia del ensayo en microplaca de las

bacterias tratadas con el extracto de Hippocratea excelsa.

pg/100ul

Escherichia coli
Staphylococcus
aureus
Streptococcus
uberis
Streptococcus
faecalis

4000 0.040 | 0.045 § 0.030 j 0.033
2000 0.040 J 0.141 § 0.030 j 0.033
1000 0.040 | 0.638 ] 0.217 | 0.033

500 0.407 ] 0.638 § 0.289 } 0.033
250 0.916 ] 0.638 § 0.652 } 0.033
125 0.916 | 0.638 ] 0.652 ] 0.033
62.5 0.916 ] 0.638 § 0.652 } 0.033
31.2 0.916 | 0.638 ] 0.652 ] 0.033
15.6 0.916 | 0.638 ] 0.652 ] 0.033

Control (+) § 0.916 | 0.638 | 0.652 | 0.707
Control (-) § 0.025 ] 0.025 ] 0.025 | 0.025
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GRAFICA (2): Ensayo del extracto de Hippocratea excelsa con las 4

diferentes bacterias y sus respectivos controles no tratados.

4 N\
Hippocratea excelsa

09 —%
0,8 —&—Escherichia coli

07 / —— Staphylococcus aureus
'g 06 —— Streptococcus uberis
c U
& 05 / // Streptococcus faecalis
2 04 / 1/ Control +E. coli
o
< Control +S. aureus

ol | A

0,1 / Control +S. faecalis
= J

Control +S. uberis

5 Control (-)

4000 2000 1000 500 250 125 62,5 31,2 15,6
pg/100p!

4.2.2 EXTRACTO DE Caléndula officinalis 40mg/ml.

El efecto del extracto de Caléndula officinalis sobre las 4 bacterias se
determind por el método de dilucibn en microplaca, después de
realizar este ensayo se agregé MTT y se realizd una lectura visual
obteniendo resultados cualitativos, siendo las bacterias mas sensibles
Streptococcus faecalis y Streptococcus uberis, ambos con una CMI
de 15.6pg/100ul, después Staphylococcus aureus con una CMI de
1000pg/100ul (Figura 21), Escherichia coli (Figura 21) fue la mas
resistente al verse inhibida solo a 4000pg/100ul (Tabla 18).
Posteriormente se realizaron lecturas en el espectrofotometro a 560nm
proporcionando resultados cuantitativos en valores de absorbancia,
los cuales coinciden con los resultados cualitativos (Tabla 19). El

extracto de Caléndula officinalis presenta resultados de inhibicion
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muy satisfactorios para Streptococcus faecalis y Streptococcus uberis
ya que las cepas tratadas se mantienen muy cerca del control
negativo, es medianamente efectivo contra Staphylococcus aureus y
la bacteria con menor sensibilidad a este extracto fue Escherichia coli.

(Grafica 3).

TABLA (18): Resultados cualitativos obtenidos en microplaca de las

bacterias tratadas con el extracto de Caléndula officinalis.

png/100ul

aureus
Streptococcus
uberis
Streptococcus
faecalis

Escherichia coli
Staphylococcus

4000
2000
1000
500
250
125
62.5
31.2
15.6
Control (+)
Control (-)
Blanco - - - -

+
™
1
1
1

+ 1+ |+ 1+ 1+ 1+ 1+

+ Desarrollo de la bacteria, - Inhibicién de desarrollo de la bacteria.
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TABLA (19): Valores de absorbancia del ensayo en microplaca de las

bacterias tratadas con el extracto de Caléndula officinalis.

uberis

pg/100ul

Escherichia
coli
Staphylococcu
s aureus
Streptococcus
Streptococcus
faecalis

4000 0.052 ] 0.062 ] 0.036 j§ 0.031
2000 0.203 | 0.062 | 0.036 J 0.031
1000 0.916 | 0.062 | 0.036 J 0.031

500 0.916 ] 0.283 ] 0.036 j§ 0.031
250 0.916 ] 0.638 ] 0.036 j§ 0.031
125 0.916 ] 0.638 § 0.036 } 0.031
62.5 0.916 ] 0.638 ] 0.036 § 0.031
31.2 0.916 ] 0.638 § 0.036 } 0.031
15.6 0.916 ] 0.638 § 0.036 } 0.031

Control (+) | 0.916 | 0.638 | 0.652 | 0.707
Control (-) § 0.025 | 0.025 | 0.025 } 0.025




ank
'ﬁ » Universidad Nacional Auténoma de México. FES-C
i LR

GRAFICA (3): Ensayo del extracto de Caléndula officinalis con las 4

diferentes bacterias y sus respectivos controles no tratados.

Caléndula officinalis

14 —e— Escherichia coli
gz , —=#— Staphylococcus aureus
. 0:7 - —— Streptococcus uberis
206 /' # Streptococcus faecalis
(3]
E 05 / / —— Control + E. coli
a g: / ——— Control +S. aureus
< 0,
02 ] ——Control +S. uberis
0,1 y y 0 0 Y y Control + S. faecalis
0 X e A
T T — T T T T — Control (_)
4000 2000 1000 500 250 125 625 312 156
10/100pl
. J

4.2.3 EXTRACTO DE Echinacea purpurea 40mg/ml.

El efecto del extracto de Echinacea purpurea sobre las 4 bacterias se
determiné por el método de dilucién en microplaca, después de
realizar este ensayo se agregd MTT y se realiz6 una lectura visual
obteniendo resultados cualitativos, siendo las bacterias méas sensibles
Streptococcus faecalis y Streptococcus uberis, ambos con una CMI
de 15.6pg/100ul, después Staphylococcus aureus con una CMI de
250u1g/100ul, Escherichia coli fue la mas resistente al verse inhibida solo
a 1000ug/100ul (Tabla 20). Posteriormente se realizaron lecturas en el
espectrofotdbmetro a 560nm proporcionando resultados cuantitativos
en valores de absorbancia, los cuales coinciden con los resultados
cualitativos (Tabla 21). El extracto de Echinacea purpUrea presenta

resultados de inhibicion muy satisfactorios para Streptococcus faecalis
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y Streptococcus uberis ya que las cepas tratadas se mantienen muy
cerca del control negativo, es medianamente efectivo contra
Staphylococcus aureus y la bacteria con menor sensibiidad a este

extracto fue Escherichia coli. (Gréafica 4).

TABLA (20): Resultados cualitativos obtenidos en microplaca de las

bacterias tratadas con el extracto de Echinacea purpurea.

> n n
s | 3 o 3
5183|8282
pg/100pl E S %% 58 5 o
N - e
w 8 = =
o n n
4000 - - - -
2000 - - - -
1000 - - - -
500 +/- - - -
250 +/- - - -
125 +/- +/- - -
62.5 + +/- - -
31.2 + + - -
15.6 + + - -
Control (+) + + + +
Control (-) - - - -
Blanco - - - -

+ Desarrollo de la bacteria, - Inhibicién de desarrollo de la bacteria.
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TABLA (21): Valores de absorbancia del ensayo en microplaca de las

bacterias tratadas con el extracto de Echinacea purpurea.

pg/100ul

Escherichia
coli
Staphylococcu
s aureus
Streptococcus
uberis
Streptococcus
faecalis

4000 0.042 ] 0.070 ]} 0.030 } 0.038
2000 0.042 | 0.070 | 0.030 | 0.038
1000 0.042 | 0.070 ] 0.030 ] 0.038

500 0.407 | 0.070 ]} 0.030 } 0.038
250 0.508 | 0.070 ]} 0.030 J 0.038
125 0.610 ] 0.425 § 0.030 } 0.038
62.5 0.916 | 0.496 ] 0.030 J 0.038
31.2 0.916 ] 0.638 § 0.030 j 0.038
15.6 0.916 ] 0.638 § 0.030 j 0.038

Control (+) | 0.916 | 0.638 | 0.652 | 0.707
Control (-) § 0.025 | 0.025 | 0.025 } 0.025
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GRAFICA (4): Ensayo del extracto de Echinacea purpurea con las 4

diferentes bacterias y sus respectivos controles no tratados.

Echinacea purpurea

09 | ¢ o+
08 / —e—Escherichia col
/ ——Staphylococcus aureus

—— Streptococcus uberis
Streptococcus faecalis
—— Control +E. coli

Control +S. aureus

Control +S. uberis

o | =tk _
i i i i i i i i Control +$. faecalis
4000 2000 1000 500 250 125 62,5 31,2 156
——Control (-)
1£9/100pl
. J

4.2.4 EXTRACTO DE Hippocratea excelsa - Caléndula officinalis
40mg/ml.

Después de evaluar el efecto inhibitorio de los extractos solos se
procedié a realizar combinaciones. El efecto de la mezcla de los
extractos de Hippocratea excelsa y Caléndula officinalis sobre las 4
bacterias estudiadas se determind por el método de dilucion en
microplaca, después de realizar este ensayo se agregd MTT y se realizd
una lectura visual obteniendo resultados cualitativos, siendo las
bacterias mas sensibles Streptococcus faecalis y Streptococcus uberis,
ambos con una CMI de 7.8ug/100ul (Figura 20), después
Staphylococcus aureus y Escherichia coli con una CMI de 500pg/100ul,
(Tabla 22). Posteriormente se realizaron lecturas en el
espectrofotdbmetro a 560nm proporcionando resultados cuantitativos

en valores de absorbancia, los cuales coinciden con los resultados



o

2

stz
ﬁi ﬁ@ Universidad Nacional Auténoma de México. FES-C

s
cualitativos (Tabla 23). La mezcla de los extractos de Hippocratea
excelsa y Caléndula officinalis presentan resultados de inhibicion muy
favorables para Streptococcus faecalis y Streptococcus uberis ya que
las cepas tratadas se mantienen muy cerca del control negativo, esta
primera combinacibn es medianamente efectiva contra

Staphylococcus aureus y Escherichia coli. (Grafica 5).

TABLA (22): Resultados cualitativos obtenidos en microplaca de las
bacterias tratadas con el extracto de Hippocratea excelsa -

Caléndula officinalis.

pg/100pl pg/100pl
Hippocratea | Caléndula
excelsa officinalis

Escherichia
coli
Staphylococcu
s aureus
Streptococcus
uberis
Streptococcus
faecalis

2000
1000
500 - - - -
250 +- | +/- - -
125 + +
62.5 + +
31.2 + + - -

+ +

+ +

+ +

15.6
7.8
Control (+)
Control (-) - - - -

Blanco - - - -
+ Desarrollo de la bacteria, - Inhibicién de desarrollo de la bacteria.
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TABLA (23): Valores de absorbancia del ensayo en microplaca de las

bacterias tratadas con el extracto de Hippocratea excelsa -

Caléndula officinalis.

> (%] %2}
o 3 3 3
ng/100pl ng/100pl % 03 O w 0.2
Hippocratea | Caléndula | = 5 S0 35 8 S
excelsa officinalis | 201 =2 122 | 20
0 5 o g > o ®
i g g g
172} n n
2000 0.042 | 0.040 § 0.033 } 0.037
1000 0.042 | 0.040 § 0.033 } 0.037
500 0.042 § 0.040 | 0.033 | 0.037
250 0.407 | 0.283 | 0.033 | 0.037
125 0.916 ] 0.638 § 0.033 } 0.037
62.5 0.916 | 0.638 | 0.033 | 0.037
31.2 0.916 ] 0.638 § 0.033 } 0.037
15.6 0.916 ] 0.638 § 0.033 } 0.037
7.8 0.916 | 0.638 | 0.033 | 0.037
Control (+) 0.916 | 0.638 | 0.652 | 0.707
Control (-) 0.025 | 0.025 } 0.025 | 0.025
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GRAFICA (5): Ensayo de la combinacion de Hippocratea excelsa 'y
Caléndula officinalis con las 4 diferentes bacterias y sus respectivos

controles no tratados.

Hippocratea excelsa - Caléndula
officinalis

—4@—Escherichia coli

[N
\

—— Staphylococcus aureus

< 08 /7 —A— Streptococcus uberis
(&) .
< 06 Streptococcus faecalis
= ——Control +E. coli
S 04
o / ——Control +S. aureus
< 0.2 ]
——Control +S. uberis
0 | RN ek )
T Control +S. faecalis
2000 1000 500 250 125 62,5 312 156 7,8
—— Control (-)
ug/].OOpl
\. J

4.2.5 EXTRACTO DE Caléndula officinalis — Echinacea purpurea
40mg/ml.
El efecto de la mezcla de los extractos de Caléndula officinalis y
Echinacea purpurea sobre las 4 bacterias se determiné por el método
de dilucién en microplaca, después de realizar este ensayo se agrego
MTT y se realizd una lectura visual obteniendo resultados cualitativos,
siendo las bacterias mas sensibles Streptococcus faecalis y
Streptococcus uberis, ambos con una CMI de 7.8ug/100ul (Figura 20),
después Staphylococcus aureus con una CMI de 250ug/100ul y
finalmente Escherichia coli que presenta una CMI de 500ug/100ul
(Tabla 24). Posteriormente se realizaron lecturas en el
espectrofotdbmetro a 560nm proporcionando resultados cuantitativos
en valores de absorbancia, los cuales coinciden con los resultados

cualitativos (Tabla 25). La mezcla de los extractos de Caléndula
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officinalis y Echinacea purplrea presentan resultados de inhibicion
muy satisfactorios para Streptococcus faecalis y Streptococcus uberis
ya que las cepas tratadas se mantienen muy cerca del control
negativo, la mezcla resulta medianamente efectiva contra

Staphylococcus aureus y Escherichia coli. (Grafica 6).

TABLA (24): Resultados cualitativos obtenidos en microplaca de las

bacterias tratadas con el extracto de Caléndula officinalis - Echinacea

purpurea.

ng/100pl png/100ul
Caléndula | Echinacea
officinalis | purpuirea

Escherichia
coli
Staphylococcu
S aureus
Streptococcus
uberis
Streptococcus
faecalis

2000
1000 - - - -
500 - - - -
250 +/- - - -
125 +/- +/- - -
62.5 +
31.2 +
15.6 +

+

+

7.8
Control (+)
Control (-) - - - -

Blanco - - - -
+ Desarrollo de la bacteria, - Inhibicién de desarrollo de la bacteria.
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TABLA (25): Valores de absorbancia del ensayo en microplaca de las
bacterias tratadas con el extracto de Caléndula officinalis - Echinacea

purpurea.

S n [2)
« 18,148 |2
1g/100p! ng/100pl % 03 O 0.2
Caléndula Echinacea | = 5 S0 375 3 S
officinalis purpurea 20 =37 jee! S0
0 S w g > a ®
i g 2 2
& n n
2000 0.038 | 0.042 | 0.032 | 0.038
1000 0.038 | 0.042 | 0.032 | 0.038
500 0.038 | 0.042 | 0.032 | 0.038
250 0.407 | 0.282 | 0.032 | 0.038
125 0.508 | 0.354 | 0.032 | 0.038
62.5 0.916 | 0.425 | 0.032 | 0.038
31.2 0.916 | 0.638 | 0.032 | 0.038
15.6 0.916 | 0.638 | 0.032 | 0.038
7.8 0.916 | 0.638 | 0.032 | 0.038
Control (+) 0.916 | 0.638 | 0.652 | 0.707
Control (-) 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025
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GRAFICA (6): Ensayo de la combinacion de Caléndula officinalis y
Echinacea purpurea con las 4 diferentes bacterias y sus respectivos

controles no tratados.

Caléndula officinalis — Echinacea
purpurea

—&—Escherichia coli
——Staphylococcus aureus

-
\

< 08 7 —A— Streptococcus uberis
g L Streptococcus faecalis
< 06 /
= ——Control +E. coli
S 04 4
o ——Control +S. aureus
<02 .

: / : ——Control +S. uberis

0 e e ==X A — — —— .

K Control + 8. faecalis
2000 1000 500 250 125 625 312 156 7,8
—— Control (-)
pg/100pl
. J

4.2.6 EXTRACTO DE Hippocratea excelsa — Echinacea purpurea
40mg/ml.

El efecto de la combinacion de los extractos de Echinacea purpurea
con Hippocratea excelsa sobre las 4 bacterias estudiadas se
determiné por el método de dilucibn en microplaca, después de
realizar este ensayo se agregdé MTT y se realizd una lectura visual
obteniendo resultados cualitativos, siendo la bacteria méas sensible
Streptococcus faecalis con una CMI de 7.8ug/100ul, después
Streptococcus uberis con una CMI de 62.5ug/100ul, seguida por
Staphylococcus aureus que presenta una CMI de 125pg/100u y
finalmente Escherichia coli con una CMI de 250ug/100ul (Tabla 26).
Posteriormente se realizaron lecturas en el espectrofotbmetro a 560nm

proporcionando resultados cuantitativos en valores de absorbancia,
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los cuales coinciden con los resultados cualitativos (Tabla 27). La
mezcla de los extractos de Echinacea purplrea con Hippocratea
excelsa presentan resultados de inhibicion favorables para
Streptococcus faecalis y Streptococcus uberis ya que las cepas
tratadas se mantienen muy cerca del control negativo, esta
combinacion resulta medianamente efectiva contra Staphylococcus

aureus y Escherichia coli. (Grafica 7).
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TABLA (26): Resultados cualitativos obtenidos en microplaca de las

bacterias tratadas con el extracto de Hippocratea excelsa- Echinacea

purpurea.

pg/100pl pg/100pl
Hippocratea | Echinacea
excelsa purplrea

Escherichia
coli
Staphylococcu
s aureus
Streptococcus
uberis
Streptococcus
faecalis

2000
1000 - - - -
500 - - - -
250 - - - -
125 +/- - - -
62.5 +
31.2 +
15.6 +

"

"

7.8
Control (+)
Control (-) - - - -

Blanco - - - -
+ Desarrollo de la bacteria, - Inhibicién de desarrollo de la bacteria.
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TABLA (27): Valores de absorbancia del ensayo en microplaca de las

bacterias tratadas con el extracto de Hippocratea excelsa- Echinacea

purpurea.

> n 2]

« [8.]18 |8
1g/100p! ng/100pl % 03 O 0.2
Hippocratea | Echinacea | = 5§ g0 3 T 3 8
excelsa purpurea 20l =37 jee! S0
3] g_ o Q > o ©

i S S S

& n n
2000 0.040 | 0.042 | 0.031 | 0.036
1000 0.040 | 0.042 | 0.031 | 0.036
500 0.040 | 0.042 | 0.031 | 0.036
250 0.040 | 0.042 | 0.031 | 0.036
125 0.508 | 0.042 | 0.031 | 0.036
62.5 0.916 | 0.042 | 0.031 | 0.036
31.2 0.916 | 0.496 | 0.507 | 0.036
15.6 0.916 | 0.638 | 0.652 | 0.036
7.8 0.916 | 0.638 | 0.652 | 0.036
Control (+) 0.916 | 0.638 | 0.652 | 0.707
Control (-) 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025
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GRAFICA (7): Ensayo de la combinacion de Hippocratea excelsa y
Echinacea purpurea con las diferentes bacterias y sus respectivos

controles no tratados.

4 2\
Hippocratea excelsa — Echinacea
7
purplrea
1 —4@—Escherichia coli
ﬁ—.—.—‘ ——Staphylococcus aureus
© U / —A—Streptococcus uberis
% 0,6 7 Streptococcus faecalis
o .
é 04 | Control +E. coli
= ——— Control +S. aureus
<02
i Control +S. uberis
0 ,L%%i,—;?;‘ Control +S. faecalis
2000 1000 500 250 125 625 312 156 7,8 Control (-)
19/100pl
\_ J

4.2.7 EXTRACTO DE Hippocratea excelsa - Caléndula officinalis -

Echinacea purpurea 40mg/ml.

Finalmente se realizé la combinacion de los tres extractos: Hippocratea
excelsa, Caléndula officinalis y Echinacea purplirea , para determinar
el efecto inhibitorio sobre las 4 bacterias estudiadas se empled el
método de dilucién en microplaca, después de realizar este ensayo se
agregdé MTT y se realizd una lectura visual obteniendo resultados
cualitativos, siendo las bacterias mas sensibles Streptococcus faecalis y
Streptococcus uberis, ambos con una CMI de 5.2ug/100ul (Figura 20),
después Staphylococcus aureus con una CMI de 83.3ug/100ul y
finalmente Escherichia coli con una CMI de 166.6ug/100ul (Tabla 28).

Posteriormente se realizaron lecturas en el espectrofotometro a 560nm
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proporcionando resultados cuantitativos en valores de absorbancia,
los cuales coinciden con los resultados cualitativos (Tabla 29). La
combinaciéon de los tres extractos: Hippocratea excelsa, Caléndula
officinalis y Echinacea purplrea presentan resultados de inhibicion
favorables principalmente para Streptococcus faecalis vy
Streptococcus uberis ya que las cepas tratadas se mantienen muy
cerca del control negativo, esta mezcla resulta medianamente

efectiva contra Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli. (Grafica 8).
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TABLA (28): Resultados cualitativos obtenidos en microplaca de las
bacterias tratadas con el extracto de Hippocratea excelsa- Caléndula

officinalis - Echinacea purpurea.

png/100ul ng/100pl png/100ul
Caléndula | Hippocratea | Echinacea
officinalis excelsa purplrea

Escherichia
coli
Staphylococcu
s aureus
Streptococcus
uberis
Streptococcus
faecalis

1333
666.5 - - - -
333.2 - - - -
166.6 - - - -
83.3 +/- - - -
41.6 +
20.8 +
10.4 +

+

+

5.2
Control (+)
Ccontrol (-) - - - -
Blanco - - - -
+ Desarrollo de la bacteria, - Inhibicion de desarrollo de la bacteria.
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TABLA (29): Valores de absorbancia del ensayo en microplaca de las
bacterias tratadas con el extracto de Hippocratea excelsa- Caléndula

officinalis - Echinacea purpurea.

ng/100p | pg/100u ng/100pl S 3 2 2
- : . o o 3] 3]
Caléndula | Hippocratea | Echinacea p 8w 0 0.2
officinalis excelsa purpurea 5 S 3 §'q§ 08
= = 3 jeje] S0
] I Q > Q ®
S Q g 0
2 g & &
1333 0.052 0.056 0.038 0.035
666.5 0.052 0.056 0.038 0.035
333.2 0.052 0.056 0.038 0.035
166.6 0.052 0.056 0.038 0.035
83.3 0.508 0.056 0.038 0.035
41.6 0.916 0.638 0.038 0.035
20.8 0.916 0.638 0.038 0.035
10.4 0.916 0.638 0.038 0.035
5.2 0.916 0.638 0.038 0.035
Control (+) 0.916 | 0.638 | 0.038 | 0.035
Control (-) 0.025 0.025 0.025 0.025
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GRAFICA (8): Ensayo de la combinacion de Hippocratea excelsa,
Caléndula officinalis y Echinacea purpurea con las 4 diferentes

bacterias y sus respectivos controles.

Hippocratea excelsa — Caléndula
officinalis - Echinacea purpUrea

1+ —&—Escherichia coli

08 ) ——Staphylococcus aureus

—— Streptococcus uberis

/
L
0,6 / i
Streptococcus faecals
041 Control +E. coli
0.2 Control +S. aureus
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1333 666,5 333,2 166,6 833 41,6 208 104 5.2 Control + 8. faecalis
1/100p! Control (-)
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Control +S. uberis
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FIGURA (20): Resultados para Streptococcus uberis y Streptococcus
faecalis con tres diferentes combinaciones de extractos utilizando el

método de Mosmann y dilucién en microplaca.

.Caléndula officinalis +
ippocratea excelsa 4
inacea purpurea.

léndula officinalis +
inacea purpurea.

bpocratea excelsa 4
léndula officinalis.

FIGURA (21): Resultados para Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Streptococcus uberis con el extracto de Caléndula officinalis; lectura

con MTT dilucién en microplaca.

4000 2000 1000 500 250 125 625 31.2 15.6 pg/ 100 full.
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4.3 RESULTADOS DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) DE
LOS EXTRACTOS DE: Caléndula officinalis, Echinacea purpurea e
Hippocratea excelsa, SOLOS Y COMBINADOS.

La Concentracion minima inhibitoria (CMI) de los tres extractos solos y
combinados se determind por diluciéon en microplacay el método de
Mosmann, los resultados obtenidos indican que las bacterias mas
sensibles a estos extractos son Streptococcus uberis y Streptococcus
faecalis, mientras que Escherichia coli y Staphylococcus aureus
presentan baja sensibilidad (Tabla 30). Los resultados de CMI mejoran

notablemente al evaluar a los extractos combinados (Grafica 9).
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TABLA (30): Resultados de CMI de los extractos solos y combinados
Caléndula officinalis, Echinacea purpurea e Hippocratea excelsa, de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis y

Streptococcus faecalis.

Bacteria | _ ”

6 8 (%2} (%2}

© 3 3 3

© Q Q Q

< Q ] o]

2 2y 8 g2

g £3 g ¥

3] T 5 02 ]
Extracto N ol 835 &8
Hippocratea 1000 4000 2000 15.6
excelsa pg/ 100pl ug/lOOpl ug/lOOpl pg/lOOpl
Caléndula 4000 1000 15.6 15.6
officinalis p.g/lOOpl p.g/lOOpll p.g/lOOpll p.g/lOOpll
Echinacea 1000 250 15.6 15.6
purpurea p.g/lOOpl p.g/lOOpll p.g/lOOpll p.g/lOOpll
Caléndula 500 500 7.8 7.8
officinalis y ug/100ul ug/100ul ug/100pl ug/100ul
Hippocratea
excelsa
Caléndula 500 250 7.8 7.8
officinalis y ng/100pl ng/100pl ng/100pl ng/100pl
Echinacea
purpurea
Hippocratea 250 125 62.5 7.8
excelsay ng/100pl ng/100pl ng/100pl ng/100pl
Echinacea
purpurea
Caléndula 166.6 83.3 5.2 5.2
officinalis, ng/100pl ng/100pl ng/100pl ng/100pl
Hippocratea
excelsay
Echinacea
purpurea
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GRAFICA (9): CMI de los extractos de Caléndula officinalis, Echinacea
purplrea e Hippocratea excelsa, solos y combinados frente a

bacterias aisladas de casos de mastitis.
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4.4 RESULTADOS DEL EFECTO BACTERIOSTATICO/BACTERICIDA DE LOS
TRES EXTRACTOS: Caléndula officinalis, Echinacea purpUrea e
Hippocratea excelsa, SOLOS Y COMBINADOS.

Después de evaluar por medio de una prueba cualitativa si el efecto
de los extractos de Caléndula officinalis, Echinacea purplrea e
Hippocratea excelsa, solos y combinados, es bacteriostatico y/o
bactericida, los resultados nos indican que el efecto que tienen sobre
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis y

Streptococcus faecalis es bacteriostatico (Tabla 31).
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TABLA (31): Actividad bactericida o bacteriostatica de los tres

extractos solos y combinados.

Bacteria

Extracto

Escherichia coli

Staphylococcus

aureus

Streptococcus
uberis

Streptococcus
faecalis

Caléndula
officinalis.

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Hippocratea
excelsa.

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Echinacea
purpurea.

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Caléndula
officinalis vy
Hippocratea
excelsa.

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Caléndula
officinalis vy
Echinacea
purpurea.

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Hippocratea
excelsa y
Echinacea
purpurea.

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Caléndula
officinalis,
Hippocratea
excelsa y
Echinacea

purpurea.

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico
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4.5 OBSERVACIONES OBTENIDAS EN MICROSCOPIO ELECTRONICO.
4.5.1 Escherichia coli tratada con extracto de Hippocratea excelsa.

Al realizar las observaciones en microscopio electrénico a 10 000
magnificaciones de Escherichia coli encontramos que las muestras no
tratadas (Controles positivos) se observan con bordes bien definidos
(Figura 22A y 22B). Mientras que las muestras de Escherichia coli
tratadas con el extracto de Hippocratea excelsa (Figura 22C y 22D) se
observa claramente Ila ruptura o lisis de la bacteria, liberando al
medio su contenido, se cree que esta lisis es posterior a la formacion
de esferoplastos por ser una bacteria gram negativa, ocasionados por

el extracto.
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FIGURA (22): Microfotografias de Escherichia coli obtenidas a 10 000
magnificaciones, A 'y B pertenecen a una muestra control, no
tratadas. Abajo C y D corresponden a una muestra tratada con

extracto de Hippocratea excelsa.
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4.5.2 Staphylococcus aureus tratado con extracto de Echinacea

purpurea.

Al realizar las observaciones en microscopio electrénico a 10 000
magnificaciones de Staphylococcus aureus encontramos que las
muestras no tratadas (Controles positivos) se puede observar a las
bacterias agrupadas en racimos donde los cocos tienen una
morfologia normal, bordes bien definidos y tamafio uniforme (Figura
23A y 23B). Las bacterias de Staphylococcus aureus tratadas con el
extracto de Echinacea purpurea (Figura 23C y 23D) se observan de
diferentes tamafos, algunos muy pequefios y es notable la
formacion de protoplastos, estos preceden a la lisis de las bacterias

gram positivas.
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FIGURA (23): Microfotografias de Staphylococcus aureus a 10 000
magnificaciones, Ay B pertenecen a una muestra control, no tratada.
Abajo C y D corresponden a una muestra tratada con extracto de

Echinacea purpurea.
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4.5.3 Streptococcus uberis tratado con extracto de Caléndula

officinalis.

Las Microfotografias obtenidas de microscopio electrénico a 10 000
magnificaciones de Streptococcus uberis nos permiten observar que
las bacterias no tratadas (Controles positivos) se encuentran
agrupadas en una cadena corta (Figura 24A) y en pares (Figura 24B),
en ambas microfotografias se observa que presentan uniformidad en
tamafo y forma ademas de presentar bordes bien delimitados. Las
bacterias de Streptococcus uberis tratadas con el extracto de
Caléndula officinalis se observan bacterias rodeados de material
mucoide y de formas irregulares (Figura 24C) y se puede observar la
formacion de protoplastos (Figura 24D). Aunque en estas
microfotografias el dafio a nivel estructural no sea muy evidente, es
importante mencionar que Streptococcus uberis fue una de las
bacterias mas sensibles a los tres extractos solos y combinados, por lo
cual creemos que el principal efecto inhibitorio de Caléndula officinalis

sobre Streptococcus uberis no sea a nivel de pared celular.
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FIGURA (24): Microfotografias de Streptococcus uberis a 10 000
magnificaciones, A 'y B pertenecen a una muestra control, no
tratadas. Abajo C y D corresponden a una muestra tratada con

extracto de Caléndula officinalis.
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4.5.4 Streptococcus faecalis tratado con la mezcla de extractos:

Hippocratea excelsa y Caléndula officinalis.

Al realizar las observaciones en microscopio electrénico a 10 000
magnificaciones de Streptococcus faecalis encontramos que las
muestras no tratadas (Controles positivos) permiten observar
agrupaciones en pares con bordes bien delimitados y similitud en
tamafo y forma (Figura 25A y 25B). En la muestra tratada con la
mezcla de los extractos de Hippocratea excelsa y Caléndula
officinalis, se observan bacterias de Streptococcus faecalis con claras
iregularidades en forma y tamafo (Figura 25C), ademas se puede

observar la evidente formacion de protoplastos (Figura 25D).
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FIGURA (25): Microfotografias de Streptococcus faecalis a 10 000
magnificaciones, Ay B pertenecen a una muestra control no tratada.
Abajo C y D corresponden a una muestra tratada con la mezcla de

los extractos de Hippocratea excelsa y Caléndula officinalis.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

La mastitis es la respuesta inflamatoria de la glandula mamaria
normalmente causada por bacterias, es probablemente la mas
costosa de las enfermedades infecciosas que afecta a las vacas y
otras especies lecheras ya que causa una gran cantidad de perdidas
econdmicas a nivel mundial y en especial en las regiones con una
produccién lechera intensiva. Su impacto es en la produccién animal,
calidad de la leche producida y salud publica. .56

La leche constituye un alimento de importancia universal, forma parte
esencial de la dieta del hombre y debido a sus caracteristicas
fisicoquimicas representa un riesgo potencial para la poblacién si esta
se encuentra contaminada con agentes patdgenos, sus toxinas o
residuos de antimicrobianos si no se cumplen las normas higiénicas
establecidas. (10.56)

Los residuos de antimicrobianos en la leche generan alergias y
multirresistencia bacteriana. La resistencia microbiana en medicina
veterinaria adquiere aun mas relevancia si se considera que las
bacterias multirresistentes patégenas y no patégenas de procedencia
animal pueden transferir su resistencia a bacterias nocivas y de flora
normal de la poblacién humana. “6.68)

Es por eso que el interés en el estudio de plantas medicinales para
tratar enfermedades infecciosas ha aumentado por todo el mundo
como lo reporta Alanis et. al. en 2005 @, En México existe una gran
diversidad vegetal y cultural lo que ha resultado en un amplio uso de
plantas con cerca de 7000 especies Utiles de un total de casi 22000
especies de plantas con flores 32, Déciga en 2007 @9 menciona que

de acuerdo al inventario del Instituto Nacional Indigenista (INI) en
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México hay mas de 3015 especies de plantas usadas en la Medicina
Tradicional Mexicana pero muchas de estas especies no cuentan con
la informaciéon quimica, toxicolégica, farmacolégica o clinica
suficiente.

En el presente trabajo se aislaron e identificaron 10 bacterias de casos
de mastitis bovina, de las cuales la cepa mas representativa es
Streptococcus uberis correspondiente  al 50%, seguida de
Streptococcus faecalis y Escherichia coli con un 20%, finalmente se
encuentra a Staphylococcus aureus con un 10%. (Grafica 1). Wolter
en el afio 2000 %8 menciona que Staphylococcus aureus se considera
a nivel mundial el agente patdgeno mas importante asociado con la
glandula mamaria que causa la mastitis, es un microorganismo
contagioso que se encuentra normalmente en la superficie de la piel y
puede colonizar rapidamente el canal del pezén, puede ser
transmitido facilmente de una vaca a otra ©9 ) esto contribuye al
hecho de que la incidencia de mastitis por estas bacterias es alta en
establecimientos lecheros reticentes a realizar medidas de control
donde es comun observar tasas de prevalencia de hasta el 50% como
lo indica Saron en el afio 2000 (2. En este caso el hato lechero
estudiado debido a que ha aplicado medidas de prevencién y control
para evitar infecciones por estos microorganismos presenta una tasa
de prevalencia para Staphylococcus aureus del 10% , pero niveles
elevados de mastitis clinica causada por agentes asociados al medio
ambiente como Streptococcus uberis y Escherichia coli. (2.56)
Streptococcus uberis y Escherichia coli son los microorganismos
ambientales mas importantes relacionados con casos de mastitis
clinica, viven en los alrededores de la vaca como la cama, estiércol,
sus patas y piel de ubre y pezén, lo cual explica que presenten la
mayor prevalencia esto coincide con lo mencionado por Saron en el

afio 2000 2. Las mastitis causadas por Streptococcus uberis y sus
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consecuencias cada dia son mas preocupantes hay dos causas
fundamentales que conducen a esta situacion, la primera es que los
sistemas de prevencion y vigilancia como bafio de pezones e higiene
de la maquina de ordefio son insuficientes para su control y la
segunda es una importante falta de respuesta a la terapia de
acuerdo a lo reportado por Echeverria en el afio 2000. (3)
Streptococcus faecalis al ser un microorganismo oportunista que se
encuentra en piel de la ubre y pezones adquiere importancia a raiz
del descenso en la prevalencia de microorganismos como
Staphylococcus aureus se consideran resultantes del buen trabajo
realizado en cuanto al control de microorganismos contagiosos como
lo menciona Saron en el afio 2000 2. Asi mismo se observa que el 75%
de las cepas son bacterias Gram positivas y el 25% son gram
negativas.
Los extractos empleados fueron hidroalcohdlicos, se prepararon con
etanol al 70% ya que Pérez Carre6n et. al en 2002 *3) probaron
extracto acuoso, acuoso-etandlico, etandlico y cloroférmico,
demostrando que el extracto hidroalcohdlico contiene saponinas,
glucdsidos, sesquiterpenos, flavonoides y alcoholes ya que por
cuestiones de polaridad y solubilidad, de los principales componentes
de las plantas al realizar una extraccion hidroalcohdlica permite
obtener una amplia variedad de sustancias quimicas lo que le
confiere una importante actividad biolégica como bactericida, anti
inflamatoria, antiviral, antitumoral y antimutagénica como lo indicé
Lara Ochoa en 1996 .29 Posteriormente Montalvo en 2005 (% obtuvo
resultados satisfactorios trabajando con extracto hidroalcohdlico de
Caléndula officinalis inhibiendo el desarrollo de bacterias aisladas de
casos de mastitis bovina.
Una vez obtenidos los extractos se retira el material insoluble por

filtracion empleando papel filtro No. 3 Wattman ©3). Estos extractos se
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esterilizaron por filtracion con membrana de celulosa de 0.22um
previamente esteriizadas en autoclave, como lo plantea Vera y
Gardea en 2006 53 posteriormente se les realiz6 una prueba de
esterilidad para lo cual se sembraron de manera masiva en medios BHI
o Agar sangre para facilitar el desarrollo de los microorganismos en
caso de estar presentes, obteniendo resultados de crecimiento
negativos después de la incubacion por 24 y 48 horas, lo cual indica
que la esterilizacion con membrana de celulosa de 0.22um y teniendo
las precauciones necesarias es un proceso viable que permite
esterilizar compuestos que no pueden ser sometidos a altas
temperaturas.

Una vez esterilizados los extractos, se evaporaron hasta sequedad en
el horno a 56 °C evitando sobrepasar de esta temperatura. Vera y
Gardea en 2006 ¢3) y Hernandez 2008 (2% proponen la evaporacion en
un rotavapor, mientras que Montalvo en 2005 % propone la
obtencion de materia seca por medio de liofilizacion, en el presente
trabajo para la evaporacion de los extractos a sequedad se empleo
un horno manteniendo la temperatura constante a 54-55 °C y no
sobrepasando de 57 °C, este método permite la optimizacion del
tiempo ya que la materia seca de 1 litro de extracto se obtiene en 24
horas esta es una importante ventaja sobre la liofilizacion y el
rotavapor, ademas de que técnicamente es un proceso mas sencillo.
El rendimiento obtenido con los extractos de Caléndula officinalis,
Echinacea purplrea e Hippocratea excelsa es el mismo ya que se
obtuvieron cantidades aproximadas de materia seca de las tres
plantas, una diferencia importante radica en la facilidad de obtencién
ya que Hippocratea excelsa permiti6 una sencilla recoleccion de
materia seca debido a que esta se desprendia facilmente de su
recipiente contenedor y en el caso de Caléndula officinalis disminuye

la faciidad de recoleccién pues al tratar de tomar los cristales
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formados estos salen del contenedor y se observa que son
higroscopicos, pero la que representd la mayor dificultad fue
Echinacea purplrea porque la materia seca obtenida es altamente
higroscoépica lo cual le permite adquirir una consistencia pegajosa y
pastosa que complica su recoleccion, almacenamiento y posterior
manejo en general.
La materia seca obtenida se pesd y disolvi6 en Dimetil sulfoxido
(DMSO) y se aforé en solucion salina fisiolédgica para obtener una
solucién stock de concentracion de 40mg/ml segun lo reportado por
Pérez Carre6n 2002 43 y Hernandez 2008. (26)
Para evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos de
Caléndula officinalis, Hippocratea excelsa y Echinacea purpurea
contra las cuatro diferentes bacterias aisladas de casos de mastitis
bovina seleccionamos el método de diluciones en microplaca y para
evidenciar los resultados el método de Mosmann , tomando como
referencia trabajos anteriores uno de Montalvo en 2005 (% quien
estudio el efecto inhibitorio de Caléndula officinalis en bacterias de
mastitis bovina, y el de Gonzalez et. al. en 2006 @3 quienes evaluaron
actividad antiviral de plantas medicinales frente al virus de Hepatitis B
y emplean ambos métodos mencionados anteriormente.
La prueba de dilucibn en microplaca consiste en atacar al
microorganismo en un medio liquido (caldo de cultivo) partimos de
una solucién stock de 40mg/ml y a partir de aqui realizamos diluciones
dobles, obteniendo resultados satisfactorios por lo cual se decidié no
modificar las concentraciones de los extractos. La prueba de dilucién
en microplaca presentdé ventajas como proporcionar resultados
cuantitativos como la Concentracion Minima Inhibitoria ademas de
requerir volimenes muy pequefios tanto del inoculo bacteriano como

de los extractos a evaluar y optimizacion de material y espacio ya
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que en una microplaca de titulacion (96 pozos) se pueden realizar
hasta 8 ensayos diferentes. (28)

Para poder evidenciar los resultados obtenidos por dilucién en
microplaca empleamos el método del Mosmann, este nos permitio
evidenciar si el extracto inhibié el crecimiento bacteriano y poder
determinar la Concentracion Minima Inhibitoria. Este método fue
desarrollado por Mosmann en 1983 y modificado posteriormente en
1986 por Francois Denizot y Rita Lang 0. 58, Este método ha sido
utilizado en una gran variedad de ensayos que incluyen citotoxicidad,
proliferacién, inhibicién, supervivencia y activacién celular. (20.46)

El ensayo se basa en la reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il0)-2,5 difeniltetrazol (MTT, color amarillo) a formazan

(color purpura) por deshidrogenasas mitocondriales (Figura 26). ¢ 20)

FIGURA (26): Fundamento del método de Mosmann: reduccion de la

sal de tetrazolium a formazan.
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(zal incolora, soluble, oxidada) {sal con pigmentacién rajiza,
inseluble, reducida)

Tomado de (67)

Las sales de tetrazolium se conocen desde 1894 siendo reconocidas

iniciaimente por su efecto de tefir bacterias, son actualmente
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utilizadas para medir actividad respiratoria asociada a cadena de
transporte de electrones que operan bajo condiciones de respiracion
aerdbica o anaerdbicas, de esta manera nos permiten medir la
actividad metabdlica de las bacterias ya que estas poseen sistemas
de enzimas deshidrogenasas. (15.67)

Para facilitar la lectura e interpretacion de los resultados solo se
reporta una cepa de cada bacteria, cabe mencionar que se trabajo
con las 10 bacterias y que de acuerdo a su género y especie
presentaron el mismo comportamiento, ademas de que cada ensayo
se realizd por triplicado, se determinaron promedios de todas las
lecturas asi como de los controles positivos y negativos con el
propdsito de tener un solo resultado representativo de cada una de
las cepas.

En otros trabajos se ha evaluado a Caléndula officinalis por
propiedades antivirales contra el virus de la hepatitis B Gonzalez et. al.
en 2006 @), antifingicas contra diferentes especies de Candida como
lo reporté Cristiane et al en 2008 (19, antitumoral y activacién de
linfocitos Jiménez et. al. en 2006 @7, obteniendo resultados
satisfactorios. En el presente estudio se evalué la actividad
antimicrobiana sobre bacterias aisladas de casos de mastitis bovina y
se determind el efecto inhibitorio de Caléndula officinalis (Tabla 18 y
19) mostrando que los mejores resultados son para Streptococcus
uberis y Streptococcus faecalis considerandolas bacterias sensibles al
extracto ya que no presentaron crecimiento en ninguna de las
diluciones trabajadas. Staphylococcus aureus presenta un nivel
intermedio de sensibilidad/resistencia al tener una CMI de
1000pg/100ypl. Escherichia coli se considera poco sensible ya que solo
se ve inhibida por el extracto a su mayor concentracién utilizada que
es 4000upg/100ul. Estos datos obtenidos concuerdan con Alonso en

2004 @ que menciona que debido a la riqueza en flavonoides
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Caléndula officinalis en extracto etandlico al 80% es activa frente a
Staphylococcus aureus pero no ocurre lo mismo frente a Escherichia
coli, lo mismo es reportado por Mufioz en 2004. Montalvo en 2005 ©6)
indica en sus resultados que Staphylococcus aureus y Escherichia coli
presentan un bajo porcentaje de inhibicién por Caléndula officinalis y
la CMI mas alta que para el Streptococcus agalactiae y Pseudomonas
aeruginosa que son las bacterias con las cuales trabajé. Este ensayo
permite determinar que el extracto etandlico de Caléndula officinalis
presenta importante actividad inhibitoria sobre Streptococcus uberis y
Streptococcus faecalis, intermedia en Staphylococcus aureus y poca
en Escherichia coli.

Es importante mencionar que Caléndula officinalis ademas de su
actividad antimicrobiana puede ser importante en el tratamiento de
la mastitis por su actividad anti inflamatoria como lo menciona Lastra
en 1999 B9 y Hamburger en 2003 @5 que atribuyen esta propiedad a
sus constituyentes triterpenoides en especial los esteres de faradiol y
taraxasterol.

Actualmente no existe suficiente informacién acerca de Hippocratea
excelsa. Lara Ochoa 1996 @9 menciona que entre sus principales
actividades farmacolégicas estudiadas es antiamibiana, antifingica,
antibacteriana, anticancerigena, antiartritica, Caceres 2008 © reporta
una importante actividad contra Giardia lamblia y Navarrete 2002 2
sugiere que presenta actividad gastroprotectora.

En este trabajo evaluamos la accién antibacterial contra Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis y Streptococcus
faecalis las cuales fueron aisladas de casos de mastitis bovina, los
resultados obtenidos nos indican que el extracto etandlico de
Hippocratea excelsa presenta importante actividad inhibitoria sobre
Streptococcus faecalis, su CMI es 15.6pug/100ul. Actividad intermedia

contra Escherichia coli y Streptococcus uberis con una CMI de
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1000pg/100pl y 2000pug/100ul respectivamente, se considera que
Staphylococcus aureus presenta la mayor resistencia al extracto ya
que solo es inhibido en concentracion de 4000ug/100ul. Alanis y et. al.
en 2005 @ trabajaron con un extracto de Hippocratea excelsa en
metanol obteniendo un porcentaje de inhibicion del 51.5% para
Escherichia coli, Lara Ochoa en 1996 @9 menciona que con un
extracto de esta corteza en etanol al 96% no se presenta actividad
antibacterial representativa contra Escherichia coli. En este trabajo se
considera que el extracto etandlico al 70% de Hippocratea excelsa
presenta actividad inhibitoria intermedia contra Escherichia coli, esta
contradiccion se pueden deber a la diferencia en los extractos
metanol y etanol, 70% y 96%. No se encontraron datos reportados
acerca de trabajos anteriores contra Streptococcus sp. o
Staphylococcus sp. Al igual que Caléndula officinalis, Hippocratea
excelsa resulta una propuesta importante para el tratamiento de la
mastitis bovina debido a que ademas de su actividad antibacteriana
posee actividad anti inflamatoria por sus compuestos triterpenoides y
esteroles principalmente, como lo indica Lara Ochoa en 1996. @9

Echinacea purpirea es una planta con multiples acciones
farmacoldégicas esto debido a su variada composicién quimica Alonso
2004 @, ademas presenta elementos traza que resultan importantes en
sus acciones medicinales Razic 2003 ©“7. Trabajos de investigacion
anteriores han reportado actividad inmunomoduladora -
inmunoestimulante, aumentando la capacidad de fagocitosis por
parte de los macréfagos Burger y col. 1998 ®), ayuda a activar células
Natural Killer Currier 2000 12, actividad antiviral, inhibe la replica del
rinovirus humano y para tratar desordenes bronquiales por su efecto
expectorante Narimanian 2005 “9). Se ha encontrado que ayuda al
alivio y acortamiento de sintomas relacionados con patologias del

tracto respiratorio superior Fugh-Berman 2003 @8 y Naser 2005. (1)
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Los resultados obtenidos de la actividad inhibitoria sobre las 4
bacterias estudiadas con el extracto de Echinacea purpurea son muy
satisfactorios ya que Staphylococcus aureus es sensible a este
extracto con una CMI| de 250ug/100ul, Streptococcus uberis y
Streptococcus faecalis son muy sensibles ambos con una CMI de
15.6pg/100ul, mientras que sobre Escherichia coli, Echinacea purpurea
presenta una actividad inhibitoria intermedia con una CMI| de
1000ug/100ul. Frank en 1999 18 menciona que las propiedades
bacteriostaticas y fungostaticas de Echinacea purpurea se debe al
equinacosido que ha demostrado esta actividad in vitro, se observa
actividad antibacteriana contra Escherichia coli y Staphylococcus
aureus segun lo reportado por Alonso en 2004. @ Echinacea purpUrea
debido a sus acciones farmacoldgicas; antibacterial, antiinflamatoria,
inmunomoduladora e inmunoestimulante demuestra ser una opcion
viable para el tratamiento de la mastitis bovina.

Una vez que se evalud el efecto inhibitorio de los tres extractos de
manera individual se realizaron las posibles combinaciones empleando
la misma metodologia.

La combinaciéon de los extractos resulta importante por diferentes
razones: no todos los microorganismos son sensibles a la misma planta,
proporciona la posibiidad de utilizar cantidades menores de los
extractos a evaluar, una combinacion puede ser mas eficaz contra un
microorganismo que un solo extracto. En una combinacion de
extractos o antibidticos en general se pueden presentar cuatro

interacciones:

= Auténoma o indiferente: el resultado con dos farmacos es
igual al obtenido con el més eficaz solo.
= Antagonista: el resultado con dos farmacos es

significativamente peor que la mejor respuesta individual.
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= Aditiva: el resultado con dos farmacos es igual a la accién
combinada de cada uno por separado.
= Sinérgica: el resultado con dos farmacos es significativamente

mejor que la respuesta aditiva. 8

Para determinar si existe sinergismo, antagonismo o indiferencia entre
una combinacion de extractos se pueden realizar isobologramas que
son representaciones graficas en un eje de coordenadas de dosis
efectivas en cada uno de los antibacterianos utilizados
individualmente y de su combinacién. @8 26, Hernandez Zamora en
2008 @9 estudio el efecto de sinergismo o antagonismo del extracto de
Caléndula officinalis y Quitosan en bacterias asociadas a infecciones
en heridas en humanos empleo el método de microdilucion y dilucion
en caldo y para evidenciar resultados empled el Método de
Mosmann, asi mismo realizd los isobologramas para determinar
sinergismo 0O antagonismo estos no presentaron una diferencia
significativa en comparacion a sus resultados obtenidos por el método
de microdilucién y dilucién en caldo.

En el presente trabajo el objetivo principal no es determinar sinergismo
0 antagonismo, pero con los resultados obtenidos de la dilucién en
microplaca si podemos pronosticar una interaccion de sinergismo,
antagonismo, indiferencia o aditiva para las diferentes mezclas de

extractos.

Al combinar los extractos de Caléndula officinalis e Hippocratea
excelsa se observa notablemente que los resultados mejoran, en
comparacion de cuando trabajamos ambos extractos de manera
separada. Una diferencia notable es para Streptococcus uberis que al
ser tratado con Hippocratea excelsa presentaba una CMI de

2000pg/100ul, cuando se realiz6 la prueba con la combinacion de
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Caléndula officinalis e Hippocratea excelsa la CMI para
Streptococcus uberis y Streptococcus faecalis es de 7.8ug/100ul. En
Escherichia coli y Staphylococcus aureus también se ve aumentada la
sensibilidad ante esta combinacién de extractos ya que anteriormente
Escherichia coli al ser tratada con Caléndula officinalis presentdé una
CMI de 4000upg/100ul, esta disminuyd con la mezcla de extractos hasta
500n1g/100ul. Para Staphylococcus aureus ocurre algo similar, tenia una
CMI de 4000ug/100ul con Hippocratea excelsa que al combinar con
Caléndula officinalis mejora a 500ug/100pl.
La combinacion de Caléndula officinalis y Echinacea purpurea
proporcion6 mejores resultados, para Streptococcus uberis y
Streptococcus faecalis, su sensibilidad se incrementa obteniendo una
CMI de 7.8ug/100ul. Escherichia coli presenta una CMI de 500ug/100ul
como en la combinacion anterior, pero Staphylococcus aureus
aumenta su susceptibilidad al ser tratado con esta mezcla y su CMI se
modifica hasta 500.g/100pl.
La mezcla de Hippocratea excelsa y Echinacea purpurea resultd ser
muy adecuada mejorando los resultados obtenidos en las otras dos
combinaciones, Streptococcus uberis y Streptococcus faecalis
presentan una CMI de 62.5ug/100ul y 7.8ug/100ul respectivamente,
pero la sensibilidad de Escherichia coli y Staphylococcus aureus se ve
aumentada notablemente ante esta nueva mezcla ya que ahora
presentan una CMI de 250u1g/100ul para Escherichia coli y 125ug/100ul
para Staphylococcus aureus.
Al realizar la combinacion de los tres extractos: Caléndula officinalis,
Hippocratea excelsa y Echinacea purplrea, tienen una CMI para
Escherichia coli de 166.6pg/100ul y para Staphylococcus aureus
83.31g/100ul. Streptococcus uberis y Streptococcus faecalis mostraron

su alta sensibilidad con una CMI de 5.2ug/100ul, esta combinacion
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proporciona las CMI mas bajas en nug/100ul para las cuatro bacterias
utilizadas.
Se determiné que los extractos etandlicos de Caléndula officinalis,
Hippocratea excelsa y Echinacea purpurea si presentan actividad
inhibitoria frente a las 4 bacterias obtenidas de casos de mastitis
bovina y al obtener la CMI de cada uno de los extractos solos y
combinados para los microorganismos evaluados, la interaccion de
sinergismo en las mezclas de los extractos es notable ya que el efecto
inhibitorio muestra una evidente mejoria que se ve reflejada en las
modificaciones de la CMI . Posteriormente se procede a determinar si
la actividad de estas plantas es bactericida o bacteriostatica.
La actividad bactericida se refiere a la accidon de un farmaco que
produce la muerte de mas del 99.9% de las bacterias probadas. La
actividad bacteriostatica se refiere a la accion de un farmaco de
inhibir el desarrollo visible de las bacterias probadas. (?® Se determiné
que la actividad que presentan los extractos de Caléndula officinalis,
Hippocratea excelsa y Echinacea purpUrea es bacteriostatica ya que
las bacterias se ven inhibidas pero hay una minima cantidad de ellas
que al ser colocadas en un medio de cultivo con condiciones de
nutrimentos y temperatura éptimas presentan crecimiento.
Finalmente se realizaron observaciones en microscopio electrénico de
transmision, de 8 muestras de las cuales 4 corresponden a un control
positivo no tratado de cada una de las diferentes bacterias estudiadas
y las 4 muestras restantes son bacterias tratadas con los extractos

como se indica a continuacion:

= Escherichia coli + Extracto de Hippocratea excelsa.
= Staphylococcus aureus + Extracto de Echinacea purpurea.

= Streptococcus uberis + Extracto de Caléndula officinalis.
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= Streptococcus faecalis + Extracto de Hippocratea excelsa y

Caléndula officinalis.

La microscopia electrénica de transmision es una herramienta de gran
utilidad en microbiologia tanto para fines diagnésticos como de
investigacion, permite la observacion detallada de las estructuras
bacterianas. ()

Para realizar la observacion de los microorganismos empleamos el
método de Tincidn negativa, el cual emplea acido fosfotiingstico, que
tiene como elemento activo el tungsteno, por el gran peso molecular
de este acido las tinciones electronicas denotan una gran resistencia
al bombardeo del haz de electrones en el microscopio electrénico de
transmision, el acido fosfotingstico es un excelente colorante
electrénico de tipo general y especificamente con selectividad para
los componentes extracelulares como mucopolisacarido y membranas
basales. “8)

Las observaciones al microscopio electrénico tienen como finalidad
determinar si existe alguna alteracion en las bacterias en cuanto a su
morfologia y estructura. Los resultados obtenidos de las observaciones
en microscopia electrénica nos indican que las cepas de
Staphylococcus aureus tratada con extracto de Echinacea purpureay
Streptococcus uberis con Caléndula officinalis presentan un dafio
notable a nivel de pared y membrana celular.

La pared celular de una bacteria es necesaria para protegerla frente
a la destrucciéon por presidon osmoética. Los solutos estan mucho mas
concentrados en el citoplasma bacteriano que en la mayoria de
h&bitats microbianos, que son hipoténicos. Durante la 6smosis, el agua
se desplaza a través de membranas selectivamente permeables,
como la membrana plasméatica, desde soluciones diluidas a soluciones

mas concentradas, por eso el agua entra normalmente en las células
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bacterianas. La membrana plasmatica sin la presencia de la pared no
podria soportar estas presiones y la célula se hincharia, alterandose
fiscamente y destruyéndose, proceso denominado lisis. Por el contrario
en habitats hipertdnicos los solutos estan mas concentrados que en la
célula, por ello el agua fluye hacia fuera y el citoplasma se contrae a
lo que se le denomina plasmolisis. (31.44)

Staphylococcus aureus y Streptococcus uberis presentan protoplastos,
estos anteceden a la lisis de bacterias gram positivas, se forman
porque la pared celular se debilita y se pierde, por lo cual el agua
puede entonces entrar a la célula y esta se hincha y explota en un
fendmeno de lisis. Los protoplastos se presentan en bacterias gram
positivas que han perdido su pared celular y son osmdticamente
sensibles, (Figura 22 y 24), al encontrarse las bacterias en un medio
isoténico, la presion osmotica interna se equilibra con la externa, al
perderse este equilibrio las bacterias se lisan inmediatamente. Hay dos
posibles métodos por los cuales se puede destruir la pared celular, uno
es el ataque al peptidoglicano, como lo hace la enzima lisozima que
hidroliza el enlace que une el acido N-acetiimuramico con el carbono
4 de la N-acetilglucosamina o por inhibicién de la sintesis de nuevo
peptidoglicano en células en crecimiento como es el caso de la
penicilina. Estas observaciones sugieren que el posible mecanismo de
accion de los extractos de Hippocratea excelsa, Caléndula officinalis y
Echinacea purpurea sobre Staphylococcus aureus y Streptococcus
faecalis sea a nivel de pared celular por la formacién de protoplastos.
En la cepa de Escherichia coli no se observa claramente que se de la
formaciobn de esferoplastos, estos son los equivalentes a los
protoplastos en las bacterias gram positivas, pero en las bacterias
gram negativas se les denomina esferoplastos ya que conservan parte
de su pared celular en su membrana externa y son osmoéticamente

sensibles, anteceden a la lisis celular la cual se puede observar en la
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cepa de Escherichia coli tratada con el extracto de Hippocratea
excelsa (Figura 21).

Streptococcus uberis, al igual que Streptococcus faecalis en el
método de diluciéon en microplaca y método de Mosmann resultaron
ser las bacterias mas sensibles a los tres extractos solos y combinados,
pero a diferencia de Streptococcus faecalis, en Streptococcus uberis
la formacion de protoplastos no es muy evidente, lo que sugiere que
tal ves el efecto del extracto de Caléndula officinalis sobre
Streptococcus uberis no sea a nivel de pared celular ( Figura 21) en
donde no se observa dafio aparente, nosotros creemos que
Caléndula officinalis podria en esta bacteria inhibir la biosintesis de las
proteinas y/o de los acidos nucleicos.

Se probd que los extractos etandlicos de Caléndula officinalis,
Echinacea purplUrea e Hippocratea excelsa presentan actividad
antibacterial in vitro contra 4 bacterias causantes de mastitis bovina
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis y
Streptococcus faecalis, que su actividad es bacteriostatica, las
bacterias con mayor sensibiidad son Streptococcus uberis y
Streptococcus faecalis, los resultados de inhibicibn mejoran
notablemente al probar los extractos combinados, por lo cual
representan una opcion viable para el tratamiento contra la mastitis

bovina causada por estas bacterias.
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6. CONCLUSIONES.

Logramos determinar el efecto inhibitorio del extracto de:
Caléndula officinalis, Echinacea purpurea e Hippocratea
excelsa, (solos y combinados) en bacterias aisladas de casos
de mastitis bovina utilizando el método de Mosmann y la

microscopia electrénica.

Logramos preparar tres extractos de plantas (Caléndula
officinalis, Echinacea purpurea e Hippocratea excelsa) a base

de etanol al 70%.

Determinamos la actividad antibacterial de los extractos de
Caléndula officinalis, Echinacea purpurea e Hippocratea

excelsa (solos), por el método colorimétrico de Mosmann.

Determinamos la actividad antibacterial de los extractos de
Caléndula officinalis, Echinacea purplUrea e Hippocratea
excelsa (combinados), por el método colorimétrico de

Mosmann.

Logramos establecer la actividad bacteriostatica de
Caléndula officinalis, Echinacea purplUrea e Hippocratea
excelsa (solos y combinados) en Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis y Streptococcus

faecalis, mediante una prueba cualitativa.
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El microscopio electrénico nos permitié evidenciar el dafio

provocado por los extractos en las bacterias estudiadas.

7. SUGERENCIAS.

e Nosotros sugerimos que se continden estudiando los extractos

de las plantas utilizadas, ampliando otro tipo de tinciones.
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8. APENDICES
8.1 MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS.
MATERIAL

= Vaso de precipitados de 50,100, 250, 500, 1000ml.
= Probeta graduada de 100, 250, 500ml.
= Matraz erlenmeyer de 250, 500, 1000ml.
= Matraz aforado de 100ml.

= Varilla de vidrio

= Embudo de vidrio

= Frasco dosificador

= Campana servidora

= Cajas petri de vidrio estériles

= Tubos de vidrio con tapon de rosca

= Frascos ambar de 20, 50, 100, 250, 500, 1000ml.
= Pipetas graduadas de 1, 2, 5, 10ml.

=  Micro pipeta de 0.5, 2-10, 100pl.

= Termometro

= Balanza granataria

= Mechero bunsen

=  Soporte universal

= Filtro de bala

= Manguera de latex

=  Espatula

= Gradila

= Asa bacterioldégica
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= Puntas para micropipetas de 0.5, 2—10, 100pl.
= Papelfiltro

= Membrana Millipore de 0.22, 0.45 m.

= Marcadorindeleble

= Cinta adhesiva

EQUIPO

= Autoclave All American Modelo 1925X.

= Estufa bacteriol6égica Rios Rocha S.A.

= Refrigerador [EM

= Balanza analitica

= Agitador Vortex Genie 2 Scientific Industries Modelo G560.
= Centrifuga Dynac

* Bomba de vacio Hoffmann Pinther Modelo 0210
= Horno Pasteur Rios S.A. Modelo HS-41

= Parrilla con agitadores NOUVA Il Stir Plate

=  Microscopio 6ptico Olympus Modelo CHS

=  Microscopio electrénico de transmisidon

= Espectrofotdmetro.
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MATERIAL BIOLOGICO

= Bacterias aisladas de casos de mastitis bovina de la cuenca

Lechera de Tizayuca Hidalgo.

= Escherichia coli (251, 253)

= Staphylococcus aureus

. Streptococcus uberis (63, 74, 445, 670, Rugosa)
= Streptococcus faecalis ( 65, 445)

= Caléndula officinalis
= Echinacea purpurea

= Hippocratea excelsa

REACTIVOS

= Etanol al 100%

= Etanol al 70%

= Agua destilada

= Cloruro de sodio

= Solucién salina fisiolégica estéril
= Medio BHI agar BIOXON

= Medio BHI caldo BIOXON

= Solucion buffer de fosfatos PBS
=  Glutaraldehido

= Dimetil sulfoxido DMSO

=  MTT SIGMA M-2128
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8.2 PREPARACION DE REACTIVOS.
= MTT

Disolver MTT en RPMI-1640 rojo de fenol, hasta una concentracion de
5mg/ml.
Filtrar con membrana de 0.22um.

Guardar a una temperatura de 4 °C, hasta su uso.

= SSF estéril

Por cada 100m| de agua destilada agregar 850mg de NacCl.

Esterilizar en autoclave a 121°C, 15 libras de presion, durante 15

minutos.

= ACIDO FOSFOTUNGSTICO

El &cido es una solucién al 2% ajustada al pH de 7.0 mediante NaOH

IN.
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=  GLUTARALDEHIDO- PARAFORMALDEHIDO (KARNOSKY)

Prepare una solucion de amortiguador de fosfatos al 0.2M o una

solucion de cacodilato al 0.2N al pH 7.0.

Prepare 20ml de una solucién de paraformaldehido al 10% disolviendo
2g de paraformaldehido en polvo en 20ml de agua destilada
calentando a 60-70°C mientras se agita vigorosamente (en campana
de extraccion de gases). Agregue unas gotas de NaOH 0.2N hasta

que la solucioén se vuelva transparente. Esperar a que se enfrie.

Ya fria la solucion anterior se prepara el fijador

Amortiguador de fosfatos al 0.2M ---------------------- 50ml.
Paraformaldehido al 10% en agua --------------------- 20ml.
Glutaraldehido al 25% en agua 10ml.

Agua destilada hasta volumen final de -------------- 100ml.
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