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RESUMEN

El presente trabajo se realizo en la FES-C Campo 1, Unidad de Posgrado. El objetivo del presente
trabajo fue determinar la concentracién minima inhibitoria o efectos de los extractos de Calendula
officinalis sobre bacterias aisladas de casos de mastitis y metritis bovina. Estas enfermedades
provocan grandes pérdidas econdmicas, porque en el hato lechero se ven afectados los parametros
reproductivos y la produccion nacional de leche ha sido insuficiente para cubrir la demanda total
del lacteo. Ademas de que por ley y ética, la leche obtenida de una vaca en tratamiento médico a
base de antibi6ticos debe ser desechada; por lo que en la pasteurizacion y la ebullicién no pueden
ser destruidos éstos y a la larga pueden producir alergias en los consumidores.

Las flores de Calendula officinalis son utilizadas en la medicina tradicional como
antiinflamatorio, antibacteriano, regenerador del epitelio, antiviral entre otras propiedades. Las
flores de caléndula histéricamente eran consideradas benéficas para reducir la inflamacién, herida
curativa y como antiséptico. La caléndula fue utilizada para tratar diferentes enfermedades de la
piel, extendiéndose de ulceraciones de la piel al eczema, no se ha encontrado todavia una
correlacion entre los principios activos que posee con las propiedades medicinales que presenta.
Para llegar a nuestro objetivo se realizaron extracciones hidroalcohélicas, acuosas y etandlicas de
los pétalos de la flor, para enfrentarlos en una prueba cualitativa con las 12 cepas bacterianas
aisladas de los casos de metritis y mastitis bovinas de las diferentes vacas lecheras; encontrando
que tuvo mejor efecto bactericida el extracto hidroalcohélico y posteriormente se llevo a cabo una
prueba cuantitativa en microplaca con dicho extracto, empleando el método colorimétrico de
‘Mosmann en el cual se utiliza bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT),
que determina la presencia de bacterias vivas a partir de la reduccion de éste por la accién de una
deshidrogenasa producida por dichas bacterias, la cantidad de éstas fue determinada por un
método espectrofotométrico obteniendo los resultados con un lector de ELISA, los cuales fueron
tratados estadisticamente, para calcular las concentraciones minimas inhibitorias (CMI).

Este trabajo demuestra que la fitoterapia es otro camino para el tratamiento de enfermedades que
la medicina alépata no puede controlar debido tal vez al mal uso de los mismos, como en el caso
de los antibidticos, por lo que se requiere de mayor investigacion sobre la elaboracion de

productos farmacéuticos con esta planta.



JUSTIFICACION:

Ante la inquietud por brindar una mejor produccion y calidad de la leche y no tener grandes
pérdidas economicas, es necesario proponer el tratamiento de enfermedades bacterianas en vacas
lecheras; por ejemplo la mastitis y metritis que son un problema en el ganado bovino debido a que
producen efectos adversos en la calidad y composicion de la leche, originando un peligro para la
salud humana, generando casos de alergia principalmente en nifios por la presencia de residuos de
antibiéticos en la misma y resistencia de bacterias a constante contacto de dichos residuos. Es por
esta razn que es preciso investigar y experimentar con la fitoterapia, caso de Calendula
officinalis que por sus propiedades bactericidas nos aporta nuevos conocimientos para el

desarrollo de presentaciones farmacéuticas con productos de origen natural.



1. GENERALIDADES.

La principal raza del ganado lechero bovino es la Holstein Friesian procedente de Holanda y zonas
adyacentes. Es la de mayor tamaiio, una vaca adulta pesa al menos 675 Kg., es blanca y negra,
algunos ejemplares pueden ser blancos y rojizos. Aunque su leche es menos sustanciosa que la de
otras razas es la que més volumen produce. Los ganaderos ordefian las vacas cada 12 horas casi
siempre con una ordefiadora. Un tubo de cristal lleva la leche directamente de la ubre a un
depésito, preservando su sabor y limpieza. Una vaca que produce 6,100 L de leche al afio amortiza

los costos de produccion, pero un buen ejemplar puede producir un 50% mas. |

En cuanto a la anatomia de la vaca, el iitero es un 6rgano estéril aislado del medio externo por el
cérvix el cual permanece cerrado todo el tiempo, excepto en el estro y en ¢l parto. Durante los dias
siguientes al parto, el cérvix se va cerrando paulatinamente, lo que representa una via para las
bacterias que se encuentran en el ambiente; de esta forma, bacterias de distintas especies invaden y
proliferan en el atero. Las infecciones uterinas son mas frecuentes en ganado productor de leche,
ya que las condiciones sanitarias de las areas destinadas a partos, frecuentemente son malas y con

pocas medidas higiénicas.

Las infecciones uterinas posparto son infecciones inespecificas; esto significa que estan

involucradas diferentes especies de bacterias tanto aerobicas como anaerdbicas. Principales son

Staphylococcus aureus, Streptococcus spp, Escherichia coli, Streptococcus agalactiae, .

Staphylococcus spp, Pseudomonas aeruginosa, Actynomices pyogenes, (antes Corynebacterium
pyogenes), Fusobacterium necrophmorum, Bacteroides spp., entre ellas se manifiesta un
sinergismo en su patogenicidad. Existen otras que frecuentemente se llegan a aislar del itero
posparto; sin embargo su participacion en el proceso infeccioso es baja aunque ocasionalmente
afectan los resultados de los tratamientos debido a que ciertas especies llegan a ser resistentes y
producir penicilasa, la cual protege bacterias sensibles. Las vacas con infecciones uterinas
raramente llegan a desarrollar problemas sistémicos como mefritis séptica o toxémica, en la
mayoria no se afecta su estado general aunque algunas pueden presentar fiebre ligera, anorexia y

disminuyen la produccion de leche. 3 3,

Tomando en cuenta la etiologia de la metritis y el proceso normal de la involucion y el papel de
los loquios, la metritis se debe diagnosticar correctamente y no se debe confundir con variaciones

en los loquios normales. El hecho de no diagnosticar ni tratar la metritis se traducird en



insuficiencia reproductora por falta de estro, en reabsorcion de los embriones y en disminucion de

la funcidn ovarica. 4

Las vacas con metritis severa al principio del puerperio es mas probable que sean tratadas porque
manifiestan signos de enfermedad. Otras vacas afectadas menos severamente pueden tener una
patologia significativa, endometritis y secrecién uterina, pero no parecen enfermas. La

endometritis benigna puede no producir otros signos que no sean las secreciones purulentas. 3,

1.1 METRITIS BOVINA.

Se denomina metritis a la inflamacion de todo el itero (miometrio y endometrio), se presenta
desde unos dias hasta dos semanas después del parto, generalmente afecta el apetito, la produccion
de leche, hay depresion, la temperatura suele elevarse muy pronto en el curso de la enfermedad,
algunos casos pueden estar complicados con tenesmo. Las descargas vaginales van de cantidades
abundantes de rojo a rojo-negro, acuoso y de olor fétido, la vulva y la vagina estan hinchadas y
profundamente congestionadas, la exploracion vaginal y uterina provoca molestias agudas y
esfuerzos de expulsion persistentes. Los signos clinicos varian segim el niimero y la virulencia del
microorganismo y en casos mas graves pede estar acompaiiada por septicemia y/o toxemia en los
cuales los signos clinicos incluyen: taquicardia 80 a 90 latidos por minuto, aumento de la
frecuencia respiratoria, aumento de la temperatura, atonia ruminal y la disminucion de la
produccién de leche es muy notable, el curso de la metritis séptica normalmente es corto con una
recuperacion o muerte del animal de 2 a 6 dias. s ¢ 7,3 El Gtero se puede infectar al momento del
parto si este es manipulado cuando la placenta no es expulsada completamente y cuelga sirviendo

de continuidad hasta el atero. o

Esta es una de las enfermedades importantes que se presenta en el hato lechero y que afecta los
parametros reproductivos, el porcentaje de frecuencia de un hato es del 5% al 20%, aumenta el
intervalo a la concepcién en 18 dias, retrasan el retorno al estro en 7 dias, el periodo entre el
primer y ultimo servicio aumenta en 15 dias, los servicios por concepcion aumentan en un 0.3%,
se experimenta un 8% en la reduccién a primer servicio, se incrementan los dias abiertos, se
disminuye la produccion de leche de un 3 a 5% y las vacas con metritis tienen 1.3 veces mdis
posibilidades de ser desechadas que las vacas sin metritis. Se dice que un 20 a 25% total de

desecho es debido a un fracaso reproductivo. 1.



Las vacas con infecciones uterinas severas tienen bajos niveles de concepcion. Las infecciones
pueden reducirse si alimentamos adecuadamente a las vacas con niveles 6ptimos de vitamina A,

vitamina E y selenio ya que son importantes para el sistema inmune. o,

La etiologia es multifactorial, es frecuente la flora mixta, que incluye microorganismos como
Escherichia coli, Actynomices pyogenes, Streptococcus spp, Staphylococcus spp, Pseudomonas
aeruginosa, especies de Proteus, Fusobacterium necrophorum y en ocasiones especies de

Clostridium, en cuyo caso el proceso suele ser mortal. 5, 12,

Se ha considerado que la enfermedad se desencadena por una secuela de la inercia uterina y una
combinacién de insuficiencia de la involuci6n uterina normal debido a:

Partos inducidos, distocia prolongada, abortos, operaciones obstétricas traumaticas, prolapso
uterino, fetotomias, la incidencia aumenta en un 80% a todas aquellas vacas que cursen
retenciones placentarias, partos gemelares, instrumentos y manos del operador que asisten el
parto, época del afio, carga bacteriana, enfermedades metabolicas, infecciones contaminantes con
microorganismos inmunosupresores tales como el virus de IBR y asi como la edad es importante

ya que se tiene una menor habilidad de combatir la enfermedad. ¢

1.2 CLASIFICACION DE LAS METRITIS.

1.2.1. Metritis séptica.

Las vacas con metritis séptica o toxica enfermaran en los primeros 10 dias, por lo general en los
primeros 7 dias del puerperio. Son signos comunes, fiebre (de 40.0 a 41°C, taquicardia,
inapetencia, produccion disminuida, éstasis del rumen y toxemia. También se observa
deshidratacion, diarrea y abatimiento de intensidad variable. La infeccion sumamente grave puede
originar decibito subordinado a la toxemia, debilidad y trastornos metabdlicos. En la vulva se
puede ver una secrecion uterina acuosa de olor fétido, puede manchar la cola o es posible que para
descubrirla, sea necesario realizar un examen vaginal. Estas secreciones uterinas tienen un color
que varia de pardo a ambar gris o rojo, pero siempre son liquidas, con un contenido escaso de
moco y purulentas. Si bien la mayoria de las vacas con metritis séptica tienen un antecedente de
distocia, de parto gemelar o de retencion placentaria. Se usa el término general toxemia porque,
dependiendo de la mezcla exacta de organismos causantes, en la fisiopatologia de los signos

sistémicos pueden estar implicados las endotoxinas, las exotoxinas y otros mediadores. Por lo



general, la exploracion rectal descubre un utero hipotonico o aténico con distension por liquido.
También puede existir una piémetra que puede motivar que el cuerno uterino lleno de gas-liquido
se confunda con otras visceras, por ejemplo con un ciego distendido. Una exploracion vaginal es
imperativa para el diagndstico porque este procedimiento permite la diferenciacion de la vaginitis
necrética o de la cervicitis y también permite la identificacion de las retenciones placentarias y de

otra patologia. 4,13,

1.2.2. Metritis ligera.

Debido al amplio espectro de gravedad que se observa en la endometritis-metritis del posparto,
algunas vacas que acaban de entrar en el periodo del puerperio (< 14 dias) no son ni toxémicas ni
estan perfectamente sanas. Las vacas tiene signos de apetito reducido, abatimiento y
frecuentemente padecen enfermedades metabdlicas como cetosis ¢ hipocalcemia. Estas vacas
pueden estar febriles 0 no y si tienen fiebre, ésta es solo ligera (de 39.7 a 40.2 °C). La exploracion
rectal descubre un utero hipotonico que involuciona mal y que contiene una cantidad excesiva de
liquido. El masaje suave del cuerpo del tero y de la vagina anterior hace aparecer en la vulva una
secrecion uterina purulenta de color amarillo claro, de olor ligeramente fétido o de consistencia
¢spesa. La exploracion vaginal descarta otras causas de esta secrecion y permite la evacuacién de

grandes cantidades de este material. 4,

1.2.3. Metxritis subclinica.

El grupo final y quiza la que es mas probable que pase inadvertida a la identificacion, esta
integrada por vacas con endometritis subclinica. En este tipo de metritis las vacas estan sanas y
pueden presentar secrecion uterina anormal intermitente o ninguna secrecion en absoluto. Cuando
se observa secrecion anormal, tipicamente aparece como un moco turbio o en forma de manchas o
de coagulos en un moco por lo demas transparente. La secrecion se puede observar durante el celo
o se puede extraer del utero mediante masaje durante las palpaciones rectales de rutina previas a la
cubricion. Se supone que la endometritis por Actynomices pyogenes, es la causa mas corriente de
esta enfermedad pero, desgraciadamente, el caracter empirico de los reconocimientos del tracto
reproductor de las vacas, rara vez proporciona material de cultivo o de biopsia para confirmar la
causa. La exploracién vaginal sirviéndose de un espéculo es muy Wtil para confirmar el
diagndstico y para descartar otras enfermedades, por ejemplo la cervicitis, de hecho, la
exploracion con espéculo vaginal es un excelente instrumento diagndstico para todos excepto para

los casos mas evidentes de metritis y es mucho més precisa que la palpacion rectal. 4



1.2.4. Piometra.

Es un tipo de presentacion clinica de la inflamacién uterina, se define como el acumulo de una
cantidad variable de exudado purulento en la luz del dtero y la persistencia de un cuerpo liteo en
uno de los ovarios. Las vacas con pidmetra pocas veces presentan signos clinicos; sin embargo
puede observarse una descarga vaginal purulenta en algunos casos. El prondstico de recuperacion

va de favorable a bueno, especialmente si se diagnostica pronto en el curso de la enfermedad. 5 14.

Evidentemente Actynomices pyogenes ha llegado a ser la bacteria principal en el itero de estas
vacas porque la infeccion mixta ha evolucionado hacia una infeccion en la que predomina la
misma. Es posible que la enfermedad no sea diagnosticada hasta la palpacion rectal de rutina de
rutina del puerperio, transcurridos de 10 a 30 dias después del parto, cuando existe éndometritis
crénica. La exploracion rectal descubre que uno de los cuernos uterinos, o ambos, contienen de 1 a
10 litros de pus. El masaje rectal del ttero y del tracto reproductor caudal favorece la evacuacion

del material purulento espeso. 4

1.3. MASTITIS BOVINA

La mastitis es una enfermedad que surge como respuesta de los tejidos productores de leche ante
una lesién traumética o a la presencia de microorganismos infecciosos que han ingresado a la
ubre, en este Gltimo caso los microorganismos penetran en el canal del pezdn y se multiplican
dentro de la glandula mamaria. Asi mismo este padecimiento produce efectos adversos en la
calidad y composicion de la leche y se caracteriza por dafios en el epitelio glandular, seguido por
una inflamacién que puede presentarse con cambios patologicos localizados o generalizados,

dependiendo de la magnitud del dafio. 3 ;s

La base del control de la mastitis es la prevencién de las infecciones, por lo que es necesario poner
especial atencion en el medio ambiente y en las practicas higiénicas debido a que los
microorganismos que causan este padecimiento viven en la vaca, en la ubre y sus alrededores.
Microorganismos contagiosos dentro de los que se encuentra Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae asi como Micoplasma bovis y Corynebacterium bovis. 1.

Microorganismos oportunos, incluyen mas de 20 especies de estafilococos y otros

microorganismos entre los que se encuentra Pseudomonas aeruginosa 'y Actinomyces pyogenes. 1,



1.4. CLASIFICACION DE LAS MASTITIS.

1.4.1. Mastitis subclinica.
La mastitis subclinica se caracteriza por la inflamacion de la glandula mamaria sin signos clinicos
observables, tiene una alta incidencia en los rebafios lecheros de todo el mundo, estimandose que

en los Estados Unidos, al menos el 40% de todas las vacas estan infectadas con alguna forma de

mastitis en uno o mas de sus cuartos. (7.

La glandula mamaria a la inspeccion y palpacion, se encuentra aparentemente sin cambio alguno
en el parénquima glandular, la leche extraida no tiene cambios en cuanto a su color, sabor,
consistencia, etc. La vaca no presenta signos de infeccion tales como fiebre, anorexia, atonia,
taquicardia, polipnea. Es la que mas pérdidas produce porque no se ve y no se le toma

importancia. 15

1.4.2. Mastitis clinica.

Presenta alteraciones que se pueden manifestar como cambios en el color de la leche (amarillenta,
rojiza, etc.), en su sabor, consistencia (cremosa, espesa, etc.), acompafiada de coagulos y/o
natillas. A la palpacion se pueden manifestar cambios en el parénquima glandular detectindose

caliente, firme y duro. Los animales pueden presentar fiebre, taquicardia, polipnea, anorexia. 5.

Lo anterior causa grandes pérdidas econémicas al productor por merma en la produccion de leche
(70 % del total de las pérdidas), leche descartada (8 %), medicinas y gastos veterinarios (8 %) y

eliminacion de animales que han perdido sus capacidad productiva (14 %). 1,

1.5. CONDICIONES QUE FAVORECEN LA PRESENTACION DE MASTITIS
® Edad: vacas de mas de cinco partos suelen presentar mastitis subclinica.

* Alojamiento y medio ambiente: se aconseja una temperatura de 15 °C y una humedad de

70%.

* Procedimiento de ordefio: preparacion de la ubre, lavado, desinfeccién de copa de

exprimido, colocacidn de pezoneras, desinfeccion y setlado de pezones.



Alimentacién: una alimentacién rica en proteina predispone a una mastitis, igual que en una

con deficiencia de minerales.

Estado funcional de la ubre: la mayoria de las infecciones nuevas se establecen durante las -

tres primeras semanas del periodo seco y en el primer mes de lactacién.

La aparicion de mastitis se puede explicar en los siguientes tres pasos:

D

2)

3)

Invasion: los microorganismos penetran del exterior del pezon a la leche que se encuentra
en el canal del mismo y se ve favorecida cuando el esfinter del pezon se encuentra

lesionado, facilitando la entrada de los microorganismos.

Infeccion: se caracteriza porque los gérmenes se multiplican rapidamente invadiendo el
tejido glandular, una vez que las bacterias se encuentran en un ambiente propicio para su

desarrollo y multiplicacion, se valen de sus toxinas para invadir tejidos adyacentes.

Inflamacion: la presencia de bacterias y/o toxinas en el tejido glandular, crea un efecto
quimiotactico sobre las células de defensa del huésped, lo que aumenta la afluencia de
leucocitos, macréfagos y demas elementos que participan en este proceso. Se aprecia por la
tumefaccion, enrojecimiento y aumento de la temperatura local, a esto es lo que se conoce

propiamente como mastitis. g

Como se observa en la tabla A existen diversos agentes que causan esta enfermedad, pero solo

algunos de ellos pueden desarrollarse adecuadamente en la leche e infectar el tejido glandular.

Aproximadamente el 70% de las mastitis son ocasionadas por Staphylococcus aureus,

Streptococcus agalactiae y Escherichia coli. .



Tabla A. Agentes infecciosos causantes de mastitis bovina.

Bactorias Gram () | Bacterias Gram () Ottasbacterias ~ Hongos y levaduras

Streptococcus . ——: Esche;;éhia coli . Mycoplasma bovts C‘andtiz'ﬁ &lblrcaﬁ§ “
agalactiae » :

Sweptococcus  Enterobacter - Mycoplasma  Trichosporum sp

- disgalactiae :‘ aerogenes » bovigenitalium

 Streptococcus uberis - Klebsiela . Mycoplasma  Criploccocus

pneumoniae . alkalescens neoformans

. Streptococcus Proteussp. | Mycoplasma - Sacharomycessp

zoopedirmicus canadensis

%_—;S'treptococcus ' Pasteurella multocida ! Nocardia asteroides forulop;z:sﬁs; o

3: pyogenes | ;

| Staphylococcus | Pseudomonas | Mycobacteriumsp. - Pichiafarinosa
aureus aeruginosa .

Staphylococcus . Serratia marcescens; 4— - - ‘

epidermidis
Actynomices Brucella abortus ‘ )
pyogenes

Corinebacterium Brucella rhelitensis o ; o

| bovis | ; | {
Clostridiam | T T

[ perfringes ! i

1.6. ESTRES E INMUNOSUPRESION.

En animales jovenes sin un sistema inmune maduro, el estrés puede ser aditivo con otros factores
inmunosupresores. Detrimento psicologico causado por factores tales como destete, introduccion de
animales nuevos, restablecimiento de 6rdenes de jerarquia y otros parecidos pueden ser levemente

inmusupresores, pero cuando se agregan otras causas de inmunosupresién tales como la
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alimentacion pobre, infeccion viral y/o coccidiosis, pueden conducir a una inmunosupresion severa

y a una enfermedad que amenace la vida. ;.

La mayoria de las infecciones, aproximadamente el 80 %, que se presentan después del parto
persisten durante toda la lactancia sin importar el tipo de microorganismo involucrado y s6lo un
16% de las vacas eliminan su infeccion en el caso de patdgenos mayores como Staphylococcus
aureus. Sin embargo, mas de la mitad de los cuartos sufren reinfecciones las cuales ocurren
principalmente en los 3 primeros meses de la lactancia, y muy especialmente posterior al parto

cuando el animal es sometido a una situacion de estrés. .

Durante el parto, ocurren una serie de cambios que pueden inducir a inmunosupresion en la vaca.
En primer lugar, se conoce del aumento del cortisol sanguineo especialmente en el feto, el cual tiene
un efecto sobre la madre causando disminucion en el secuestro de leucocitos, principalmente PMN
de la médula 6sea. En la madre, se producen ademas las llamadas proteinas de fase aguda que
contrarrestan este efecto del cortisol puesto que son capaces de inducir, entre ofras cosas,
leucocitosis. Sin embargo, si los niveles de cortisol son muy altos por una situacién de estrés
prolongada en el parto, estas proteinas de fase aguda pueden verse deprimidas y el resultado neto de
esto serd una inmunosupresion. Ademas de lo anteriormente dicho, algunos autores han demostrado
que durante el periodo postparto pueden ocurrir desbalances metabdlicos tales como hipocalcemia y
acetonemia, lo cual puede deprimir las funciones normales de polimorfonucleares causando por lo

tanto inmunosupresion. 5,

En la actualidad, se han hecho miltiples esfuerzos por lograr la prevencion de nuevas infecciones
intramamarias estimulando el sistema inmune. Entre estas podemos sefialar el uso de vacunas
intramamarias y sistémicas, que han dado buenos resultados en la disminucién de la severidad de
los casos clinicos pero no en la prevencion de nuevas infecciones intramamarias; el uso de citocinas
como interleukinas 1y 2; factor estimulante de las colonias de granulocitos y macréfagos (GMCS);
suplementacion con vitamina E y selenio; utilizacion de lactoferrina hidrolizada tratada con calor a

pH 4cido; inmunoestimulantes inespecificos como el levamisol. 1,
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1.7. ALTERNATIVAS PARA EL TRATAMIENTO DE METRITIS Y MASTITIS.

En términos generales, un tratamiento intrauterino debe cumplir con tres condiciones: primero ser
efectivo en la eliminacion de los agentes infecciosos; segundo, no afectar los mecanismos de
defensa del dtero, particularmente la actividad fagocitaria y, en tercer lugar, esta terapia no debe
representar un riesgo de adulteracion de la leche destinada para consumo humano. ;.

La eleccion del mejor tratamiento debe considerar diversos factores entre los cuales destacan:

o Seleccion de las vacas que necesitan verdaderamente la administracion de antibidticos.

e Efectividad del antibidtico en las condiciones del utero posparto y que éste no interfiera
con los mecanismos de defensa uterinos.

¢ Costo del tratamiento y la posible adulteracion del la leche.

¢ Posibilidad de otros tratamientos alternativos como la utilizacion de prostaglandinas. ; 4

Con respecto al uso de antibiéticos los factores a considerar en la seleccion de los mismos para el
tratamiento de las metritis son: el microorganismo involucrado, ruta de administracion del
antibidtico, la severidad de irritacion causada por el antibiético o por el vehiculo en el endometrio
cuando se usa terapia intrauterina, el medio an;biente uterino y resultados de la terapia. Existen
tratamientos sobre la utilizacion de gran nimero de antibidticos (administrados por via

intrauterina) como son las penicilinas, sulfonamidas, estreptomicinas y oxitetraciclinas. .

El espectro antibacteriano de las penicilinas abarca cocos G (+) sensibles y G (-) anaerobios. Este
grupo de antibidticos inhiben la sintesis de la pared del péptidoglucano de la bacteria. Los
microorganismos infectantes del Utero suelen ser sensibles a la penicilina, pero durante las
primeras cuatro semanas del parto los microorganismos contaminantes llegan a producir enzimas
que inactivan antibi6ticos como la penicilinasa. Por lo tanto, la penicilina no parece ser efectiva si
se administra localmente durante los primeros periodos posparto pero puede resultar util si se

administra en forma sistémica, es eliminada en orina, bilis y otras vias. s

La penicilina G sddica y potasica es efectiva para curar infecciones uterinas pero solo cuando se
administra entre los 25 y 30 dias posparto, es decir, cuando ya ha habido una disminucién en la
diversidad de las especies bacterianas y predominan Actynomices pyogenes y bacterias Gram (-)
anaerdbicas, las cuales son sensibles a la infusion intrauterina de penicilina. Bajo estas

circunstancias disminuye la probabilidad de que alguna bacteria produzca penicilinasa e inactive
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a este antibiotico. 5 7.

Las sulfonamidas son andlogos estructurales y antagonistas, competitivos del acido p-
aminobenzoico (PABA) por tal razén, impiden que la bacteria utilice de manera el PABA en la
sintesis del 4cido félico. Son inhibidores competitivos de la dihidropteroato sintetasa, la enzima
bacteriana que incorpora PABA en el 4cido dihidropteroico, precursor inmediato del acido fdlico.
El espectro antibacteriano de estos antibidticos in vifro estin  Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumoniae, Haemophillus influenzae, H. ducreyi, Nocardia, Actinomyces y C.
trachomatis. Su eliminacion es principalmente orina, heces, bilis, leche materna y otras
secreciones. Sin embargo, las sulfonamidas quedan inactivadas por el detritus organico y son una

mala eleccién para la terapia intrauterina. ¢ s, 2.

Los antibidticos aminoglucdsidos (estreptomicina, kanamicina, gentamicina, neomicina) inhiben
la sintesis proteica y disminuye la fidelidad de traduccion del RNAm en el ribosoma. El espectro
antimicrobiano abarca bacterias G (-) aerébicas y su accion contra casi todas las bacterias G (+) es
limitada. Se eliminan por orina. 5.

El mecanismo de accién de las tetraciclinas es inhibir la sintesis de proteinas de la bacteria al
ligarse al ribosoma bacteriano 30S y evitar la llegada del aminoacil RNAt al sitio receptor (A) en
el complejo RNAm-ribosoma. Es un grupo de antibiéticos a elegir debido a su amplio espectro
contra bacterias G (+) y G (-), aerobias y anaerobias, ricketsias, micoplasmas y clamidias. Son
atiles en la terapia intrauterina por su aceptable actividad en presencia de exudado purulento y
baja tension de oxigeno, es decir es activa en un ambiente anaerobio. |5 Estos antibioticos se
elimina por leche en concentraciones no permisibles, asi como en orina y bilis, pueden estar en el
organismo mucho tiempo después de que dejaron de utilizarse. 53 6. Las oxitetraciclinas son

activas contra muchos de los microorganismos que infectan el ttero del bovino.

Algunas preparaciones de tetraciclinas irritan el endometrio, cérvix y vagina, ya que pueden
provocar necrosis y proporciona un medio ambiente adecuado para el crecimiento de bacterias y

hongos, asi que estos deben utilizarse con cuidado. 3,

El mecanismo de accién de los nitrofuranos es interferir en la sintesis de la pared celular de las
bacterias en forma semejante a la penicilina. Se acumula la N-acetilglucosamina que forma parte
del nucledtido de Park. El espectro antibacteriano es diverso y amplio, contra G (+) como

Staphylococcus aureus, Streptococcus [-hemolitico y Enterococos, ademas de bacilos G (+) como
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Bacillus anthracis y género Clostridium; bacilos G (-) como H. influenzae y género Shigella. Un
ejemplo de estos es la nitrofurazona, recomendada en el tratamiento de infecciones uterinas, pero
es casi imposible alcanzar la concentracion minima inhibitoria en el lugar de la infeccion.

Los nitrofuranos no son activos en presencia de sangre y exudado purulento, son productos
irritantes y se ha demostrado que reducen la fertilidad de las vacas tratadas; se eliminan en orina y
heces. o, 2.

Se recomienda la utilizacién de estrégenos administrados intramuscularmente al mismo tiempo
que antibioterapia por via intrauterina. Estilbestrol (estrogeno sintético) tiene una accién oxitécica,
una interesante propiedad antiséptica genital, favorece la defensa y regeneracion de la mucosa,
pero dosis altas de estrogenos pueden dar problemas tales como quistes ovéricos persistentes y
salpingitis. 14, 29, 30.

Otro tratamiento es a base de prostaglandinas que ejercen su efecto al acoplarse a un receptor
especifico presente en la membrana celular, donde induce un cambio electromagnético que les
permite atravesar la membrana celular externa y acoplarse con adenilciclasa y activar el AMPc,
que a su vez actia como segundo mensajero en el interior de la célula. Asi el AMPc, activa los
sistemas enzimdticos de las cinasas que son las que desatan la respuesta celular caracteristica. La
prostaglandina PGF,, (estimulante de contracciones del tejido miometrial de la hembra gestante y
no gestante) coadyuva para el tratamiento de la metritis y sus analogos sintéticos, causan regresion
del cuerpo liteo si est presente, la induccion del crecimiento folicular y produccién de estrégeno.
Se provoca la contraccion del ttero, expulsion de pus y desechos uterinos, tanto por accion del
farmaco como por el estrogeno producido, asi como la posible estimulacién de la fagocitosis por

la leucocitosis. 5. 30,31,

En el caso de las mastitis se utilizan tratamientos con aplicacién parenteral de antibidticos de

amplio espectro como el levamisol y antiinflamatorios potentes como la dexametasona. 5,

El levamisol es un antihelmintico, que posee accion antimicrobiana muy diversa y amplia; algunos
estudios 3, han demostrado que tiene efectos de estimulador sobre la respuesta inmunitaria en los
animales frente a antigenos bacterianos. Este fenomeno se refiere a la inmunidad celular mediada

por los linfocitos T que son estimulados asi como la actividad de los macréfagos. s,

La via intramamaria es la mas utilizada para la terapia de la mastitis, ya sea en vacas secas con

preparados de larga accién o en vacas de lactancia en forma de infusién. Para casi todos los
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farmacos, el uso de estas vias significa concentraciones desiguales y muchas veces no detectables

en el tejido mamario donde la infeccion tiene lugar.

La terapia con antibiéticos en el secado ha sido la principal medida de control utilizada contra los
diferentes patégenos de la ubre, pero para el caso especifico de Staphylococcus aureus, su utilidad
ha sido muy limitada. La razon por la que no se obtiene un 100 % de eficiencia con la
antobioticoterapia, es porque las toxinas producidas por la multiplicacion de la bacteria en las dreas
distales de la glandula mamaria, causan migracién de células inflamatorias y en especial
polimorfonucleares hacia los tejidos secretorios donde exteriorizan sus enzimas lisosomales
causando dafio en el tejido, con formacién de microabscesos y obstruccion de pequefios ductos lo

cual hace imposible la penetracion de los antibi6ticos. ».

En medicina veterinaria la farmacologia sugiere medicamentos de rapida accion lo que facilita el
tratamiento de enfermedades infecciosas en los animales. Sin embargo debemos tomar en cuenta
que existen otras posibilidades, por ejemplo el uso de plantas medicinales con las cuales se puede

llevar a cabo una terapia con resultados efectivos.

1.8. RESISTENCIA BACTERIANA

La resistencia bacteriana a los antibi6ticos puede ocurrir por mecanismos no genéticos o genéticos
durante el tratamiento. Por lo general, la resistencia de tipo no genético suele atribuirse a la
ausencia de los “lugares de destino” del farmaco dentro de la bacteria, es decir, que no existen
receptores de union al farmaco o falta la via metabdlica necesaria para que este desarrolle su

actividad y entonces las bacteria mostraran una resistencia extrinseca. 3,

Para comprender los mecanismos de la resistencia bacteriana es necesario entender la fisiologia
bacteriana, la farmacologia de los principios activos y la biologia molecular de los agentes

infecciosos. 33,

Algunos microorganismos logran escapar las consecuencias del efecto farmacoldgico a través de
1) la sintesis de una enzima que destruye el antibidtico (p.ej. B-lactamasa que escinde anillos f3-
lactdmicos de la penicilina y cefalosporina); 2) la alteracion de las macromoléculas a las que se
une el antibidtico y 3) la inactivacion por un mecanismo bioquimico, como es la acetilacion de los

aminoglucdsidos por los bacilos Gram negativos. 3.
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Los genes para el mecanismo de la resistencia pueden ubicarse tanto en cromosoma como en un
elemento extracromosomico denominado plasmido. La vinculacion de los genes de resistencia
para multiples antibidticos en un plasmido permite la transferencia en masa de la resistencia que
caracteriza a muchos de los microorganismos resistentes mas nuevos. El mecanismo mas comin
por el cual se transfieren los genes de la resistencia es la conjugacion. 33,

Se ha encontrado que la prevalencia de organismos patégenos humanos resistentes a los
antibidticos es cada vez mayor, pero el descubrimiento y desarrollo de nuevos antibidticos que
controlen éstos es mucho mas lento son varias razones las que explican este hecho: costo de la
sintesis hasta el mercadeo del medicamento; falta de nuevos blancos para la accion de los

antibidticos, entre otras. 3;.

1.9. CARACTERISTICAS DE AGENTES INFECCIOSOS CAUSANTES DE MASTITIS Y
METRITIS BOVINA.

Streptococcus agalactiae.

Es un microorganismo coco Gram (+) perteneciente al grupo B de la clasificacion de Lancefield,
estos cocos se agrupan en cadenas y son catalasa (-), oxidasa (-), anaerobio facultativo, B-
hemoliticos, producen el factor CAMP e hidrolizan el hipurato de sodio. 34,

Factores de patogenicidad mas importantes: hialurodinasas y hemolisinas.

Se considera un parasito obligado de la glandula mamaria ya que puede morir al ser expuesto a la
piel; sin embargo, puede sobrevivir por un mes o mas en el ambiente, ubres infectadas (leche) y
utensilios contaminados. El contagio se da de vaca a vaca durante el ordefio, a través de manos del
personal, pezoneras no desinfectadas y trapos de uso. 17,

En ocasiones Streptococcus agalactiae invade en forma transitoria el tejido glandular y
posteriormente viaja por linfa hasta los linfonodos supramamarios. El resultado es una
quimiotaxia de los leucocitos (PMN); ademds, la opsonizacion se deriva probablemente del
complemento (C3) en la secrecion inflamatoria y se fija a la superficie bacteriana siguiendo la

activacion del complemento por la via alterna. ;.
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Streptococcus pyogenes.

Son cocos en forma de cadenas, que pertenece al grupo A de la clasificacion de Lancefield, Gram
(), catalasa (-), oxidasa (-), OF (+), debido a la hemolisina que presenta es B hemolitico; dado que
es el mayor en importancia clinica por producir endocarditis valvular, glomerulonefritis, artritis
reumatoide o fiebre reumatoide, faringitls, etc. 33, 34,

Sus factores de patogenicidad més importantes son la proteina M, estreptolisinas O y S
(hemolisina), la C5a peptidasa, contiene 4cido hialurénico, etc. La identificacion se realiza por
medio del crecimiento en agar sangre con una B-hemolisis y con un disco de bacitracina de 0.040

Ul, pasado el tiempo de incubacion 37 °C/24 hrs. se observa un halo de inhibicion. »
Enterococcus faecalis.

Son microorganismos Gram positivos, en forma de cocos, pertenecen al grupo D de la
clasificaciéon de Lancefield, con tolerancia a la sal (NaCl 6.5%), dan un resultado positivo a la
prueba de bilis esculina por lo que se diferencia de otros estreptococos no enterococos. El grupo D
da o varia la hemdlisis o 0 3, estas pruebas nos ayudan a su identificacion. Produce infecciones
urinarias, abscesos pélvicos, peritonitis, infecciones de heridas, endocarditis. 33 34,

En el ganado bovino se halla en el tracto intestinal, estiércol, ubres infectadas y equipo

contaminado. ;7.

Staphylococcus aureus.

Es un microorganismo coco Gram (+) agrupados en racimos, anaerobio facultativo, catalasa y
coagulasa (+), oxidasa (-), no es mévil, y no forma esporas. Su agar selectivo y diferencial es el
medio de sal y manitol (NaCl 7.5%) y por lo tanto son manitol (+), se encuentran en las mucosas y

en la piel de los animales y humanos. 5. /

Posee varias propiedades que contribuyen a su capacidad de producir enfermedad, sin embargo,
estos factores de virulencia no se encuentran en todas las cepas de Staphylococcus aureus. Estas
propiedades incluyen las siguientes: proteina A, acidos teicoicos y peptidoglicanos (pared celular),
enzimas (catalasa, coagulasa, fibrinolisina, hialurodinasa, lipasa), hemolisinas (., B, 8), toxinas. 2.
La infeccion por Staphylococcus aureus es complicada debido a que esta bacteria posee diversos

mecanismos para evadir al sistema inmunoldgico, entre los que encontramos el desarrollo de una
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capsula de exopolisacarido y la pared celular inhibe el reconocimiento de anticuerpos y

neutrofilos. 17

En el ganado bovino infectado se encuentra en ubres (leche), lesiones en la piel de los pezones:
cortadas, cuarteaduras, y lesiones de viruelas, costras y ulceras; pezoneras contaminadas. El
contagio esta dado de vaca a vaca durante el ordeiio (leche de vacas infectadas, manejo de
ordefiadores y pezoneras sin desinfectar entre vaca y vaca, trapos de uso), medio ambiente y

moscas. 17.

Escherichia coli.

Pertenece a la familia Enterobacteriaceae, bacilo Gram (-), mévil, lactosa (+), catalasa (+), oxidasa
(-), anaerobio facultativo. Se identifica también por IMViC, siendo Indol (+), MR (+), VP () ¥

citratos (-); urea (-), KIA acido/acido y lisina (+). 33,

Son microorganismos oportunistas, dado que son flora normal en el intestino y dependiendo de la

cepa es el daiio que produce.

Con base en su mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico, las cepas de E. coli causantes de
diarrea se clasifican en 6 grupos: enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica también conocidas
como productoras de toxinas Vero o toxina semejante a Shiga (EHEC), enteroinvasivas (EIEC),
enteropatdgena (EPEC) y enteroagregativa (EAEC) y adherencia difusa (DAEC) que para su
identificacion se realizan pruebas como serologia, inmunofluorescencia, prueba de ratén lactante y
ELISA. Escherichia coli produce enfermedades intestinales y extraintestinales en los animales

domésticos y el hombre. 35,

La procedencia en el ganado bovino es de origen fecal, medio ambiente contaminado y agua. .
Klebsiella oxytoca.

Son microorganismos en forma de bacilos Gram (-), catalasa (+), oxidasa (-), es anaerobio

facultativo, motilidad (-), ornitina(-), lactosa (+) lenta, KIA acido/acido, urea (+) lenta, lisina (+),

arginina (-), malonatos (+), su IMViC es (+) (=) (1) (). .
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Es una enterobacteria y el factor de patogenicidad es su capsula porque inhibe la fagocitosis.
Produce diarrea, septicemias, meningitis o peritonitis, en ocasiones produce infeccion en vias
urinarias. 5,

Su procedencia en el ganado bovino es: suelos y tierra, paja contaminada (cama), aserrin de cama.
Es uno de los principales causantes de mastitis bovina. El contagio se da en el medio ambiente de

la vaca. 7.
Nocardia asteroides.

Microorganismos aerobios que se encuentran en el suelo. Existen formas bacilares y filamentosas
que pueden ser observados en los exudados de tejidos en el pus.

Las colonias son céreas con pigmentacion que varian desde amarilla a anaranjada o rojiza. N.
asteroides no digiere la caseina, tirosina, xantina e hipoxantina; no fermenta los carbohidratos, es
positiva a la accion de la ureasa y a la reduccién de nitratos. Es resistente a la lisozima. También
se pueden teiiir los cortes de tejido con metenamina-plata. 33,

La principal enfermedad que causa es la nocardiosis, enfermedad pulmonar oportunista en el
humano que puede diseminarse a otras partes del cuerpo.

Las nocardias potencialmente patdgenas tienen su procedencia en el suelo, agua, aire y heces de
pajaros. Las infecciones en los animales de granja son bastantes comunes; las mastitis en las
vacas y el resto del ganado en ocasiones se hallan diseminadas por el medio ambiente, a través del
ordefio y preparaciones caseras via intramamaria contaminadas, frascos, canulas, tapones,

jeringas. 17,

1.10. LECHE

La leche es la secrecion normal de la glindula mamaria de todos los mamiferos terrestres;
secrecion que comienza una vez que las hembras han parido. Es necesario tomar leche por ser un
alimento complementario, de gran riqueza nutritiva y alta digestibilidad. Su importancia como
alimento para consumo humano se debe principalmente a tres de sus ingredientes: proteina, calcio
y riboflavina; ademas de la vitamina A, B, C, niacina y hierro. Su composicién resulta muy
notable, ya que la mayoria de sus componentes se sintetizan especialmente para formar parte de
ella y no se encuentran en ninguna otra parte del organismo. 36,37, 3s.

El consumo habitual de leche disminuye en un 60% el riesgo de contraer cancer de mama gracias
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a la lactosa. Su contenido en calcio hace que sea indispensable para evitar la osteoporosis y su
contenido vitaminico hace que su consumo diario supla 1/3 de las necesidades diarias. 39,

La vaca lechera es un animal altamente eficiente como transformador de proteina y energia
contenida en los forrajes y suplementos en alimento consumible por el humano. La leche es una
mezcla estable de grasa, proteinas y otros sélidos suspendidos en agua, es aproximadamente 90%
agua (Ver tabla B). Las caracteristicas organolépticas de la leche son: liquido opaco de color

blanco amarillento debido a los carotenos de la grasa tiene un olor caracteristico. 14 37,33,

Tabla B. Composicion de la leche de vaca. (g/100 ml)

'Conﬁponente Minimo Maximo
CAga 840 890
Solidos 106 179
Lipidos 2.6 84
Proteinas 24 6.5
Lactosa 24 6.1

 Cenizas 06 09

1.11. ANTECEDENTES NACIONALES DE LA PRODUCCION LECHERA

La producciéon de leche en México se obtiene de 4 sectores: productos especializados,
semiespecializados, de doble propésito y familiar. Para 1998 los primeros dos sectores aportaron
el 71%, el tercer grupo aporta un 20% y el familiar s6lo el 9%. 4.

La produccion nacional ha sido insuficiente para cubrir la demanda total del lacteo, entonces, para
completar el abasto nacional se ha recurrido a las importaciones logrando un limitado desarrollo
lechero en nuestro pais. Hasta antes de los 90’s el abasto de la leche estaba sustentado en el

control de precios e importacion de leche en polvo. 4,
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1.12. REGLAMENTACIONES NACIONALES E INTERNACIONALES

Como se ha manifestado el Reglamento Sanitario de Salubridad resulta poco especifico, ya que se
estipula que los Productos de Origen Animal (POA) y sus derivados destinados al consumo
humano deben de estar libres de antibidticos y otros agentes bacteriostaticos. Sin embargo, la
palabra libres implica la ausencia total de estos productos en los POA, cuando en la mayoria de los
paises se acepta un determinado nivel de residuos. Esto da lugar a que en el sentido legal las
normas sanitarias en muchas ocasiones presentan un aspecto vago de la problemética de residuos
de antibidticos en los POA. Una regulacion correcta en lo que respecta a residuos de firmacos en
POA pudiera incluir el nivel maximo aceptable como el tiempo minimo en que se debe retirar al
animal de la linea de produccion. Si se acepta que en México tanto los MVZ como los productores
utilizan una gran cantidad de farmacos, en particular antibidticos para el tratamiento de
enfermedades basicas en el sentido de que es necesario un programa constante de educacién como
las que se han implementado en otros paises. En nuestro pais no existe fuera del reglamento de
salubridad y del Instituto Nacional de la Leche un comité de seguimiento de educacion para los

productores y mejoramiento de métodos de accion de antibidticos por los veterinarios. 4,

Es importante detectar los residuos de antibidticos en los POA por tres razones principales:

1) No hacerlo es un procedimiento ilegal.
2) Es posible que estos productos contengan agentes patgenos.
3) La presencia de farmacos y metabolitos activos pueden facilitar el desarrollo de

reacciones anafilacticas o de otros efectos colaterales.

Ademas de que dichos residuos afectan la industrializacion de los POA, asi como sabor. La
calidad de la leche que se produce y comercializa en nuestro pais no esta sujeta a las restricciones
que en ofras naciones se observan, por ejemplo, la leche que se distribuye no debe ser aquella que
provenga de vacas con 4 dias de posparto, que provenga de animales enfermos, de vacas que estén

siendo tratadas con hormonas. 4;

Resulta evidente que no existe en el pais una reglamentacién detallada de los tiempos de retiro de
los POA necesarios para prevenir su consumo con residuos de farmacos.
Para analizar la importancia de la deteccion de residuos en POA, se consideré de interés realizar

una disertacion adicional sobre el tema, particularizando en uno de los productos deficitarios en
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produccion en el pais, la leche. 4.

Actualmente la produccién de leche a nivel nacional en comparacion con el exterior se desarrolla
en condiciones muy desiguales, pero si analizamos los porcentajes de volumen de leche en polvo
importada con la produccién nacional en los proximos 10 afios la poblacién de menores de 10
afios tendré un incremento considerable aunado al cierre de fronteras para la importacion de leche
en polvo de algunos paises que ocasionaran un aumento en la demanda de productos lacteos, por

esto se necesita planear estrategias para aumentar la produccion y asi evitar el déficit de leche. 4,

43,

1.13. RESIDUOS DE FARMACOS EN PRODUCTOS DE ORIGEN ANIMAL.

La contaminacion de la leche, camne y huevo con diferentes farmacos como son, antibidticos,
antisépticos, promotores de crecimiento, etc., es una secuela frecuente posterior al tratamiento o
prevencién de enfermedades que afectan a los animales de produccion. Existen perdidas evidentes
si se retira la ordefia de manera muy estricta y sin datos especificos a los animales tratados con
farmacos.

Por otro lado, las consecuencias de permitir la distribucion de esos productos para la poblacion,
puede acarrear serios problemas para la salud. Por ejemplo se ha comentado que la presencia de
antibidticos en la leche puede inducir alergias y resistencias bacterianas, a otro nivel puede afectar
los procesos de industrializacion de la misma. Y quizi el aspecto que més temor causa, es la
incertidumbre de que aun no se sabe cuales y que tan graves efectos tendrén los residuos de tantos

farmacos ingeridos de manera crénica. 3.

Por ley y por ética, la leche obtenida de una vaca en tratamiento médico a base de antibiético debe
ser desechada, la leche que se expende cominmente lleva elevadas cargas de antibidticos que no
pueden ser destruidos por la pasteurizacién ni por la ebullicion y que a la larga pueden producir
alergias en los consumidores (principalmente en los nifios) y el aumento de cepas bacterianas
resistentes a los antibiticos, con el riesgo potencial de que al momento de que una persona que
sin saber que es alérgico a un determinado antibitico recibe un tratamiento severo con él, sufra un

choque anafilactico que le puede incluso costar la vida. 5 27,

El uso de antibidticos en la resolucion de enfermedades del ganado se ha hecho sin tomar en
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cuenta los efectos que en la leche para la venta tiene, pues no se siguen las recomendaciones del
fabricante para cumplir los periodos de retiro, no enviando a la venta la leche de vacas tratadas.

Se han usado varios antibidticos individualmente o en combinacion para el tratamiento de la
metritis, pero la desventaja principal en la utilizacion de estos es que pueden aparecer residuos en
la leche que van de 53 a 144 horas esto en el caso de las oxitetraciclinas, pero la duracion de los
residuos depende de varios factores, tales como relativo flujo de sangre del miometrio, la cantidad
de oxitetraciclina expulsada por la vagina durante las contracciones del itero, las cantidades de

fluidos en el vtero y los niveles de produccion diarias de leche. 53 44

Actualmente existen otros métodos para detectar antibidticos (inhibidores) en leche, como se

muestran en la tabla C.

Tabla C. Métodos de deteccion de antibidticos (inhibidores) en leche. 45,

“Métodos de rastreo l;ruebas para identificar y confirmar

Prucba  inhibitoria  con  Bacillus | Prucba enzimética para betalactimicos

stearothermophillus

. Prueba inhibitoria con Streptococcus | Inmunoensayo por aglutinacion

7 thermophillus i

:mPrueba inhibitoria con Bacillus subtilis Prueba de las tres placas

3 VPrueba inhibitoria con Sarcina lutea ‘ Prueba de las seis placas

i Prueba de inhibicion del yogurt * —betewién e identificacion de antibidticos |

| mediante la prueba de receptores microbianos

. (charm test)
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1.14. IMPORTANCIA DE LA FITOTERAPIA

Durante mucho tiempo los remedios naturales, y sobre todo las plantas medicinales, fueron el
principal e incluso el Ginico recurso de que disponian los médicos. Esto hizo que se profundizara
en el conocimiento de las especies vegetales que poseen propiedades medicinales y ampliar sus

experiencias en el empleo de productos que de ellas se extraen. 4.

La fitoterapia, nombre que se aplica al uso medicinal de las plantas, nunca ha dejado de tener
vigencia. Muchas de las especies vegetales utilizadas por sus virtudes curativas entre los antiguos
egipcios, griegos y romanos pasaron a formar parte de la farmacopea medieval, que mas tarde se
vio enriquecida por el aporte de los conocimientos del Nuevo Mundo. Dichas plantas medicinales

y los remedios que entonces utilizaban se siguen usando hoy en dia. 47,

A principios del siglo pasado, el desarrollo de la quimica y el descubrimiento de procesos
complejos de sintesis organica desembocaron en la puesta en marcha, por parte de la industria
farmacéutica, de una nueva produccion de medicamentos. No debemos olvidar que algunas veces
los remedios a base de plantas medicinales presentan una inmensa ventaja con respecto a los
tratamientos quimicos. En las plantas los principios activos se hallan siempre biolégicamente
‘equilibrados por 1a presencia de sustancias complementarias que van a potenciarse entre si. Sin
embargo, a pesar de que han aumentado las investigaciones y estudios cientificos de las plantas
medicinales, todavia no se conocen muchos de los principios activos de las plantas que le

confieren sus extraordinarias cualidades y no se sabe si se acumulan en el organismo. 46 47.

Recordar también la gran importancia que posee la forma de recoleccion y conservacion de las
plantas, ya que las células vegetales, desde el mismo momento de la recoleccion, sufren
transformaciones bioldgicas. Asi al separar la parte aérea de la raiz, se provoca una interrupcion
del flujo alimenticio y de transpiracion. Las enzimas que contiene, y que antes favorecian la
formacion de material activo, empiezan ahora a descomponerla. En el organismo vegetal, las
anteriores reacciones de sintesis organica, comienzan a ser suplantadas por reacciones de
degradacion y el producto se transforma desde el punto de vista quimico. Estas transformaciones
se manifiestan con emisién de olor, modificacion del color, etc. Una incorrecta recoleccion y
desecacion, aumenta la cantidad de productos de degradacion, perdiendo la planta parte de su
calidad. 4, 47.
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1.15. Calendula officinalis

Nombre comin.

Caléndula, Maravilla, Alta reina, Mercadela 4

La palabra “caléndula” viene de las calendas del latin que designaban el primer dia del mes. Es asi
que la caléndula florece todos los meses del afio, incluso los de invierno siempre y cuando este sea

suave. 49,

1.15.1. Clasificacion cientifica.

El género Caléndula pertenece a la familia Asteraceae. Calendula officinalis es una planta anual
que se cultiva en todo el mundo y sus flores son utilizadas tanto desde el punto de vista
ornamental como para la industria farmacéutica y cosmética. En nuestro pais la C. officinalis crece
adecuadamente en condiciones de cultivo y sus flores cumplen con los requisitos establecidos por

las farmacopeas internacionales para su uso como planta medicinal. 43, s0.

Calendula officinalis es una hierba anual mas o menos pelosa, de 30 a 60 cm. de altura; hojas
simples, alternas, algo gruesas, de oblongas a obovado oblongas, enteras o diminutas y
remotamente denticuladas; cabezuelas solitarias en pediinculos robustos, vistosos de 3.75 a 5 cm.
de diametro; los radios planos, extendidos de color amarillo blanquecino hasta anaranjado subido,
que se cierran por la noche; a veces la planta es prolifera desde el involucro, y porta varias

cabezuelas pedunculadas en un circulo. 45, so.
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En los estudios farmacognosticos presenta: indices de humedad (<14%), cenizas (<11%),
sustancias extraidas con éter etilico, etanol al 70% y agua. También se demostr6 que ni la fecha de
plantacién ni el tipo de secado (sol, sombra, estufa) afectan los metabolitos reportados para la
especie. s;.

El secado de la planta tiene gran importancia para la preservacion de los principios activos. Se
plantea la necesidad del secado de las flores de Caléndula lo més inmediato a su colecta ya que su
almacenamiento por 3.5 h en sacos de polietileno conlleva una pérdida del 28-30% de los
carotenoides y del 24-26% de los flavonoides; y se recomienda la temperatura de 80 °C para secar
el material vegetal porque se obtienen los mayores rendimientos de carotenoides y flavonoides. En
general, el secado a temperatura de 80 °C tiene un mayor rendimiento (20-200%) de carotenoides

que a 20 °C, debido al menor tiempo de secado y por tanto a una menor actuacion de las enzimas.

49, 51.
1.15.2. Composicion y aspectos farmacolégicos.

Contiene aproximadamente 0.02% de esencia, materia amarga amorfa 19%, una sustancia llamada
calendulina, carotina en las flores, ésteres colesterinicos de los acidos laurico, miristico, palmitico
estedrico y pentadecilico, un hidrocarburo glucésido; xantofila, mucilagos, acidos orgénicos, acido
malico, acido salicilico, materia colorante y vitamina C. sp,

Se han identificado algunos componentes lipofilicos activos de las flores de C. officinalis como las
saponinas con propiedades mutagénicas; triterpenos hidroxilados con propiedades antiinflamatoria
y antiedematosa; glicosidos de flavonol con posibles propiedades anticarcinogénicas, analgésica y
antitumoral, donde se aprobd que extractos de la hoja de la planta tenian propiedades citotoxica en

tres lineas celulares MRC5, Hep 2 y células asciticas del carcinoma de Ehrlich. s;.

Las flores de Caléndula presentan un amplio espectro de tipos de compuestos quimicos, lo cual
esta en concordancia con la diversidad en acciones farmacologicas que presenta la planta. Entre
los compuestos mas investigados dado su interés farmacoldgico estin los carotenoides y los
flavonoides encontrados en altas cantidades en caléndula, que explican mucha de su actividad
antiinflamatoria, antiviral y antihistaminica, asi como tener una accién hipotensora y
vasodilatadora, Otros compuestos presentes son las saponinas y &cidos fendlicos como el
coumdrico, gentisico, vainillico, caféico, etc., que le confieren una accién emenagoga,
antiespasmodica sudorifica y colerética. s3 54, ss.

Contienen alcoholes triterpénicos (arnidiol, faradiol, taraxasterol, alfa y beta-amirina) y su
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contenido en un principio amargo (calendina) le confieren una accion antibidtica, antiparasitaria
(sobre todo Trichomonas vaginalis), antifingica, antiviral ( herpes simple y virus de la influenza)

y estrogénica. sq,

Uso en medicina tradicional. Las flores de caléndula tienen un amplio espectro en cuanto al
tratamiento de diversas afecciones, entre las que podemos citar de una forma selectiva las
siguientes: para la curacion de las heridas, como colutorios en las estomatitis, y en la piorrea; en
problemas de gastritis, de dlceras, hepatitis y otras enfermedades gastrointestinales; en los casos
de hipertension, taquicardia y arritmia; asi como en diversas afecciones del sistema urinario, y en

enfermedades del SNC y periférico, etc. 45,

Las flores de C. officinalis presentan las propiedades farmacoldgicas siguientes: cicatrizante,
antiinflamatorio, antibacteriano y tranquilizante, lo cual hace de ésta materia prima natural de

interés para la industria farmacéutica. 45

1.15.3. Actividad antibacteriana de Calendula officinalis.

Algunos trabajos han demostrado que C. officinalis es eficaz para inhibir el crecimiento de
bacterias como Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans. ss.
El efecto de los extractos acuoso, etandlico e hidroacetonico fueron estudiados por Dumenil s3,
encontrando que el extracto etandlico al 80% produce un efecto bactericida sobre Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y Pseudomonas aeruginosa lo cual nos hace pensar

en la necesidad de buscar nuevas alternativas en el tratamiento contra estas bacterias. s;.
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1.16. METODO COLORIMETRICO DE MOSMANN.

El método colorimétrico descrito por primera vez por Mosmann en 1983 el cual esta basado en la
conversion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), color amarillo a
cristales de formazan color violeta, producto de las enzimas deshidrogenasas mitocondriales en
células viables. La concentracion del producto colorido puede ser medido espe-

ctrofotométricamente y es proporcional al nimero de células viables. s;.
Este método ha sido usado ampliamente en estudios de radiosensibilidad, estimulacion celular, en

inmunologia en estudios de actividad inmunocitotéxica, produccién de citocinas y en pruebas de

citotoxicidad. s;.
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2. HIPOTESIS:
Si el uso del extracto hidroalcohdlico, acuoso o etandlico de Calendula officinalis inhibe el

crecimiento de bacterias patdgenas aisladas de casos de metritis y mastitis bovina, entonces se

podra usar como alternativa en el tratamiento de estas enfermedades.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general:
£3 Demostrar el efecto antibacteriano (citotoxico) de los extractos de Calendula officinalis
mediante el método colorimétrico de Mosmann (MTT) para determinar la concentracion
minima inhibitoria (CMI) del extracto que sea capaz de producir dicho efecto.
3.2. Objetivos particulares:

£ Obtener los extractos hidroalcohdlico, acuoso y etanélico de Calendula officinalis.

Por medio de pruebas de laboratorio, aislar e identificar las bacterias presentes en casos de

metritis y mastitis bovina.

£ Mediante la prueba en tubo, retar a las bacterias identificadas con los tres extractos para

evaluar la efectividad de cada uno (prueba cualitativa).

3 Determinar la CMI aplicando el método colorimétrico de Mosmann (prueba cuantitativa).
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Resumen de la metodologia

Obtencion de pétalos de flores de
Calendula officinalis.

4

Preparacion de los extractos
hidroalcohdlico, acuoso y etandlico.

A 4

Esterilizacion de los tres extractos
(filtracion por membrana).

A 4

Aislamiento e Enfrentamiento de las cepas
identificacién de las cepas bacterianas con cada uno de los
bacterianas. extractos (Prueba cualitativa).

k.

Eleccion del
extracto de mejor
efectividad.

Prueba
cuantitativa con
técnica de MTT.

A

Leer las microplacas a 560 nm. en un
lector de ELISA.

A

Analizar los resultados
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5. MATERIALES Y METODOS.

5.1. Obtencion de las flores.

Los pétalos de las flores de Calendula officinalis y se secaron en la estufa a 56 °C por una
semana. (Las flores fueron compradas en “La Magnolia”, ubicada en Guatemala No. 10, Col.
Centro, México, D.F_; siendo identificadas por la Dra. en Biologia Rocio Rosette en Campo 4 de

la FES-C).

5.2. Obtencion de los extractos.

5.2.1. Filtracién por membrana.

Las bacterias pueden eliminarse de los liquidos haciéndolos pasar a través de filtros con poros muy
pequeiios que impiden su paso. Los filtros de membranas porosas se fabrican con ésteres de

celulosas (acetato de celulosa, nitrato de celulosa, coloiddn, etc.) biologicamente inertes.

Los filtros bacterianos tienen un tamafio de poro menor de 0.75 micras. Las membranas pueden
esterilizarse en autoclave. La membrana se monta sobre una plataforma soporte (de acero
inoxidable) que queda cerrada herméticamente entre los embudos superior e inferior. La filtracion
se obtiene aplicando presion positiva al lado de entrada o negativa en la salida. La presion del aire
negativa que se emplea, se regula mediante un mandmetro con una valvula de vacio y debe estar
de 200 a 400 mm de Hg. 3 so.

5.2.2. Extracto hidroalcohélico.

Se pesaron 15 gramos de pétalos y se agrego 500 ml. de etanol al 70%, y se dejo en la oscuridad por
tres dias con agitacion diaria, pasado este tiempo se filtro previamente usando el papel filtro (para
eliminar impurezas de tamafio grande); se adicionaron 300 ml de agua destilada, se pasé al
rotavapor con una temperatura constante de 56 °C hasta que restd un volumen aproximado de 0.4
litros. El extracto se esterilizo por filtracion con membranas con poro de 0.8,0.45y 0.22 pm.

La concentracion del extracto fue de 6.72 mg de solidos por ml. ¢,
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5.2.3. Extracto acuoso.

Se realizé una infusién (15 g. de pétalos de las flores secas en un litro de agua desionizada), es
decir, se hirvio el agua y se adiciond las flores, durante 1.5 minutos. Se retiraron los s6lidos con un
filtro de papel, el filtrado se esterilizé con una membrana con poro de 0.22 pm. Para determinar la
concentracion del extracto se tomd una alicuota de 5 ml, secandose en la estufa durante 10 dias a

una temperatura de 56-60 °C obteniéndose el peso seco de 9.82 mg de sdlido por ml.
5.2.4. Extracto etanélico.

15 g de muestra seca en un litro de etanol absoluto se dejo en agitacion por tres dias a temperatura
ambiente protegido de la luz, se retiro el material insoluble por filtracion, la solucién se someti6 a
evaporacion total del etanol manteniendo una temperatura no superior a 60 °C hasta sequedad. Los
sélidos restantes se pesaron y se disolvieron en dimetilsulfoxido DMSO, los que fueron de 4.2 mg

de solidos del extracto por ml. ¢,

5.3. Obtencion de las cepas bacterianas.

Fueron facilitadas por el MVZ Gerardo CruzJ. y el MVZ José A. Licea V., las muestras fueron
tomadas de vacas lecheras raza Holstein Friesian con diagnéstico clinico de metritis y mastitis, en la
cuenca lechera de Tizayuca, Hidalgo, ubicada en el Km. 57 de la carretera federal No. 85 México-
Pachuca.

5.3.1. Identificacion de las bacterias.

La identificacion se realizo por medio de su crecimiento en agares ricos, selectivos y diferenciales;
realizando pruebas bioquimicas primarias y secundarias para determinar género y especie de las
cepas reportadas. 33, 34,

5.4. Enfrentamiento bacteria-extracto. Prueba cualitativa.

Rotular por separado 3 tubos estériles para cada cepa bacteriana, el tubo 1 llevara 1 ml de extracto

mas 1 ml de bacteria estandarizada (tubo problema), el tubo 2 sera el control (+) el cuél tendra 2

ml de bacteria estandarizada en caldo BHI, y el tubo 3 es el control (-) que lleva 2 ml de extracto,
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todos los tubos se incuban a 37 °C por 24 horas y se observan los resultados.

5.5. Técnica de MTT. (Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazolio). Prueba

cuantitativa.

Debido a la sensibilidad del método se procede de la siguiente forma: La prueba se realiza bajo
condiciones de esterilidad, en una microplaca de 96 pozos, se adiciona 50 pL. de SSF de la
columna 2 a la 9, la columna | llevara 100uL del extracto la columna 2 llevara 50pL. del extracto
y se procede a realizar las diluciones dobles hasta la columna 9; posteriormente agregar 100l de
la bacteria estandarizada de la columna 1 a la 9. Para el blanco seran los pozos de la columna 10,
este contendra 100puL de SSF + 100pL de caldo BHI, para el control (+) seran los pozos de la
columna 11 y contendra 200uL de la bacteria estandarizada en BHI y el control (-) serdn los pozos
de la columna 12 y llevaran 200uL del extracto. Para cada cepa se realizara por cuadruplicado,
esto es, de la fila A a la fila D es una cepa, y de la E a la H ser4 otra cepa bacteriana. Se incuba a
37°C /24 horas. Pasando este tiempo se agrega de 10 - 20ul de MTT (5 mg/ml) a cada pozo,
incubar por 2 horas a 37 °C después se adiciona 40pL del reactivo de paro (ver apéndice).

Finalmente leer en el Elisometro c.lector de ELISA a una longitud de onda de 560 nm.
NOTA: Las cepas con las que se trabaja son resembradas para que sean de 24 horas de

crecimiento para su estandarizacion con el 0.5 de Nefelometro de Mc Farland , para las pruebas

cualitativa y cuantitativa.
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6. RESULTADOS

Para identificar las cepas bacterianas obtenidas del cultivo de los exudados de mastitis y metritis
bovina en el ganado Holstein Friesian en la cuenca lechera de Tizayuca Hgo., se realizaron

pruebas bioquimicas primarias, secundarias y selectivas. (Ver tablas L, II, III, IV).

Tabla I. 1dentificacion de cepas del género Staphylococcus.

PRUEBAS

Crecimiento en AS +
Crecimiento en A SM +

Forma y agrupacion Cocos, en racimos
Gram + ‘
Catalasa +
Oxidasa -

OF + (O/F)
Glucosa +
Coagulasa +
Reduccion de nitratos +
Bacteria identificada Staphylococcus aureus
No. de cepas 4
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Tabla 11. Identificacion de cepas del género Streptococcus.

PRUEBAS
Crecimiento en AS + + +
Hemdlisis B B o

Forma y agrupacion

Cocos en cadenas

Cocos en cadenas

Cocos en cadenas

largas cortas cortas
Gram + + T
Catalasa - - -
Bacitracina 0.040 Ul + - -
CAMP - T .
Hidrolisis de hipurato - + -
Bilis esculina - - +
NaCl (6.5%) - - +
Optoquina - - -
Bacteria identificada Streptococcus Streptococcus Enterococcus
Ppyogenes agalactiae. Sfaecalis
No. de cepas 1 2 2
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Tabla 111 Identificacién de cepas de la familia Enterobacteriaceae.

PRUEBAS

Crecimiento en AS + +
Crecimiento en A Mc + +
Forma Bacilo Bacilo
Gram - -
Catalasa + +
Oxidasa - -
OF + (O/F) + (O/F)
Indol + +
MR + -
VP - +
Citratos - +
Motilidad + -
H,S - -
Malonatos - +
Urea - +
KIA Acidofacido ~ Acido/4cido
Glucosa + +
Lactosa + +
Manitol + +
'Reduccién de nitratos + +
Lisina + +
Arginina - -
Ornitina - -
Bacteria identificada Escherichia coli | Klebsiella oxytoca
No. de cepas 1 1
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Tabla IV. Identificacion de Nocardia asteroides.

PRUEBAS

Crecimiento en AS +
Crecimiento en A BHI +
Forma Cocos
Gram +
OF O
Motilidad -
Reduccion de nitratos +
Lactosa -
Ureasa +
No. de cepas 1
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6.1. RESULTADOS CUALITATIVOS

NUM. | BACTERIA EXTRACTO EXTRACTO | EXTRACTO
DE HIDROALCOHOLICO | ACUOSO ETANOLICO
CEPA*
1 Staphylococcus (+-) e ©)
aureus
2 Staphylococcus (+/-) O] O
aureus
3 Staphylococcus (+-) ©) O]
aureus
4 Staphylococcus (+-) O] Q)
aureus
1 Streptococcus ) ©) (+-)
agalactiae
2 Streptococcus ) ) (+-)
_agalactiae
1 Streptococcus ) O] (+-)
pyogenes
1 Enterococcus +-) O] ™
faecalis
2 Enterococcus (+-) ¢ )
Jaecalis
1 Escherichia coli (+-) O] Q]
1 Nocardia (+-) © O]
asteroides
1 Klebsiella (+-) O] Q)
oxyloca

Tabla V. Cepas obtenidas y resultados cualitativos de las valoraciones ~bacteria-extracto de
Calendula officinalis; se realizaron los siguientes extractos: un hidroalcohélico, un acuoso y un
etandlico con el fin de evaluar de manera general efecto que tienen sobre éstas.

(+): Inhibicién y/o citotoxicidad bacteriana; (-): No inhibicién; (+/-): Inhibicion escasa.

* No. de muestras aisladas de diferentes vacas.
NOTA: Hablaremos de efecto inhibitorio, antibacteriano o citotoxico a la muerte celular producida por el extracto.
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CEPAS IDENTIFICADAS

K. oxytoca N. asteroides
8% 8% E. coli
8%

S. faecalis
17%

S. aureus
34%

S. agalactiae 3
17%

S. pyogenes
8%

Grafica 1. Porcentajes de las diferentes bacterias aisladas de los casos de mastitis y metritis bovina.
Obsérvese que la cepa que mas afecta a este tipo de infecciones corresponde a Staphylococcus
aureus.
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6.2. RESULTADOS CUANTITATIVOS

A continuacién se muestran los resultados cuantitativos de las cepas bacterianas las cuales estan

numeradas porque fueron aisladas de diferentes animales. A cada tabla le corresponde una grafica.

% DE INHIBICION Y/O
CARRIL | CONC.(ug/ul) | ABS |% DECRECIMIENTO - CITOTOXICIDAD

1 672 0.971 43.6 56.4

2 336 1.488 66.9 33.1

3 168 1.654 74.3 25.7

4 84 1.718 772 22.8

5 42 1.822 81.8 18.2

6 21 2.003 90.0 10.0

7 10.5 2.110 94.8 5.2

8 52 2.115 95.0 5.0

9 2.6 2.200 98.9 1.1
10(CH) 0 2225 100 0
11(C-) 672 0.198 0 0

Tabla 1. Lecturas de absorbancia a 560 nm de longitud de onda en Elisometro. Técnica en
microplaca. Obsérvese los porcentajes de crecimiento (células viables) y porcentajes de inhibicion
(citotoxicidad bacteriana) de la cepa 1 de Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus |
cepa |

-
1
|
!

Porcentaje (%)

42

Concentracion pg/pl

|3% CRECIMIENTO 8% INHIBICION |
A

.}

Grafica 1. Porcentajes de crecimiento e inhibicion de la cepa 1 de Staphylococcus aureus en el
enfrentamiento con el extracto de Calendula officinalis a diferentes concentraciones (diluciones
dobles). Obsérvese que en la concentracion Opg/pl, corresponde al control positivo con el 100% de
crecimiento.
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% DE INHIBICION Y/O

CARRIL CONC. (ug/ul) ABS % DE CRECIMIENTO CITOTOXICIDAD

1 672 1.437 482 51.8

2 336 2.089 70.0 30.0

3 168 2.324 77.9 22.1

4 84 2.451 82.2 17.8

5 42 2.39 80.2 - 19.8

6 21 2.459 825 17.5

7 10.5 2412 80.9 19.1

8 5.2 2.788 93.5 6.5

9 2.6 2.851 95.6 44
10(C+) 0 2.981 100 0
11(C-) 672 0.313 0 0

Tabla 2. Lecturas de absorbancia a 560 nm de longitud de onda en Elisometro. Técnica en
microplaca. Obsérvese los porcentajes de crecimiento (células viables) y porcentajes de inhibicion
(citotoxicidad bacteriana) de la cepa 2 de Staphylococcus aureus.

iStaph_vlococcus aureus
i cepa 2

100~

801
60+

401

Porcentaje (%)

201

672 336 168 84 42 21 105 52 26 O
Concentracion pg/pl

{77 % CRECIMIENTO @ % INHIBICION | ]

Grafica 2. Porcentajes de crecimiento e inhibicion de la cepa 2 de Staphylococcus aureus en el
enfrentamiento con el extracto de Calendula officinalis a diferentes concentraciones (diluciones
dobles). Obsérvese que en la concentracion Oug/pl, corresponde al control positivo con el 100% de
crecimiento.
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% DE INHIBICION Y/O |
CARRIL | CONC. (ug/u) ABS % DE CRECIMIENTO CITOTOXICIDAD |
1 672 1.438 52.5 475 ‘
2 336 1.660 60.7 393
3 168 2.014 73.6 26.4
I 4 84 2.167 79.2 20.8
5 42 2.037 745 25.5
6 21 2.133 79.9 20.1
7 10.5 2220 81.8 182
8 52 2.234 81.2 18.8
9 2.6 2.237 85.3 14.7
10(C+) 0 2.735 100 0
11(C-) 672 0.202 0 0

Tabla 3. Lecturas de absorbancia a 560 nm de longitud de onda en Elisometro. Técnica en
microplaca. Obsérvese los porcentajes de crecimiento (células viables) y porcentajes de inhibicién

(citotoxicidad bacteriana) de la cepa 3 de Staphylococcus aureus.

Porcentaje (%)

Staphylococus aureus

cepa 3

672 336 168

42 21 105 52

Concentracién pg/pl

26

|5% CRECIMIENTO @ % INHIBICION |

Gréfica 3. Porcentajes de crecimiento e inhibicién de la cepa 3 de Staphylococcus aureus en el
enfrentamiento con el extracto de Calendula officinalis a diferentes concentraciones (diluciones
dobles). Obsérvese que en la concentracion Opg/pl, corresponde al control positivo con el 100% de

crecimiento.
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% DE INHIBICION Y/O |
CARRIL | CONC.(ug/ul) | ABS % DE CRECIMIENTO CITOTOXICIDAD
1 672 1.646 74.7 25.3
2 336 1.592 72.3 27.7
3 168 1.738 789 21.1
4 84 1.737 78.8 21.2
5 42 1.819 82.6 174
6 21 1.893 85.0 15.0
7 10.5 1.908 86.6 13.4
8 52 1.999 86.2 13.8
9 2.6 1.994 90.5 9.5
10(C+) 0 2.202 100 0
11(C-) 672 0.271 0 0

Tabla 4.Lecturas de absorbancia a 560 nm de longitud de onda en Elisémetro. Técnica en
microplaca. Obsérvese los porcentajes de crecimiento (células viables) y porcentajes de inhibicion

(citotoxicidad bacteriana) de la cepa 4 de Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus

cepa 4

Porcentaje (%)

672 336

168

84 42 21 105 52

Concentracion pg/ul
' % INHIBICION |

i |3 % CRECIMIENTO

Grafica 4. Porcentajes de crecimiento e inhibicion de la cepa 4 de Staphylococcus aureus en el
enfrentamiento con el extracto de Calendula officinalis a diferentes concentraciones (diluciones
dobles). Obsérvese que en la concentracion Opg/ul, corresponde al control positivo con el 100% de

crecimiento.
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% DE INHIBICION Y/O

CARRIL | CONC. (ug/pl) ABS % DE CRECIMIENTO CITOTOXICIDAD

1 672 0.740 35.0 65.0

2 336 1.045 495 515

3 168 1.346 63.8 36.2

4 84 1431 67.8 32.2

5 42 1.460 69.2 30.8

6 21 1.587 75.2 24.8

7 10.5 1.677 79.4 20.6

3 5.2 1.719 814 18.6

9 2.6 1.808 85.1 143
10(C+) 0 | 2111 100 0
11(C-) 672 0.251 0 0

Tabla 5. Lecturas de absorbancia a 560 nm de longitud de onda en Elisémetro. Técnica en
microplaca. Obsérvese los porcentajes de crecimiento (células viables) y porcentajes de inhibicion
(citotoxicidad bacteriana) de la cepa 1 de Streprococcus agalactiae.

Streptococcus agalactiae
cepa |

672 336 168 84 42 21 105 52 26 O

Porcentaje (%)

Concentracion pg/pl

=) )
‘ 2% CRECIMIENTO B ﬂNHIB[ClON

Grafica 5. Porcentajes de crecimiento ¢ inhibicion de la cepa 2 de Streprococcus agalactiae en el
enfrentamiento con el extracto de Calendula officinalis a diferentes concentraciones (diluciones
dobles). Obsérvese que en la concentracion Opg/ul, corresponde al control positivo con el 100% de
crecimiento.
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% DE INHIBICION Y/O
CARRIL | CONC. (ug/ul) ABS % DE CRECIMIENTO CITOTOXICIDAD

1 672 0.139 13.5 86.5

2 336 0.148 14.4 85.6

3 168 0.470 457 54.3

4 84 0.819 79.6 ’ 20.4

5 42 0.871 84.7 15.3

6 21 0.890 86.6 134

7 10.5 0.889 86.5 13.5

38 52 0.905 88.0 12.0

9 2.6 1.023 99.5 0.5
10(C+) 0 1.028 100 0
11(C) 672 0.040 0 0

Tabla 6. Lecturas de absorbancia a 560 nm de longitud de onda en Elisémetro. Técnica en
microplaca. Obsérvese los porcentajes de crecimiento (células viables) y porcentajes de inhibicién
(citotoxicidad bacteriana) de la cepa 2 de Strepfococcus agalactiae.

iStreprocaccus agalactiae
| cepa 2

Porcentaje (%)

672 336 168 84 42 21 105 52 26 O

Concentracion pg/pl

I
! [19% CRECIMIENTO B % INHIBICION |

Grafica 6. Porcentajes de crecimiento e inhibicion de la cepa 2 de Streptococcus agalactiae en el
enfrentamiento con el extracto de Calendula officinalis a diferentes concentraciones (diluciones
dobles). Obsérvese que en la concentracion Opg/pl, corresponde al control positivo con el 100% de
crecimiento.
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% DE INHIBICION Y/O

CARRIL | CONC. (pg/u) ABS % DE CRECIMIENTO CITOTOXICIDAD

1 672 0.587 29.1 70.9

2 336 1221 60.5 49.5

3 168 1.326 65.8 34.2

4 84 1376 68.2 31.8

5 42 1378 684 316

6 21 1323 65.6 34.4

7 10.5 1364 67.7 323

3 52 1.394 69.1 30.9

9 2.6 1.681 83.4 16.6
10(CH) 0 2.016 100 0
11(C) 672 0.052 0 0

Tabla 7. Lecturas de absorbancia a 560 nm de longitud de onda en Elisdmetro. Técnica en
microplaca. Obsérvese los porcentajes de crecimiento (células viables) y porcentajes de inhibicién
(citotoxicidad bacteriana) de la cepa 1 de Enterococcus faecalis.

| = -
Enterococcus faecalis
cepa 1

Porcentaje (%)

672 336 168 8 42 21 105 52 26 O

Concentracién pg/ul

(D % CRECIMIENTO & % INHIBICION ‘

Grafica 7. Porcentajes de crecimiento e inhibicion de la cepa 1 de Enterococcus faecalis en el
enfrentamiento con el extracto de Calendula officinalis a diferentes concentraciones (diluciones

dobles). Obsérvese que en la concentracion Opg/pl, corresponde al control positivo con el 100% de
crecimiento.
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% DE INHIBICION Y/O
CARRIL | CONC. (pg/ul) ABS % DE CRECIMIENTO CITOTOXICIDAD
1 672 1.116 44.6 55.4
2 336 1.278 51.1 48.9 ‘
3 168 1.456 58.2 41.8 }
4 84 1.406 56.2 43.8 \
5 42 1.940 71.6 22.4
6 21 2.131 85.2 14.8
7 10.5 2.196 87.8 122
8 5.2 2.341 93.6 6.4
9 2.6 2421 96.8 32
10(C+) 0 2.501 100 0
11(C-) 672 0.099 0 0

Tabla 8. Lecturas de absorbancia a 560 nm de longitud de onda en Elisdmetro. Técnica en
microplaca. Obsérvese los porcentajes de crecimiento (células viables) y porcentajes de inhibicién
(citotoxicidad bacteriana) de la cepa 2 de Enterococcus faecalis .

Fﬂeruwccus faecalis

cepa 2

100 T/

Pocentaje (%)

672 336 168 8 42 21 105 52 26 O

Concentracién pg/ul

3% CRECIMIENTO H % INHIBICION | '
\_ B EEEmm——

Gréfica 8. Porcentajes de crecimiento e inhibicion de la cepa 2 de Enterococcus faecalis en el
enfrentamiento con el extracto de Calendula officinalis a diferentes concentraciones (diluciones
dobles). Obsérvese que en la concentracion Opg/ul, corresponde al control positivo con el 100% de
crecimiento.
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% DE INHIBICION Y/O
CARRIL CONC. (pg/uD) ABS % DE CRECIMIENTO CITOTOXICIDAD

1 672 0.524 433 56.7

2. 336 0.651 53.8 46.2

3 168 0.800 66.1 339

4 84 0.832 68.7 31.3

E 42 0.854 70.6 29.4

6 21 0.874 722 27.8

7 10.5 0.893 73.8 26.2

8 52 0.894 73.8 26.2

9 26 0.950 78.5 21.5
10(C+) 0 1.210 100 0
11(C-) 672 0.066 0 0

Tabla 9. Lecturas de absorbancia a 560 nm de longitud de onda en Elismetro. Técnica en.
microplaca. Obsérvese los porcentajes de crecimiento (células viables) y porcentajes de inhibicién
(citotoxicidad bacteriana) de la cepa de Streptococcus pyogenes.

S ——
1Streptococcus pyogenes I

1007 g ‘

Porcentaje (%)

672 336 168 84 42 21 105 52 26 O

Concentracion pg/pl

1% CRECIMIENTO 8% INHIBICION | J

Grafica 9. Porcentajes de crecimiento e inhibicion de la cepa de Streptococcus pyogenes en el
enfrentamiento con el extracto de Calendula officinalis a diferentes concentraciones (diluciones

dobles). Obsérvese que en la concentracion Opg/pl, corresponde al control positivo con el 100% de
crecimiento.
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% DE INHIBICION Y/O
CARRIL | CONC. (ug/ul) ABS % DE CRECIMIENTO CITOTOXICIDAD
1 672 2.701 90.3 9.7
2 336 2.870 95.9 4.1
3 168 2.824 94 4 5.6
4 84 2.991 100 0.0
5 42 2.945 98.5 1.5
6 21 2.896 96.8 3.2
7 10.5 2.904 97.1 29
8 52 2.980 99.6 0.4
9 2.6 2.980 96.8 0.4
10(C+) 0 2.990 100 0
11(C-) 672 0.146 0 0

Tabla 10. Lecturas de absorbancia a 560 nm de longitud de onda en Elisémetro. Técnica en
microplaca. Obsérvese los porcentajes de crecimiento (células viables) y porcentajes de inhibicion
(citotoxicidad bacteriana) de la cepa de Escherichia coli.

| Escherichia coli |

Porcentaje (%)
B f=3 -
s S S
A\ N\ \

672 336 168 84 42 21 105 52 26 O

Concentracion pg/pl

[5 % CRECIMIENTO B% INHIBIEIBITI}

Gréfica 10. Porcentajes de crecimiento e inhibicion de la cepa de Escherichia coli en el
enfrentamiento con el extracto de Calendula officinalis a diferentes concentraciones (diluciones
dobles). Obsérvese que en la concentracion Opg/ul, corresponde al control positivo con el 100% de
crecimiento.
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% DE INHIBICION Y/O
CARRIL | CONC.(ug/ul) | ABS | % DECRECIMIENTO CITOTOXICIDAD

1 672 2.367 75.0 25.0

2 336 2.467 782 21.8

3 168 2.521 799 20.1

4 84 2.698 85.5 145

5 42 2.816 89.3 10.7

6 21 2.319 89.4 10.6

7 10.5 2.831 89.7 10.3

8 52 2.881 914 8.6

9 2.6 2.936 93.1 6.9
10(CH) 0 3.153 100 0
11(C) 672 0.174 0 0

Tabla 11. Lecturas de absorbancia a 560 nm de longitud de onda en Elisometro. Técnica en
microplaca. Obsérvese los porcentajes de crecimiento (células viables) y porcentajes de inhibicion
(citotoxicidad bacteriana) de la cepa de Klebsiella oxytoca.

| Klebsiella oxytoca I

Porcentaje (%)

0Lt P e e _Bhe B =3
672 336 168 84 42 21 105 52 26 O

Concentracion pg/ul

{29% CRECIMIENTO 8% INHIBICION |

— ]

Gréfica 11. Porcentajes de crecimiento e inhibicion de la cepa de Klebsiella oxytoca en el
enfrentamiento con el extracto de Calendula officinalis a diferentes concentraciones (diluciones
dobles). Obsérvese que en la concentracion Opg/pl, corresponde al control positivo con el 100% de
crecimiento. :
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% DE INHIBICION Y/O
CARRIL CONC. (pg/ul) ABS % DE CRECIMIENTO CITOTOXICIDAD

1 672 0.449 76.3 , 23.7

2 336 0.433 66.7 333

3 168 0.482 69.2 30.8

4 84 0.508 783 21.7

5 42 0.530 81.6 18.4

6 21 0.555 87.0 13.0

7 10.5 0.595 91.7 83

.8 5.2 0.636 98.0 2.0
9 2.6 0.641 98.7 1.3
10(C+) 0 0.649 100 0
11(C-) 672 0.057 0 0

Tabla 12. Lecturas de absorbancia a 560 nm de longitud de onda en Elisémetro. Técnica en
microplaca. Obsérvese los porcentajes de crecimiento (células viables) y porcentajes de inhibicion
(citotoxicidad bacteriana) de la cepa de Nocardia asteroides.

\Nocardia asteroides I

Porcentaje (%)

672 336 168 84 42 21 105 52 26 O

Concentracion pg/pl

[£3% CRECIMIENTO &% INHIBICION ‘

Grafica 12. Porcentajes de crecimiento e inhibicion de la cepa de Nocardia asteroides en el
enfrentamiento con el extracto de Calendula officinalis a diferentes concentraciones (diluciones
dobles). Obsérvese que en la concentracion Opg/ul, corresponde al control positivo con el 100% de
crecimiento.
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6.3. ANALISIS ESTADISTICO.

Mediante el uso del programa Mac Stat 2.0 se realizo el anlisis de variancia (ANOVA) que es una
técnica en la que la variancia total de un conjunto de datos se divide en dos 0 mas componentes, y
cada uno de ellos se asocia con una fuente especifica de variacion, de manera que durante el andlisis
es posible encontrar la magnitud con la que contribuye cada una de esas fuentes en la variacion

total y fue llevado a cabo con las lecturas de absorbancia de cada una de las cepas identificadas.

El ANOVA tiene una amplia aplicacion en el analisis de datos de experimentos y se utiliza para
cumplir dos objetivos: 1) estimar y probar hipdtesis respecto a las variancias de las poblaciones y 2)
estimar y probar hipétesis respecto a las medias de las poblaciones. ¢;.

Utilizando el Disefio por Bloques Completos y Aleatorizados que es un disefio en el que las
unidades (llamadas unidades de experimentacion) a las que se aplican los tratamientos son
subdivididas en grupos homogéneos llamados blogues, de tal manera que el niimero de unidades de
experimentacion en un bloque es igual al nimero (o a un miiltiplo del mismo) de tratamientos en
estudio. El objetivo de este método es aislar y eliminar del término de error la variacién atribuible a
los bloques, y asegurar que las medias del tratamiento estén libres de los efectos del bloque. Y una
de las ventajas de este disefio es que se comprende ficilmente y ademds, algunas complicaciones

que podrian surgir en el transcurso del experimento son faciles de controlar.
Prueba de hipétesis.

Ho: pux # py  La media de la CMI es diferente a la media del control positivo.

Hi: e = pn  Lamedia de la CMI es igual a la media del control positivo.

F tablas — 2.46

53



RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA DE CADA CEPA BACTERIANA

Bacteria: Staphylococcus aureus, cepa 1.

FUENTE DE VARIACION | GRADOS DE LIBERTAD | CUADRADOS MEDIOS F
ntre grupos (A) 11 2.1616 13.1095
[Entre blogues (B) 3 02193 1.33
|Error de muestreo 33 0.1649
Bacteria: Staphylococcus aureus, cepa 2.
"FUENTE DE VARIACION | GRADOS DE LIBERTAD | CUADRADOS MEDIOS F
[Entre grupos (A) 11 4.9805 132.004
{Entre bloques (B) 3 0.0382 1.021
rror de muestreo 33 0.0377
Bacteria: Staphylococcus aureus, cepa 3.
ﬂFUENTE DE VARIACION | GRADOS DE LIBERTAD | CUADRADOS MEDIOS F
ntre grupos (A) i1 2.6902 40.9516
ntre bloques (B) 3 0.0684 1.0419
||Error de muestreo 33 0.0657
Bacteria: Staphylococcus aureus, cepa 4.
“FUENTE DE VARIACION | GRADOS DE LIBERTAD | CUADRADOS MEDIOS F
[Entre grupos (A) 11 2.6496 32.1968]
[Entre bloques (B) 3 0.5102 6.1999
"Error de muestreo 33 0.0823
Bacteria: Streptococcus agalactiae, cepa 1.
[FUENTE DE VARIACION | GRADOS DE LIBERTAD | CUADRADOS MEDIOS | F
[Entre grupos (A) 11 1.8590 6.5851
[Entre blogues (B) 3 0.2037 0.7214
"Error de muestreo 33 0.2823
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Bacteria: Streptococcus agalactiae,

cepa 2.

HFUENTE DE VARIACION | GRADOS DE LIBERTAD | CUADRADOS MEDIOS F
|Entre grupos (A) 11 0.5886 29.6461
|Entre blogues (B) 3 0.0248 1.2887
[Error de muestreo 33 0.0199
Bacteria: Enterococcus faecalis, cepa 1.
"I:UENTE DE VARIACION | GRADOS DE LIBERTAD | CUADRADOS MEDIOS F
[Entre grupos (A) 11 1.1715 21.8968
{Entre bloques (B) 3 0.0939 1.7544
“Qror de muestreo 33 0.0535
Bacteria: Enterococcus faecalis, cepa 2.
IFUENTE DE VARIACION | GRADOS DE LIBERTAD | CUADRADOS MEDIOS F
[Entre grupos (A) 11 1.9988 35.0910
[Entre blogues (B) 3 02138 3.7529
ulirror de muestreo 33 0.0570
Bacteria: Streptococcus pyogenes.
[FUENTE DE VARIACION | GRADOS DE LIBERTAD | CUADRADOS MEDIOS | F ]
Empos (A) 11 0.5160 253918
ntre blogues (B) 3 0.0219 1.0767
uError de muestreo 33 0.0203
Bacteria: Escherichia coli.
ulilENTE DE VARIACION | GRADOS DE LIBERTAD | CUADRADOS MEDIOS F
[Entre grupos (A) 11 4.6490 60.3037
[Entre bloques (B) 3 0.1029 1.3345
[Error de muestreo 33 0.0771
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Bacteria: Klebsiella oxytoca.

"%UENTE DE VARIACION | GRADOS DE LIBERTAD | CUADRADOS MEDIOS F

[Entre grupos (A) 11 43616 60.3650)

|Entre bloques (B) 3 0.0335 0.4630

[Error de muestreo 33 0.0723

Bacteria: Nocardia asteroides.

“FUENTE DE VARIACION | GRADOS DE LIBERTAD | CUADRADOS MEDIOS F

[Entre grupos (A) 11 0.0933 4.2887

[Entre bloques (B) 3 0.0127 0.5838

rror de muestreo 33 0.0218
BACTERIA No. DE CMI DEL DMS CONCLUSION
CEPA EXTRACTO (Ho)
(hg/pl)

Staphylococcus aureus 1 © 672 + 0.611 Se acepta
Staphylococcus aureus 2 336 +0.281 Se acepta
Staphylococcus aureus 3 336 +0.3679 Se acepta
Staphylococcus aureus 4 R +0.4118 Se rechaza
Streptococcus agalactiae 1 336 +0.7627 Se acepta
Streptococcus agalactiae 2 168 +0.2019 Se acepta
Enterococcus faecalis 1 10.5 + 0.3668 Se acepta
Enterococcus faecalis 2 42 +0.282 Se acepta
Streptococcus pyogenes 1 336 +0.2045 Se acepta
Escherichia coli 1 R +0.3865 Se rechaza
Klebsiella oxytoca 1 R~ +0.3859 Se rechaza
Nocardia asteroides 1 R +0.2119 Se rechaza

Tabla VI. Resultados del valor de DMS (Diferencia Minima Significativa) para cada una de las
cepas. La Hy se acepta de acuerdo al valor de DMS.

R: Resistente.
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7. DISCUSION

Las infecciones reproductivas en el ganado generan pérdidas econdmicas para el ganadero por
gastos de antibi6ticos, manejo y sueldos a veterinarios, sin tomar en cuenta el tiempo que se pierde
desde que la vaca paré hasta que esta en alta produccion lactea y vuelve a gestar. La multiresistencia
bacteriana complica atin mas este problema, la herbolaria trata de ser una herramienta mas para
resolver estos problemas de salud animal, que al final son también de salud piblica por ia ingesta de

residuos en la leche que generan alergias y apoyan la multiresistencia bacteriana.

Se estudiaron diferentes bacterias aisladas de casos de mastitis y metritis bovina, la cepa mas
representativa de las 12 identificadas, como se observa en los resultados (ver grafica No. I,
resultados cualitativos), es Staphylococcus aureus correspondiente al 34%, seguida de
Streptococcus agalactiae y Enterococcus faecalis que equivalen al 17% cada una, observando que
la mayoria de las cepas fueron Gram (+) y representa el 75%. De estos Gram (+) Staphylococcus
aureus que representd el mayor porcentaje de las cepas estudiadas, demostrando que es el patogeno
mas importante en este tipo de infecciones; esto concuerda con lo reportado por Vargas en 1998 5
Por Gltimo, Streptococcus pyogenes, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli y Nocardia asteroides

representan el 8% cada una del total de las cepas.

Los resultados del enfrentamiento de Calendula officinalis con las bacterias aisladas del ganado
bovino en las pruebas cualitativas realizadas in vitro se llevaron a cabo con tres extractos de
Calendula officinalis: el primero fue con extracto hidroalcohoélico, el segundo un extracto acuoso y
el tercero un extracto etandlico; obteniendo una mejor inhibicién con el primero, ya que el 58.3 %
(7/12) de las cepas fueron sensibles y el 41.7 % (5/12) fueron resistentes, encontrado un escaso
efecto bactericida en las cepas de Staphylococcus aureus, Klebsiella oxytoca, E coli y Nocardia
asteroides (ver tabla V, resultados cualitativos), por lo que determinamos que nos dio optimos
resultados al inhibir el crecimiento de los estreptococos mencionados anteriormente. Consideramos
que ésta técnica no es muy confiable debido a que no podemos establecer la concentracion minima
inhibitoria (CMI) y es por eso que llevamos a cabo una prueba cuantitativa usando el MTT.

Con respecto al estudio cuantitativo se analizaron las tablas y graficas para determinar la CMI en

base al analisis estadistico; asi como los porcentajes de crecimiento o inhibicion.

La cepa 1 de Staphylococcus aureus muestra que hay una inhibicion del 56.4% que corresponde a la

concentracion de 672 pg/ul (carril 1) indica que la bacteria es sensible al extracto y se considerd
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como la CMI en base al analisis estadistico, sin embargo en la prueba cualitativa no observamos
inhibicién a esa concentracion, es por ello que se utilizd un método cuantitativo el cual nos aporta
datos mas precisos que el anterior debido a que la técnica de MTT descrito por Mosmann sz, el
cual esta basado en la conversion de la sal de tetrazolium amarilla, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5- -
diphenyltetrazolium bromide (MTT) a formazan colorido (violeta) producto de las enzimas
deshidrogenasas mitocondriales (succinato deshidrogenasa) en células viables (Sladowski, 1993).
No obstante que las células procaridtas carecen de los cuerpos mitocondriales, sus membranas
celulares parece ser el sitio del transporte electronico y de la fosforilacion oxidativa. La
concentracion del producto colorido es medido espectrofotométricamente y es proporcional al
niimero de células viables. Esto nos indica la cantidad de bacterias presentes, los cambios son
reproducidos en este caso por un lector de ELISA por lo que es un método muy sensible, sin
embargo presenta la desventaja que el formazan se precipita formando cristales y por lo tanto se

produce interferencia (Satnam, 1999).

Cabe mencionar que el reactivo utilizado para la técnica de MTT es mas accesible que otros como
es el caso del XTT, el cuil fue utilizado en los trabajos para validar la vacuna de BCG. ¢,
Ademas este método ha demostrado ser eficiente y rapido, ya que en 48 horas se obtienen los

resultados comparado con otros métodos convencionales que dan resultados en una semana. g3,

Con respecto a la inhibicion de Staphylococcus aureus, cepa 2 'y 3 se da en un 30 % y 39.3%
respectivamente (carril 2) y estadisticamente la CMI es de 336 pg/pl debido a que hubo diferencia
en las lecturas de absorbancia respecto al control positivo, ademas el comportamiento fue el mismo

que en la cepa anterior ya que no detectamos esta inhibicion al observar la placa.

La cepa 4 de Staphylococcus aureus es resistente debido a que no presenta diferencia en ninguna de
las concentraciones respecto al control positivo, el porcentaje de crecimiento en el primer carril es
del 74.7% y por lo tanto no se establecié la CMI. Nosotros sugerimos para resolver la controversia
de las diferencias en cuanto a la sensibilidad entre las cepas Staphylococcus aureus al extracto de C.
officinalis que en proximos trabajos se realicen modificaciones en cuanto a la concentracién del
extracto ya que si aumentamos ésta, el efecto de inhibicion sera mayor. En el caso del MTT realizar
una modificacién de la técnica para evitar que se forme el precipitado de formazan y no interfiera

en las lecturas.
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La cepa 1 de Streptococcus agalactiae es sensible hasta el carril 2 con una inhibicin del 51.5%
correspondiente a la concentracién de 336 pg/pl considerada en este caso la CMI, no obstante
cuando observamos la microplaca que en base al color amarillo el cual indica la inhibicién de la
bacteria hallamos que ésta se dio hasta el carril 4 con una concentracion de 84 ug/p, esta variacion
puede estar dada por las interferencias producidas por proteinas del medio, bacterias muertas, la
precipitacién del formazan, etc.; por lo que proponemos que en siguientes estudios se realice un
cultivo en placa de cada uno de los carriles para determinar si el extracto actué como bactericida o

bacteriostatico.

El porcentaje de inhibicion a la concentracion de 168 pg/pl de la cepa 2 de Streptococcus agalactiae
es del 54.3 % y por lo tanto esta corresponde a la CML, ya que presento diferencia significativa en

el carril 3 comparado con el control positivo (carril 11).

En el caso del Enterococcus faecalis (cepa 1) presentd un 32.3 % de inhibici6n a la concentracion
de 10.5 pg/ul, considerandose ésta como la CMI, contrastando con las cepas de Streptococcus

agalactiae esta bacteria es mas resistente al extracto.

Para la cepa 2 de Enterococcus faecalis la CMI se determiné en el carril 5 con una concentracion de
42 pg/ul con 22.4 % de inhibicion determinandose en la prueba cualitativa la inhibicién en el carril

4 con una concentracion de 84 pg/pl.

En cuanto a la cepa de Streptococcus pyogenes, el porcentaje de inhibicion obtenido es del 46.2 % y
la CMI es de 336 pg/pl.

Respecto a Escherichia coli, Klebsiella oxytoca y Nocardia asteroides, mostraron resistencia al
extracto de C. officinalis a la concentracion de 672 pg/ul, determiniandose los porcentajes de
crecimiento: para E. coli del 90.3%, K oxytoca del 75% y N. asteroides del 76.3%; en los
resultados estadisticos no presentaron diferencia en ninguna de las concentraciones respecto al

control positivo, por lo que los resultados se consideraron no significativos.

En un estudio in vivo realizado por Ma. del Carmen Espejel en el afio de 2001 45, en el cual dio
tratamiento a vacas con retencion placentaria utilizando bolos de C. officinalis, ella reporta que el
85% de las vacas tratadas fueron dadas de alta, lo cual nos indica que el extracto es efectivo; dado

que nuestros resultados in vitro con las concentraciones trabajadas las cuales fueron mas pequefias,
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hallamos que el extracto no es bactericida y por lo tanto algunas de las cepas de Staphylococcus

aureus son resistentes asi como Klebsiella oxytoca, Escherichia coli y Nocardia asteroides.
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8. CONCLUSIONES

¥ Se demostrd el efecto antibacteriano o citotoxico de los extractos de Calendula officinalis,

siendo el optimo el extracto hidroalcohodlico.

¥ Se determinaron in vitro las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) del extracto
Thidroalcoholico sobre las cepas bacterianas causantes de mastitis y metritis bovina,

cumpliendo con los objetivos planteados.

¥ En nuestra actualidad la utilizacién de los extractos de Calendula officinalis ha tenido un
incremento importante debido a sus propiedades y que gracias a esto, se han elaborado

diversos productos farmacéuticos; ademas de ser una planta muy econdmica.

A La importancia de producir leche de calidad, la fitoterapia es una buena opcién para ofrecer
un producto que se apegue a las normas de calidad, ya que la presencia de residuos de
antibiéticos en la leche ha originado casos de alergia en personas y resistencia de bacterias

al constante contacto con dichos residuos.
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9. APENDICE.

9.1 Material

Mechero bunsen

Termoémetro

Gradilla

Portaobjetos y cubreobjetos

Tubo estandar 0.5 del nefelometro de Mc Farland
Papel filtro

Vasos de precipitado de 100, 500 y 1000 ml.
Embudo de vidrio

Tubos de ensayo

Frascos pequefios con tapa

Viales ambar

Matraces erlenmeyer 250, 500 ml.

Probetas

Pipetas 0.5,1,2,5y 10 ml.

Cajas petri

Micropipetas Jencons Sealpette.

Membrana milipore (0.8, 0.45 y 0.22 pum.)
Propipetas

Etiquetas

Microplacas Falcon.

9.2. Material bioldgico

Cepas bacterianas

Pétalos de flor de Calendula officinalis Lin.
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9.3. Equipo
e Autoclave Presto Steele 21 L.
e Parrilla con agitador Nuova II Stir Plate.
¢ Microscopio 6ptico Westover Scientific.
e Lector de ELISA Hypervion MicroRead 4 plus.
e Estufa bacteriologica Riossa.
e Refrigerador American.
¢ Filtro milipore Corporation.
e Bomba de vacio G.E.- Hoffman-Pinthe, modelo 0210.
e Vortex Scientific Industries, Inc. Model g-560.
e Mezcladora Incubator-Shaker serie 25.
o Balanza granataria Triple beam balance 700 series.
e Balanza analitica, Analytical Plus, modelo No. AP2105, serie No. N55854.
e Rotavapor BUCHI R-114, Waterbath B-480.

9.4. Reactivos

e Reactivos para tincién de Gram

e Etanol

e Agua destilada

e Solucion salina fisiologica

e Caldo BHI

e Agar sangre

e Agar Sal y Manitol

e Agar MacConkey

e Agar BHI

e Bateria de pruebas bioquimicas primarias y secundarias (ver apéndice)
e MTT al Smg/ml.

e Alcohol isopropilico dcido (reactivo de paro)
e Fenol al 5%

e Extractos hidroalcohdlico, acuoso y etandlico de Calendula officinalis Lin.
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TINCION DE GRAM

1. Colocar una gota de agua estéril en un portaobjetos y hacer un frotis con una muestra de
bacteria (tocando la colonia con el asa)

Secar al medio ambiente y fijar al calor del mechero.

Agregar cristal violeta (1 min).

Lavar al chorro de agua.

Agregar lugol (30 s).

Decantar y decolorar con alcohol-acetona (2-3 s).

Enjuagar al chorro de agua.

Agregar safranina. (1 min).

e A A ol

Enjuagar al chorro de agua.
10. Secar y observar al microscopio.
Bacterias G () se tifien de azul o morado.

Bacterias G (-) se tifien de rojo o rosa.

ETANOL AL 70%

Se tomaron 700 ml de etanol aforandose con agua hasta 1 L.

FENOL AL 5%

Se pesaron 5 g. de fenol y se disolvieron en 100 ml. de agua.

SOLUCION SALINA FISIOLOGICA (SSF AL 0.85%)
Se pesaron 8.5 g. de NaCl y se disolvieron en 1L. de agua.

MTT (Smg/ml)

Se pesaron 250 mg del reactivo (MTT) y se llevaron a un volumen de 50 ml de RPMI-1640 sin rojo
de fenol. La solucion fue filtrada con membrana milipore de 0.22 pm y conservada para su uso a

una temperatura de 4 °C. ¢

REACTIVO DE PARO

Se aforaron 1.16 ml de HCl a 100 ml con alcohol isopropilico.
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MEDIOS DE CULTIVO.

Se prepararon como indica el marbete.

PRUEBAS BIOQUIMICAS PRIMARIAS Y SECUNDARIAS

Reactivo para catalasa y oxidasa.

Prueba de coagulasa, bacitracina, CAMP y optoquina.

Medios: OF (glucosa), bilis esculina, NaCl (6.5%), hidrdlisis de hipurato, SIM, MIO, KIA,
LIA, citratos, MR-VP, malonatos, nitratos, malonatos, carbohidratos (glucosa, lactosa,

manitol).
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10. GLOSARIO.

Atonia:
Decubito:
Detritus

o detrito:

Distocia:

Espéculo:
Estasis:
Fetotomia:
Hato:
Involucion:

Loquios:

Piometra:

Puerperio:

Salpingitis:

Tenesmo:

Toxemia:

Falta de la fuerza o tono normal especialmente de un 6rgano contractil.

Posicién que toman las personas o animales cuando se echan horizontalmente.

Resto o residuo de un cuerpo desorganizado, como tejidos separados o
descompuestos.

Parto laborioso o dificil.

Instrumento que se emplea para examinar por la reflexion luminosa ciertas
cavidades del cuerpo.

Detencidn, o retraso, o estancamiento de sangre o de otros fluidos en alguna parte
del cuerpo.

Extirpacion del feto.

Porcion de ganado mayor o menor.

Uterina: retorno del atero a su tamaiio normal después del parto.

Derrame sanguineo, serosanguineo o seroso sucesivamente por la vagina en las
primeras semanas después del parto.

Coleccion de pus en el itero.

Periodo que transcurre desde el parto hasta que los 6rganos genitales y el estado
general de la vaca vuelven al estado ordinario anterior de la gestacion.

Inflamacion de la trompa de Falopio.

Deseo continuo, doloroso e ineficaz de orinar o defecar, producido por una
irritacion del cuello vesical o del ano respectivamente.

Presencia de toxinas en la sangre. ¢s, 6.
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