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1. RESUMEN

La mastitis bovina, es la respuesta inflamatoria de la glandula mamaria normalmente causada por bacterias.
Es probablemente la mas costosa de las enfermedades infecciosas endémicas que afecta a las vacas y otras
especies lecheras. Su impacto es en la produccion animal, bienestar animal y la calidad de la leche
producida.®

El presente trabajo se realizo en la FES-C Campo 1, en el laboratorio 10 de la Unidad de Posgrado. Su
objetivo principal fue determinar el efecto inhibitorio del extracto de Caléndula officinalis y de Quitosan a pH 4,
(solos y combinados), en bacterias aisladas de 10 muestras obtenidas de casos de mastitis bovina
provenientes de la Cuenca Lechera de Tizayuca, Hidalgo. Caléndula officinalis es utilizada en la medicina
tradicional por sus propiedades, tales como: antiinflamatorio, antibacteriano, cicatrizante, entre otras; sus
flores eran consideradas histéricamente benéficas para reducir la inflamacion de diferentes traumas; y
Quitosan es un biopolimero derivado de la Quitina, se puede encontrar de forma natural en las paredes
celulares de algunas plantas y hongos; sin embargo, la fuente mas importante de Quitosan, a nivel industrial,
lo constituye la Quitina, la cual, mediante un proceso de desacetilacién quimica o enzimatica, ha permitido
producirlo a gran escala. Algunas de sus propiedades son: biocompatible, biodegradable y buen adsorbente.
A esto se le suma su actividad antimicrobiana por la presencia de grupos amino que se encuentran en forma
cationica.

Las bacterias que se aislaron fueron Escherichea coli, Staphyloccocus aureus, Streptoccocus uberis y
Enteroccocus faecalis; estas se identificaron por medio de pruebas bioquimicas primarias y secundarias.
Streptococcus agalactiae es una bacteria importante en mastitis bovina aunque no fue aislada en este trabajo
creemos que es relevante en un futuro evaluar su sensibilidad con Caléndula officinalis y Quitosan.

El extracto de Caléndula officinalis se prepar6 colocando 15gr de pétalos en un litro de etanol al 70%,
se esterilizo por filtracion con membrana de 0.22um, después se realizo una prueba de esterilidad
sembrando el extracto en Agar BHI. Se evaporo hasta sequedad en un horno a una temperatura de
56 °C. Se recolecto, peso y conservd en frascos ambar estériles. Con la materia seca obtenida se
prepard una solucion a concentracion de 40ug/ul. La solucion de Quitosan (Qn) pH 4 al 1%, (proporcionado
por el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan Campo 1 del Area de
Posgrado); se utilizo directamente teniendo asi una concentracién de 10ug/ul. Se realizaron diluciones dobles
para hacer los ensayos en la microplaca con el extracto de Caléndula officinalis y Quitosan solos y
combinados y las bacterias antes mencionadas, después se utilizé el método colorimétrico de Mosmann para
determinar cuantitativamente la inhibicién bacteriana, el cual evidencia la presencia de células viables a partir

de la reduccién del reactivo por la accién de una deshidrogenasa producida por dichas células; con los



resultados se obtuvo la CMI. También se determind el efecto bactericida y/o bacteriostatico de las cepas en
cada ensayo resembrandolas en agar BHI. Por Ultimo se observo el dafio que produce Caléndula officinalis
ylo Quitosan en las bacterias por medio de Microscopia Electronica de Transmision (MET). Caléndula
officinalis y Quitosan (solos y combinados), presentan un efecto inhibitorio en las 4 bacterias utilizadas,
principalmente en Streptoccocus uberis y Streptoccocus faecalis, mientras que Escherichea coli y
Staphylococcus aureus no presentan una alta sensibilidad, esto se corrobora con la MIC; al combinarlos sus
resultados no mejoran ya que las bacterias presentan inhibicién a concentraciones de extracto mayores que
cuando se trabajan solos. El efecto causado por Caléndula officinalis sobre las bacterias aisladas es
bacteriostatico en todas las concentraciones utilizadas, mientras que el efecto de Quitosan es bactericida en
las dos primeras (10ug/w y Sug/wl). Las observaciones en el Microscopio Electrénico de Transmisiéon nos
permitieron determinar que el efecto de Caléndula officinalis y Quitosan sobre Staphylococcus aureus y
Streptococcus faecalis es a nivel de pared celular visualizado por la formacién de protoplastos. En Escherichia
coli al ser bacteria Gram negativa se da la formacion de esferoplastos y lisis de algunas bacterias.
Determinamos el efecto inhibitorio de Caléndula officinalis y Quitosén solos y combinados, en bacterias
aisladas de casos de mastitis bovina. Si se realizara un sellador de tetas con Caléndula officinalis y Quitosan

cada uno de ellos produciria su efecto independientemente.



2. INTRODUCCION

2.1 DEFINICION DE MASTITIS

La mastitis es una reaccién inflamatoria de los tejidos secretores o conductores de la leche en la glandula
mamaria, como una respuesta a una infeccion bacteriana o lesion traumatica. El termino deriva del griego
“mastos”, ubre e “itis”, inflamacion (Figura 1). @

El propdsito del proceso inflamatorio es eliminar o neutralizar a los microorganismos invasores y asistir en la

reparacion de tejidos dafiados y de esta forma restablecer la funcién normal de la glandula. @
L kg -- = - - ™

Figura 1. Mastitis en el Ganado bovino. @
2.2 CLASIFICACION DE LA MASTITIS

Se basa en el grado de severidad de los sintomas y su duracion.
> MASTITIS CLINICA

Se presenta con signos y sintomas observables; hinchazén de uno o mas cuartos en la ubre, calor y dolor al
contacto y cambios macroscopicos en la leche. La severidad de este tipo de mastitis puede variar de una
mastitis clinica leve hasta una mastitis clinica hiperaguda, en la cual se presenta sintomatologia sistémica,
como aumento en la temperatura corporal, deshidratacion, inapetencia, malestar, que en algunos casos

puede ser fatal. @



Tiene una alta incidencia en los rebarios de todo el mundo, estimandose que en Estados Unidos, al menos el
40% de todas las vacas estan infectadas con alguna forma de mastitis en uno o mas de sus cuartos. )

En la forma clinica se presentan evidentes signos de inflamacién como tumefaccidn, rubor, dolor, cambios
notables en la secrecion y eventualmente, signos sistémicos como fiebre, pérdida del apetito y depresién
(Figura 2). ®

Figura 2. Ubre de vaca con sintomatologia de mastitis clinica. ©)

» MASTITIS SUBCLINICA
No presenta signos o sintomas observables y por lo general el animal, la ubre y la leche aparentan ser
normales. Este tipo de mastitis es prolongada o crénica a diferencia de la mastitis clinica que tiene una
duracién corta. @)
La deteccion de la mastitis subclinica puede hacerse mediante pruebas como el CMT, para apreciar el
contenido celular somatico en leche y el diagnostico bacteriolégico de las muestras tomadas en forma

aseéptica. @

2.3 AGENTES CAUSANTES DE LA MASTITIS

Los agentes que causan la mastitis bovina son microorganismos que habitan en la ubre de la vaca y sus
alrededores. De acuerdo con su epidemiologia, pueden dividirse en tres grupos (Tabla 1): 29)

» Contagiosos. La fuente principal de estos patdgenos son los cuartos de ubre infectados y su
transmision ocurre durante el ordefio a través de las manos del ordefiador, pafios de secado y
pezoneras.

» Ambientales. La fuente de infeccion es el ambiente de las vacas. Estos microorganismos provienen
del suelo, heces, camas de los animales, aguas contaminadas y no dependen del momento del
ordefio para ganar acceso al extremo del pezon; pueden provocar infecciones en cualquier

momento, pero mas frecuentemente en el periodo de secado y mas probable en el lapso peri-parto.



» Oportunistas. La fuente mas importante de infeccién es la piel de la vaca, la frecuencia de infeccion
es mayor en el periodo de secado, durante el cual la piel del pezdn no esta expuesta a los germicida
usados en la desinfeccidn post-ordefio. La frecuencia de infecciones causadas por los patégenos

oportunistas es alta para el momento del parto, pero baja rapidamente durante la lactancia.

Tabla 1 Tipos de microorganismos ()

Contagiosos Staphylococcus aureus

Streptococcus agalactiae

Streptococcus dysgalactiae

Mycoplasma spp

Corynebacterium bovis

Ambientales Streptococcus no-agalactiae Streptococcus dysgalactiae

Streptococcus uberis

Enterobacterias Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Enterobacter aerogenes

Otros Especies de Candida

Pseudomonas aeruginosa

Oportunistas Enterococcus faecalis

Staphylococcus coagulasa (-)

2.4 MASTITIS CAUSADA POR Staphylococcus aureus

La mastitis causada por este microorganismo en la vaca puede manifestarse en forma hiperaguda, aguda y
cronica. Su forma mas comuUn es la crénica, por lo general subclinica, que puede convertirse en aguda en
algunas etapas de la lactacion. La fuente principal de infeccion es la ubre afectada, transmitiéndose
basicamente a través de la maquina del ordefio; en consecuencia el lugar de contagio entre las vacas es la
sala de ordefio durante el tiempo que permanecen en la misma, aunque también se informo contagio de

terneras que ingerian leche contaminada con la bacteria. )




Los signos de este tipo de mastitis varian segun la enfermedad causada. En el caso de la mastitis subclinica
son muy inespecificos, como los floculos en la leche solo observables con la copa de fondo oscuro o
reacciones positivas en el CMT. Con el tiempo este tipo de mastitis se convierte en crénica, detectandose
mediante palpacién debido a la fibrosis causada. El estudio histopatolégico de la glandula mamaria realizado
postmortem en vacas con mastitis crénica causada por S. aureus muestra mas estroma interalveolar y menos
area luminal que en las glandulas de control no afectadas, con la diferencia del aumento de células inactivas y

la disminucién de células plenamente activas en el epitelio de las glandulas afectadas. )

Caracteristicas Generales. ®

Cocos Gram positivos agrupados en racimos.
Aproximadamente 1um de diametro.
Inméviles.

No forman esporas.

La mayoria son anaerobios facultativos
Crece bien en agar sangre a 37°C.

Muchas veces, pueden presentar un pigmento de color amarillo.
Catalasa positivo.

Coagulasa positivo.

Manitol positivo.

Termonucleasa positivo.

Colonias medianas, blancas, cremosas y brillantes.

2.5 MASTITIS CAUSADA POR Escherichia coli

La mastitis causada por Escherichia coli tiene una variedad de sintomas locales y generales. En Israel, cerca
del 60% de las mastitis clinicas son causadas por coliformes estando incluidos en este grupo los
microorganismos de la familia Enterobacteriaceae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
aerogenes, Enterobacter cloacae y Citrobacter ssp, aunque Escherichia coli es la principal causante de este
tipo de mastitis. Todos ellos son parte de la flora intestinal del hombre y los animales, por lo tanto las heces
son la primera fuente de contaminacion.

En estudios de vigilancia epidemiologica sobre mastitis realizados en Inglaterra y Gales, sobre 45,000 vacas

lecheras, Escherichia coli fue aislada en el 40% de los casos de mastitis aguda. 2 7)

La exposicion de la ubre a los agentes ambientales como Escherichia coli, ocurre en especial entre los

ordefios, es decir, fuera de la sala, a diferencia de los patdégenos contagiosos. Por lo tanto, todas las medidas



realizadas para controlar patégenos contagiosos, como por ejemplo inmersion de pezones con antiséptico
después del ordefio o tratamiento de secado, no son efectivas para controlar a esta bacteria.

Escherichia coli infecta la glandula mamaria a través del canal del pezon. Las dosis infectivas son
relativamente bajas, estando en el rango de las 50 UFC.

Las bacterias gran negativas, en este caso Escherichia coli, elaboran una endotoxina a partir de los
lipopolisacaridos (LPS), que es parte de la membrana bacteriana y es producida durante la multiplicacion y
liberada con la muerte de las bacterias. Esta endotoxina causa después de su liberacion una serie de eventos
que finalizan en la sepsis y el shock séptico. @7

La gldndula mamaria posee distintos mecanismos de defensa que son en definitiva mecanismos anti-LPS,
derivados de los leucocitos polimorfonucleares. Estos contienen un arsenal de anti-LPS, péptidos y proteinas
situados en los granulos, como por ejemplo: proteina BPI (bactericidal/permeability-increasing), lactoferrina,
lisozima y la proteina antimicrobiana cationica.

La BPI es una proteina contenida en granulos primarios, que bloquea el efecto de los LPS en la liberacién del
factor de necrosis tumoral. La proteina antimicrobiana cationica, también contenida en los granulos de los
PMN, inhibe la liberacién de las citoquininas. La lactoferrina presente en la leche es un mecanismo de
defensa importante contra E. coli y como agente neutralizador de los LPS, siendo el epitelio secretor mamario
el responsable por la produccién de lactoferrina. La lisozima es secretada por los PMN y forma complejos con
los LPS que anulan la produccion del factor de necrosis tumoral. Asi mismo los PMN contienen la enzima

aciloxiacil hidrolasa, que actta reduciendo la toxicidad de los LPS. @7

Caracteristicas Generales ®)

Bacilos Gram negativos.

Anaerobios facultativos.

Fermentan la glucosa.

Crecen en medios simples, diferenciales, selectivos y enriquecidos.

Forma colonias lisas, circulares, convexas con bordes bien diferenciados.

En el medio EMB forma colonias verdes con brillo metalico por utilizacién de la lactosa.
Metabolismo fermentativo.



2.6 MASTITIS CAUSADA POR ESTREPTOCOCOS (Streptococcus uberis)

Los estreptococos son también agentes de gran importancia como causantes de mastitis (Tabla 2). Pueden
dividirse en dos grupos; el primero esta constituido por los estreptococos contagiosos, que se transmiten de
vaca en vaca, siendo el principal agente Streptococcus agalactiae. El segundo grupo abarca los agentes
ambientales, en los cuales la fuente de contaminacién son el entorno de la vaca; aqui se encuentra
Streptococcus uberis y Streptococcus dysgalactiae, este ultimo también puede estar dentro de los

contagiosos. 7)

Tabla 2 Mastitis causada por Streptococcus spp. 7)

AGENTE CARACTERISTICAS

Streptococcus agalactiae Sumamente contagioso, se transmite con rapidez de vaca en vaca y la
ubre afectada constituye el reservorio. La leche proveniente de cuartos
afectados posee una carga bacteriana alta; este tipo de infeccion es
responsable de recuentos celulares y bacterianos elevados.

Streptococcus dysgalactiae Es otra causa importante de mastitis contagiosa. Puede aparecer en
vacas de primer parto y vacas secas debido a la succion de los
pezones entre las terneras.

Streptococcus uberis Mastitis ambiental. Asociada a camas con paja o aserrin. Aparicion
favorecida por la estabulacion.

De estos microorganismos el que nos interesa es el Streptococcus uberis ya que es el que se aislé de las
muestras de leche. Este es de gran relevancia en sistemas estabulados donde se lo puede encontrar en la
cama donde se tumba la vaca; asi mismo se aisla en labios, patas y piel de la ubre. Los factores de virulencia
de este microorganismo son hemolisinas, hialuronidasa, ADNasa, estreptoquinasa, exotoxinas pirogénicas,
capsula no antigénica de acido hialuronico, que dificulta la fagocitosis, siendo el porcentaje de curacién menor
que para los demas estreptococos. @7

Caracteristicas Generales ®

Cocos Gram + agrupados formando pares o cadenas de diferente largos.

Aerobias y anaerobias facultativas.

No presentan esporas.

Inméviles.

Algunas forman capsula.

Catalasa (-).

Oxidasa (-).

Metabolismo fermentativo.

Necesitan medio enriquecido (sangre).

Colonias muy pequefias de bordes netos como gotas de rocio.




2.7 MASTITIS CAUSADA POR Enterococcus faecalis

Los enterococos o estreptococos fecales pueden causar mastitis en forma oportunista. 27 Son de tratamiento

dificil por su resistencia a los antibiéticos. Son de incidencia esporadica como agentes etiologico de mastitis.

Caracteristicas Generales

Se clasificaron previamente como estreptococos del grupo D debido a que poseen el antigeno de la pared
celular del grupo D, un &cido teicoico con glicerol que se asocia a la membrana citoplasmatica.®

Bacterias Gram (+).

Forma esférica.

Se disponen en parejas o0 en cadenas cortas.

Anaerobios facultativos.

Temperatura optima de crecimiento de 35°C.

Toleran NaCl al 6.5% y sales biliares al 40%.

2.8 OTROS AGENTES CAUSANTES DE MASTITIS
En la Tabla 3 se mencionan otros agentes que causan mastitis bovina, sefialando algunas caracteristicas de
la misma.

Tabla 3 Microorganismos patogenos considerados como agentes menores causantes de mastitis.

Agente Caracteristicas

Pseudomonas aeruginosa Por lo general causa mastitis severa y crénica. Los brotes estan
relacionados con agua y trapos contaminados.

Mycoplasma bovis Mastitis clinica o subclinica de prevalencia alta en algunos paises.

Nocardia asteroides, N.farcinica | Mastitis purulenta granulomatosa. De significacién como zoonosis.

Arcanobacterium pyogenes Mastitis clinica acompafiada de secreciéon purulenta y de un
caracteristico olor fétido. Hay pérdida del cuarto afectado (necrosis).

Bacillus cereus Mastitis hemorragica o gangrenosa que puede estar acompafiada de
toxemia.

Candida albicans (levadura) Mastitis clinica o subclinica. Ocurre en vacas debilitadas.

Prototheca zopfii (alga) Causa reduccion drastica en la produccion de leche. Esta asociada a
raciones contaminadas.

Serratia marcescens Mastitis clinica leve. Puede contaminar antisépticos para uso en el
pos ordefio. Caracteristica tincién roja en el medio de cultivo.

Pasteurella spp Mastitis clinica aguda o crénica. Puede ser transmitido a la ubre por
la mamada del ternero. El estrés es un factor predisponente.

Corynebacterium bovis Elevacion de células somaticas. Puede ocurrir en ganaderias donde
no se realiza desinfeccion después del ordefio.




2.9 EPIDEMIOLOGIA

La infeccién de cada glandula mamaria ocurre a través del conducto del pezén a partir de dos fuentes

principales de contaminacién: la ubre infectada y el medio. La contaminacion de las manos de los

ordefiadores, pafios de lavado y copas de aparatos de ordefio pueden diseminar con rapidez la infeccién a los

pezones de otros animales por la leche procedente de cuarterones infectados. ©)

Los microorganismos pueden invadir el canal del pezén por distintas vias:

1.
2.
3.

Entre ordefios las bacterias pueden avanzar por el canal del pezén por multiplicacion

Pueden ingresar por la presién fisica ejercida sobre la punta del pezén cuando la vaca se mueve
Durante el ordefio mecanico pueden ser impulsados hacia el canal del pezon o desde el mismo hacia
el interior de la cisterna del pezén, por los impactos que causan las fluctuaciones de vacio contra el
orificio del pezon

Durante la aplicacion de un antibiético pueden ser empujados fisicamente a través del canal del

pezon por la insercion completa de la canula.

La invasion microbiana de la glandula mamaria esta dada por tres etapas:

Etapa de invasidn.- es aquella en la que el microorganismo pasa del exterior de la ubre a la leche
que se encuentra en el interior de la cisterna del pezén

Etapa de infeccidn.- este es el momento en que los microorganismos se multiplican rapidamente e
invaden el tejido mamario; se establece una poblacion bacteriana que se disemina por toda la
glandula, dependiendo de la patogenicidad del microorganismo.

Etapa de inflamacion.- todo lo anterior deriva en una inflamacién (mastitis) y aumenta notablemente

la cuenta leucocitaria en la leche ordefiada.

Condiciones que favorecen la presentacion de mastitis (10

A\

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, colocacion de pezoneras, desinfeccion y
sellado de pezones.

Alimentacion: si esta es rica en proteinas 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 lactacion.



2.10 IMPORTANCIA EN SALUD PUBLICA

La leche es un excelente medio de cultivo y protector para ciertos microorganismos en especial bacterias
patbégenas, provenientes del animal, el hombre o el medio ambiente. Estas pueden ser excretadas
directamente por la glandula mamaria a la leche o estar originadas en la piel o mucosas del animal o del
ordefiador y contaminar la leche. Una fuente importante de contaminaciéon lactea suele ser el agua
contaminada que se usa en el establecimiento. @

Durante los Ultimos afios, problemas higiénico-sanitarios debidos a bacterias patégenas en la leche,
perjudicaron a la industria lechera. En muchos de estos casos la leche fresca fue la fuente de contaminacién,
como en el caso de Listeria, Salmonella, Campylobacter y Staphylococcus aureus.

Las bacterias presentes en la leche fresca, causantes o no de mastitis, que son consideradas peligrosas para

la salud humana se describen en la Tabla 4. 2

Tabla 4 Bacterias de importancia para la salud publica. @

Microorganismo

Tipo de mastitis

Enfermedad en el humano

Listeria monocytogenes

Mastitis leve y crénica.

Meningitis, septicemia,
neumonia, endocarditis.

Campilobacter jejuni

Puede causar mastitis o ser aislado en la
ubre sin causarla.

Enteritis.

Yersinia enterocolitica

Puede inducir el aumento de células
somaticas al inocularse en la ubre. Es
aislada esporadicamente en muestras de
leche.

Enteritis, seudoapendicitis,
artritis.

Mycobacterium
tuberculosis, M. bovis

Mastitis lobular-infiltrativa o tuberculosis
miliar.

Tuberculosis.

Mycobacterium
paratuberculosis

Puede ser aislado en leche, llegando a la
ubre dentro de los macréfagos.

Se sospecha, sin haber sido
confirmado aun, enfermedad
de Crohn.

Brucella abortus

Mastitis clinica o subclinica.

Infertilidad, aborto.

Staphylococcus aureus

Mastitis clinica o subclinica.

1) Infecciones diversas
2) Intoxicacion. Vomito
diarreas.

Streptococcus agalactiae

Mastitis clinica o subclinica.

Endocarditis, meningitis
neonatal.

Salmonella spp

Diarrea, fiebre, vémitos.

Escherichia coli

Mastitis clinica o subclinica.

Enterotoxigenica, diarrea
infantil.




2.11 DIAGNOSTICO DE LA MASTITIS

Los casos de mastitis clinica resultan faciles de reconocer debido a las evidentes alteraciones que ocurren en
la glandula mamaria y su secrecion, aunque el diagnostico del agente causal sélo se logra mediante cultivo
microbiolégico de la secrecion. Para el diagnostico de los casos subclinicos se requiere aplicar pruebas
especiales, a fin de confirmar la presencia de un proceso inflamatorio; y de igual forma, el agente causal sélo

puede ser identificado mediante el cultivo microbiolégico. 2 7)

2.11.1 RECOLECCION DE MUESTRA

1. Lavar las manos con agua y jabén.

2. Usar tubos estériles con tapa de baquelita rotulados con el numero correspondiente a la
ganaderia, a la vaca, cuarto de la ubre y fecha.

3. Lavar el pezon con agua potable. Desinfectarlo preferentemente con alcohol 70%.

4. Los primeros chorros de leche se deben descartar y no ser tomados ya que pueden agregar
residuos del desinfectante a la muestra; asimismo, contienen mayor cantidad de bacterias
contaminantes y células somaticas que el resto de la leche. Destapar el tubo estéril bajo la ubre.
Sostener el tubo inclinado para evitar particulas de polvo contaminadas. El tubo no debe
llenarse mas allé de las 2/3 partes. La boca del tubo no debe tocar el pezén. Comience por
recolectar las muestras de los cuartos de ubre mas cercanos y por ultimo los mas alejados.

5. Cerrar inmediatamente el tubo, antes de desplazarlo.

6. Los tubos se mantienen en refrigeracion a 4°C para evitar la multiplicacién de microorganismos
o inactivacion de enzimas que se quieran estudiar.

7. Si las muestras no pueden ser procesadas antes de 36 de horas es necesario congelar a
-20°C.

Nota: Como muchas de las bacterias causantes de mastitis son patégenas también para el hombre, se
recomienda el uso de elementos de proteccién como guantes de latex o lentes protectoras, en especial en

ganaderias con antecedentes o sospechas de enfermedades transmisibles al hombre. (2 9)



2.11.2 METODOS DE DETECCION DE LA MASTITIS BOVINA

> Observacion y palpacion de la ubre

En la mastitis subclinica, la ubre de la vaca permanece aparentemente sana, la leche que produce, a simple
vista, es una leche normal, pero una infeccién incipiente puede estar dafiando el tejido glandular y provocando
por lo tanto una alteracion en la leche que esta produce. (1

La infeccion puede provocar inflamacién de uno, varios cuartos o de toda la glandula, aumento de la
temperatura en el area afectada, asi como enrojecimiento de la zona y dolor, estos eventos provocan que el
sistema inmune del animal actué tratando de aliviar el problema, ademés de lograr la mayoria de las veces
mantener la infeccién Unicamente en el area afectada sin alterar otros drganos o sistemas del animal.(!"
Cuando se encuentran todos o alguno de los sintomas enumerados se puede interpretar como un caso de
mastitis clinica, donde ademas se encuentran cambios importantes en la leche que produce el tejido afectado,
estos cambios pueden consistir en alteracién del color, aparicion de grumos, coagulos sanguinolentos,

coagulos con pus, o una leche mas acuosa, entre otros. ("

2.11.2.1 PRUEBAS FiSICAS

Estas sélo son dtiles cuando la mastitis ya esta avanzada y no detectan mastitis subclinica. Dentro de estas

se encuentran las siguientes: (")

1. Prueba del pafio negro
Esta se realiza durante la preparacion de la vaca para la ordefia. Consiste en la deteccién de grumos en la
leche (tolondrén) haciendo pasar los primeros chorros a través de una malla negra o bien utilizando una
cubetilla especialmente disefiada para eso. Es recomendable realizar este procedimiento en todos los
ordefios ya que ademas de detectar leche anormal, se eliminan bacterias que normalmente se encuentran en

mayor cantidad en estos primeros chorros y ademas se estimula la “bajada” de la leche.(12 13)

2. Tazaprobadora

Examine los primeros chorros de leche de cada ordefio sobre un recipiente (strip cup) de fondo oscuro. Los
coagulos, escamas, hilos, materia fibrosa, secreciones acuosas, o color anormal indican que la leche no es
normal y que hay problemas probables. En la mastitis crénica la leche no tiene apariencia visible anormal en

todos los ordefios. (14



2.11.2.1 PRUEBAS QUIMICAS

Entre éstas se encuentran: la conductividad eléctrica de la leche, papel indicador de mastitis y la prueba de
Whiteside. Respecto a la conductividad eléctrica CE, el procedimiento quimico es muy variable por lo que no

es recomendable como prueba Unica.(""

1. Conductividad eléctrica de la leche

La Prueba de Conductividad Eléctrica (PCE) se ha utilizado como un indicador de la mastitis durante la ultima
década, se basa en el aumento de conductividad eléctrica de la leche debido al mayor contenido electrolitico
especialmente iones de sodio y de cloro y se ha desarrollado como un método para monitorear el estado de la
mastitis en la vaca. (15.16)

Se le encuentra como parte de algunos equipos de ordefio computarizados dentro de las salas de ordefio asi
como también en forma de medidores portatiles, lo que permite el monitoreo individual por cuarto. (15.16)

Esta técnica es importante porque mide la lesion, como es el caso del recuento celular. Sin embargo, sus
limitaciones probablemente restringen su uso a vacas de produccion elevada que se mantienen en rebafios

pequefios, 0 en laboratorios con autoanalizadores. ©

Se puede emplear una combinacion de la deteccion de mastitis subclinica tomando como base la
conductividad eléctrica de la leche, la produccion lactea, el nimero de parto y los dias de lactacion, como un
modelo logistico de regresién como instrumento de analisis en un rebafio con una incidencia alta de mastitis
subclinica. ©

El aparato disponible que se promociona con mas frecuencia, basado en la medicién de la conductividad
eléctrica de la leche, es un dispositivo que se sostiene con la mano y tiene una copa empotrada donde se

lanzan los chorros de la leche (Figura 3). @

X L_e-. e . .-l:
la conductividad eléctrica de la leche



Permite la identificacion de la mastitis clinica con precision, pero en el caso de las mastitis subclinicas, la
precision es solo del 50% en comparacion con los métodos estandar.

Este instrumento proporciona una lectura digital del resultado de la PCE y representa una alternativa a la
Prueba de California para Mastitis (CMT) como prueba de monitoreo de la mastitis subclinica al lado de la
vaca. (19 Aunque a veces da como resultado un gran nimero de falsos positivos o de falsos negativos, por lo

que no es muy confiable. ("7

2. Papel indicador de mastitis

Este método, consiste en un papel sobre el que se hace caer directamente del pezén algunas gotas de leche,
se consideran sospechosas las leches que dan una coloracién correspondiente a un pH igual o superior a 7.

La prueba descubre el 50% de las leches infectadas. (12)

3. Prueba de Whiteside

La mezcla de leche con una solucion de NaOH al 4% ocasiona que la leche se gelifique formando grumos que
son visibles. Los grumos seran mas grandes conforme la leche contenga mayor nimero de células somaticas.
Para hacer mas visible la reaccion es conveniente usar una placa de acrilico negra que puede tener dibujada

4 cuadros de 3cm x 3cm, uno por cada cuarto. (3. 18)

Procedimiento:
a. Colocar 5 gotas de leche fria en el centro del cuadrito y agregar 2 gotas de la solucién de NaOH
al 4%.
b. Mezclar vigorosamente, dispersando la leche en el cuadrito por medio de un palillo. Continuar
mezclando por alrededor de 20 segundos y dar lectura al resultado.

c. Interpretar de acuerdo a la Tabla 5.

Tabla 5 Interpretacion de resultados de la prueba de Whiteside. (13

mm de leche | Células somaticas / ml

Negativo 0 -325,000
Traza 300,000-600,000
1+ 600,000-1,000,000
2+ 1,000,000-2,000,000

3+ Mas de 2,000,000




2.11.2.3 PRUEBAS BIOLOGICAS

Dentro de éstas se encuentran: la prueba de California para mastitis, prueba de Catalasa, prueba de

Wisconsin, prueba de CAMP y el monitoreo de células somaticas, asi como el diagnéstico bacteriologico. (1)

1. Prueba de California para Mastitis (CMT)
La Prueba de California para Mastitis (CMT, por sus siglas en inglés) ha sido empleada durante décadas y
sigue siendo la prueba mas utilizada a nivel de campo para el diagnostico de mastitis en el ganado bovino
lechero. (15,19, 20, 21, 22)
Es una prueba sencilla que es (til para detectar la mastitis subclinica por valorar el recuento de células de la
leche. No proporciona un resultado numeérico, sino mas bien una indicacion de si el recuento es elevado o

bajo, por lo que todo resultado por encima de una reaccidn vestigial se considera sospechoso. (22 29)

Pasos a seguir para la realizacion de la Prueba de California para Mastitis:

1. Se desecha la leche del pre ordefio (Figura 4 A).

2. Se ordefian uno o dos chorros de leche de cada cuarto en cada una de las placas de la
paleta (Figura 4 B).

3. Se inclina la paleta de modo que se desecha la mayor parte de esta leche.

4. Se afiade a la leche un volumen igual de reactivo (Figura 4 C).

5. Se mezcla el reactivo y se examina en cuanto a la presencia de una reaccién de gelificacion

(Figura 4 D). Antes de continuar con la vaca siguiente se debe enjuagar la placa.

A*. Despunte B**. Utilizacion de la paleta

Figura 4. Prueba de California para mastitis. 22 23)



Los resultados pueden ser interpretados en cinco clases (Figura 5); 1) resultado negativo en el que la leche y
el reactivo siguen siendo acuosos, 2) el recuento de células mas elevado en el que la mezcla de la leche y el
reactivo casi se solidifica. Esto se determina en relacion a la reaccion de gelificacion (Tabla 6). (13.22.23)

La prueba consiste en el agregado de un detergente a la leche, el alquilauril sulfonato de sodio, causando la
liberacion del ADN de los leucocitos presentes en la ubre y este se convierte en combinacién con agentes

proteicos de la leche en una gelatina. 2 15.24)

A mayor presencia de células se libera una mayor concentracion de ADN, por lo tanto mayor sera la
formacién de la gelatina, traduciéndose en nuestra lectura e interpretacién del resultado como el grado mas
elevado de inflamacion. @ 15.24)

Es decir, permite determinar la respuesta inflamatoria con base en la viscosidad del gel que se forma al
mezclar el reactivo (pUrpura de bromocresol) con la misma cantidad de leche en una paleta con cuatro pozos
independientes permitiendo evaluar cada cuarto independientemente. 2 15.24)

La Prueba de California es un método de diagndstico que posee una sensibilidad del 97% y una especificidad
del 93%. Sus ventajas principales son:

1. Es una técnica muy sensible y se puede utilizar tanto en una muestra de cuartos, como una
muestra del tanque enfriador. En una muestra de tanque, los resultados de grado 2 y 3, indican
un alto porcentaje de vacas infectadas.

2. Elmaterial extrafio no interfiere con la prueba (pelo u otro material).

3. La prueba es simple y no requiere de equipo costoso.

4. La paleta es facil de limpiar después de cada uso. (2

La técnica presenta los siguientes inconvenientes:

1. Los resultados pueden ser interpretados de forma variable, entre los individuos que realicen la
prueba, por lo que resulta necesario uniformizar el criterio de casos positivos y su categorizacion
en grados.

2. Pueden presentarse falsos positivos en leche de animales con menos de diez dias de paridos o
en vacas proximas a secarse.

3. Lamastitis clinica aguda da resultados negativos, debido a la destruccion de los leucocitos por

las toxinas provenientes de los microorganismos presentes. (29)



Negativo

Dos 0 ++

Trazas Unoo+

Tres o +++ Mastitis Clinica

Figura 5. Interpretacion de los resultados de la Prueba de California. 9

Tabla 6. Interpretacion de resultados de la Prueba de California para Mastitis. 2 29)

Escala de CMT | Rango relativo de células somaticas (cs/ml)
Negativo <200,000
Trazas 150,000-500,000
1 400,000-1,500,000
2 800,000-5,000,000
3 >5,000,000

Tabla 7. La interpretacion y registro de resultados se realiza bajo el siguiente criterio. (1. 20)

Negativo: | El estado de la solucion permanece inalterado. La mezcla sigue en estado liquido. El 25% de las
0 celulas son leucocitos polimorfonucleares
Trazas: | Se forma un precipitado en el piso de la paleta que desaparece pronto. De un a 30% son
leucocitos polimorfonucleares.
1(+): Hay mayor precipitado pero no se forma gel. De 30 a 40 % son leucocitos PMN.
2 (++): | El precipitado se torna denso y se concentra en el centro. De un 40 a 70% son leucocitos
polimorfonucleares
3 (+++): | Se forma un gel muy denso que se adhiere a la paleta. De un 70 al 80% son leucocitos

polimorfonucleares.

2. Prueba de Wisconsin para Mastitis (WMT)

La Prueba de Wisconsin para Mastitis (WMT), fue disefiada para el uso en el laboratorio, y es utilizada para

estimar el contenido de células somaticas de muestras de leche fresca mezclada o leche de tanques de

enfriamiento, asi como para muestreo de vacas individuales. Se utiliza una solucion similar a la que se

emplea con la prueba de California (CMT), pero en contraste con esta Ultima, los resultados se miden

cuantitativamente dependiendo de la viscosidad. (22.27)




La técnica consiste en utilizar un tubo graduado en milimetros en donde se depositan 2 ml de leche y una
mezcla de 2 ml de reactivo para CMT con agua destilada (1:1) ambas a temperatura ambiente. Enseguida se
agita durante 10 segundos, horizontalmente y de izquierda a derecha. Se deja reposar 10 segundos y
posteriormente se invierten los tubos durante otros 10 segundos.

Una vez transcurrido el tiempo, se procede a realizar la lectura en el tubo por debajo de la espuma que se
forma. Los resultados se relacionan con la escala graduada en mililitros del tubo y su valor de células
somaticas, empleando para su interpretacion una tabla especifica para la prueba (Tabla 8). 7

Los rebafios con una puntuacion baja entre 3 y 12 estan en condiciones buenas a regular, mientras que los

rebafios con puntuaciones superiores a 12 requieren de atencion inmediata. (14

Tabla 8. Interpretacion para prueba de Wisconsin. (28)

Wisconsin (mm) Conteo celular Perdida de
somatico produccidn (%)
3 140,000
4-7 165,000 — 260,000 5
8-16 300,000 - 675,000 8
17-30 730,000 - 1,700,000 9-18
31-35 1,800,000 - 2,280,000 19-25

3. Monitoreo del conteo de células somaticas
Con el nombre de células somaticas se designa a las células del propio organismo. Por tanto, las células
somaticas son células corporales. Estas pasan a la leche procedente de la sangre y del tejido glandular. El
contenido de células sométicas en la leche nos permite conocer el estado funcional y de salud de la glandula
mamaria en periodo lactante; debido a su estrecha relacién con la composicién de la leche, es un criterio de
calidad muy importante. (22 29)
La leche de una ubre sana presenta pocas células somaticas. En este caso se trata de células de tejido
(células epiteliales) y células inmunes (neutréfilos polimorfonucleares, granulocitos, macréfagos, linfocitos). El
porcentaje de los diferentes tipos de células somaticas en la leche de las glandulas mamarias sanas es como
sigue: a) macrdfagos (60 %); b) linfocitos (25 %); y c) neutrdfilos o leucocitos polimorfonucleares (15 %). 22
28,29)
De todas las células de la leche de un cuarto infectado, aproximadamente el 99 % seran leucocitos, mientras
que el resto 1% seran células secretoras que se originan de los tejidos de la ubre. Juntos esos dos tipos de
células constituyen la cuenta de células somaticas (CCS) de la leche que cominmente es expresada en
mililitros (ml). (22.28)
El conteo de células somaticas (CCS) es la medicién mas ampliamente utilizada para supervisar el estado
inflamatorio de las glandulas mamarias, y puede ser realizada en la leche de: 1. cuartos individuales; 2. vacas

individuales; 3. el hato completo; 4. un grupo de hatos. (22 28)



La infeccion intramamaria es el principal factor causante de cambios en la CCS en la leche. Cuando los
microorganismos causantes de mastitis invaden un cuarto de la ubre y empiezan a multiplicarse o cuando el
numero de estos aumenta significativamente en un cuarto infectado, el organismo de la vaca tiende a reclutar
leucocitos para combatir a dichos microorganismos causantes de la mastitis. 22 28)

Las glandulas mamarias que nunca se han infectado normalmente tienen CCS de 20,000 a 50,000/ml. En
grandes poblaciones de vacas, 80 % de los animales no infectados tendran un CCS menor de 200,000/ml y
50% menor de 100,000/ml. Una razén de las cuentas ligeramente elevadas en animales no infectados es que
algunos cuartos tuvieron una infeccién previa de la cual no se han recuperado totalmente. (1. 22.28)

Segun Philpot, (2001) datos obtenidos de numerosos estudios, sefialan que la mayoria de las vacas con una
CCS menor de 200,000/ml probablemente no estan infectadas, y que la mayoria de esas vacas con cuentas
mayores de 300,000/ml probablemente estan infectadas.

Mientras que aquellas con una CCS entre 200,000 y 300,000/ml son dificiles de interpretar. @7

4. Pruebas bacteriol6gicas

Los cultivos en laboratorio son necesarios para identificar los organismos especificos que se encuentran
comprendidos en un caso clinico de mastitis y para distinguir los animales sanos de aquellos que presentan
un caso subclinico. La fidelidad de los resultados de laboratorio depende de los cuidados sanitarios que se

tengan durante la toma de muestras y su manipulacion posterior (Figura 6). (")

Figura 6. Procedimiento de siembra, incubacion e identificacion. ()

Al extraer muestras se deben descartar dos o tres chorros de leche y se deben asegurar que las tetas estén
bien limpias y que se han frotado los extremos de las mismas durante algunos segundos con un algodén
humedo con 70% de alcohol, antes y después de recoger las muestras en un recipiente esterilizado se deben
congelar hasta entregarlas al laboratorio. Los procedimientos bacterioldgicos son esenciales para la seleccién

de los agentes terapéuticos que tienen especificidad para el microorganismo presente. (")



2.12 PREVENCION DE LA MASTITIS

2.12.1 Control de los patdgenos contagiosos ©)

1.

Préacticas de ordefio higiénico. Incluye el ordefio de vacas con ubres y pezones limpios y secos; no
debe usarse exceso de agua en la limpieza. Los pafios y esponjas comunes deben erradicarse y
sustituirse por toallas desechables individuales para cada cuarto. Las manos del ordefiador deben
mantenerse limpias y secas. Desinfectar las pezoneras entre vacas.

Sellado o desinfeccion de pezones post-ordefio. Debe aplicarse inmediatamente después de
finalizado el ordefio, preferiblemente por inmersién de los pezones, en productos iodados, hipoclorito
de sodio, cloro &cido o clorheximida. Esta medida es uno de los pilares de los programas de control
de mastitis.

Terapia de vaca seca. La mejor opcion es aplicar el tratamiento a todos los cuartos y animales, pues
se garantiza el tratamiento de todas las infecciones presentes y se previenen las infecciones durante
el periodo seco temprano. La terapia selectiva sélo a las vacas con mastitis clinica o reacciones
inflamatorias en su Ultima lactancia o0 CMT positivo al momento del secado es menos costosa, pero
no se atacan todas las infecciones presentes y no se evitan las nuevas infecciones en el periodo
seco temprano. Las infecciones causadas por S. agalactiae suelen ser facilmente eliminadas, asi
como también las infecciones recientes por S. aureus. En cambio, las infecciones crénicas causadas
por S. aureus, asi como las que afectan a mas de un cuarto, dificimente son eliminadas. Es
importante aplicar el tratamiento luego de la limpieza y cuidadosa desinfeccion de los pezones
Adecuado funcionamiento del equipo de ordefio. El adecuado funcionamiento del equipo de
ordefio evita los escurrimientos, las fluctuaciones de vacio y las pulsaciones irregulares, que pueden
inducir lesiones en los pezones que posteriormente se infectan, o permitir remanentes de leche en la
ubre.

Descartar animales crénicamente infectados. Es una buena medida, especialmente cuando se
trata de vacas crénicamente infectadas con S. aureus. Disminuye la prevalencia de mastitis y, mas
importante, elimina la principal fuente de infeccion para las vacas sanas.

Segregacion u ordenamiento de los animales. Ordenar los animales segun su estatus infeccioso o
inflamatorio, para ordefiar en Ultimo lugar los animales infectados, reduce la exposicion de los
pezones a los patdgenos contagiosos.

Vacunaciéon. No se han desarrollado vacunas contra Streptococcus agalactiae, probablemente
debido a la eficiencia y economia de los antibiéticos actualmente usados para combatir las mastitis

causadas por este agente y a su facil erradicacion.



Tampoco existen vacunas contra Mycoplasma bovis pero la importancia de este agente se limita a
ciertas areas geograficas. En algunos paises existen vacunas comerciales contra Staphylococcus
aureus pero su baja eficiencia no permite recomendar su uso.

8. Dietas. Los animales deben recibir dietas que suplan las necesidades de Vitamina E, Selenio y
Cobre; los aspectos dietéticos son particularmente importantes para las vacas en descanso y para

las que van a su primer parto.

2.12.2 Control de los patdgenos ambientales )

1. Proveer condiciones de higiene ambiental que permitan a las vacas permanecer limpias entre
ordefios. Todas las medidas deben ir dirigidas a prevenir la contaminacién de la punta del pezén,
tales como areas de descanso limpias y periodos pre-ordefio cortos. La exposicion a patégenos
ambientales es mayor en vacas confinadas. En los alojamientos es importante contar con buenos
drenajes, remocion rutinaria del estiércol y ventilacion adecuada. Es recomendable estimular la
alimentacion y el consumo de agua después del ordefio para evitar que las vacas se echen antes de
que cierre el esfinter del pezén. A los bovinos en pastoreo no se les debe permitir desarrollar
revolcaderos en areas de sombra.

2. Précticas de ordefio higiénico. Ademas de lo que se indico para los patdgenos contagiosos, el
presellado o predesinfeccion de los pezones con una solucion desinfectante es un excelente método
para evitar el uso excesivo de agua, que sirve como vehiculo para que los patdgenos ganen acceso
a la punta del pezén. El presellado de los pezones disminuye las mastitis por patégenos ambientales
y mejora la calidad bacteriolégica de la leche. El sellado posterior al ordefio no previene las mastitis
causadas por coliformes y tiene poco impacto sobre las causadas por estreptococos ambientales.

3. Terapia de vaca seca. Reduce sustancialmente el nimero de nuevas infecciones debidas a
estreptococos ambientales durante las primeras dos semanas del periodo seco, pero no reduce las
que ocurren durante las dos semanas previas al parto. Tampoco disminuye la tasa de infecciones
debidas a coliformes durante el periodo de seca.

4. Buen funcionamiento del equipo de ordefio. Se deben evitar los escurrimientos, las fluctuaciones
de vacio y optimizar las pulsaciones.

5. Vacunacion. Se han desarrollado diferentes vacunas contra coliformes que son efectivas contra la
mayoria de las bacterias GRAM negativas que causan mastitis. Sin embargo, es importante destacar
que la tasa de nuevas infecciones no se reduce, pero si la severidad de los signos clinicos. Se

justifica su uso en fincas en las que los coliformes causan un elevado nimero de casos clinicos.



Generalmente se aplican las inmunizaciones al momento del secado y a las cuatro semanas previas
al parto.

6. Dietas. En los animales con deficiencias de vitamina E y selenio la tasa de infecciones es mayor y
suelen ser mas severas. El aporte de Vitamina E debe ser de 1000 Ul/vaca/dia durante el periodo de
seca y 400-600Ul/vaca/dia, durante la lactancia; el aporte de selenio debe ser de 6-7 mg/vacal/dia
tanto durante el periodo seco como durante la lactancia.

7. Terapia durante la lactancia. En general, la terapia con antibiéticos eliminara sélo el 50% de las
infecciones debidas a estreptococos ambientales y enterococos, y no tiene mayor influencia sobre
las infecciones causadas por coliformes, Pseudomonas, Prototheca, Levaduras, Hongos,

Arcanobacterium pyogenes y otros agentes ambientales.

2.12.3 Control de los patdgenos oportunistas de la piel ©)

El control de estos agentes no es facil, debido a su amplia difusidn en las vacas y su ambiente. El sellado o
desinfeccion de pezones post-ordefio tiene poco efecto sobre la prevalencia de las infecciones debidas a
estos agentes y puede alterar el patron de las especies presentes en el rebafio y la Terapia de vaca seca es
efectiva para eliminar las infecciones presentes al momento del secado. No evita las infecciones que pueden

ocurrir al final del periodo de seca.



2.13 MEDICINA TRADICIONAL

En México la herbolaria ha sido y sigue siendo un recurso para buscar la cura a las enfermedades mas
comunes. Nuestro pais ha sido geograficamente privilegiado, ya que posee una de las floras mas ricas en el
planeta. Y su herbolaria se ha enriquecido por la observacion y paciencia de los pueblos que durante siglos,

han buscado su poder en la curacién. 0

En los Ultimos afios se ha expandido el uso de la medicina alternativa o tradicional (MT).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la define como los conocimientos, destrezas y practicas basadas
en teorias, creencias y experiencias de diferentes culturas -con o sin explicacion racional- utilizados para el
mantenimiento de la salud, la prevencion, el diagndstico y la mejora de la salud fisica y mental.

Existe escasa informacion confiable acerca del uso de MT en la mayoria de los paises del mundo. Una
encuesta nacional de EEUU determiné una prevalencia de uso del 34%. En Europa, oscila desde un 23%
(Dinamarca) hasta un 46-49% (Alemania y Francia respectivamente). Respecto de América Latina, en Chile el
71% de la poblacion acepta la MAT y en Colombia el 40%.

El uso de plantas medicinales ha tenido un gran auge en los Ultimos afios y mdltiples estudios cientificos
buscan corroborar su efectividad, mostrando algunas cierta eficacia clinica para varias enfermedades o
condiciones.

Si bien muchos pacientes que se automedican con plantas asumen que estos productos son seguros porque
son naturales, algunos causan efectos adversos o tienen un potencial de interaccién con otros
medicamentos. . %)

El Biologo M.C. Mauricio Gonzalez Ferrara refiere que en la herbolaria internacional se habla de tres paises
en cuanto a cultura herbolaria se refiere: México, India y China. La investigacion de plantas medicinales consta
de diferentes disciplinas: la etnomedicina, la farmacologia, la fitoquimica, la toxicologia, la investigacion clinica, la
biotecnologia y el disefio de medicamentos. Este proceso de investigacion no puede ser desarrollado por un solo
grupo, en realidad es una larga cadena en la que debe intervenir mucha gente, diferentes instituciones,

dependencias de gobierno y particularmente la industria.



2.14 Caléndula officinalis

Nombre cientifico: Caléndula officinalis (Carl von Linneo).

Familia: Asteraceae (Compuestas)

Nombre comun: Caléndula, maravilla, marigold, alta reyna, mercadela.

Figura 7. Flor de Caléndula officinalis

DESCRIPCION

Es una planta anual originaria del sur de Europa y en México es cultivada como planta de ornato, se
encuentra presente en clima semiseco y templado desde los 20 hasta 2000 m sobre el nivel del mar. (33.34)
Planta herbacea de 30-50 cm, provista de tallos robustos vellosos y angulosos con hojas sentadas oblongo-
espatuladas. Capitulos terminales, solitarios, con flores tubulosas amarillo-azafranadas, excepto las
periféricas que son liguladas. Fruto en aquenios espinosos.

Se usa como planta ornamental y desde hace siglos se viene empleando como planta medicinal debido a sus

cualidades terapéuticas. Desprende un olor desagradable y tiene un gusto amargo. (34 3. 36,37, 38)
PROPIEDADES E INDICACIONES

La parte mas empleada de la planta es la flor 6 los pétalos, que tienen entre los componentes que se han
aislado los siguientes: flavonoides, carotenoides (B caroteno), un principio amargo (calendina), saponinas,

mucilagos, pequefias cantidades de acido salicilico, vitaminas y aceites esenciales. (5.3%6)

Los aceites esenciales son liquidos aceitosos obtenidos a partir de diferentes partes de las plantas como

flores, yemas, semillas, hojas, ramas, corteza, hierbas, madera, frutos y raices.



De acuerdo a sus caracteristicas quimicas son mezclas complejas de ésteres, aldehidos cetonas y terpenos.
Ademas son compuestos olorosos, muy solubles en alcohol y poco solubles en agua.
Para la extraccion de estos compuestos se pueden utilizar distintos disolventes como el etanol, y cloruro de

etileno, origindndose compuestos con alta actividad antimicrobiana. 9

Sus propiedades mas destacadas son:

v Antiséptico: con marcada actividad ante a estafilococos (aceite esencial).
v Parasiticida: activo frente a Trichomonas (mono y sesquiterpenos oxigenados).
v Cicatrizante: (mucilago, flavonoides, triterpenos, carotenos). Potencializa la regeneracién

de la piel dafiada, estimulando la sintesis de glicoproteinas, nucleoproteinas y colageno durante el
periodo de regeneracion tisular.

4 Emenagogo: (flavonoides, fitosteroles, aceite esencial). Regulador del periodo menstrual y
calmante de los dolores propios.

v Colerético: (aceite esencial, flavonoides). Aumenta la produccién de bilis en el higado.
Resulta pues indicada en casos de congestion o insuficiencia hepatica.

v Anti-ulceroso: tiene la capacidad de cicatrizar las ulceras de estomago y duodeno.
También resulta eficaz en gastritis, gastroenteritis y vomitos.

4 Anti-edematoso-antiinflamatorio: debido a la inhibicion de la lipoxigenasa (flavonoides) y

a sus antioxidantes y captadores de radicales libres (flavonoides vy triterpenos).

Tabla 9. Forma de preparacion y usos de Caléndula officinalis.“®

Forma de Usos
preparacion
Infusién Emenagogo y reguladora menstrual, colerético y anti ulcerosa.
Gastroenteritis y vomitos
Pomada Quemaduras y eccemas.
Aceite Contra verrugas viricas (vulgares) de la piel. Suavizante e hidratante de la
piel.
Locidn de jugo Quemaduras, furinculos y eccemas.
Cataplasma Quemaduras, furlinculos y eccemas. Accion antirreumatica.

Compresas Quemaduras, furiinculos, eccemas, antirreumatica y callicida.




2.15 QUITOSAN

El Quitosan (Qn) es un biopolimero derivado de la Quitina, los dos son compuestos cristalinos cuya estructura
esta formada de polisacaridos que ha sido bien estudiada por medio de difraccion de Rayos-X,

Espectrofotometria de Infrarrojo, Espectroscopia vibracional.

La Quitina y el Quitosan estan quimicamente emparentados; la quitina; es una poli (B-Nacetil- glucosamina)
(Figura 8), la cual, mediante una reaccién de desacetilacion que elimine al menos un 50% de sus grupos
acetilo, se convierte en Quitosan (poli (B-N-acetil-glucosamina-co-B-glucosamina)). Cuando el grado de

desacetilacién alcanza el 100 % el polimero se conoce como quitano. 2

=30 % grupos (I3H3
acetilo GHo0H c|:0
.0 o] NH ~
HO -
HO
CHg = o
CHpOH co NHo CH20H
— ) NH 7~ . Desacetilacié i
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0
NH CHz0H
co CHo0H
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HO -
i = HO o]
Quitina 100 % grupos NH o
acetilo e GHz20H

Quitano

Figura 8. Relacién estructural entre la Quitina, el Quitosan y el Quitano. 2

La quitina (del griego tunic, envoltura) se encuentra distribuida ampliamente en la naturaleza y, después de la
celulosa (materia base del papel), es el segundo polisacarido en abundancia. Sus fuentes principales son el
exoesqueleto (caparazén) de muchos crustaceos, alas de insectos (escarabajos, cucarachas), paredes
celulares de hongos, algas, etc. Sin embargo, la produccién industrial de este biomaterial practicamente se
basa en el tratamiento de las conchas de diversos tipos de crustaceos (camarones, langostas, cangrejos y
krill) debido a la facilidad de encontrar estos materiales como desecho de las plantas procesadoras de estas

especies. (¢1.42.43)

El Quitosan se puede encontrar de forma natural en las paredes celulares de algunas plantas y hongos (por
ejemplo en el Mucor rouxii llega a representar hasta un tercio de su peso). Sin embargo, la fuente mas
importante de Quitosan, a nivel industrial, lo constituye la quitina, la cual, mediante un proceso de

desacetilacion quimica o enzimatica, ha permitido producirlo a gran escala.



El Quitosan es muy estudiado debido a sus potenciales aplicaciones en diferentes campos de la ciencia y
tecnologia. Este interés proviene de sus propiedades: biocompatible, biodegradable y buen adsorbente. A
esto se le suma su actividad antimicrobiana por la presencia de grupos amino que se encuentran en forma
catiénica. Sus propiedades dependen directamente del peso molecular y de su grado de desacetilacion.

A continuacién se mencionaran algunas de las principales aplicaciones (Figura 9) que tienen actualmente
estos materiales en las areas en diferentes éreas:

a) Agricultura: Se utiliza como:

* Recubrimiento de semillas con peliculas de Quitosan para su conservacion durante el almacenamiento.

» Sistemas liberadores de fertilizantes.

+ Agente bactericida y fungicida para la proteccién de plantulas (inicio de las plantaciones).

b) Medicina: hoy en dia se sabe que la Quitina y el Quitosan han sido usados desde la antigliedad para
acelerar el sanamiento de heridas. ! Por ejemplo, los antepasados de los coreanos usaban la Quitina en el
tratamiento de abrasiones (obteniéndola a partir de las plumas del calamar) y los antepasados de los
mexicanos aplicaban Quitosan para la aceleracién de la cicatrizacion de heridas (obteniéndolo de las paredes
celulares de algunos hongos).

En la actualidad, entre los usos médicos mas sencillos de estos materiales podemos mencionar:

* Produccion de suturas quirdrgicas a partir de Quitina.

* Produccion de gasas y vendajes tratados con Quitosan.

+ Cremas bactericidas para el tratamiento de quemaduras.

c) Tratamiento de aguas: es una de las areas mas importantes debido a que el Quitosan y la quitina son
sustancias “ambientalmente amigables”. Entre los principales usos en este campo tenemos:

+ Coagulante primario para aguas residuales de alta turbidez y alta alcalinidad.

* Floculante para la remocién de particulas coloidales solidas y aceites de pescado.

* Captura de metales pesados y pesticidas en soluciones acuosas. Algunos copolimeros de injerto del
Quitosan muestran alta efectividad para remover metales pesados, especialmente los derivados de acidos
alquenodidicos.

d) Cosméticos: Se mencionan tres de las mas conocidas:

+ Fabricaciéon de capsulas para adelgazar, denominadas “atrapagrasas’. Quizés sea la aplicacién mas
extensamente aprovechada del Quitosan (Outfat es solo una de las marcas mas conocidas).

+ Aditivo bactericida en jabones, champues, cremas de afeitar, cremas para la piel, pasta dental, etc.

* Agente hidratante para la piel, debido a que sus geles pueden suministrar agua y evitar la resequedad.

Ademas, el Quitosan forma una pelicula que ayuda a dosificar otros principios activos.



e) Biosensores: son numerosisimas las aplicaciones del Quitosan en este campo, especialmente como
soporte para la inmovilizacién de enzimas sensibles a un sustrato especifico. Algunos ejemplos son:

+ Sensor para glucosa en sangre humana, basado en la inmovilizacién de la enzima glucosa oxidasa sobre
Quitosan, usando adicionalmente Azul de Prusia.

Sensor para la deteccién de fenoles en aguas de desecho en plantas industriales, basado en la inmovilizacién
de la enzima tirosinasa.

+ Sensores basados en la inmovilizacién de nanoparticulas espacialmente ordenadas.

Deeproteinizacién
Desmineralizaci6n
Decoloracidn

[Productos | [Productos Cremas Alimentos
enlatades Galsas DECES I:I
Quitina

g’ e
Quitesano
I I

I
| Agricultura | |u de agua | Medicina

Bandas

Jabones Adelgarantes Fungicidas CoagulantesFlocularntes Suturas adhesivas

Figura 9. Esquema general para el aprovechamiento de crustaceos en el desarrollo de aplicaciones a partir
de sus subproductos Quitina y Quitosan. 42

El uso del Quitosan es el limitado por que es insoluble en agua, tiene alta viscosidad y tendencia a coagular
con proteinas a alto pH, algunos investigadores preparan derivados modificados quimicamente que
incrementa la solubilidad en agua. Los mecanismos de accion por los cuales el Quitosan ejerce una actividad
bactericida no han sido dilucidados completamente; sin embargo, hay algunos mecanismos propuestos para

explicar acciones especificas, como por ejemplo; 44

» La interaccion electrostatica entre el Quitosan cargado positivamente (polielectrolito catidnico) y
algunas bacterias con membranas celulares cargadas negativamente (Gram negativas como la
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus typhimurium, etc.) altera

significativamente las propiedades de barrera de la membrana exterior del microorganismo.



Algunos autores han propuesto que la formacion del complejo polielectrolito bloquea fisicamente la
membrana celular externa del microorganismo, impidiendo el flujo normal de nutrimentos/desechos,
provocando la muerte bacteriana.

> La interaccion electrostatica entre los grupos *NH3 del polication y los grupos fosforilos de los
fosfolipidos presentes en la membrana celular de bacterias Gram negativas causa dafios en ésta,
provocando la salida de material intracelular. En este sentido se han realizado estudios
espectroscopicos de la salida de dicho material, el cual absorbe en la region ultravioleta (270 nm).
Para algunas bacterias Gram positivas (como S. aureus y Bacillus cereus) que carecen de cargas
negativas en la membrana celular, el Quitosan ha mostrado actividad incluso mayor, en algunos
casos, que para bacterias Gram negativas (Figura 10). En el caso de S. aureus recientemente se ha
planteado la posibilidad de que la membrana celular de estos microorganismos tenga poros lo
suficientemente grandes como para que el Quitosan logre entrar al interior de las células y alterar
funciones vitales de éstas. Su interaccién con el ADN, por ejemplo, podria inhibir la replicacion del
ARNm vy la sintesis de proteinas y su efecto quelante podria disminuir la concentracion de algunos
metales necesarios en procesos enzimaticos. Sin embargo, otros autores creen que la longitud de
persistencia del Quitosan cargado positivamente es demasiado grande para poder pasar al interior
de las células.

> La interaccion selectiva del Quitosan con trazas de metales pudiera inhibir la produccién de toxinas y
el crecimiento microbiano. En este sentido se conoce bien que el Quitosan puede ejercer una accién

quelante bien especifica.
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Figura 10. Pared de bacterias Gram +y Gram -, (49



El sitio de accién de los biocidas cationicos es la pared de la membrana celular de la bacteria, y el de los
biocidas de bajo peso molecular es la membrana citoplasmatica de la bacteria y el modo de accion es el
siguiente: (46.47)

Adsorcion a la superficie de la célula bacteriana

Difusion a través de la pared celular

Unién a la membrana citoplasmatica

Ruptura de la membrana citoplasmatica

AN

Liberacion de los constituyentes tales como DNA, RNA e iones K
6. Muerte de la célula.

La densidad de carga con forma de una espiral sencilla de poli electrolitos que incrementa con el peso
molecular, y hay potenciacion de la adsorcion de poli cationes en la superficie celular cargada negativamente.
Lo que favorece a la unién del poli catién a la membrana citoplasmatica. Se tiene antecedentes de que es
mas activo contra Staphylococcus aureus que contra Escherichia coli, se presume que esto es debido por la
estructura de las paredes celulares Gram + y Gram -. Las bacterias Gram + tienen una pared celular con
estructura simple. Fuera de la membrana citoplasmatica hay solo una capa rigida, constituida de

peptidoglicano.

Tabla 10. Actividad antimicrobiana de Quitosan. (849

Bacteria CMI a (ppm)
Agrobacterium tumefaciens 100
Bacillus cereus 1000
Corinebacterium 10
michiganence
Erwinia sp 500
Erwinia carotovora sub sp 200
Escherichia coli 20
Klebsiella pneumoniae 700
Micrococcus luteus 20
Pseudomonas fluorescens 500
Staphylococcus aureus 20
Xanthomonas campestris 500

Las bacterias Gram - tienen pared celular mas complicada fuera de la capa de peptidoglicano se encuentra la
membrana externa con una estructura similar a la membrana citoplasmatica. La membrana externa es una
barrera potencial contra moléculas extrafias. La liberacién de los constituyentes intracelulares es

probablemente una de las claves en la inactivacion celular. ("



2.16 ENSAYO COLORIMETRICO DE MOSMANN

Mosmann en 1983 desarrolla este método, siendo modificado por Francois Denizot y Rita Lang. EI MTT,
también conocido como Azul de Tiazol, es una sal de tetrazolio soluble en agua. En solucién tiene una
coloracion amarilla. 9 La prueba colorimétrica de MTT ha sido previamente descrita para medir citotoxicidad
y proliferacion celular Y asi como para un indice de medicion de activacion celular %2 ambos cuantitativa y

cualitativamente.

La prueba de MTT se basa en la capacidad de la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa de las
células viables para transformar la sal de MTT tetrazolio (de color amarillo), en un producto de color azul (MTT
formazona). La intensidad del color azul sera proporcional al nimero de células vivas presentes.®2 La
activacion celular en respuesta a un mitdgeno exdgeno a diferentes concentraciones se lee después de 72
hrs. de cultivo por la formacion de la formazona. La absorbancia del colorante se mide a una longitud de onda

de 590 nm o a la longitud mas cercana. 0



2.17 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

El primer microscopio electronico de transmisién fue desarrollado entre 1931 y 1933 por Ernst Ruska y sus
colaboradores. La dptica basica de ese primer microscopio electronico se mantiene hasta nuestros dias; los
cambios en los microscopios modernos consisten en adicionar mas lentes para incrementar el ambito de
aumentos y darle mayor versatilidad. El primer microscopio electronico de transmisién comercial lo construyd

Siemens en 1939. &3)

El microscopio electronico de transmision (Figura 11) es un equipo complejo que funciona al alto vacio, en
donde la imagen esta dada por los electrones emitidos a través de la muestra, por ello se requiere que sea de
un grosor menor a 100nm para obtener una buena resolucién. Sin embargo debido a la interaccion de los
electrones de alta energia, la muestra requiere estar protegida con metales pesados para que soporten dicha
interaccion; las muestras que requieran ser observadas deben cumplir con las siguientes caracteristicas: no
puede ser observado al microscopio ningin material vivo o que contenga agua, porque el sistema funciona al
alto vacio; ademas se debe proteger contra el haz de electrones. Las muestras deben tener un grosor
adecuado para permitir que los electrones sean transmitidos y asi poder tener una imagen con buena

resolucion. 64

Componentes del MET (9

» Cafdn electronico
El tipo mas usado de cafién electronico consiste de un filamento de alambre de tungsteno (10) doblado en
forma de V. El electrodo de control se denomina cilindro de Wehnelt, y tiene una apertura circular de 1 a 3 mm
de diametro centrada en el apice del filamento. La superficie concava hace las funciones de anodo, y
utilizando una superficie convexa la imagen de la fuente electronica puede reducirse en tamafio respecto al
electrodo concavo. La intensidad total del haz de catodo a dnodo puede ser de 10 a 400 microamperios, pero
solamente una pequefia fraccion de éste llega hasta la muestra.

» Condensadores
Los dos condensadores son capaces de dar una amplia gama de intensidad ajustando el cafion electronico.
Esto reduce el area iluminada en la muestra. Sin embargo, otras partes de la muestra también sufren los
efectos del haz electrénico. El primer condensador reduce la imagen de la fuente mientras que el segundo

condensador obtiene la adecuada intensidad de iluminacién.



» Plataforma para la colocacién de la muestra
La plataforma para colocar la muestra estd situada en frente del objetivo. Se introduce la muestra en la
columna del microscopio a través de una abertura.

» Obijetivo
El objetivo es la lente mas importante en el microscopio electrénico. La distancia focal de esta lente estd
comprendida entre 1 y 5 milimetros, siendo 1.1 mm la mas frecuente. Cuanto menor es la distancia focal,
mayor es la resolucion. Debido a que el haz de imagen tiene la maxima apertura angular en el primer objetivo,
esta lente controla la calidad de la imagen producida. Se puede corregir la aberracion esférica usando un
"stigmator", que es un dispositivo que permite introducir metal para compensar la in-homogeneidad inherente
de la lente, y obtener elevada resolucién. Otro accesorio importante, permite regular la apertura del objetivo,
la cual limita la dispersion de los electrones, evitando asi la degradacion de la imagen. Esta apertura mejora el
contraste siendo 20 y 40 micrédmetros (um) los mas frecuentes.

» Lente intermedia
La lente intermedia puede aumentar o disminuir la imagen. Se puede conseguir esto, aumentando o
disminuyendo la potencia de la corriente a esta lente.

» Lente de proyeccién
La lente de proyeccidn corresponde al ocular del microscopio 6ptico. Su funcién es la de proyectar la imagen
real sobre la pantalla fluorescente, y permite una amplia gama de aumentos. Se puede variar la ampliacién de
100 X hasta 300.000 X usando lentes intermedias y de proyeccion.

» Céamara de observacion
La camara de observacion y la pantalla fluorescente estan situadas en el fondo de la columna. La imagen se
enfoca sobre un punto marcado y el enfoque fino se consigue con unos binoculares de 6 y 20 X. El diametro
del punto de enfoque es de 100 um, por lo tanto la imagen debe ser mayor que este diametro para ser
resuelta. La camara de observacion esta protegida por un vidrio grueso de plomo para evitar la emision de
rayos X.

» Cémara fotogréfica
La camara fotografica esta situada debajo de la pantalla fluorescente. La pantalla fluorescente esta sujetada
por un lado, y al quitar el paso del haz electrénico la imagen se centra sobre la pelicula fotografica. Se pueden

usar varios tipos de peliculas y placas de vidrio.



Ventajas y Desventajas: (6)

% Los elevados costos de los equipos y la debida adecuacion de una infraestructura para el buen
funcionamiento, hacen que esta técnica sea para investigadores privilegiados. Sin embargo, es
comun contratar estos servicios por horas o por fotografias requeridas.

% Los costos de reactivos también dan un factor decisivo para la eleccion de esta técnica. Aun cuando
este proceso de investigacion sea costoso, proporciona resultados muy precisos de amplia
resolucion y magnificacion.

s La técnica de preparacion de las muestras cumple con protocolos establecidos, pero son
vulnerables y variados al tipo de investigacion que se realice, contando mas con la experiencia del
investigador.

% La complejidad de los equipos, lo hacen susceptibles a la descalibracion. Nuevamente encontrar las
condiciones dptimas requiere de un proceso tedioso y prolongado.

s La manipulacion de reactivos se torna peligroso por la elevada condicion toxica de los mismos.

% Las imagenes obtenidas son monocromaticas y planas siendo necesario, en algunos casos, un

tratamiento posterior mediante analisis de imagenes con un software especializado.

Figura 11. Microscopio Electrénico de transmision de la FES C.




2.18 JUSTIFICACION

La produccion de leche con vacas de buena calidad, bien alimentadas y sanas, proporcionan bienestar
econdmico y empleo para la familia. La leche, ademas de ser un alimento de gran calidad, indispensable para
el buen desarrollo de los nifios, se puede transformar en otros productos alimenticios. 7

La mastitis bovina es una enfermedad de distribucién mundial y ha sido catalogada como la mas costosa de
todas las enfermedades que afectan al ganado lechero. Las pérdidas mundiales, anuales debido a la mastitis,
se han estimado en 35 billones de dolares americanos. En Estados Unidos se ha estimado que los
productores de leche pierden 2 hillones de délares anuales, en México esta enfermedad arroja pérdidas
econdmicas de aproximadamente $2'500,000.00 pesos, pero esto representa sdlo del 20- 30% de las mastitis
clinicas, la otra parte 70-80% lo representan las mastitis subclinicas. (859

El tremendo impacto econdmico de la mastitis se deriva de la reduccion en la produccién de leche, el descarte
de la leche no comerciable, los costos de los reemplazos, costo de servicios veterinarios y tratamientos, labor
extra, depreciacion en los animales. Adicionalmente, la mastitis causa alteraciones en la composicion lactea
que tienen un impacto negativo en el rendimiento de la leche y en la calidad y vida dtil de los productos

derivados. ©:57)

2.19 HIPOTESIS

Si el extracto de Caléndula officinalis inhibe cepas aisladas de casos de mastitis, y por otro lado Quitosan
tiene propiedades antimicrobianas; entonces, la mezcla se podra proponer como un sellador de tetas para

ganado bovino.



3. OBJETIVOS

3.1 GENERAL

v’ Determinar el efecto inhibitorio de Caléndula officinalis y Quitosan solos y combinados, en bacterias

aisladas de casos de mastitis bovina.

3.2 PARTICULARES

v’ Aislar e identificar bacterias a partir de leche de vacas con mastitis

v Ensayos de Caléndula officinalis y Quitosan solos con las bacterias aisladas e identificadas.

v’ Elaboracién de una mezcla de Quitosan y Caléndula officinalis para ensayarlos “in vitro” (placas y
tubos) con las bacterias aisladas e identificadas.

v Determinar la CMI de Caléndula officinalis, Quitosan y la mezcla con las bacterias aisladas.

\

Evidenciar los resultados de los ensayos por la técnica de MTT.

v Observar el dafio producido a las bacterias sensibles por medio de MET.



4. MATERIAL'Y METODOS

4.1 En el siguiente diagrama de flujo se expresa la metodologia general.

Preparacion del extracto
de Caléndula officinalis

Esterilizacién por [

Muestras de leche de vacas con
Mastitis bovina.

filtracion con
Membrana de 0.22jum

, - . N
Aislamiento e Identificacion de las

Bacterias
Solucion de Y,
Caléndula officinalis
a 40pg/ul
Ensayos:

Solucion de
Quitosan pH4 al
1%, 10ug/ul

Realizar pruebas de
esterilidad sembrando
en Agar Sangre

ANRENEN

Bacterias-Caléndula officinalis
Bacterias-Quitosan
Bacterias-Mezcla; utilizando
diluciones dobles (ver tabla 12).

Prueba Cuantitativa por medio

[ )

[ Prueba Cualitativa ]

Técnica de Mosmann.

Lectura de Absorbancia a
590nm

1
[Bactericida-Bacteriostético]

Microscopia
Electronica de
Transmision




4.2 OBTENCION DEL EXTRACTO DE Caléndula officinalis

Se pesaron 15gr de pétalos deshidratados y se colocaron en un frasco &mbar con 1Lt de etanol al 70 %, se
mantuvo en agitacion durante 3 dias protegido de la luz. Se retird el material insoluble por filtracién
empleando papel filtro del ne 3 Whatman®. El extracto se esterilizo por filtracion con membranas de 0.22um.
Se coloco en un horno a 56 °C hasta sequedad. Se obtuvo material sélido, se peso y almaceno en un vial
ambar para su posterior utilizacién, se peso 1gr y se disolvio en 1 ml de DMSO y se aforé a 25 ml de SSF

estéril, para una concentracion de 40 mg/ml (40ug/ul).
4.3 Quitosan A pH 4.

El Quitosén de pH 4 al 1 % de concentracion (10 pg/ul), fue proporcionado por el laboratorio de Biotecnologia

en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitian Campo 1 en el Area de Posgrado.
4.4 OBTENCION DE CEPAS BACTERIANAS

Las cepas bacterianas fueron aisladas de 10 muestras de vacas lecheras con diagnostico clinico de mastitis,
en la cuenca lechera de Tizayuca, Hidalgo, ubicada en el km. 57 de la carretera federal No. 85 México-
Pachuca.

4.5 IDENTIFICACION DE CEPAS BACTERIANAS.

Cada muestra se sembrd en Agar sangre, SM 'y Mc Conkey, observando las caracteristicas del medio y de las
colonias existentes se procedit a la resiembra de cada cepa. Posteriormente se realizaron las pruebas

bioquimicas primarias y secundarias para determinar el género y especie, encontrando asi su identificacion.

Una vez logrado lo anterior se seleccionaron las cepas de interés de cada muestra y se sembraron en agar

BHI en tubo para su conservacion, debidamente rotuladas.

4.6 ENSAYO BACTERIA- Caléndula y/o Quitosan

4.6.1 PRUEBA CUALITATIVA

En este método se colocaron concentraciones decrecientes del agente antimicrobiano (Caléndula officinalis,
Quitosan o la Mezcla), por medio de diluciones dobles (concentrado, 1:2 - 1:256); en 3 juegos de 12 tubos
estériles con tapa rosca (para el caso del Quitosan se agrega *1 tubo para el control pH esto es para saber si

el pH afecta en el resultado), para cada una de las bacterias aisladas y se rotulan, (Tabla 11y 12).



Tabla 11. Concentraciones utilizadas en el ensayo.

Dilucién Caléndula Quitosan Caléndula/Quitosan (ug/ul)
officinalis (ug/ul) (pg/ul)

Concentrado 40 10 40/10
1:2 20 5 20/5
1:4 10 2.5 10/2.5
1.8 5 1.25 5/1.25

1:16 25 0.625 2.5/0.625

1:32 1.25 0.313 1.25/0.313
1:64 0.625 0.156 0.625/0.156
1:128 0.313 0.078 0.313/0.078
1:256 0.156 0.039 0.156/0.039

Nota: Se debe tener en cuenta que para el ensayo se utilizaron 100ul de Caléndula officinalis y/o Quitosan excepto en la
mezcla, en la que se utilizo 50pl de cada uno.

Tabla 12 Rotulo y contenido de tubos para las diluciones.

Tubo | Nombre SSF | Caléndula | Dilucién Bacteria BHI doble Agua
(ml) | y/o Quitosan (ml) Estandarizada | concentracién Estéril
(ml) (ml) (ml) pH 4
(ml)
1 | Concentrado | -- 1 1
2 1.2 1 1 1
3 1:4 1 - 1tubo 2 1
4 1:8 1 - 1tubo 3 1
5 1:16 1 - 1tubo 4 1
6 1:32 1 - 1 tubo 5 1
7 1:64 1 - 1tubo 6 1
8 1:128 1 1tubo 7 1 -
9 1:256 1 1tubo 8 1 -
10 CcCH 1 1
11 C() 1 1
12 Blanco - 1 - 1
*13 C (pH) - - 1 - 1

Nota: Se rotula con el nombre del compuesto que se esté utilizando ya sea Caléndula officinalis, Quitosan o la Mezcla.
Cada tubo debe contener solo 2ml en total.




El tubo 10 no recibe agente antimicrobiano y sirve de control de crecimiento, solo contiene 1ml de la bacteria
estandarizada mas 1 ml de SSF estéril; el 11 es el control negativo el cual lleva 1ml de caldo BHI a doble
concentracion mas 1ml de SSF estéril y por ultimo el 12 es el blanco el cual contiene 1ml de caldo BHI a
doble concentracion y 1ml de extracto de Caléndula y/o Quitosén. Un dia antes al ensayo se siembra la
bacteria en agar BHI y se incuba por 24hrs para tener bacterias viables. En el ensayo se toma un inoculo y se
ajusta al estandar de turbidez (0.5 de Mac Farland) en tubos con caldo BHI a doble concentracién y se afiade

1ml a cada tubo que contiene 1ml del agente antimicrobiano para después incubar 24hrs a 37 °C.

4.6.2 PRUEBA CUANTITATIVA DE MOSMANN

De los tubos anteriores, se toman 100ul y se depositan en los pozos de una microplaca estéril, afiadiéndoles
5ul del reactivo MTT (para minimizar el consumo de este ya que es extremadamente caro), se incubo la placa
tres horas a 37 °C, se leyd visualmente y espectrofotometricamente a una longitud de onda de 590nm. Con
los resultados del ensayo se determina la CMI, que se lee como la concentracion mas baja del agente

antimicrobiano que inhibié el crecimiento visible del m.o. (Figura 12).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

[] 12 14 18 116 1:32 1:64 1:128 1:256 C(+) C() Bco.

Escherichia coli 253
Escherichia coli 281
Staphylococcus aureus 169
Streptococcus uberis 670
Streptococcus uberis 445
Streptococcus uberis 669
Streptococcus uberis 63

Streptococcus uberis 74

Enterococcus faecalis 445

Enterococcus faecalis 65

Nota: Se utiliza una placa completa y dos filas de otra ya que tengo 10 muestras.

Figura 12. Microplaca de 96 pozos rotulada.



4.6.3 EFECTO BACTEICIDA-BACTERIOSTATICO

En condiciones de esterilidad de cada tubo de la técnica anterior, se toma una asada y se siembra en una
placa de agar BHI, esta se rotula (Figura 13) y se incuba 24 horas a 37 °C. Pasado este tiempo se realizan

las lecturas y anotaciones correspondientes.

Figura 13. Caja Petri rotulada para determinar el efecto Bactericida-Bacteriostatico.

4.6.4 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMICION
Esta técnica se realizo para tres bacterias diferentes de un total de diez, ya que es cara y requiere de tiempo.
1. 169 Staphylococcus aureus
2. 253 Escherichia coli
3. 65 Enterococcus feacalis
Se utilizaron 4 tubos estériles con tapa rosca para cada una de ellas, ya que fue uno para la prueba con
Caléndula officinalis, el segundo para Quitosan, otro para la Mezcla y el Gltimo se utilizo como control.
Tabla 13. Preparacion de tubos para MET.

Tubo | Caléndula officinalis (ml) | Quitosan (ml) | Mezcla (ml) | Bacteria Estandarizada (ml)
1 3 - - 3
2 - 3 - 3
3 - - 3 3
4 - - - 6

Se incubaron a 37°C por 24 hrs.



Los tubos 1, 2 'y 3 se centrifugaron a 2000rpm de 5 a 10min; el tubo 4 a 2000rpm durante 30min; se elimina el

sobrenadante y a la pastilla se le agrega 3ml del reactivo de Karnosky, se deja reposar por 1 hora. Después

se vuelve a centrifugar a 2000rpm durante 30min, se elimina el fijador y posteriormente se resuspende en 3

ml de Buffer de Fosfatos estéril.

PREPARACION DE REJILLAS CON MEMBRANA FOMVAR. (4

1.
2.

3.

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

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

Se llena un vaso de precipitados (1) con agua destilada. Se coloca una lampara que refleje la
superficie del agua para que al despegar la membrana nos refleje el color y asi las de color dorado o
plateado seran las que se utilicen.

Un porta objetos se impregna de fomvar y se deja en reposo hasta que se seque la pelicula; después
con la ayuda de las ufias se cortan las cuatro orillas del porta objeto y sobre el bafio de agua
destilada se sumerge poco a poco hasta separar la pelicula pléstica.

Las rejillas son colocadas sobre la membrana y posteriormente recogidas con papel filtro. Las rejillas

se secan perfectamente antes de volverlas a usar.

TINCION NEGATIVA. 54

Colocar una gota de suspension bacteriana sobre papel parafiim y colocar 2 rejillas con membrana
para que se absorba la muestra durante 20 minutos.

Quitar el exceso con ayuda de un papel filtro.

Tomar las rejillas y lavarlas con agua destilada.

Quitar el exceso de agua absorbiéndolo con papel filtro.

Teflir en 1 gota de acido fosfotungstico (AFT solucién al 1% con pH=7.2) durante 1 minuto.

Absorber el exceso de colorante con papel filtro.

Secar a temperatura ambiente o en estufa a 35°C.

Observar y fotografiar las muestras en el Microscopio Electronico de Transmision. JEOL JEM 100S.



5. RESULTADOS

1.1 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE CEPAS

En 10 muestras de leche de vacas con mastitis bovina, procedentes de la Cuenca Lechera de Tizayuca, se
aislaron e identificaron las siguientes bacterias: (Ver Tabla 11)

Tabla 14 Bacterias aisladas e identificadas de muestras de leche de vacas con mastitis.

Numero de Muestra Bacteria

253 Escherichia coli
281 Escherichia coli
169 Staphylococcus aureus
670 Streptococcus uberis
445 Streptococcus uberis
669 Streptococcus uberis
63 Streptococcus uberis
74 Streptococcus uberis
445 Enterococcus feacalis
65 Enterococcus feacalis

Las bacterias aisladas corresponden al siguiente porcentaje:

Bacterias Aisladas de casos de Mastitis
Bovina.

* Staphyloccocusaureus
M Streptoccocus uberis
* Enteroccocus feacalis

¥ Escherichea coli

Grafica 1. Porcentaje de las bacterias aisladas e identificadas en las muestras de leche de vacas con
mastitis.



Grafica 2. Porcentaje de las bacterias Gram +y Gram - aisladas e identificadas en las muestras de leche de

vacas con mastitis.
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1.2 PRUEBA CUALITATIVA

. Gram
Bacterias

Tabla 15. Resultados cualitativos obtenidos de las bacterias tratadas con Quitosan.

jug/100ul) | 1000 | 500 | 250 | 125 | 62.5 | 31.25 | 15.62 | 7.81 | 3.90 | C(+) | C(-) | Bco.
E. coli - - - | - | H- + + + + + .
S. aureus +H- | +- + + + + ¥
S. uberis + + + + + n
E. feacalis + + + + + +
Tabla 16. Resultados cualitativos obtenidos de las bacterias tratadas con Caléndula officinalis.
(ug/200ul) | 4000 | 2000 | 1000 | 500 | 250 | 125 | 62.5 | 31.25 | 15.62 | C(+) | C(?) | Bco.
E. coli - +/- + + + + + + + + .
S. aureus +/- +- +H- |+ + + + + +
S. uberis - |+ + ¥
E. feacalis + + + + ¥

Tabla 17. Resultados cualitativos obtenidos de las bacterias tratadas con Caléndula officinalis y

Quitosan (Mezcla). El valor numérico superior de la barra corresponde a las concentraciones de Caléndula

officinalis y el inferior a las de Quitosan.

(Hg/50pl) 2000 | 1000 | 500 | 250 | 125 | 625 | 3125|1562 | 781 | C | C | Bco.
/500 | /250 | /125 | /625 | /31.25 | /15.62 | /7.81 | /3.90 | /195 | () | (9

E. coli - - + + + + + + + + -

S. aureus +/- + + + + + + +

S. uberis +- +- +- + + I

E. feacalis + + + + + +




1.3PRUEBA CUANTITATIVA

1.3.1 Resultado para Escherichia coli (muestra No.253-281)

En la muestra de leche No 253 se obtuvieron los siguientes resultados en la prueba cuantitativa de los

ensayos realizados con Caléndula officinalis y/o Quitosan, determinando con estas la MIC.

Hg/L00l 1000 | 500 | 250 | 125 | 625 [ 3125 [ 1562 | 7.81 [ 3.9
Quitosan 0.0045 | 0.0011 | 0.0035 | 0.1389 | 0.1997 | 0.2787 | 0.2954 | 0.2997 | 0.3142
Control () 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.0250
Control (+) | 0.2934 | 0.2934 | 0.2934 | 0.2934 | 0.2934 | 0.2934 | 0.2934 | 0.2934 | 0.2934
Control de pH | 0.2806 | 0.2806 | 0.2806 | 0.2806 | 0.2806 | 0.2806 | 0.2806 | 0.2806 | 0.2806

Tabla 18. Valores de absorbancia del ensayo en microplaca de la muestra No. 253 tratada con Quitosan.

Quitosan vs Escherichea coli
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Grafica 3. Ensayo de Quitos&n con Escherichia coli aislada de la muestra 253.



Hg/100pl

4000

2000

1000

500

250

125

62.5

31.25

15.625

Caléndula

0.0152

0.155

0.2734

0.2801

0.2894

0.2924

0.2957

0.2995

0.3105

Control (-)

0.025

0.025

0.025

0.025

0.025

0.025

0.025

0.025

0.025

Control (+)

0.2934

0.2934

0.2934

0.2934

0.2934

0.2934

0.2934

0.2934

0.2934

Tabla 19. Valores de absorbancia del ensayo en microplaca de la muestra No. 253 tratada con Caléndula

officinalis

Caléndula officinalis vs Escherichea coli
0.35
0.3 o o—t
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Grafica 4. Ensayo de Caléndula officinalis con Escherichia coli aislada de la muestra 253.




(Mg/50ul) | 2000 | 2000 | 500 | 250 | 125 | 625 | 31.25 | 1562 | 7.81
/500 | /250 | /125 | /625 | /31.25 | /15.62 | /7.81 | /3.90 | /1.95

C/On 0.0078 | 0.0194 | 0.2914 | 0.2959 | 0.2989 | 0.3056 | 0.3098 | 0.3118 | 0.3208
Control (-) | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025
Control (+) | 0.2934 | 0.2934 | 0.2934 | 0.2934 | 0.2934 | 0.2934 | 0.2934 | 0.2934 | 0.2934

Tabla 20. Valores de absorbancia del ensayo en microplaca de la muestra No. 253 tratada con Caléndula
officinalis/Quitosan. El valor numérico superior de la barra corresponde a las concentraciones de Caléndula

officinalis y el inferior a las de Quitosan.

Mezcla C/Qn vs Escherichea coli
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Grafica 5. Ensayo de Quitosan y Caléndula officinalis con Escherichia coli aislada de la muestra 253.



1.3.2 Resultado para Staphylococcus aureus (muestra No.169)

En la muestra de leche No 169 se obtuvieron los siguientes resultados en la prueba cuantitativa de los

ensayos realizados con Caléndula officinalis y/o Quitoséan, determinando con estas la MIC.

Hg/100pl 1000 | 500 | 250 | 125 | 625 | 31.25 | 1562 | 7.81 | 39

Quitosan 0.0051 | 0.0033 | 0.0045 | 0.0303 | 0.0597 | 0.1363 | 0.1879 | 0.1935 | 0.1957

Control (-) 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025

Control (+) 0.1928 | 0.1928 | 0.1928 | 0.1928 | 0.1928 | 0.1928 | 0.1928 | 0.1928 | 0.1928

Control de pH | 0.1972 | 0.1972 | 0.1972 | 0.1972 | 0.1972 | 0.1972 | 0.1972 | 0.1972 | 0.1972

Tabla 21. Valores de absorbancia del ensayo en microplaca de la muestra No. 169 tratada con Quitosan.

Quitosan vs Staphylococcus aureus
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Grafica 6. Ensayo de Quitosan con Staphylococcus aureus aislada de la muestra 169.



pg/100pl 4000 | 2000 | 1000 500 250 125 62.5 | 31.25| 15.625
Caléndula | 0.0062 | 0.0507 | 0.1084 | 0.1358 | 0.153 | 0.1905 | 0.1973 | 0.1998 | 0.2013
Control (-) | 0.025| 0.025| 0.025| 0.025| 0.025| 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025
Control (+) | 0.1928 | 0.1928 | 0.1928 | 0.1928 | 0.1928 | 0.1928 | 0.1928 | 0.1928 | 0.1928

Tabla 22. Valores de absorbancia del ensayo en microplaca de la muestra No. 169 tratada con Caléndula
officinalis.

Caléndula officinalis vs Staphylococcus aureus
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Grafica 7. Ensayo de Caléndula officinalis con Staphylococcus aureus aislada de la muestra 169.



(Mg/50ul) | 2000 | 2000 | 500 | 250 | 125 | 625 | 31.25 | 1562 | 7.81
/500 | /250 | /125 | /625 | /31.25 | /1562 | /7.81 | /3.9 | /1.95

C/On 0.0022 | 0.0055 | 0.1273 | 0.1869 | 0.1937 | 0.1964 | 0.1998 | 0.2065 | 0.2098
Control (-) | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025
Control (+) | 0.1928 | 0.1928 | 0.1928 | 0.1928 | 0.1928 | 0.1928 | 0.1928 | 0.1928 | 0.1928

Tabla 23. Valores de absorbancia del ensayo en microplaca de la muestra No. 169 tratada con Quitosan y
Caléndula officinalis. El valor numérico superior de la barra corresponde a las concentraciones de Caléndula

officinalis y el inferior a las de Quitosan.

Mezcla C/Qn vs Staphylococcus aureus
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Grafica 8. Ensayo de Quitosan y Caléndula officinalis con Staphylococcus aureus aislada de la muestra
169.



1.3.3 Resultado para Streptococcus uberis (muestra No.670, 445, 669, 63, 74)

En la muestra de leche No 670 se obtuvieron los siguientes resultados en la prueba cuantitativa de los

ensayos realizados con Caléndula officinalis y/o Quitosan, determinando con estas la MIC.

pg/100pl 1000 500 250 125 625 ] 31.25| 15.62 7.81 3.9
Quitosan 0.0066 | 0.0027 | 0.0057 | 0.0071 | 0.0541 | 0.097 | 0.1286 | 0.1478 | 0.1538
Control (-) 0.025| 0.025] 0.025| 0.025| 0.025| 0.025| 0.025| 0.025| 0.025

Control (+) 0.1457 | 0.1457 | 0.1457 | 0.1457 | 0.1457 | 0.1457 | 0.1457 | 0.1457 | 0.1457
Control de pH | 0.1391 | 0.1391 | 0.1391 | 0.1391 | 0.1391 | 0.1391 | 0.1391 | 0.1391 | 0.1391

Tabla 24. Valores de absorbancia del ensayo en microplaca de la muestra No. 670 tratada con Quitosan.

Quitosan vs Streptococcus uberis

0.18
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Grafica 9. Ensayo de Quitosan con Streptococcus uberis aislada de la muestra 670.



pg/100pl 4000 | 2000 | 1000 500 250 125 62.5 | 31.25| 15.625
Caléndula | 0.0161 | 0.0165 | 0.0173 | 0.0176 | 0.0184 | 0.0192 | 0.0832 | 0.1478 | 0.1491
Control (-) | 0.025| 0.025| 0.025| 0.025| 0.025| 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025
Control (+) | 0.1457 | 0.1457 | 0.1457 | 0.1457 | 0.1457 | 0.1457 | 0.1457 | 0.1457 | 0.1457

Tabla 25. Valores de absorbancia del ensayo en microplaca de la muestra No. 670 tratada con Caléndula
officinalis.

Caléndulaofficinalis vs Streptococcus uberis
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Grafica 10. Ensayo de Caléndula officinalis con Streptococcus uberis aislada de la muestra 670.



(Mg/50pl) | 2000 | 1000 | 500 | 250 | 125 | 625 | 31.25 | 15.62 | 7.81
/500 | /250 | /125 | /625 | /31.25 | /1562 | /7.81 | /3.9 | /195

C/Qn 0.0175 | 0.01905 | 0.0193 | 0.0197 | 0.0632 | 0.0984 | 0.1196 | 0.1398 | 0.1464
Control (-) | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025
Control (+) | 0.1457 | 0.1457 | 0.1457 | 0.1457 | 0.1457 | 0.1457 | 0.1457 | 0.1457 | 0.1457

Tabla 26. Valores de absorbancia del ensayo en microplaca de la muestra No. 670 tratada con Quitosan y
Caléndula officinalis. El valor numérico superior de la barra corresponde a las concentraciones de Caléndula

officinalis y el inferior a las de Quitosan.

Mezcla C/Qn vs Streptococcus uberis
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Grafica 11. Ensayo de Quitosan y Caléndula officinalis con Streptococcus uberis aislada de la muestra 670.



1.3.4 Resultados para Enterococcus faecalis (muestra No.65,445)

En la muestra de leche No 65 se obtuvieron los siguientes resultados en la prueba cuantitativa de los ensayos

realizados con Caléndula officinalis y/o Quitoséan, determinando con estas la MIC.

pg/100pl 1000 500 250 125 62.5 | 3125 | 1562 | 7.81 3.9

Quitosan 0.0016 | 0.0035 | 0.0043 | 0.0076 | 0.0264 | 0.0404 | 0.0739 | 0.0984 | 0.1025
Control (-) 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025
Control (+) 0.0961 | 0.0961 | 0.0961 | 0.0961 | 0.0961 | 0.0961 | 0.0961 | 0.0961 | 0.0961
Control de pH | 0.0963 | 0.0963 | 0.0963 | 0.0963 | 0.0963 | 0.0963 | 0.0963 | 0.0963 | 0.0963

Tabla 27. Valores de absorbancia del ensayo en microplaca de la muestra No. 65 tratada con Quitosan.

Quitosan vs Enterococcus faecalis
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Grafica 12. Ensayo de Quitosan con Enterococcus faecalis aislada de la muestra 65.



pg/100pl 4000 | 2000 | 1000 500 250 125 625 | 31.25 | 15.625
Caléndula | 0.0063 | 0.0071 | 0.0078 | 0.0083 | 0.0095 | 0.0897 | 0.0936 | 0.0957 | 0.0973
Control (-) | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025
Control (+) | 0.0961 | 0.0961 | 0.0961 | 0.0961 | 0.0961 | 0.0961 | 0.0961 | 0.0961 | 0.0961

Tabla 28. Valores de absorbancia del ensayo en microplaca de la muestra No. 65 tratada con Caléndula
officinalis.

Caléndula officinalis vs Enterococcus faecalis
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Grafica 13. Ensayo de Caléndula officinalis con Enterococcus faecalis aislada de la muestra 65.



(Mg/50pl) | 2000 | 1000 | 500 | 250 | 125 | 625 | 31.25 | 1562 | 7.81
/500 | /250 | /125 | /625 | /31.25 | /15.62 | /7.81 | /3.9 | /1.95

C/Qn 0.0036 | 0.0041 | 0.0049 | 0.0053 | 0.0918 | 0.0934 | 0.0975 | 0.0997 | 0.1005
Control (-) | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025
Control (+) | 0.0961 | 0.0961 | 0.0961 | 0.0961 | 0.0961 | 0.0961 | 0.0961 | 0.0961 | 0.0961

Tabla 29. Valores de absorbancia del ensayo en microplaca de la muestra No. 65 tratada con Quitosan y
Caléndula officinalis. El valor numérico superior de la barra corresponde a las concentraciones de Caléndula

officinalis y el inferior a las de Quitoséan.

Mezcla C/Qn vs Enterococcus faecalis
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Grafica 14. Ensayo de Quitosan y Caléndula officinalis con Enterococcus faecalis aislada de la muestra 65.



5.4 EFECTO BACTERICIDA-BACTERIOSTATICO DE Quitosan y Caléndula officinalis

TABLA 30. Actividad bactericida o bacteriostatica de Quitosan.

Quitosan

/100ul 1000 500 250 125
Bacteria
Escherichia coli Bactericida Bactericida Bacteriostatico Bacteriostatico
Staphylococcus Bactericida Bactericida Bacteriostatico Bacteriostatico
aureus
Streptococcus uberis Bactericida Bactericida Bacteriostatico Bacteriostatico
Enterococcus faecalis Bactericida Bactericida Bacteriostatico Bacteriostatico
TABLA 31. Actividad bactericida o bacteriostatica de Caléndula officinalis.

Caléndula officinalis
pg/100pl 4000 2000 1000 500

Bacteria
Escherichia coli Bacteriostatico | Bacteriostatico Bacteriostatico Bacteriostatico
Staphylococcus aureus Bacteriostatico | Bacteriostatico Bacteriostatico Bacteriostatico
Streptococcus uberis Bacteriostatico | Bacteriostatico Bacteriostatico Bacteriostatico
Enterococcus faecalis Bacteriostatico | Bacteriostatico Bacteriostatico Bacteriostatico

Figura 14. Efecto Bactericida-Bacteriostatico de Quitosan con E. coli de la muestra 253.




1.5 PRUEBA DE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE Quitosan y Caléndula officinalis

Figura 16. Microfotografias Electronicas de Escherichia coli obtenidas a 10 000 magnificaciones, “A”
pertenece al control (no tratada); “B” es la tratada con Caléndula officinalis; “C” con Quitosan y por ultimo “D”

corresponde a la tratada con la mezcla de Quitosan y Caléndula officinalis.



Figura 17. Microfotografias Electronicas de Staphylococcus aureus obtenidas a 10 000 magnificaciones, “A”
pertenece al control (no tratada); “B” es la tratada con Caléndula officinalis; “C” con Quitosan y por ultimo “D”
corresponde a la tratada con la mezcla de Quitosan y Caléndula officinalis.



Figura 18. Microfotografias Electronicas de Enterococcus faecalis obtenidas a 20 000 magnificaciones, “A”
pertenece al control (no tratada); “B” es la tratada con Caléndula officinalis; “C” con Quitosan y por ultimo “D”

corresponde a la tratada con la mezcla de Quitosan y Caléndula officinalis.



6. DISCUSION

La mastitis, es la respuesta inflamatoria de la glandula mamaria normalmente causada por bacterias. @ ES
muy persistente en el ganado lechero, usualmente es tratada o prevenida con antibiéticos intramamarios;
representando una carga econdémica muy alta a los productores de leche en todo el mundo. Las pérdidas
mundiales, anuales debido a la mastitis, se han estimado en 35 billones de délares americanos. ©9)

La leche es un producto universal de origen animal que por su alto valor nutritivo es de suma importancia en
la alimentacién humana, siendo los nifios los principales consumidores. (60

La leche puede estar contaminada por una gran variedad de microorganismos ya que es un excelente medio
de conservacion y crecimiento para ellos. 7

El uso indiscriminado de antibidticos en el tratamiento de mastitis, determina la presencia de estos en la
leche, teniendo consecuencias graves en la salud del consumidor, como son: alergias, cambios en la flora
intestinal, resistencia bacteriana. €9

La Medicina Alternativa, trata de ser una herramienta para resolver estos problemas de salud piblica por la
ingesta de residuos de antibidticos en la leche ya que generan resistencia bacteriana.(t?

Cordero y Gonzalez en 2005 reportaron que Caléndula officinalis presenta una actividad antimicrobiana en las
bacterias cominmente causantes de mastitis bovina.

Lastra en 1999 y Hamburger en 2003 detectaron una actividad antiinflamatoria en el extracto de Caléndula
officinalis atribuyendo esta a sus constituyentes triterpenoides en especial los esteres de faradiol y
taraxasterol.

En 1999 Garcia comprobé la actividad antibacteriana del Quitosan con diferentes cepas, teniendo mejores
resultados con Gram positivas como Staphylococcus aureus y diferentes Streptococcus. Se utilizo Quitosan
pH 4 ya que Hernandez en 2008 realiza un estudio a diferente pH reportando mejores resultados
antimicrobianos el de pH 4.

Streptococcus agalactiae es una bacteria importante en mastitis bovina aunque no fue aislada en este trabajo
creemos que es relevante en un futuro evaluar su sensibilidad con Caléndula officinalis y Quitosén. Cortes en
2008, trabajo con muestras de leche de vacas con mastitis, con el propdsito de aislar Nocardia lo que nos
indica que también es un microorganismo importante en esta enfermedad y por lo tanto seria bueno probar el
extracto de Caléndula officinalis y Quitosan contra esta bacteria.

Se trabajo con 10 muestras de leche de vacas con mastitis, procedentes de la Cuenca Lechera de Tizayuca;
en ellas se aislaron e identificaron 10 bacterias; las cuales fueron 2 Escherichia coli pertenecientes de las
muestras 253 y 281, 1 Staphylococcus aureus de la muestra 169, 5 Streptococcus uberis de las muestras
670, 445, 669, 63 y 74, y por ultimo 2 Enterococcus faecalis de las muestras 445y 65 (Tabla 14).



De las bacterias aisladas e identificadas el 50% esté& representado por Streptococcus uberis, el 20 % por
Enterococcus faecalis, 20% por Escherichia coli y 10% para Staphylococcus aureus (Grafica 1).
Staphylococcus aureus esta clasificado como un microorganismo contagioso, se transmite de vaca a vaca 0 a
través de las manos del ordefiador, pafios de secado y pezoneras. G9Streptococcus uberis y Escherichia coli
son microorganismos ambientales, la fuente de infeccion es: suelo, heces, camas de los animales, aguas
contaminadas etc. 59 Streptococcus faecalis es un agente oportunista, se encuentra en la piel de la vaca y su
frecuencia de infeccion es alta en el momento del parto. Se observo que el 80% de las bacterias aisladas
fueron Gram + y tan solo el 20% Gram - (Grafica 2).

Para facilitar la lectura e interpretacion de los resultados solo se reporta una cepa de cada bacteria, ya que
presentaron el mismo comportamiento, cada ensayo se realizd por triplicado, y se ocuparon los promedios de

todas las lecturas con el proposito de tener un solo resultado representativo de cada una de las cepas.

En el resultado del ensayo cualitativo con Quitosan se puede observar que el efecto que se presenta es
inhibitorio desde una concentracion de 1000 g/100pl hasta 250 pg/100pl para E. coli y S. aureus, después
de esta concentracion empieza a mostrar un resultado dudoso ya que se muestra un poco de turbidez en 125
y 62.5 pg/100pl, en las siguientes diluciones (31.25, 15.62, 7.81 y 3.9 ug/100ul) se presenta totalmente turbio
como el control positivo (Tabla 15). Estas mismas bacterias al enfrentarlas con el extracto de Caléndula
officinalis presentan un efecto inhibitorio a una concentracion de 4000 ug/100ul y después de esta, se
empieza a notar turbidez en los tubos (Tabla 16). Mientras que con la Mezcla se presenta una inhibicién en
las dos primeras concentraciones 2000/500 pg/50pl y 1000/250 pg/50ul, esto parece tener un efecto
indiferente ya que ni aumenta ni disminuye. En el caso de S. uberis y E. faecalis el efecto de Quitosan es
inhibitorio desde una concentracion de 1000 hasta 125 pug/100ul después de esta y hasta la Ultima dilucién
(62.5-3.9 pg/100pl) ya no son sensibles ya que existe turbidez; con Caléndula officinalis presentan una
inhibicion desde 4000 pg/100p hasta 125 pg/100pl, o sea que es mayor que con Quitosan y con la Mezcla la
inhibicién es desde 2000/500 pug/50ul hasta 125/31.25 pg/50ul Tabla 17).

Para poder evidenciar los resultados obtenidos en el ensayo cuantitativo utilizamos el método colorimétrico de
Mosmann, este nos permitid observar el efecto antibacteriano del extracto de Caléndula officinalis y/o
Quitosan asi como también se pudo determinar la Concentracion Minima Inhibitoria. Este método fue

desarrollado por Mosmann en 1983 y modificado posteriormente en 1986 por Francois Denizot y Rita Lang.®?



En el caso de Escherichia coli y Quitosan la MIC es de 250 pg/100pl (pozo 3) mientras que cuando tratamos
a esta misma bacteria con el extracto de Caléndula officinalis la MIC fue de 4000 pg/100ul (pozo 1) esto nos
sugiere que Quitosan tiene un mejor efecto con esta bacteria que Caléndula officinalis, estos resultados no
concuerdan con Hernandez en 2008 ya que reporta para E. coli una MIC de 62.5 g/100 pl de Quitosén, con
Caléndula officinalis la MIC es 25 pg/100ul, lo que nos indica que con una concentracion menor se esta
inhibiendo a la bacteria, esto se puede deber a que el estudio realizado por Hernandez se llevo a cabo con
cepas aisladas de heridas de humanos. Cuando realizamos la mezcla de Quitosan - Caléndula officinalis -
Bacteria, notamos indiferencia o incluso un posible antagonismo en cuanto a su actividad encontrando una
MIC de 1000/250 pg/50ul (pozo 2) (Ver Grafica 3, 4 y 5), nosotros creemos que en el caso de la mezcla

deberiamos de encontrar un efecto sinérgico mostrandonos una MIC en el pozo 4, 5 0 6.

En el ensayo cuantitativo de Staphylococcus aureus y Quitosan la MIC fue de 250 pg/100ul (pozo 3).
Hernandez 2008 reporta que la MIC para S. aureus — Quitosan es de 62.5 pg/100pl, la diferencia se debe a
que utilizo bacterias aisladas de heridas de humanos.

Con Caléndula officinalis se tiene una MIC de 4000 pg/100pl (pozo 1), lo cual indica que el Quitosan tiene un
efecto mayor sobre esta bacteria que Caléndula officinalis; al efectuar la mezcla Quitosan - Caléndula
officinalis - Bacteria se tiene una MIC de 1000/250 pg/50ul (pozo 2) (ver Grafica 6, 7 y 8). En el caso de la
Mezcla nosotros esperabamos encontrar un efecto sinérgico mostrandonos una MIC en el pozo 4 0 5, pero lo

que notamos es indiferencia o incluso un posible antagonismo en cuanto a su actividad antimicrobiana.

Quitosan presenta una actividad inhibitoria mayor sobre Streptococcus uberis (comparandolo con el efecto
sobre E. coli y S. aureus) teniendo una MIC de 125 ug/100pul (pozo 4) (ver Grafica 9), al realizar el ensayo
con Caléndula officinalis resulta una MIC de 125 pg/100pl (pozo 6) (ver Grafica 10), lo que nos esta indicando
que en este caso Caléndula officinalis tiene un efecto inhibitorio mayor que Quitosan con esta cepa; mientras
que cuando realizamos el ensayo con la Mezcla la MIC es de 250/ 62.5 ug/50pl (pozo 4) (ver Grafica 11),

esto nos indica que existe indiferencia o incluso un posible antagonismo entre los compuestos.

En el ensayo de Quitosan — Enterococcus faecalis se tiene una MIC de 125 pg/100ul (pozo 4) (ver Grafica
12), por otro lado, con el extracto de Caléndula officinalis la MIC resulto de 250 ug/100ul (pozo 5) (ver Grafica
13) lo cual nos esta indicando que Caléndula officinalis tiene un efecto inhibitorio mayor que Quitosan sobre
esta cepa. Al efectuar la mezcla Quitosan - Caléndula officinalis — Bacteria, se tiene una MIC de 250/62.5
Mg/50ul (pozo 4) (ver Grafica 14), a pesar de que nosotros esperabamos encontrar un sinergismo el resultado

nos indica que existe indiferencia entre los compuestos.



Para determinar si existe sinergismo, antagonismo o indiferencia entre una combinacion de extractos se
pueden realizar isobologramas que son representaciones graficas en un eje de coordenadas de dosis
efectivas en cada uno de los antibacterianos utilizados individualmente y de su combinacion. @41 Hernandez
en 2008 estudid el efecto de sinergismo o antagonismo del extracto de Caléndula officinalis y Quitosan en
bacterias asociadas a infecciones en heridas de humanos, para evidenciar resultados empled el Método
Colorimétrico de Mosmann, asi mismo realizd los isobologramas para determinar sinergismo 0 antagonismo
estos no presentaron una diferencia significativa en comparacion a sus resultados obtenidos por el Método

Colorimétrico de Mosmann.

La actividad bactericida se refiere a la accion de un farmaco que produce la muerte de mas del 99.9% de las
bacterias probadas. La actividad bacteriostatica se refiere a la accion de un farmaco de inhibir el desarrollo
visible de las bacterias probadas. ® Se determind que la actividad del extracto de Caléndula officinalis, es
bacteriostatico ya que se ven inhibidas pero al ser colocadas en un medio de cultivo en condiciones de
nutrimentos, temperatura éptima y sin la presencia del extracto presentan crecimiento; por otro lado Quitosan
tiene un efecto bactericida para todas las bacterias a una concentracion de 1000 pg/100ul y 500 pg/100ul. El
efecto bactericida y/o bacteriostatico de Quitosan con las bacterias es dependiente de la concentracion.
(Figura 14 y 15) Helander en 2001 refiere que la carga positiva que se desarrolla en el Quitosan en medio
acido (pH < 5.5), debido a la protonacion del grupo amino presente en cada una de sus unidades

glucosamina, lo hace soluble en medio acuoso confiriéndole una mayor actividad biocida.

Realizamos Microscopia Electrénica de Transmision usando el acido fosfotlngstico en una tincién negativa
para las bacterias control positivo asi como las tratadas con Quitosan, Caléndula officinalis y la Mezcla, lo cual
evidencio el dafio que se produce cuando han sido inhibidas por estos compuestos naturales. En el caso de
Escherichia coli podemos observar las fimbrias en la bacteria control positivo y pared completamente normal
(Figura 16 A). Al hacer la comparacion con la tratada con el extracto de Caléndula officinalis observamos una
superficie completamente irregular y la formacion de esferoplastos, estructuras inequivocamente que
anteceden a la lisis bacteriana (Figura 16 B). Por otro lado E. coli con Quitosan muestra una superficie menos
alterada aunque se observan protuberancias bien definidas en la pared celular, la parte interna tiene una
apariencia uniformemente disminuida (Figura 16 C), esto se puede deber a la interaccion electrostatica entre
los grupos *NHs del polication y los grupos fosforilos de los fosfolipidos presentes en la membrana celular de
bacterias Gram negativas causando dafios en ésta, provocando la salida de material intracelular. 62 Cuando
observamos E. coli con la mezcla de Quitosan y Caléndula officinalis se aprecia un esferoplasto y en uno de

los extremos el posible estallamiento de la bacteria (Figura 16 D). Tal vez en la mezcla los compuestos



tengan un efecto de indiferencia y cada altere la estructura bacteriana por medio de mecanismos propios.
Siendo el mayor efecto comparativamente.

En las microfotografias tomadas para Staphylococcus aureus se puede observar en el control positivo (Figura
17 A), a los cocos agrupados en racimos asi como la pared completamente normal, bien definida; en la
tratada con Caléndula officinalis (Figural7 B) se puede apreciar la presencia de protoplastos, los cuales
anteceden a la lisis de las bacterias Gram positivas, y en uno de los extremos el estallamiento de la bacteria.
Cuando observamos a S. aureus con Quitosan (Figural7 C), apreciamos que la bacteria se encuentra
envuelta en una solucién mucoide asi como también tiene protoplastos y su pared esta irregular y en uno de
sus lados se ve el estallamiento de la bacteria, recientemente Chung y Chen en 2008 62 han determinado
que la salida del material intracelular bacteriano se ve favorecida por grados de acetilacion mas altos, tanto en
bacterias Gram negativas (E. coli) como en Gram positivas (Staphylococcus aureus). Por otro lado en la
microfotografia de S. aureus y la Mezcla de Caléndula y Quitosan (Figural7 D) se aprecia que la pared
celular esta completamente irregular y también se observa como si la bacteria hubiera estallado y esparcido

Sus componentes.

Por (ltimo, Enterococcus faecalis en las microfotografias se aprecia en el control positivo dos cocos en
agrupacion par como lo es caracteristico de esta cepa con su pared bien definida completamente normal
(Figura 18 A); en comparacion con la que esté tratada con Caléndula officinalis (Figura 18 B) observamos una
superficie completamente irregular lo cual nos indica que el efecto del extracto es a nivel de la pared celular.
Por otro lado E. faecalis con Quitosan (Figura 18 C) muestra que se encuentran dos cocos de forma irregular
envueltos en una solucién mucoide, asi como también la posible formacién de protoplastos. Al combinar
E.faecalis con la Mezcla de Caléndula y Quitosan (Figura 18 D) es evidentemente la formacion de

protoplastos en un costado de la bacteria.



7. CONCLUSIONES

\

Se determino el efecto inhibitorio de Caléndula officinalis y Quitosan solos y combinados, en
bacterias aisladas de casos de mastitis bovina.

Se logro aislar e identificar 10 bacterias a partir de muestras de leche de vacas con mastitis.

Se elaboro una mezcla de Quitosan y Caléndula officinalis para realizar los ensayos “in vitro” con las
diferentes bacterias.

Se determino la CMI de Caléndula, Quitosan y la mezcla para las diferentes bacterias.

El método de Mossman es una buena técnica para valorar la actividad inhibitoria de diferentes
productos en bacterias.

Caléndula officinalis mostro un efecto bacteriostatico en las diferentes bacterias utilizadas, Quitosan
tiene un efecto bactericida o bacteriostatico dependiente de la concentracion.

La MET permiti6 evidenciar el dafio causado por Caléndula officinalis, Quitosan y la mezcla.

Al hacer la Mezcla de Caléndula officinalis — Quitosan encontramos un efecto de indiferencia.

Si se realizara un sellador de tetas con Caléndula officinalis y Quitosan cada uno de ellos produciria
su efecto independientemente.



8. ANEXO 1

TABLA 32. Pruebas de identificacion de Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis, Enterococcus faecalis
y Escherichia coli.

Caracteristica Staphylococcus Streptococcus | Enterococcus | Escherichia

aureus uberis faecalis coli
Tincién de Gram + + + -
Morfologia Cocos en racimos Cocos en Cocos en Bacilos

pares o pares o
cadenas cadenas cortas

Motilidad +
Catalasa + - - +
OF F F F F
Oxidasa - - -
Coagulasa + NR NR NR
Fermentacion de manitol + NR + +
Fermentacion de glucosa + NR NR NR
Hidrolisis de esculina NR + NR
NaCl 6.5% NR - NR
Indol NR NR NR
Rojo de metilo NR NR NR
Voges Proskauer NR NR NR
Citratos NR NR NR
Reduccién de nitratos NR NR NR +

Fuente: (. 63, 64.65)




9. APENDICE 1
9.1 MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS.

Medios de cultivo en placa:

VVVVYY

Agar Sangre

Agar SM

Agar Mac Conkey
Agar BHI

Agar Verde brillante

Medios de cultivo en tubo:

VVVVYVYVVYY

VVVVVVVVVVVVVVYVVVYVYVVVYVYVYY

Medio SIM. (BIOXON)

Medio MIO. (BIOXON)

Medio Citratos. (DIBICO)

Medio TSI. (BIOXON)

Caldo Urea. (BIOXON)

Caldo Nitratos. (DIBICO)

Caldo MR-VP. (DIBICO)

Caldo BHI a doble concentracion. (Diagndstica MERCK)
Medio BHI para conservacion. (Diagnostica MERCK)

Reactivos:

Aceite de inmersion

Etanol al 70%

Agua destilada

Cloruro de sodio

Solucién salina fisiolégica estéril
Solucién buffer de fosfatos PBS
Glutaraldehido

Dimetil sulfoxido DMSO

MTT SIGMA M-2128

Agua destilada esteéril pH 4
Rojo de metilo

Alfa naftol 5%

Hidréxido de potasio 40%
Reactivo de Ehrlich o Kovac's
Alfa naftilamina

Acido sulfanilico

Zinc metalico

Cristal Violeta

Lugol

Alcohol-acetona

Safranina

Peréxido de Hidrégeno



MATERIAL

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

Varilla de vidrio

Embudo de vidrio

Cajas petri desechables estériles

Tubos de vidrio con tapon de rosca
Frascos ambar de 20, 50, 100, 250, 500, 1000ml.
Pipetas graduadas de 1, 2, 5, 10ml.
Micro pipeta de 5ul, 200l.

Term6metro

Balanza granataria

Mechero bunsen

Soporte universal

Portaobjetos.

Microplacas de 96 pozos estériles.

Filtro de bala

Manguera de latex

Espatula

Gradilla

Asa bacterioldgica

Puntas para micropipetas de 5pl, 200ul.
Papel filtro

Membrana Millipore de 0.22um
Marcador indeleble

Cinta adhesiva

VVVVVVVVVVVYVVVVVVVVVVVYVVYYVYY

EQUIPO

Autoclave All American Modelo 1925X.

Estufa bacteriolégica Rios Rocha S.A.

pHmetro (HANNA)

Balanza analitica

Agitador Vortex Genie 2 Scientific Industries Modelo G560.
Centrifuga Dynac

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

Parrilla con agitadores NOUVA |1 Stir Plate
Microscopio dptico Olympus Modelo CHS
Microscopio electronico de transmision

VVVVVYVYVVYVY

MATERIAL BIOLOGICO
» Bacterias aisladas de casos de mastitis bovina.
» Escherichia coli (251, 253)
>  Staphylococcus aureus (169)
»  Streptococcus uberis (63, 74, 445, 670, 669)
» Streptococcus faecalis ( 65, 445)
»  Caléndula officinalis
»  Quitosan



9.2 Preparacion de Medios de Cultivo
1. Agar Mac. Conkey (BIOXON)

Formula para 1000ml de agua destilada:

» Peptona de Caseina 1.500g
> Peptona de Gelatina 17.000g
» Peptona de Carne 1.500g
» Lactosa 10.000g
> Sales Biliares 1.500g
> Agar 13.500g
» Rojo Neutro 0.030g
» Cristal Violeta 0.001g

pH final 7.1 +/- 0.2

Método de Preparacion:

Suspender 50g del medio deshidratado en un litro de agua destilada. Mezclar bies hasta que se obtenga una
suspension uniforme. Dejar reposar de 10 a 15 minutos. Calentar suavemente agitando frecuentemente y

hervir durante un minuto. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

2. Agar Infusion de Cerebro y Corazon

Formula para 1000ml de agua destilada:

» Infusién de Cerebro de Ternera 200.0g

» Infusion de Corazén de Res 250.0g
> Peptona de Gelatina 10.0g
» Cloruro de Sodio 5.0g
» Fosfato Disodico 2.5¢
> Dextrosa 2.0g

pH final 7.4 +/- 0.2

Método de preparacion:

Disolver 37gramos de material deshidratado en un litro de agua destilada. Para cultivos en sangre agregar 0.5
a 1.0g de agar por litro de medio hidratado y hervir durante un minuto. Distribuir y esterilizar en autoclave a

121°C (15 libras de presion de vapor) durante 15 0 20 minutos.



3. Agar-Eosina-Azul de Metileno-Lactosa-Sacarosa (EMB) (MERK)

Composicidn (g por litro):

» Peptona de Caseina 10.0
» Lactosa 5.0
» Sacarosa 5.0

» Di-Potasio hidrogeno fosfato 2.0
» Eosina Y, amarillenta 04
» Azul de Metileno 0.065
> Agar-Agar 135

pH del medio listo para usarse a 37°C 7.1 +/- 0.1

Preparacion:

Suspender 36g en un litro de agua recién destilada o completamente desmineralizada dejar remojar durante
15 minutos. Hervir en la olla de presion o bafio Maria hasta completa disolucion. Esterilizar en autoclave (15

minutos a 121°C).

4. Agar Manita-sal com(n-rojo de fenol (Sales Manitol) (MERCK)

Composicion (g/litro):

» Extracto de Carne 1.0

» Peptona especial 10.0
» Cloruro de Sodio 75.0
> D (-) Manita 10.0

> Rojo de Fenol 0.025
> Agar-Agar 12.0

pH del medio listo para usarse (a 37°C) 7.4 +/- 0.1

Preparacion:

Disolver el contenido del sobre en 1 litro de agua destilada o desionizada. Remojar durante 15 minutos y
calentar en bafio Maria hirviente hasta disolucion total. Esterilizar en autoclave (15 minutos, 121°C). Vaciar

con agitacion continua.



5. Base de Agar Sangre (DIBICO)

Formula (gramos por litro de agua destilada):

> Agar 15.0
» Cloruro de Sodio 5.0
»  Infusion de Misculo Cardiaco 10.0
> Peptona 10.0
pH 7.3 +/-0.2
Preparacion:

Rehidratar 40g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos. Calentar agitando
frecuentemente hasta el punto de ebullicién durante 1 minuto para disolverlo por completo. Esterilizar en
autoclave a 121°C (15 libras de presion) durante 15 minutos. Enfriar aproximadamente a 45°C y agregar de 5
a 10% de sangre de carnero o conejo estéril desfibrinada girando suavemente el matraz para evitar la

formacion de burbujas homogenizar y vaciar en cajas petri estériles.



10. APENDICE 2

10.1 Pruebas Bioguimicas
A. CATALASA

Fundamento: Determinar la capacidad de una bacteria para desdoblar el peréxido de hidrégeno en agua y
oxigeno, por medio de la enzima catalasa.

Realizacion e Interpretacion:

1. Transferir un inoculo denso del centro de una colonia a un portaobjetos limpio con ayuda de
un palillo estéril.

2. Dejar caer una o dos gotas de Peréxido de hidrogeno al 30%

3. La formacion de burbujas indica un resultado positivo. La ausencia de burbujas indica un
resultado negativo.

B. OXIDASA

Fundamento: Determinar si una bacteria produce la enzima oxidasa intracelular, la cual participa dentro de
la cadena respiratoria (Sistema citocromo oxidasa).

Realizacion e Interpretacion:

1) Tomar un disco o tira estéril para oxidasa (impregnados con tetrametil-p-fenilendiamina).

2)  Transferir un inoculo del centro de una colonia al papel o tira con ayuda de un palillo estéril.

3) Laaparicion de un color morado en el sitio de aplicacién maximo a los 10 segundos indica un
resultado positivo. Si no aparece ningln color o aparece después de los 10 segundos, el resultado
es negativo.

C. MOTILIDAD
Fundamento: Determinar si una bacteria tiene la capacidad de desplazarse.

Realizacion: Se puede evaluar usando medios de cultivo semisélidos en tubo o por medio de una
preparacion en gota suspendida.

Uso de medios de cultivo semisélidos en tubo:

»  Serealiza la siembra con ayuda de un asa de inoculacion recta, picando en el centro y abarcando
por lo menos 2/3 partes del medio, sacando el asa por el mismo lugar donde entro.
e Incubar por 24 a 48 horas y leer.
Prueba de gota suspendida:

Sobre un cubreobjetos limpio se colocan cuatro bolitas de plastilina en los extremos.

En el centro del cubreobjetos se colocan dos o tres asadas de agua destilada estéril.

Agregar una asada ligera de bacterias tomadas del centro de una colonia.

Voltear la preparacion y colocarla sobre un portaobjetos limpio.

Colocar en el microscopio 6ptico y observar a 10x y 40x.

Observar con detenimiento, fijando la vista en un punto del campo, usando poca luz y moviendo el
tornillo micrométrico segun se requiera.
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Interpretacion de resultados:

Q@ Movimiento de corrientes: es una falsa motilidad debida al movimiento de la mesa
(Motilidad negativa).

@ Movimiento Browniano: es una falsa motilidad debida al choque de las moléculas de agua
con las bacterias, que se encuentran en suspension (Motilidad negativa).

@ Movimiento en todas direcciones: como cuando se observa un charco con renacuajos, €s la
Unica motilidad verdadera (Motilidad positiva).

D. OXIDACION / FERMENTACION (OF)

Fundamento: Determinar si una bacteria utiliza un carbohidrato en presencia (Oxidativo) o ausencia de
oxigeno (Fermentativo).

Realizacion e interpretacion:

1) Inocular dos tubos con medio de OF por medio de picadura con un asa recta.
2) Agregar a uno de los tubos aceite mineral estéril.
3) Incubar de 24 a 48 horas a 37 C.
4) Realizar la lectura conforme al siguiente cuadro:
Tabla 33. Interpretacion de la prueba de OF

TUBO TUBO INTERPRETACION COMENTARIOS
ABIERTO SELLADO
Amarillo Verde 6 azul 0 Oxidativa
Amarillo Amarillo F Fermentativa
facultativa
Verde 6 azul Amarillo F Fermentativa
estricta
Verde 06 azul Verde 6 azul OF - Inerte
E. CITRATOS

Fundamento: Determinar la capacidad de una bacteria para utilizar al Citrato como Unica fuente de carbono y
a la sal de amonio como Unica fuente de nitrégeno.

Realizacion e Interpretacion:
e Siembra de un indculo liviano por medio de asa bacteriologica* trazando una estria en la superficie.

e Incubacion con las tapas flojas, pues la reaccion requiere de oxigeno, por 24 - 48hrs a 35 ¢ 37 C.
Puede requerirse una incubacion prolongada (hasta 4 dias).



e (Casos excepcionales incubacion a temperatura ambiente por 7 dias en casos dudosos a las 48
horas, inoculando un nuevo pico de flauta.

e Unresultado positivo se interpreta por el cambio a un color azul de Prusia oscuro.

e Enun resultado negativo el medio permanece de color verde.

NOTA: Resultado positivo aungue no se evidencie cambio de color si existe un crecimiento visible de colonias
a lo largo de la estria de inoculacién. En este caso confirmar con una incubacion adicional otras 24 horas,
después de las cuales se desarrollara el cambio de color.

F. SIM Sulfhidrico Indol Motilidad
Fundamento:

S: Determinar si se ha liberado enziméaticamente acido sulfhidrico (H2S) gaseoso a partir de los aminoacidos
azufrados o del tiosulfato de sodio, para producir una reaccion coloreada visible negra en presencia de un
sistema indicador de H2S.

I: Determinar la capacidad de una bacteria para producir indol a partir del triptofano por accion de la enzima
triptofanasa.

M: Determinar si una bacteria es capaz de desplazarse por su presencia de flagelos.
Realizacion e Interpretacion:
e Siembra por medio de asa de filamento recto por medio de picadura hasta 0.5 a 1.25 cm del

fondo, retirando la aguja siguiendo el trayecto inicial.
e Incubacién por 18 a24 hrsa 356 37 C.

PRUEBAS IMViC

[ = Indol

M = Rojo de metilo (MR)

V = Vogues Proskauer (VP)
C = Citratos

Son utilizadas para la identificacion rapida de Enterobacterias. Sirven principalmente para diferenciar de
manera primaria entre Escherichia coli y los grupos Klebsiella y Enterobacter.



Tabla 34. Identificacion por medio de las pruebas de IMViC

I M \Y C
Escherichia coli + +
_ -/+ = Menos del 90% negativas
(Ocasionalmente
algunas especies
de Proteus) -
+/- = Menos del 90% positivas
Klebsiella -[+ - + +
Enterobacter - - + + +=90% de los aislamientos
s0n positivos.
Salmonella - +
Shigella +- + . .
J - =90 % de los aislamientos
Citrobacter - + - + son negativos.
d = Positiva tardia.
Proteus d + d +
MR - VP MR = Rojo de metilo VP = Voges Proskauer

Fundamento: Evaluar la ruta fermentativa a partir del &cido pirdvico que lleva a cabo la bacteria. Estas rutas
son, respectivamente: Acidos mixtos y 2, 3 — butanediol, que son fermentaciones &cido férmicas.

Realizacion e Interpretacion: Siembra de uno o dos tubos con caldo MR-VP por medio de asa bacteriologica
por agitacion. Incubacion por 24 a 48 hrs a 37 C. Lectura de MR a 48 hrs y VP a 24 horas. El tiempo de
lectura de MR se puede reducir mediante el uso de alicuotas.
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