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1. RESUMEN

En el presente trabajo de investigacidn se exponen los resultados de la actividad bactericida de dos

piperaceas en contra de estreptococos que causan mastitis en bovinos.

Se colectaron dos especies del género Piper procedentes de Samayac, Suchitepéquez (P.
jacquemontianum y P. oradendron). Se secaron las muestras y se les realizd control de calidad a
cada una de ellas por medio del porcentaje de humedad y el porcentaje de rendimiento

himedo/seco.

Al material vegetal seco se le realizé una extraccion fraccionada con un solvente apolar (hexano) y
uno polar (alcohol etilico). Para conocer cudl era la concentracidén adecuada de etanol para extraer
la fraccion polar de las plantas se hizo una prueba de mejor solvente.

Se secaron las muestras en una desecadora con gel de silice hasta extraer solventes y agua.

Se prepararon los extractos para ser sometidos con agares planta a pruebas microbioldgicas. La
bacteria utilizada fue Streptococcus dysgalactiae, la cual estaba sembrada en agar sangre. Se utilizd
agar Miller-Hinton en microaerobiosis para hacer crecer la bacteria con los extractos preparados

de piperaceas.

Los resultados del agar planta demostraron que el extracto etandlico de Piper jacquemontianum y
el extracto hexanico de Piper oradendron son efectivos como bactericidas in vitro contra bacterias
del género Streptococcus causantes de mastitis bovina a concentraciones de 0.5 mg/mL y 1.0

mg/mL.

Se concluye que el extracto etandlico de Piper jacquemontianum a concentraciones de 0.5 mg/mL
y 1.0 mg/mL vy el extracto hexanico de Piper oradendron a 0.5 y 1.0 mg/mL son efectivos en contra
de las bacterias estreptocdcicas causantes de mastitis bovina. La concentracién inhibitoria minima
para ambos casos fue 0.5 mg/mL para cada extracto. Este resultado puede generar mayor

investigacion del género Piper en la etnoveterinaria.



2. INTRODUCCION

La mastitis bovina es una enfermedad infecto-contagiosa de la glandula mamaria, en la cual la
inflamacidn se produce como respuesta a la invasién, a través del canal del pezdn, de diferentes
tipos de bacterias, micoplasmas, hongos, levaduras y hasta algunos virus. Sin embargo, las bacterias
de los géneros Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium y algunos gérmenes Gram
negativos, son responsables de mas del 90 % de los casos clinicos y subclinicos.

La bacteria Streptococcus es el agente cldsico asociado con la mastitis bovina y es altamente
contagioso. Es el Unico representante del grupo B de Lancefield (R-estreptococos). Estos son,
probablemente, el segundo grupo en importancia, después del Staphylococcus aureus, responsable
de la mastitis. Aunque el Streptococcus agalactiae, el Streptococcus uberis y el Streptococcus
dysgalactiae son las especies mas frecuentemente identificadas, otras especies de estreptococos,
como el Streptococcus parasanguinis, ha sido implicado en las infecciones de la glandula mamaria
(Corbellini, C., 2015, pp. 1y 3).

S. dysgalactiae y S. uberis se encuentran especialmente en camas organicas de paja o aserrin,
aguas estancadas y tierra. Pueden encontrarse también en la piel de la vaca (pezén y abdomen) y
en los érganos reproductores. Estos organismos son generalmente transferidos desde el medio
ambiente al pezdn entre los ordefios, pero algunas transferencias pueden tener lugar durante el
ordefo. S. agalactiae es una de las bacterias contagiosas de mastitis porque comuinmente es
diseminada de un cuarto infectado a otro y de una vaca a otra (Solis, M., 2007, pp. 13; Lépez, M.,
2008, pp. 12).

En Guatemala, las especies del género Piper crecen en las regiones cdlidas tanto de la parte sur
como del norte, en donde estan asociadas principalmente a bosques secundarios. La taxonomia de
estas especies no es clara y aparentemente varias podrian agruparse en una sola especie. A la fecha,
en la Flora de Guatemala se reconocen mas de 80 especies (Martinez, J., 2009, pp. 2).

Actualmente, se esta tomando en consideracion la terapia alternativa (homeopatia, fitoterapia,
entre otras) en animales. La fitoterapia tiene grandes ventajas zootécnicas en sistemas ecoldgicos:
a) Se adapta muy bien a los ciclos naturales y fisiologia de la cria; b) Es muy eficaz, junto al manejo

sanitario, para recuperar los equilibrios perdidos y normalizar la homeostasis; c) Es mas econdmica



que la sintética y los residuos eliminados son compatibles con el medio natural; c) Se administra
facilmente a través del agua de los bebederos y/o depdsitos (Garcia-Romero, C., 2013, pp. 26).

La siguiente investigacidn constd en evaluar la actividad bactericida in vitro de los extractos
etandlico y hexdnico de Piper jacquemontianum vy Piper oradendron en bacterias del género

Streptococcus generadoras de mastitis en ganado bovino.



3.1.

3. ANTECEDENTES

Piper

Es un género que pertenece a la familia Piperaceae. Las especies pertenecientes a la familia
Piperaceae frecuentemente son arbustos aromaticos, rara vez como arboles, lianas o
epifitos. Sus hojas son alternas, enteras a menudo lobuladas en la base, con frecuencia la
morfologia foliar puede variar drasticamente en una misma planta. Los dos géneros mas
grandes son Piper y Peperomia, conteniendo cada uno alrededor de 1,000 especies. Las
peperomias son en su mayoria plantas pequeiias, hierbas suculentas, epifitas a menudo;
gaiteros son lefosos.

En el género Piper las plantas son pequefias y sus limites son inciertos. Presentan
tallos con nudos engrosados y las inflorescencias son espigas solitarias opuestas a las hojas
gue estan dispuestas en forma alternada. Estas plantas se encuentran en una gran variedad
de habitats. Las partes vegetativas a menudo presentan aromas cuando son estrujadas.

Se caracterizan por ser arbustos o drboles mas o menos lefiosos, a veces con madera
blanda y sub-herbdcea, ocasionalmente trepadora, tallos usualmente con nudos
engrosados, hojas enteras, simples alternas o lobuladas, nudosidades e inflorescencia en
aumento.

La mayor diversidad de especies de Piper se encuentra en el Neotrépico. Unas 300
especies son endémicas al sudeste de Asia, incluyendo las islas de las Indias Orientales y el
norte de Australia. S6lo dos especies son nativas de Africa. La mayoria de las especies de
Piper crecen en los bosques humedos, cdlidos y lluviosos de tierras bajas.

Las plantas del género Piper son conocidas como “cordoncillo” y se les atribuye
propiedad analgésica, antirreumatica, diurética, estimulante, digestiva, antiulcerosa,
antihelmintica y bactericida; son ampliamente utilizadas para el tratamiento de vaginitis,
desdérdenes intestinales y como antimicrobiano.

En Guatemala, las especies del género Piper crecen en las regiones célidas, en donde
estan asociadas principalmente a bosques secundarios. La taxonomia de estas especies no
es clara y aparentemente varias podrian agruparse en una sola especie; en la Flora de

Guatemala se reconocen mas de 88 especies.



Las especies de Piper son bastante uniformes morfoldgicamente, con hojas simples,

alternas y tallos con agrandamiento de los ganglios. Su anatomia del tallo es inusual para las

dicotiledéneas. Muchos producen cuerpos de perlas en las hojas o tallos, o en el

revestimiento de los peciolos.

Una caracterizacidén de extractos y aceites esenciales y evaluacion de la actividad

bioldgica de la hoja de P. jacquemontianum y P. oradendron demostré que ambas muestras

presentan alcaloides, flavonoides, antraquinonas, saponinas, principios amargos, aceites

volatiles y cumarinas. Solamente la especie P. jacquemontianum presento taninos (Almeda,

H., et al, 2014,

3.2. PIPERACEAS DEL

Las especies a

pp. 30-32).

ESTUDIO

utilizar en esta investigacién son las siguientes:

3.2.1.Piper jacquemontianum Kunth

3.2.1.1.

3.2.1.2.

3.2.1.3.

Descripcidn botanica. Arbusto de generalmente 2 m de alto, en ocasiones es
un arbol pequeno, las ramas jovenes son densamente hispidas o hirsutas,
peciolos de 1cm de largo o menos, algunas veces mas largos en las hojas
inferiores, grueso, densamente hispido o raramente glabroso; muy desigual
en la base y mas o menos oblicuo, usualmente redondeado o mas o menos
cordado en un lado y obtuso en el otro, un lado mucho mds decurrente que
el otro, grueso y firme, muy lustroso en el haz y con frecuencia lustroso en el
envés, ligeramente mas palido en el envés, verde grisdceo o en ocasiones
negruzco, glabroso en el haz, suave al tacto, hispida debajo, especialmente
en los nervios, con pelos pequefios, firme al tacto.

Habitat y distribucion. Se encuentra en bosquecillos himedos y secos,
algunas veces en bosques de pinos a 1,600 metros o elevaciones menores. En
Petén, Alta Verapaz, Baja Verapaz, Guatemala, Chimaltenango, lIzabal,
Zacapa, Chiquimula, Jalapa, Jutiapa, Santa Rosa, Escuintla, Suchitepéquez y
algunas regiones de Suramérica

Usos medicinales. El aceite esencial de esta especie posee propiedades

antibacterianas y actividad contra insectos y moluscos. La infusién preparada



con las hojas y decoccién de la raiz se utiliza para tratamiento de diarrea,
disenteria, vémitos, Ulceras. Asi como para controlar hemorragias.

3.2.1.4. Bioactividad demostrada. El extracto etandlico tiene una amplia actividad
contra microorganismos a dosis <1 mg/mL; en el tamizaje contra protozoos
se encontrd potente actividad contra Plasmodium falciparum (11 pg/mL),
Trypanosoma cruzi (12 pg/mL) y Leishmania mexicana (24 pg/mL). Del
extracto etandlico se prepararon particiones con hexano, cloroformo y
acetato de etilo y se determiné la CIM (concentracion minima inhibitoria),
encontrandose que la particion hexanica es activa contra P. falciparum (14
pug/mL), T. cruzi (24 pg/mL), Mycobacterium smegmatis y Bacillus subtilis
(0.125 mg/mL), Staphylococcus aureus y Escherichia coli (0.25 mg/mL) y
Candida albicans (0.50 mg/mL). La particion cloroférmica fue activa contra T.
cruzi (8 pg/mL), P. falciparum (11 pg/mL), B. subtilis y C. albicans (0.0625
mg/mL), M. smegmatis (0.125 mg/mL), y S. aureus (0.5 mg/mL). La particion
con acetato de etilo fue activa contra P. falciparum y T. cruzi (22 pug/mL), B.
subtilis y C. albicans (0.0625 mg/mL), y S. aureus y M. smegmatis (0.50
mg/mL). El extracto diclorometanico tiene actividad contra B. subtilis, M.
smegmatis y Cryptococcus neoformans. Los extractos diclorometdnicos y
metandlicos presentaron actividad contra B. subtilis, Pseudomonas
aeruginosa y M. smegmatis.

3.2.1.5. Fitoquimica. En la hoja se encuentran presentes alcaloides. Se identificaron

linalol, E-nerolidol y a-pineno (Almeda, H., et al, 2014, pp. 37-39).

3.2.2.Piper oradendron Trelease & Standley
3.2.2.1. Descripcion botanica. Arbusto de 1-2.5 m de altura, las bracteas tenues,
densamente hispidas con pelos cortos, esparcidos en la parte superior de los
entrenudos cortos; peciolos delgados, de 1-2 cm de longitud, no alados,
hispidos dilatados en la base; las [ldminas de las hojas son delgadas, usualmente
verdes o verde oscuro cuando se secan, densamente pellcidas puntuadas,
tenuemente lustrosas, ovadas o elipticas-ovadas, casi siempre de 13-18 cm de

longitud y 6- 9 cm de ancho, abruptamente acuminadas, oblicuas y no



uniformes de forma conspicua en la base, usualmente acusada de un lado y
obtusa o hasta redondeada en el otro, escabrosa arriba, en su mayoria glabra,
generalmente suave al tacto, peninervada de tres a cuatro nervios de cada
lado, ascendiendo en un angulo menor de 45°, poco arqueados y casi rectos,
pedinculos opuestos a las hojas, robustas, aproximadamente 6mm de
longitud, hispido o glabro; espigas delgadas, las inmaduras de 5-6 cm de
longitud y 2 mm de grosor; bracteas densamente pubescentes.

3.2.2.2. Habitat y distribucidn. Se encuentra en bosques mixtos himedos o secos a
1,200 metros o menor elevacién; endémica de lzabal, Santa Rosa, Escuintla,
Guatemala, Sacatepéquez, Retalhuleu y San Marcos.

3.2.2.3. Usos medicinales. No hay informacién disponible.

3.2.2.4. Bioactividad demostrada. El extracto metandlico de las hojas tiene actividad
antioxidante y en las raices contiene alta cantidad de piperina.

3.2.2.5. Fitoquimica. Presenta alta cantidad de flavonoides en las hojas (Almeda, H., et

al, 2014, pp. 39-40).

3.3. ESTUDIOS PREVIOS
3.3.1. Estudios recientes de fitoterapia en tratamiento de mastitis bovina.

3.3.1.1. “El efecto de algunos aceites esenciales naturales contra la mastitis bovina
causada por Prototheca zopfii aislados in vitro” (Grzesiak, B., et al, 2018).
El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de los aceites esenciales
obtenidos de Thymus vulgaris L., Origanum vulgare L., Origanum majerana
L., Mentha x piperita L. y Allium ursinum L. contra cepas de Prototheca zopfii
qgue causan inflamacién de la ubre (mastitis) en las vacas. El estudio se
realizd en diez cepas derivadas de muestras de leche. El método de
microdilucién se usé para determinar la sensibilidad de las cepas de P. zopfii
a los aceites esenciales estudiados y el método de difusidén en disco se usé
para determinar la sensibilidad a los agentes quimioterapéuticos
antimicoéticos. Las placas se incubaron durante 48 horas a 37 °C bajo
condiciones aerdbicas. Todas las cepas de algas fueron sensibles a los

aceites esenciales de mejorana, tomillo y orégano y resistentes a los aceites



3.3.1.2.

de mentay ajo. Los valores CIM oscilaron entre 0,25 y 1 pl/ml. El aceite de
mejorana demostré la mayor actividad y el aceite de orégano la mas débil.
Entre los agentes antifungicos probados, el 90% de las cepas mostraron
sensibilidad a la nistatina. Una de las cepas probadas (71 / IV) fue resistente
a todos los agentes antifungicos investigados. Se sabe que los aceites
esenciales probados tienen actividad antialgas y se pueden usar como
agentes naturales para la profilaxis en animales, particularmente en vacas

afectadas por mastitis.

“Actividad antibacteriana de plantas medicinales seleccionadas del
noroeste de Pakistan tradicionalmente utilizada contra la mastitis en el
ganado”.

Este estudio tuvo como objetivo investigar la eficacia de las plantas anti-
mastitis usadas tradicionalmente (Allium sativum, Bunium persicum, Oryza
sativa y Triticum aestivum) en el noroeste de Pakistan contra los patégenos
bacterianos. Las plantas seleccionadas se analizaron fitoquimicamente para
alcaloides, flavonoides y saponinas; y, se verificd su actividad antibacteriana
in vitro a una concentracion de 50 mg/ml contra S. aureus, E. coli y K.
pneumoniae mediante un método de difusion en agar. Se determind la
concentracién minima inhibitoria y la concentracidn bactericida minima
contra bacterias resistentes a multiples farmacos utilizando el método de
dilucion por tubo. Se encontré que todos los extractos inhibian
significativamente (p <0.01, p <0.05) la actividad contra las cepas
bacterianas examinadas. Entre los fitoquimicos, los alcaloides de todas las
plantas antimastitis probadas produjeron zonas de inhibicidn
significativamente mas altas contra las bacterias. La concentracion
inhibitoria minima y la concentracion bactericida minima de fitoquimicos y
extractos metandlicos en bruto contra las cepas bacterianas ensayadas
oscilaron entre 12,5-50 mg/ml y 25-50 mg/ml, respectivamente. Las plantas
medicinales utilizadas tradicionalmente contra la mastitis son

terapéuticamente activas contra los patégenos bacterianos. A. sativum y B.



3.3.1.3.

persicum resultaron ser posibles especies candidatas para el desarrollo de
nuevas drogas veterinarias con bajo costo y menos efectos secundarios

(Amber, R., et al, 2018, pp. 154).

“Efectos antibacterianos y anti-biofilm de una férmula poliherbal y sus
constituyentes contra estafilococos coagulasa negativos y positivos
aislados de mastitis bovina”.

Las preocupaciones sobre los residuos de antibiéticos en la leche y la
aparicion de patdgenos resistentes a los antimicrobianos requieren la
exploracién de estrategias terapéuticas alternativas para el tratamiento de
la mastitis. Este estudio tuvo como objetivo investigar las propiedades
antiinfecciosas de una formula tradicional de un poliherbal tailandés,
llamado, Ya-Sa-Marn-Phlae (YSMP), sus componentes herbales (Curcuma
longa, Areca catechu, Oryza sativa y Garcinia mangostana) y constituyentes
quimicos representativos (catequina, a-mangostina y curcuminas). Los
extractos de etanol de YSMP y G. mangostana y a-mangostina exhibieron
potentes efectos antibacterianos contra Staphylococcus spp. aislado de
vacas con mastitis y valores CIM de 1-32 pg/mL. Estos agentes probados
inhibieron la formacidn de biofilm de los aislados tanto en las superficies de
polipropileno (hidréfobo) como de vidrio (hidréfila). El estudio indicoé que
YSMP tenia una fuerte actividad antibacteriana y capacidad antibiofilm
contra los aislamientos probados similares a los de a-mangostina y G.
mangostana. Los efectos antiestafilocécicos se confirmaron con
microscopios electronicos de barrido y transmisién. Las principales
anomalias en la microestructura de las células tratadas fueron las graves
alteraciones de la pared celular con la formacién de agujeros y la
desorganizacién morfoldgica. Por lo tanto, se propone que G. mangostana
es el componente activo principal de YSMP y a-mangostina se puede usar
como un compuesto marcador activo para YSMP que indica su actividad
contra estafilococos aislados de mastitis bovina (Sasitorn C., et al. 2017, pp.

364).
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3.3.1.4. “Aislamiento y caracterizacion de tres alcaloides de la bencilisoquinolina
de Thalictrum minus L. y su actividad antibacteriana contra la mastitis
bovina”.
Relevancia etno-farmacoldgica: las raices de Thalictrum minus se usan
tradicionalmente en el tratamiento de la inflamacidon y enfermedades
infecciosas como la mastitis bovina. Sin embargo, no hay informes
disponibles en la literatura hasta la fecha sobre los estudios antibacterianos
de T. minus contra la mastitis bovina. El objetivo del estudio fue evaluar el
potencial antibacteriano del extracto crudo de T. minus (raiz) y algunos de
sus constituyentes aislados contra la mastitis bovina para validar
cientificamente su uso tradicional. Se aislaron un total de tres compuestos
alcaloides del diclorometano (DCM): extracto de metanol de las raices de T.
minus usando cromatografia en columna de gel de silice. La elucidacion
estructural de los compuestos aislados se realizé mediante el uso de
técnicas espectroscépicas como la espectrometria de masas y la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN). Los patdgenos se
aislaron de casos de mastitis bovina y se identificaron mediante la
secuenciacion del gen 16S rRNA. El método de microdilucién de caldo se
utilizdé para evaluar las actividades antibacterianas de DCM: extracto de
metanol y compuestos aislados contra patdgenos de mastitis. Los tres
compuestos aislados se identificaron como alcaloides bencilisoquinolinicos
(1) 5'-Hidroxitalalinas, (2) Thalrugosaminina y (3) O-Metiltalico. Los
compuestos (2) y (3) se informan por primera vez desde las raices de T.
minus. Se identificaron cinco patdgenos de mastitis a saber, Staphylococcus
xylosus, Staphylococcus lentus, Staphylococcus equorum, Enterococcus
faecalis y Pantoea agglomerans sobre la base del analisis de secuencia de
aislados usando el algoritmo BLAST de nucledtido. Este estudio informa por
primera vez sobre el aislamiento y la caracterizacion molecular de los
patdgenos de la mastitis en el valle de Cachemira, India. El extracto de DCM:

el metanol exhibié actividades antibacterianas de amplio espectro que
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variaban entre las especies bacterianas (CIM = 250-500 mg/ml). La 5'-
hidroxialisina y la talaroesaminina mostraron una actividad antibacteriana
prometedora con valores de CIM de 64-128 mg/ml, mientras que las
especies de Staphylococcus fueron las cepas mas sensibles. Se concluyé que
las actividades antibacterianas del DCM: extracto de MeOH y compuestos
aislados apoyan el uso tradicional de T. minus en el tratamiento de la

mastitis bovina (Mushtaq S., 2016, pp. 221).

Estudios previos con piperaceas para control/tratamiento de mastitis bovina

Se realizd un estudio donde se evaluaron 6 plantas medicinales para tratar mastitis
en vacas lecheras, entre esas plantas se encuentra Piper jacquemontiaum. Los
extractos metandlico y diclorometanico fueron evaluados frente a distintas
bacterias causantes de mastitis bovina. Hubo resultados inhibitorios para estos

extractos (Lopez, M., 2009, pp. 21).

Estudios realizados en Guatemala con piperaceas en animales

Un estudio realizado en la Facultad de Veterinaria y Zootecnia demuestra que los
extractos metandlico (MetOH) vy diclorometanico (CH.Cl,) de Piper
jacquemontianum poseen actividad bactericida frente a distintos patdgenos
causantes de otitis canina, tanto la cepa de piel como cepa de oido.

Las cepas a evaluar fueron Staphylococcus intermedius, Streptococcus sp,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, y de pioderma canina: S. intermedius,
Streptococcus sp. El extracto metandlico de Piper jacquemontianum presentd
actividad contra todas las bacterias a las que se enfrentd, mientras que el extracto
diclorometanico presentd actividad Unicamente contra las bacterias Gram positivo
(Chavez, J., 2010, pp. 18 y 27).

Esto puede ser un indicativo que los extractos apolares y polares de Piper
jacquemontianum tengan actividad terapéutica en vacas con mastitis. Es probable

que Piper oradendron posea actividad medicinal para la misma patologia.
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EXTRACCION Y TAMIZAJE FITOQUIMICO

Cuando se realizan investigaciones para buscar o confirmar una actividad bioldgica es

importante la determinacidon de los constituyentes quimicos de la planta. El escrutinio

farmaco quimico constituye el marco de referencia convencional para el estudio de los

principios activos de plantas medicinales. Este enfoque se enmarca en la extraccién y

fraccionamiento bioguiado el cual consiste en la preparacién de extractos crudos, fracciones

obtenidas a partir de dichos extractos y la evaluacion de su bioactividad.

3.4.1.

3.4.2.

Extraccion. Para la investigacion fitoquimica y farmacolégica es necesario realizar
extracciones reproducibles, cuantitativas, estables y eficientes para el efecto que se
desea demostrar. La extraccidén para tamizaje consiste en realizar una extraccién con
disolventes de diferentes polaridades; generalmente, diclorometano o hexano, éter,
metanol, etanol y agua. Por la toxicidad y efectos farmacoldgicos de estos disolventes
es preciso concentrar los extractos evaporando el disolvente a presion reducida y
temperatura controlada (rotavapor) hasta alcanzar un estado de miel. En el caso de
los extractos acuosos se suele concentrar por medio de liofilizacion. En esta forma los

extractos son mas estables y faciles de almacenar y dosificar.

Tamizaje de la actividad antibacteriana in vitro

La actividad antimicrobiana es empleada para evaluar la actividad inhibitoria de una
planta o sus derivados, la potencia de la sustancia, la susceptibilidad de un
microorganismo a concentraciones conocidas de una droga de origen vegetal, el
espectro de microorganismos inhibidos y la concentracién de la droga en el
organismo humano. Es indispensable en la evaluacion de la actividad antimicrobiana
conocer y controlar las condiciones de laboratorio del modelo microbiano, tanto en
procedimientos in vivo como in vitro.

Factores como la composicion y el pH del medio, el método de extraccion, la
solubilidad de la muestra en el medio de cultivo y los microorganismos utilizados en
la prueba pueden hacer variar los resultados, por lo que es dificil establecer un
método estandarizado para el estudio de la actividad antimicrobiana de las plantas

medicinales.
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La determinacidon de la actividad antimicrobiana puede dividirse en dos fases:
tamizaje y concentracion minima inhibitoria. Este Ultimo procedimiento se realiza
Unicamente con los microorganismos cuyo crecimiento fue inhibido por el extracto
en la primera fase. Se evalla si hubo crecimiento, una completa supresion del
crecimiento es requerida para declarar que el extracto es activo. Los extractos que
son activos deben ser probados nuevamente para confirmar los resultados. Para
evitar confusiones en la interpretacién de resultados provocadas por probable
contaminacién durante la preparacién del medio de cultivo deben colocarse dos cajas
de control positivo por lote de pruebas. Adicionalmente, para los casos en los que
hubo crecimiento es posible evaluar de nuevo la actividad a distintas
concentraciones.

Generalmente la medicidn de la actividad antimicrobiana se realiza por medio del
método de difusién o el método de dilucidn. La seleccién del método depende de las
necesidades del investigador, las cuales han hecho que los métodos sufran
modificaciones con el fin de optimizar las técnicas empleadas y por consiguiente

obtener resultados confiables.

3.4.2.1. Método de dilucién en agar. Se basa en el crecimiento exponencial de
bacterias susceptibles inoculadas en medios de cultivo adecuados. La
bacteria es inhibida por las moléculas bioactivas diluidas en el agar. Este
procedimiento ofrece una distribucion homogénea del compuesto en el
agar. En este método, una cantidad conocida de muestra es diluida en
agar, siendo indispensable la dispersion homogénea de la muestra en
agua.

El método de dilucidon se emplea para determinar la concentracién
inhibitoria minima (CIM) que se requiere del agente antimicrobiano para
inhibir o matar al microorganismo, es decir, la CIM es la concentracion mas
baja en la que no hay crecimiento visible, esta prueba puede ser en caldo
(tubo) y en agar (placa). Se ha utilizado principalmente para determinar

los valores de CIM de un extracto, aceite esencial o sustancia pura; asi
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como, para el tamizaje preliminar de la actividad antimicrobiana. Ademas
permite evaluar la CIM usando diluciones decrecientes del extracto.

El método de dilucién es el Unico método para determinar el
minimo de concentracion bactericida (CMB). El CMB es determinado por
subcultivos de los tubos con inhibicidon en un plato de agar o en medio
liquido, cuando el microorganismo no crece, la muestra es un microbicida.
La diluciéon en medio liquido es la técnica mas complicada pero también la
mds precisa. Se interpreta como resultado positivo, la ausencia del
crecimiento de microorganismo.

El método de dilucidn sélido, es parecido al método de dilucién en
liguido. Este método es rapido y la CIM de un producto puede ser
determinada contra seis microorganismos a la vez. Este método permite
la inoculacién de aproximadamente 20-25 microorganismos en platos
estandarizados. El método de dilucidn en agar establece la cantidad de
muestra necesaria, la cual no debe ser mayor de 1 mg de muestraen 1 mL
del medio de cultivo. Las muestras activas son reensayadas a una
concentracién de 0.1 mg/mL.

Las ventajas de este método son su simplicidad, sensibilidad,
reproducibilidad, rapidez, facilidad de estandarizar y procesar gran
cantidad de muestras; ademads, ofrece la posibilidad de usarlo en el
estudio de antimicrobianos solubles en agua o muestras insolubles como
aceites esenciales. También pueden ser sembrados hasta seis

microorganismos en una caja de Petri.

3.4.2.2. Microorganismos. La Facultad de Veterinaria proveerd la cepa de

Streptococcus dysgalactiae para la realizacion del estudio.
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4. JUSTIFICACION

A pesar de los métodos modernos establecidos para el control de la mastitis bovina, esta es una
de las mayores causas de serias pérdidas econdmicas en la produccion lechera, sufrimiento animal,
efectos negativos en la calidad de leche, y reduccidn en la higiene del producto. Es considerada una
enfermedad altamente prevaleciente en el ganado lechero, y es una de las mds importantes que
afecta mundialmente la industria lechera; pues ocasiona pérdidas econdmicas muy fuertes a todos
los productores de leche en el mundo debido a la disminucién de la calidad y cantidad de leche
producida y un aumento en los costos de tratamiento y servicios veterinarios, asi como pérdida de
animales (Ruiz, A,, et al, 2011, pp. 58).

Es un problema agricola, el cual conlleva al uso de antibidticos para erradicar a los patdgenos
causantes. La leche de los mamiferos es un medio de excrecidn de antibidticos, los cuales pueden
alterarlay tener efectos negativos en el consumidor (como alergias) y/o en la naturaleza de la leche.
Considerando que la leche vacuna es consumida por los habitantes de Guatemala, esto puede
causar problemas de salud en los consumidores (Diaz, D., Pena, G., 2016; Fernandez, O., et al, 2012,
pp. 1; Kirk, J., Mellenberger, R., 1990, pp. 2; Lépez, M., 2008, pp. 12 y 14).

La utilizacion de un método alternativo de origen vegetal a los antibidticos es un campo casi
inexplorado. De forma tdpica, se utilizan los aceites esenciales de eucalipto, wintergreen y Aloe vera
en vacas lecheras para tratar la mastitis (Chavez, L., Murguia, A., 2014, pp. 1-2). Ademas, se utilizan
otros tratamientos etnoveterinarios que estan siendo documentados paulatinamente. No existen
estudios disponibles aln sobre la aplicacién terapéutica de extractos de piperdceas para el
tratamiento de mastitis bovina.

Las plantas del género Piper estan distribuidas ampliamente en el pais, debido a su clima tropical
y subtropical. Estas plantas poseen diversas propiedades farmacolégicas que las hacen adecuadas
para validar su uso medicinal (Martinez, J., 2009, pp. 1-2). La validacién puede efectuarse tanto en
humanos como en animales.

El empleo de los extractos de Piper jacquemontianum y Piper oradrendon puede contribuir a la
sustitucidn paulatina de los antibidticos para el tratamiento de la mastitis bovina, en caso que estos

extractos tengan actividad bactericida contra estreptococos que producen mastitis bovina.
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5. OBIETIVOS

OBIJETIVO GENERAL
5.1.1. Evaluar in vitro las propiedades bactericidas de los extractos de Piper
jacquemontianum y Piper oradendron en estreptococos que producen mastitis

bovina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

5.2.1. Determinar el efecto bactericida de los extractos hexanico y etandlico de Piper
jacquemontianum y Piper oradendron contra Streptococcus dysgalactiae.

5.2.2. Establecer la concentracién minima inhibitoria (CIM) de los extractos del estudio que

posean actividad bactericida.
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6. HIPOTESIS

Al menos un extracto (hexanico o etandlico) obtenido de Piper jacquemontianum o Piper
oradendron tiene actividad bactericida in vitro en contra de bacterias causantes de mastitis bovina

del género Streptococcus.
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7. MATERIALES Y METODOS

UNIVERSO Y MUESTRA
7.1.1. Universo (poblacidn): Extractos de plantas del género Piper
7.1.2. Muestra: Extractos hexanicos y etandlicos de Piper jacquemontianum vy Piper

oradendron

MATERIALES
7.2.1. Vegetal
7.2.1.1. Piper jacquemontianum

7.2.1.2. Piper oradendron

7.2.2. Biolédgico

7.2.2.1. Streptococcus dysgalactiae

7.2.3. Materiales y equipo
7.2.3.1. Algoddn
7.2.3.2. Asa de nicromo en argolla
7.2.3.3. Autoclave
7.2.3.4. Balanza analitica
7.2.3.5. Bata de laboratorio
7.2.3.6. Cajas de Petri simples
7.2.3.7. Campana bacterioldgica
7.2.3.8. Campana bacterioldgica con flujo laminar
7.2.3.9. Campana de extraccién
7.2.3.10. Crisol para evaporacion
7.2.3.11. Cristaleria de laboratorio
7.2.3.12. Desecador
7.2.3.13. Estufa
7.2.3.14. Etiquetas de identificacion



7.2.4.

7.2.5.

7.2.3.15. Guantes

7.2.3.16. Horno de secado

7.2.3.17. Incubadora a 36 °C

7.2.3.18. Mascarilla

7.2.3.19. Mechero

7.2.3.20. Papel filtro

7.2.3.21. Percolador

7.2.3.22. Pinzas

7.2.3.23. Pipetas automaticas

7.2.3.24. Plantilla para siembra

7.2.3.25. Puntas amarillas de 200 pL

7.2.3.26. Puntas azules de 1000 pL

7.2.3.27. Recipiente con boquilla regulable en la parte inferior
7.2.3.28. Recipiente para empapado de plantas
7.2.3.29. Recipientes para recuperar los extractos
7.2.3.30. Refrigeradora

7.2.3.31. Rotavapor con bafio de calentamiento y recirculacion de agua fria
7.2.3.32. Tamizador No. 5

7.2.3.33. Tijeras

7.2.3.34. Tubos con tapdn de rosa de 15 ml
7.2.3.35. Varilla de agitacién

Medios de cultivo
7.2.4.1. Agar Miller-Hinton
7.2.4.2. Caldo Tripticasa-Soya

Reactivos
7.2.5.1. Agua destilada
7.2.5.2. Disolventes
7.2.5.2.1.Dimetilsulféxido
7.2.5.2.2.Etanol con concentraciones al 30%, 50%, 70% y 90%
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7.2.5.2.3.Hexano

7.2.5.3. Solucién salina estéril

METODOS

7.3.1.

7.3.2.

7.33.

7.3.4.

7.3.5.

Seleccion de especies
7.3.1.1. Especies nativas del género Piper.

7.3.1.2. Originarias de la misma area geografica en Suchitepéquez.

Obtencion y colecta de material vegetal
7.3.2.1. Piper jacquemontianum vy Piper oradendron proceden de la Finca de
FARMAYA, S.A. (Samayac, Suchitepéquez). Dichas plantas son colectadas e

identificadas por el Lic. Armando Caceres.

Secado

7.3.3.1. El proceso empieza con el secado a la sombra y utilizacién del horno de
secado a 40 °C del Laboratorio de Fitoquimica de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia hasta obtener un porcentaje de humedad menor o

igual al 10%.

Tamizado
7.3.4.1. Con tamiz No. 5 otorgado por el Laboratorio de Investigacién de Productos
Naturales (LIPRONAT). Posteriormente, se pesa y rotula con el nombre de

la especie, drgano, porcentaje de humedad, procedencia, peso y fecha.

Prueba de mejor solvente

7.3.5.1. Preparar 100 ml de las siguientes concentraciones de etanol: 30%, 50%,
70% y 90%.

7.3.5.2. Seleccionar 4 recipientes de boquilla regulable y colocar un trozo de
algodén en la parte inferior de cada recipiente (cada recipiente

seleccionado corresponderd a cada concentracién de etanol).



7.3.5.3.

7.3.5.4.

7.3.5.5.

7.3.5.6.

7.3.5.7.
7.3.5.8.

7.3.5.9.
7.3.5.10.

7.3.5.11.

7.3.5.12.

7.3.5.13.

7.3.5.14.
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Colocar un cono de papel filtro dentro de cada recipiente con boquilla
regulable.

Pesar 1 g de materia vegetal en balanza analitica y colocarla dentro del
papel filtro.

Cubrir totalmente el material con el solvente a utilizar, aproximadamente
20 ml de solvente.

Tapar cada recipiente a manera de asegurar que no se evaporara el
solvente contenido en su interior.

Dejar en reposo la materia vegetal con el solvente por 24 horas.
Seleccionar 4 capsulas y colocarlos en horno desecador 1 hora a 110 °C,
esperar que baje la temperatura del horno a 50 °Cy pasar las cdpsulas a la
desecadora, dejarlos en la desecadora por unos 20 minutos para que
lleguen a temperatura ambiente.

Recibir en beackers cada una de las tinturas.

Pesar las capsulas con tintura. En una estufa, dentro de la campana,
evaporar el disolvente a llama directa hasta que se elimine toda la tintura
sin que se queme.

Colocar las cépsulas en el horno desecador 1 hora a 110 °C, esperar que
baje la temperatura del horno a 50 °Cy pasar las cdpsulas a la desecadora,
dejarlos en la desecadora por unos 20 minutos para que lleguen a
temperatura ambiente.

Pesar las capsulas y calcular la cantidad de sélidos totales.

Peso final — tara

%de sélidos = ( ) (100%)

Peso de la tintura

El solvente que presente un mayor porcentaje de sélidos totales, es el que
se considera como mejor solvente.

Limpiar todo lo empleado y ordenado. (LIPRONAT, 2014, pp. 1-3).
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7.3.6. Extraccion fraccionada

7.3.6.1.

7.3.6.2.

7.3.6.3.

Preparacidn de la planta

7.3.6.1.1.Colocar la planta previamente molida dentro de un recipiente
resistente al disolvente a utilizar

7.3.6.1.2.Ailadir la cantidad necesaria de disolvente para remojar la planta
antes de colocarla en el percolador.

7.3.6.1.3.Dejar reposar 24 horas.

Preparacidn del percolador

7.3.6.2.1.Lavar y secar el percolador a utilizar.

7.3.6.2.2.Colocar una tapa de algoddn en la parte inferior del percolador.

7.3.6.2.3.Colocar sobre el algodén un pedazo de papel filtro en forma de
cono.

7.3.6.2.4.Colocar dentro del percolador la planta molida y empapada segun
el paso 6.3.6.1.

7.3.6.2.5.Agregar el mismo disolvente para completar el volumen
(disolvente apolar), el disolvente debe quedar 5 cm sobre la
planta.

7.3.6.2.6.Agitar suavemente para acomodar la planta.

7.3.6.2.7.Tapar el percolador y dejar reposar 24 horas.

Recuperacion y concentracion de la tintura

7.3.6.3.1.Abrir la llave del percolador con un goteo intermedio y recibir en
un recipiente adecuado o directamente en el baléon de
concentracién del rotavapor.

7.3.6.3.2.Colocar el baldn de concentracién en el rotavapor.

7.3.6.3.3.Marcar la temperatura y presién adecuadas segun el disolvente
gue se esta utilizando.

7.3.6.3.4.Accionar el rotavapor segun el PEO especifico, recuperar el
disolvente y agregarlo de nuevo al percolador, repetir el proceso

anterior. Esto se conoce como fraccion I.
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7.3.6.3.5.Realizar dos veces este proceso o segln se requiera en la
investigacion particular.

7.3.6.3.6.Si es una extraccidon exhaustiva se haran extracciones cuantas
veces sea necesario hasta que el efluente obtenido sea incoloro,
lo que indica que se ha agotado el material.

7.3.6.3.7.Destapar el percolador 24 horas para que se evapore el disolvente
gue haya quedado.

7.3.6.3.8.Agregar el segundo disolvente menos polar y repetir el proceso
anterior. Esto se conoce como fraccion .

7.3.6.3.9.Hacer de la misma forma con todos los disolventes a utilizar, e ir

numerando las fracciones obtenidas (LIPRONAT, 2013, pp. 1-2).

Tamizaje de la actividad antibacteriana in vitro
7.3.7.1. Procedimiento
7.3.7.1.1.En la balanza analitica pesar 30 mg de extracto a ensayar
y disolverlo en 3 ml de etanol al 50% (hacer calculos para
determinar el volumen de extracto necesario para realizar
el ensayo).
7.3.7.1.2.Agitar en un vortex hasta que esté bien disuelto. Si no se
disuelve utilizar un sonificador. En el caso de extractos con
disolventes apolares agregar 25 pL de dimetilsulféxido
(DMSO).

7.3.7.1.3.Filtrar el extracto.

7.3.7.2. Filtracidon del extracto
7.3.7.2.1.Trabajar la filtracién en la campana de flujo laminar
(previamente limpia, ver PEO de limpieza de campana).
7.3.7.2.2.Aspirar el extracto utilizando una jeringa estéril de 5 ml.
7.3.7.2.3.Desenroscar la aguja y enroscar en la jeringa el filtro de

0.45 um de didmetro.
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7.3.7.2.4.En un frasco estéril recibir el filtrado haciendo pasar la

dilucion del extracto por el filtro lentamente.

7.3.7.3. Preparacion del agar planta

7.3.7.3.1.Preparar tubos con 9.0 ml de agar Miller-Hinton (dos
tubos por cada extracto o compuesto a trabajar).
Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos, dejar enfriar a 50
°C. En una caja de Petri simple agregar 1.0 ml de la
solucion del extracto filtrado (este debe tener una
concentraciéon de 10 mg/ml) y los 9 ml de agar Miller-
Hinton. Tapar la caja y homogenizar con movimientos
circulares. La concentracién final que se obtiene es de 1
mg/ml.

7.3.7.3.2.Dejar solidificar e incubar a 36 °C por 24 horas, para
comprobar esterilidad.

7.3.7.3.3.Guardar en refrigeracion hasta el momento de usar.

7.3.7.4. Preparacion del inéculo

7.3.7.4.1.Purificar el microorganismo (Streptococcus dysgalactiae)
a ensayar inoculdandolo en una caja de Petri con agar
tripticasa-soya, incubar 36 °C durante 24 horas.

7.3.7.4.2.Inocular una asada del cultivo puro microbiano en un tubo
con 5.0 ml de caldo tripticasa-soya, incubar a 36 °C
durante 24 horas.

7.3.7.4.3.Diluir 0.05 ml de la suspensién anterior en 4.95 ml de

solucidn salina estéril al 0.85% (dilucién 1:100).

7.3.7.5. Demostracion de la actividad antibacteriana
7.3.7.5.1.Inocular en las cajas con agar-planta una asada de cada
uno de los microorganismos siguiendo el patrén de la

plantilla. Hacer cinco repeticiones por microorganismo.
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Dejar reposar 5-10 minutos e incubar a 36 °C durante 24
horas.
7.3.7.5.2.Utilizar como control negativo 9 ml de agar Miiller-Hinton

mezclandole 1 ml de etanol al 50 %.

7.3.7.6. Interpretacion de resultados
7.3.7.6.1.Actividad negativa: crecimiento homogéneo a lo largo del
indculo.
7.3.7.6.2.Actividad positiva: no hay crecimiento homogéneo a lo
largo del inéculo.
7.3.7.6.3.Contaminacion: presencia de microorganismos fuera de la

inoculacidn (LIPRONAT, 2013, pp. 1-3).

DISENO DE LA INVESTIGACION

7.4.1. Tipo de estudio: Prueba binomial.

7.4.2. Variables
7.4.2.1. Variable dependiente: actividad bactericida de los extractos hexanicos y
etandlicos de dos plantas Piper jacquemontianum y Piper oradendron.
7.4.2.2. Variable independiente: tipo de extracto (hexanico y etandlico) y plantas

Piper (P. jacquemontianum y P. oradendron).

7.4.3. Andlisis estadistico

Segun la prueba binomial, si se tienen 3 repeticiones (3 éxitos) hay cumplimiento.
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8. RESULTADOS

La colecta de las muestras vegetales fue realizada en la Ecoparcela El Kakawatal, Samayac,
Suchitepéquez, latitud 14°33’06.3”N y longitud 91°C27°57.9”0. Se colectaron aproximadamente 1

Kg de cada una de las piperaceas del estudio.

En la Tabla 1 se observa que el porcentaje de rendimiento de Piper jacquemontianum fue menor
con respecto al porcentaje de rendimiento de Piper oradendron. El porcentaje de humedad de las

muestras colectadas fue medido posteriormente a su secado en hornos de conveccion.

Tabla 1

Porcentaje de Rendimiento y Humedad de Hojas secas de Piper jacquemontianum y Piper

oradendron
Descripcion Piper jacquemontianum Piper oradendron
Peso de la muestra humeda
1.45 1.97

(Kg)
Peso de muestra seca (g) 347.89 374.21
Peso de hojas exclusivamente

331.00 350.70
(g)
Porcentaje de rendimiento

21.92 17.80
(%)
Porcentaje de humedad (%) 8.60 9.40

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.

En la Tabla 2 se visualiza que el mejor disolvente para realizar la extraccidon fraccionada de
compuestos polares es el etanol al 50%. No obstante, existe diferencia minima entre la extraccion
con etanol al 70%. Por lo cual, se opté por utilizar el etanol al 70% para extraer los compuestos

polares.
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Tabla 2

Prueba de Mejor Disolvente para Piper jacquemontianum

Capsula
Porcentaje Material
Capsula/  Tintura con Residuo PORCENTAIJE DE
de etanol vegetal seco
Tara (g) (g) residuo (g) RENDIMIENTO (%)
(%) (g)
(g)
30 1.00 38.46 1.01 38.47 0.0017 0.17
50 1.00 45.46 0.91 45.46 0.0036 0.40
70 1.00 36.30 0.92 36.30 0.0033 0.36
90 1.00 30.73 1.00 30.74 0.0025 0.24

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.

En la Tabla 3 se observa que la concentracion del disolvente etanol mas efectiva para extraer

compuestos polares de Piper oradendron fue al 70%, con 0.22%.

Tabla 3

Prueba de Mejor Disolvente para Piper oradendron

Cépsula
Porcentaje Material
Capsula/  Tintura con Residuo PORCENTAIJE DE
de etanol vegetal seco
Tara (g) (8) residuo (g) RENDIMIENTO (%)
(%) (8)
(8)
30 1.00 40.16 1.00 40.16 0.0001 0.01
50 1.00 72.33 1.01 72.33 0.0003 0.03
70 1.00 24.54 1.00 24.55 0.0022 0.22
90 1.00 51.53 1.00 51.53 0.0012 0.12

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.
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La extraccion fraccionada de los compuestos apolares y polares de Piper jacquemontianum fue
efectuada con los siguientes disolventes: hexano y etanol al 70%, respectivamente, y En la Tabla 4
se observa que el rendimiento obtenido fue de 1.95% para el extracto hexanico y 20.00% para el

extracto etandlico.

Tabla 4

Extraccion Fraccionada de Piper jacquemontianum

Peso (g) Solvente Peso de extracto Rendimiento (%)
Hexano 1.95 1.95
100.00
Etanol 70% 20.00 20.00

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.

La extraccion fraccionada Piper oradendron se realizé con etanol al 70% y hexano. Se obtuvo mayor
rendimiento con etanol al 70% en comparacidn con la extraccién con hexano. Esto denota que hay
mayores compuestos con afinidad polar que apolar. En la Tabla 5 se visualiza que el extracto

etandlico tuvo un rendimiento de 26.00% y el extracto hexanico 1.13%.

Tabla 5

Extraccion Fraccionada de Piper oradendron

Peso (g) Solvente Peso de extracto Rendimiento (%)
Hexano 1.13 1.13
100.00
Etanol 70% 25.96 26.00

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.
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En la Tabla 6 se observa que el extracto etandlico de Piper jacquemontianum inhibié el crecimiento
Streptococcus dysgalactiae a una concentracidén de 1 mg/mL. Del mismo modo, el extracto hexanico
de Piper oradendron tuvo actividad bactericida a la misma concentracion. El ensayo se realizd por

medio de un sistema de microaerobiosis y agar Miiller-Hinton.

Tabla 6

Prueba de Agar Planta de Extractos Etandlicos y Hexanicos de Piper jacquemontianum y Piper

oradendron a Concentracion de 1 mg/mL

Planta Solvente Crecimiento Cumple (Si/No)
Etanol (-) Si
Piper jacquemontianum
Hexano (+) No
Etanol (+) No
Piper oradendron
Hexano (-) Si

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.

La concentracidn inhibitoria minima (CIM) se determind a los extractos que inhibieron el

crecimiento de Streptococcus sp. a la concentracion de 1 mg/mL.

Enla Tabla 7 se observa que para el ensayo de la CIM, las concentraciones a las que se tuvo actividad
bactericida para el extracto etandlico de Piper jacquemontianum fueron al 0.50 mg/mLy a 1 mg/mL.

Hubo crecimiento bacteriano a 0.25 mg/mL.
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Tabla 7

Concentracidn Inhibitoria Minima del Extracto Etandlico de Piper jacquemontianum

Concentracién

Disolvente Crecimiento Cumple (Si/No)
(mg/mL)
0.25 (+) No
Alcohol Etilico al 70% 0.50 (-) Si
1.00 (-) Si

(+) Crecimiento: No cumple
(-) Inhibicion: Cumple

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.

En la Tabla 8 se visualiza que la CIM para el extracto hexanico de Piper oradendron fue de 0.50
mg/mL. Asimismo, a concentracién de 1.00 mg/mL tiene efecto bactericida en contra de

estreptococos causantes de mastitis en vacas.

Tabla 8

Concentracion inhibitoria minima del extracto hexanico de Piper oradendron

Concentracion

Disolvente Crecimiento Cumple (Si/No)
(mg/mL)
0.25 (+) No
Hexano 0.50 (-) Si
1.00 (-) Si

(+) Crecimiento: No cumple
() Inhibicion: Cumple
Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

La mastitis bovina es una patologia que posee etiologia, factores de riesgo, sintomatologia,
clasificacidn, fisiopatologia, diagndstico y tratamiento que son especificos e importantes para su

prevencion y control (anexo I).

En esta investigacion se emplearon extractos apolares (hexanicos) y polares (etandlicos) de plantas
del género Piper (Piper jacquemontianum y Piper oradendron) para comprobar la actividad
bactericida. Todo el proceso de obtencidn de los extractos y los procedimientos subsiguientes
fueron realizados en las instalaciones del Departamento de Fitoquimica y en el Laboratorio de
Investigacion de Productos Naturales de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la

Universidad de San Carlos de Guatemala.

El primero paso fue obtener el material vegetal. Las muestras fueron colectadas en la Ecoparcela El
Kakawuatal, Samayac, en el departamento de Suchitepéquez, Guatemala. Las muestras fueron
secadas en horno de conveccién hasta lograr un porcentaje de humedad <10%, el cual es un
porcentaje 6ptimo para conservar la muestra y evitar su descomposiciéon (figura 1, 2 y 3). Como
parte del control de calidad de las plantas, se les realizé prueba de humedad (%) y rendimiento (%).
En la tabla 1 se observa que el porcentaje de humedad de P. jacquemontianum fue de 8.60% (figura
4) y para P. oradendron fue 9.40% (figura 5). El porcentaje de humedad es la cantidad de agua libre
que contiene el material vegetal para su buena conservacion. Si el porcentaje es mayor al 10% hay
una mayor posibilidad de que los principios activos de la planta puedan sufrir degradacién por medio

de hidrdlisis y exista crecimiento de microorganismos (Flores, I., 2017, pp. 49).

El rendimiento que tuvieron las plantas desde que fueron colectadas hasta que se secaron en el
horno se puede representar por medio de porcentaje. Antes de realizar este célculo, se limpiaron
las muestras para extraer las flores y tallos para dejar solamente las hojas. Las hojas son el 6rgano
vegetal de estudio. Estas fueron tamizadas (figura 6). En la tabla 1 se puede observar que P.

jacquemontianum tuvo un rendimiento del 21.92% vy P. oradendron 9.40%.
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El segundo paso fue la extraccidn fraccionada (figura 7). Se necesitaban extraer dos fracciones, una
polar y una apolar. Para la fracciéon polar se usé un disolvente de naturaleza general, de alta
polaridad, (alcohol etilico). Para la segunda fraccidén se empled un disolvente selectivo, de menor
polaridad, (hexano) que sélo extrae de la planta las grasas vegetales y otros componentes apolares.
Cuando la droga se pone en contacto con el disolvente se inicia un proceso opuesto al proceso de
secado que tiende a reconstituir el estado original de la célula. Inicialmente el disolvente penetra
en la célula vegetal y expele el aire contenido en el citoplasma, dandose inicio de forma al proceso
extractivo. La penetracidn del disolvente en la célula induce un momento bipolar en la moléculas de
los compuestos que van a ser extraidos. Es de esta manera como las sustancias extraibles se

adhieren a las moléculas del disolvente (Teni, D., 2008, pp. 18).

Para conocer la concentracién de etanol adecuada para la extraccion fraccionada se usé la prueba
de mejor disolvente con etanol al 30, 50, 75 y 90%. Después de macerar durante 24 horas en
percoladores pequefios, por medio de un porcentaje de rendimiento se calculd la cantidad de
residuo que quedaba al incinerar la tintura. La tintura que tuviera mayor residuo, era la
concentracién adecuada para el ensayo.

En la tabla 2 y figura 8 se determind que la concentracidon con mayor residuo era el etanol al 50%
para P. jacquemontianum con 0.40% de rendimiento.

En la tabla 3y figura 9 se comprobd que la cantidad mayor cantidad de residuo era el etanol al 70%

para P. oradendron, con 0.22% de rendimiento.

El porcentaje residuo de las tinturas de P. jacquemontianum descritos en la tabla 2 con
concentraciones de etanol al 50% fue 0.40% y etanol al 70% fue 0.36%. Se establecié que la

concentracion de etanol a usar como solvente tanto para P. jacquemontianum como P. oradendron

debia ser alcohol etilico al 70%. La decision fue tomada en base a la diferencia poco significativa del

porcentaje de residuo entre el etanol al 50% y el etanol al 70%.

En el proceso de extraccion fraccionada se lavd 3 veces el percolador con hexano para obtener la
fraccién apolar. El solvente fue extraido con rotavapor (figura 10 y 11). Después de su extraccion,
se colocaron en cristalizadores en una desecadora. Posteriormente, se pesaron y depositaron en un

frasco. En la tabla 4 y tabla 5 se observa que el porcentaje de rendimiento del residuo de la tintura
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de P. jacquemontianum es 1.95% y para P. oradendron 1.13%. La planta que obtuvo mejor
rendimiento en extracto para la fraccién apolar fue P. jacquemontianum.

Para la finalizacidén de la extraccidn fraccionada, se lavo el percolador 6 veces con el etanol al 70%.
Se extrajo el solvente con rotavapor (figura 12). En la tabla 4 y tabla 5 se puede observar que el
rendimiento obtenido de extracto utilizando etanol al 70% como solvente fue de 20.00% para P.
jacquemontianum y 26.00% para P. oradendron. La planta que obtuvo mejor rendimiento en
extracto para la fraccién polar fue P. oradendron. Los resultados indican que las plantas poseen mas

compuestos polares dentro de su composicion.

La evaluacién microbioldgica de los extractos en contra de Streptococcus dysgalactiae se realizé con
la siembra de la bacteria y los extractos diluidos en concentraciones de 1 mg/mL en agar Miiller-
Hinton (figuras 13, 14, 15). Streptococcus dysgalactiae debia ser inoculado con anticipacion en un
agar sangre (figura 16).

La incubacién de estreptococos se realiza a 37°C en aerobiosis o microaerofilia durante 18 a 24
horas, transcurridas las cuales se pueden observar colonias con un didametro de 0.5 a 2 mm (Bedolla,
C., 2016, pp. 116.). Un sistema de microaerofilia (microaerobiosis) creado por jarras fue necesario

(figura 17).

En la tabla 6 se visualiza que por medio de la prueba de agar planta se determind que el extracto
etandlico de P. jacquemontianum si posee actividad bactericida en contra de Streptococcus
dysgalactiae (figura 18). Asimismo, el extracto hexanico de P. oradendron fue efectivo en contra de
dichas bacterias (figura 19).

El extracto hexanico de P. jacquemontianum (figura 20) y el extracto etandlico de P. oradendron no

presentaron actividad bactericida para Streptococcus dysgalactiae.

En la tabla 7 y tabla 8 se observa que a través de la prueba de concentracién inhibitoria minima se
determind que las concentraciones a las cuales tanto el extracto etandlico de P. jacquemontianum
como el extracto hexanico P. oradendron tienen actividad bactericida son 0.5 mg/mLy 1 mg/mL al

cumplir con las 3 repeticiones (3 inoculaciones) (figura 21, 22 y 23).
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Alguno o varios de los compuestos presentes en P. jacquemontianum, alcaloides, linalol, E-nerolidol
y a-pineno (Almeda, H., et al, 2014, pp. 37-39), le provee actividad bactericida en contra
estreptococos que tienen una actividad virulenta en bovinos.

P. oradendron posee alta cantidad de flavonoides en sus hojas, entre ellos esta el hiperdsido
(Almeda, H., et al, 2014, pp. 37-40; Caceres, A., 2013, pp. 3). Uno o varios flavonoides pueden
otorgarle a esta planta una actividad bactericida frente a estreptococos que generen mastitis en

vacas.

La hipdtesis de investigacion es verdadera, ya que dos de los extractos son efectivos como

bactericidas frente a Streptococcus dysgalactiae.

La importancia de los resultados obtenidos radica en generar nuevas opciones terapéuticas basadas
en plantas con propiedades medicinales, las cuales pueden ser aprovechadas tanto en humanos
como en animales.

Esta investigacion es relevante debido a que genera y amplia la informacién cientifica sobre las
plantas medicinales de Guatemala. Para esta investigacion se emplearon piperaceas, las cuales

tienen alto interés cientifico para su uso en medicina natural.
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10. CONCLUSIONES

El mejor rendimiento de la extraccion fraccionada con hexano fue de Piper

jacquemontianum, con 1.95%.

El extracto etandlico de Piper oradendron (26.00%) fue el que tuvo mejor rendimiento

comparado con el extracto de Piper jacquemontianum (20.00%).

El extracto etandlico de Piper jacquemontianum presentd actividad bactericida a 0.5y 1

mg/mL en contra Streptococcus dysgalactiae, que provoca mastitis bovina.

El extracto hexanico de Piper jacquemontianum y el extracto etandlico de Piper oradendron

no poseen actividad bactericida ante Streptococcus dysgalactiae.

El extracto hexanico de Piper oradendron presenté actividad bactericida a 0.5y 1 mg/mLen

contra de Streptococcus dysgalactiae.

Las concentraciones de los extractos que no tuvieron actividad bactericida en contra
Streptococcus dysgalactiae fueron el extracto etandlico de Piper oradendron a1 mg/mLy el

extracto hexanico de Piper jacquemontianum a 1 mg/mL.

La importancia de los resultados obtenidos radica en la difusién de nueva informacién

cientifica basada en las propiedades medicinales de las plantas nativas de Guatemala.
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11. RECOMENDACIONES

Experimentar con otras plantas piperaceas provenientes de distintas areas de Guatemala.
Preferiblemente especies nativas para contrastar si se alcanzan resultados similares a los

obtenidos en esta investigacion.

En agares planta, utilizar aceites esenciales de Piper jacquemontianum y Piper oradendron

para estudiar si poseen actividad bactericida como los extractos.

Estudiar la viabilidad de emplear otras bacterias que son patdgenas en humanos con

extractos polares y apolares de piperdaceas.

Se recomienda que Quimicos Farmacéuticos formulen productos fitofarmacéuticos con
extractos de Piper jacquemontianum y Piper orandendron a concentraciones de 0.5y 1.0

mg/mL para evaluar el efecto bactericida in vivo en ganado bovino para ampliar el estudio.
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13. ANEXOS

ANEXO |

MASTITIS BOVINA
13.1.1. DEFINICION

La mastitis es una inflamacién de la glandula mamaria y sus tejidos secretores, que
reduce la produccién del volumen de leche, alterando su composicidn, incluso su
sabor, ademas de elevar su carga bacteriana normal. De acuerdo a su duracidn, se
puede clasificar en aguda o crénica. En relacién a sus manifestaciones clinicas,
puede ser clinica o subclinica. Esta enfermedad provoca graves pérdidas
econdmicas a la industria lechera.

Aunqgue en muchos casos hay tumefaccion, calor, dolor y endurecimiento
de la glandula mamaria, la mastitis no se identifica facilmente, ni por examen visual

ni por leche obtenida en la copa de ordefio (Gasque, R., 2008, Pp. 176).

13.1.2. ETIOLOGIA

13.1.2.1. Agentes etioldgicos causantes de mastitis bovina

En la glandula mamaria bovina se han identificado hasta 140 especies,
subespecies y serovariedades microbianas. Las técnicas microbioldgicas
han permitido la determinacién precisa de la identidad de muchos
microorganismos patégenos de la mastitis.

Clasicamente estos microorganismos causantes de infeccidn
intramamaria o mastitis han sido divididos en patdgenos contagiosos y
ambientales; en base a su asociacidon epidemioldgica con la enfermedad y
a su proclividad de causar la infeccién oportunista, persistente o
transelnte, respectivamente. Dependiendo asimismo, de su repertorio

primario y el ambiente contra el cuarto de la gldandula mamaria infectada.

13.1.2.2. Patégenos causantes de la mastitis contagiosa
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Los patégenos contagiosos de primera importancia incluyen al
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium spp., y
Mycoplasma spp. Estos organismos se transmiten de vaca a vaca, donde el
reservorio primario que alberga los patdgenos es el animal infectado o el
cuarto de la ubre, y la exposicion de los cuartos mamarios no infectados se
restringe al proceso de la ordefia.

Los patdgenos contagiosos de la mastitis como el Staphylococcus
aureus y Streptococcus agalactiae que son infecciosos a nivel individual y a
nivel de poblacion, han sido reportados bajo control en los hatos lecheros a
través del uso de practicas de manejo que utilizan la desinfeccion de los
pezones después de la ordefia, terapia de la vaca seca, desecho,
mantenimiento del equipo de ordefio y terapia antibiética de las infecciones

intramamarias.

13.1.2.3. Patégenos causantes de la mastitis ambiental
Los patégenos ambientales a diferencia de los contagiosos son
transmitidos entre las ordefas por el ambiente que sirve como la fuente
primaria de estos organismos. Los patdgenos principales en este grupo son
los bacilos entéricos Gram-negativos (Escherichia coli, Klebsiella spp.),
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, y Enterococcus spp.).

La mastitis ocasionada por patégenos ambientales es el principal
problema que afecta a muchos hatos lecheros bien manejados, que
aplican un programa de control de los patégenos contagiosos de la
mastitis.

A pesar de que la mastitis por organismos contagiosos
(especialmente  Streptococcus agalactiae) ha  disminuido por
mejoramiento en el manejo. Las pérdidas econdmicas debido a la
enfermedad pueden continuar porque los organismos causales no pueden
ser erradicados del medio ambiente de las vacas lecheras ya que
pertenecen a la microbiota normal del ambiente y se encuentran en cada

establo.
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Estos patégenos poseen en general un potencial muy pobre para
causar enfermedad. Sin embargo, pueden penetrar en el conducto
galactéforo hacia la ubre y provocar infecciones muy persistentes que

requieren una terapia muy dificil.

Las fuentes de patégenos ambientales incluyen:
Materiales de cama

Estiércol

Suciedad y lodo

Agua estancada

Alimento

La fuente mas importante es la cama porque los pezones estdn en
contacto frecuente y prolongado con ella. Por tanto, la prevencion de la
contaminacidon de los pezones es muy importante y la practica de
mantener los materiales de cama secos ayudan a reducir las poblaciones
de esos organismos.

Ademas de los patégenos mencionados anteriormente, existen
otros que también se incluyen en la clase ambiental de este tipo de
infecciones. Se trata generalmente de oportunistas que invaden la
glandula mamaria cuando los mecanismos de defensa estan disminuidos
o cuando se introducen inadvertidamente en la glandula mamaria al

realizar un tratamiento intramamario.

Patégenos oportunistas
Este grupo de microorganismos oportunistas incluyen a Pseudomona spp.,
levaduras, Prototheca spp., Serratia marcescens y Nocardia spp. Cada uno
de estos agentes posee caracteristicas de cultivo, mecanismos patégenos
y consecuencias clinicas singulares.

La fuente de estos agentes patdgenos es el entorno de la vaca. La

forma de transmision principal es del ambiente a la vaca a través de un
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manejo inadecuado del primero. Algunos ejemplos incluyen la cama
humeda, terrenos sucios, ubres mojadas por la leche, preparacion
inadecuada de la ubre y los pezones antes del ordefio, sistemas de
estabulacién que favorecen las lesiones en los pezones y la exposicion de
los cuartos no infectados a los patdgenos ambientales que puede ocurrir
en cualquier momento durante la vida de una vaca.

Estas infecciones generalmente ocurren de forma esporadica. Sin
embargo, se pueden producir brotes en los rebafios o en una regién
entera, normalmente como consecuencia de problemas con la higiene o
el tratamiento. Por ejemplo, se ha producido mastitis causada por
Pseudomona aeruginosa en brotes relacionados con la contaminacion de
las conducciones de goma en las salas de ordefio.

La mastitis ocasionada por patdégenos ambientales es el principal
problema que afecta a muchos hatos lecheros bien manejados, que
aplican un programa de control de los patégenos contagiosos de la
mastitis.

Debido a que en la actualidad estos patégenos no han sido bien
controlados por los métodos arriba mencionados, ahora estan surgiendo
como la causa mds frecuente de mastitis en muchos hatos,
particularmente bien manejados, hatos con bajo conteo de células
somaticas (<200,000 cs/ml). Tradicionalmente, los agentes mds comunes
causantes de la mastitis también han sido clasificados como patdgenos
principales (mayores) y menores segln el grado de inflamacidn que estos
producen en la glandula mamaria.

Los patégenos principales son definidos como los patdgenos
responsables, la mayoria de las veces, de las mastitis clinicas o de fuertes
respuestas inflamatorias (elevados de células somaticas en la leche) y
comprenden al Staphylococcus aureus, S. uberis, S. agalactiae, S.

dysgalactiae y coliformes.
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13.1.2.5. Patégenos principales o mayores
Los patdgenos menores son definidos como los patégenos que infectan la
gldndula mamaria, causando conteos moderados de células somadticas,
pero en lo general no causan signos clinicos. Estas infecciones, son
especialmente frecuentes, debidas sobre todo a otros Estafilococos
(principalmente S. chromogenes, S. hyicus, S. epidermidis, y S. xylosus) o

por Corynebacterium bovis y Micrococcaceae coagulasa-negativos.

13.1.3. Streptococcus
El término Streptococcus (Streptds, trenzado; kdkkos, grano) fue utilizado por
primera vez por Billroth, en 1874. Para describir unos microorganismos de forma
cocacea, dispuestos en cadena. Son células esféricas u ovoides, con un didmetro de
0.5 a 2 um, que se dividen en un plano y pueden quedar adheridas y formar parejas
o bien cadenas largas cuando crecen en medios de cultivo liquido. A excepcion de
algunas especies, son generalmente inmdviles y no capsuladas. Los estreptococos
son organismos Gram-positivos, de catalasa negativa, que frecuentemente son
aislados de la glandula mamaria bovina y de tanques de leche cruda. Algunos
organismos que pertenecen al género Enterococcus y Streptococcus en particular el
Enterococcus faecium, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus equinus y el Streptococcus uberis, han sido bien documentados como
agentes etioldgicos de mastitis bovina y sus resultados han provocado severas
pérdidas econdmicas a la industria lechera. Los estreptococos son, probablemente,
el segundo grupo en importancia, después de los estafilococos, responsables de la
mastitis. Aunque el Streptococcus agalactiae, el Streptococcus uberis y el
Streptococcus dysgalactiae son las especies mas frecuentemente identificadas, otra
especie de estreptococos, el Streptococcus parasanguinis, ha sido implicado en las

infecciones de la glandula mamaria.

13.1.3.1.1. Aislamiento e identificacion
Para el aislamiento de los estreptococos se utilizan medios

enriquecidos con sangre o suero y medios de cultivo selectivos, que
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pueden llevar en su composicidn cristal violeta, sulfato de talioy, en
ocasiones, sustancias antimicrobianas; la incubacion se realiza a
37°C en aerobios o microaerofilia durante 18 a 24 horas,
transcurridas las cuales se pueden observar colonias con un
diametro de 0.5 a 2 mm, de bordes regulares, transparentes u
opacas y convexas. En medios de cultivo con sangre, los
estreptococos pueden producir distintos tipos de hemdlisis:
Hemodlisis B que se caracteriza por una lisis total de los hematies;
hemdlisis B, que corresponde a una decoloracién incompleta
alrededor de la colonia, rodeada de una zona de tonalidad verdosa
de 1 a 3 mm, y hemdlisis y o ausencia de hemodlisis. La capacidad
hemofilica de la bacteria se debe a dos enzimas: la estreptolisina O
(que se inactiva en presencia de oxigeno) y la estreptolisina S (que
permanece estable en presencia de oxigeno, y cuya produccion es

inducida por el suero).

Streptococcus agalactiae

El Streptococcus agalactiae es considerado una de las mayores
causas de infecciones intramamarias bovinas. Es un patégeno muy
contagioso de la glandula mamaria, donde puede sobrevivir por
largos periodos de tiempo. Esta bacteria es considerada una de las
mayores causas de infecciones intramamarias bovinas
particularmente en América del Norte. En los paises donde se ha
controlado el Streptococcus agalactiae, los patégenos mas
importantes son el Staphylococcus aureus, el Streptococcus
dysgalactiae y el Streptococcus uberis. En general las especies
normalmente aisladas, a nivel mundial, de estafilococos coagulasa
negativos parecen ser de Staphylococcus chromogenes,
Staphylococcus epidermidis y de Staphylococcus simulans. Algunas
diferencias en la patogenicidad entre las diferentes especies de

Estafilococos Coagulasa Negativos (ECN) han sido observadas. Asi,
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se encuentra al Staphylococcus simulas mas frecuentemente
asociado con las infecciones clinicas que las otras especies y

asociado con la reaccién de una inflamacion aumentada.

Streptococcus uberis

El Streptococcus uberis es una bacteria patdogena medioambiental
que induce, en una proporcién significativa, la mastitis clinica
bovina en todo el mundo; Por consiguiente la mastitis
medioambiental se ha vuelto un gran problema. El Streptococcus
uberis es un importante patdogeno medioambiental involucrado en
los casos de mastitis subclinica y clinica durante el periodo de
lactacion tempranay el periodo seco; y es responsable del 12 al 14%
de la mastitis clinica en vacas lactantes. En el Reino Unido es
responsable de alrededor del 20% de todos los casos de mastitis
bovina; sin embargo, se afirma que es el responsable del 33% de los
casos detectados de mastitis bovina. En Dinamarca podrian
relacionarse el 23% de los casos de mastitis en los hatos lecheros
con la infeccidn por este patdgeno. Se han diferenciado 31 especies
del género Streptococcus incluidas las especies S. uberis y S.
parauberis, ambas especies son bien conocidas como agentes

causales de mastitis bovina.

Streptococcus dysgalactiae

La mastitis causada por patégenos medioambientales es un gran
problema que afecta a los hatos lecheros. De entre los patégenos
medioambientales, el Streptococcus dysgalactiae ha sido
frecuentemente aislado de las infecciones intramamarias durante la
lactacién y el periodo seco. El Streptococcus dysgalactiae es una de
las especies bacterianas mas importantes aislada en la mastitis
bovina. El de la especie hemolitica, es un patégeno muy comun en

la mastitis clinica y subclinica. La prueba serolégica de Lancefield a
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la bacteria Streptococcus dysgalactiae, del grupo C, la identifica
como uno de los patégenos mas comunes de mastitis bovina, que
causa pérdidas econdmicas mas grandes en la industria de la leche.
Este patdégeno es muy capaz de sobrevivir en la boca, vagina y piel
de los animales saludables que pastan. Debido a su situacidn
medioambiental, los métodos de higiene normales y la terapia del
antibiético son menos eficaces previniendo las infecciones por
Streptococcus dysgalactiae que las infecciones por otro patégeno

contagioso (Bedolla, C., 2016, Pp. 108, 110, 112, 114, 116).

13.1.4. FACTORES DE RIESGO
e Errores de manejo como el sobreordefio.
e Mamilas de ordefio de tamafio inadecuado.
e Falta de sellado de los pezones al término del ordeno.
e lavado deficiente o inadecuado de la ubre.
e Equipo o material contaminado.
e Epoca de lluvias, edad, implantacién de la ubre, entre otros.
e Un medio ambiente sucio predispone en gran medida a la presentacion de la

mastitis (Gasque, R., 2008, Pp. 176).

13.1.5. SINTOMATOLOGIA

13.1.5.1. Galactoforitis aguda. Se manifiesta con la presencia de grumos de fibrina
y pus, sin alteracidon de las constantes fisioldgicas de la vaca, no existe
modificacion en la conducta, no hay alteraciones de alimentacion, no se
presenta inflamacién manifiesta en el o los cuartos afectados, no existen
signos de dolor y solo se aprecia en ocasiones una ligera asimetria en los
cuartos afectados, los tolondrones pueden aparecer al inicio, a la mitad o
al final del ordefo. En este cuadro es donde la prueba del tazén de fondo
oscuro es indispensable.

13.1.5.2. Galactoforitis crénica. La presentacién clinica es igual al caso anterior de

galactoforitis aguda, siendo la Unica diferencia, la reincidencia del proceso.
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tratamiento es a base de inmunoterapia especifica y de

cefalosporinas.

13.1.5.3. Mastitis apostematosa. Este cuadro se manifiesta con proceso absedativo

multiple,

gue va desde microabcesos hasta abscesos del tamafio de una

naranja, los cuales debridan constantemente tanto hacia el exterior como

hacia la cisterna de la glandula, por lo que se observa pus franca en lugar

de leche

al exprimir el o los cuartos afectados, este material purulento

tiene las caracteristicas de exudados de Actinobacilus pyogenes

13.1.6. CLASIFICACION

(Bedolla, C., Ponce, M., 2008, pp. 7).

La mastitis se clasifica en mastitis clinica, subclinica e infeccién latente, segun el

grado de inflamacién. La inflamacién de la glandula mamaria se caracteriza por los

signos cardinales de ésta, los cuales son tumor, rubor, dolor, calor y disminucién de

la funcion.

13.1.6.1. Mastitis Clinica. Puede presentarse como: severamente aguda, suave que

por la severidad inflamatoria se subdivide moderada y ligera, crénica y

gangrenosa

13.1.6.1.1.

13.1.6.1.2.

Mastitis severamente aguda. Generalmente es de presentacion
subita con una severa inflamaciéon de la glandula mamaria
afectada, pudiendo presentarse o no con alteraciones aparentes
en la secrecidn lactea, pero si una disminucion en la cantidad
producida. En ésta forma de mastitis podrdn presentarse signos
sistémicos como septicemia, toxemia, fiebre, anorexia,
depresion, movimientos ruminales disminuidos, entre otros
signos

Mastitis suave-moderada. De presentacion subita que se
presenta con un decremento en produccién de leche vy
alteraciones que pueden ser de aspecto seroso, con hilos de

fibrina, codgulos, grumos.
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13.1.6.1.3. Mastitis suave-ligera. Es una forma intermedia entre la forma de
presentaciéon anterior y una mastitis crdnica. Esta clase de
inflamacidn puede presentarse con brotes de reagudizacién o
pasar a una fase de inflamacién crénica. En éste tipo de cuadro
es frecuente el que no se aprecien cambios aparentes en la ubre
y Unicamente al inicio del ordefio se observen pequenos grumos
en la secrecidn lactea.
13.1.6.1.4. Mastitis cronica. Cuando la agresion en la glandula mamaria
persiste y no hay una solucion a la reaccidn inflamatoria aguda
el resultado es una inflamacidn crénica, microscépicamente
puede verse necrosis tisular. Un cuadro de mastitis crénica podra
presentarse clinicamente en forma aguda.
13.1.6.1.5. Mastitis Gangrenosa. Esta forma de presentacion clinica es
ocasionada cuando los microorganismos involucrados o sus
toxinas producen vasoconstriccién, isquemia y muerte del
tejido. A la inspeccién la glandula afectada se encuentra
inflamada, fria y ciandtica, se observa una linea de demarcacion
entre el tejido sano y el afectado, viéndose éste de color azul o
negro.
13.1.6.2. Mastitis subclinica. Esta es una forma en la cual no hay signos visibles en
la gldndula mamaria, pero si una disminuciéon en la produccion de leche e
incremento en el nimero de células somaticas.
13.1.6.3. Infeccidn latente. Esta es una forma de presentacion de mastitis subclinica
en la cual se da en leche el aislamiento de microorganismos considerados
como tradicionalmente patdgenos para la gldandula mamaria.

(Lépez, M., 2008, pp. 3-4)

13.1.7. FISIOPATOLOGIA
La infeccidon de cada glandula mamaria ocurre a través del conducto del pezdn a
partir de dos fuentes principales de contaminacién: la ubre infectada y el medio. La

contaminacidn de las manos de los ordefiadores, pafios de lavado y copas de
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aparatos de ordefio pueden diseminar con rapidez la infecciéon a los pezones de

otros animales por la leche procedente de cuarterones infectados.

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

Entre ordefos las bacterias pueden avanzar por el canal del pezén por
multiplicacion.

Pueden ingresar por la presion fisica ejercida sobre la punta del pezdn cuando
la vaca se mueve.

Durante el ordeio mecanico pueden ser impulsados hacia el canal del pezén o
desde el mismo hacia el interior de la cisterna del pezdn, por los impactos que
causan las fluctuaciones de vacio contra el orificio del pezon.

Durante la aplicacidn de un antibiético pueden ser empujados fisicamente a

través del canal del pezén por la insercién completa de la canula.

La invasidon microbiana de la glandula mamaria ocurre siempre siguiendo la

via del conducto del pezdny a primera vista, el desarrollo de la inflamacién después

de la infeccidn se sospecha que es un fenédmeno natural. Sin embargo, la aparicién

de la mastitis es mds compleja de lo que este concepto puede indicar y quizas

resulte mas satisfactorio explicarla en términos de tres etapas: invasion, infeccion e

inflamacion.

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 infeccion. Este es el momento en que los microorganismos se
multiplican rapidamente e invaden el tejido mamario; se establece una
poblacién bacteriana que se disemina por toda la glandula, dependiendo de la
patogenicidad del microorganismo.

Etapa de inflamacion. Todo lo anterior deriva en una inflamacidn (mastitis) y
aumenta notablemente la cuenta leucocitaria en la leche ordefiada (Bedolla,

C., Ponce, M., 2008, pp. 6-7).
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DIAGNOSTICO

13.1.8.1. Exploracion fisica.

Inspeccidn. Consiste en ver y observar, empleando el sentido
de la vista.

Palpacion. La palpacion se hace utilizando el tacto. Puede ser
inmediata en la que se emplea el tacto al tocar o hacer
presidn, o mediante cateterismo valiéndose de una sonda o
canula o de un bisturi de campana.

Percusion. Procedimiento exploratorio como un auxiliar en la
identificacion de abscesos, quistes, estenosis de ductos,
enfisema, etc.

Auscultacion. Es escuchar aplicando el oido. Habiendo gas
entre piel y tejido celular subcutdneo al palpar la glandula, se
puede escuchar por medio del sentido auditivo la crepitacion
gue acusa la presencia del gas.

Olfacion. Este es un procedimiento de exploracién que
permite percibir por medio del sentido del olfato a la ubre,
asi como a las muestras de leche que ocasionalmente tienen
olores caracteristicos, que sugieren alteraciones y etiologias

especificas.

13.1.8.2. Coleccion de muestras de leche. La muestra de leche es obtenida

para hacer diferentes pruebas relacionadas a mastitis: subclinica,

clinicay composicidn de la misma, por lo tanto, la muestra se toma

durante el ordefo de la vaca, dependiendo el momento, segtn el

propodsito perseguido con la muestra se pueden realizar las

siguientes pruebas:

13.1.8.2.1.Cloro en leche. En la leche la relacién lactosa- cloro es

influenciada por:

Estado lactacional
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e Presentacién de mastitis
e En casos de mastitis el contenido de cloro en la leche tiende
a incrementarse en proporcion a la lactosa, lo que ocasiona

en la leche un sabor ligeramente salado.

Determinacion de pH en leche. Se ha considerado que la leche
gue proviene de glandulas mamarias afectadas por mastitis el pH
es alcalino, lo que se atribuye a la disminucién de la lactosa e
incremento de sales que pasan de sangre a la leche. Para
determinar el pH en la leche podemos emplear:

e Purpura de bromocresol.

e Azul de bromotimol.

e Potencidmetros.

e Escala de valoracién en papel indicador de pH.

Determinacion de albumina sérica en leche. Uno de los
primeros cambios en vacas con mastitis es la presencia de
albumina sanguinea en leche, atribuida al aumento de
permeabilidad capilar en el proceso inflamatorio. Se considera
que la leche proviene de animales positivos a mastitis cuando

contiene mas de 0.20 mg/ml.

Conductividad eléctrica. La secrecién lactea de una glandula
mamaria con mastitis tiene una alta conductividad eléctrica por
el elevado contenido electrolitico, especialmente en iones de
sodio y cloro; lo que se presenta como uno de los primeros
signos en la mastitis, siendo esto un elemento util en el
diagndstico, considerando que niveles superiores a 6.9 m/cm2

entre 20-30°C son anormales.
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13.1.8.2.5. Determinacidén del nimero de células somaticas. Esta prueba se

puede realizar de una forma directa o indirecta:

Examen microscopico y cdlculo del nimero de células. Se
coloca una laminilla con frotis sobre platina del
microscopio, usando el objetivo calibrado. Luego se enfoca
el campo a estudiar, contando el ndmero de células
presentesy se anota el total de células observadas; se repite
la actividad recorriendo los campos. Al alcanzar
aproximadamente 50 células, es sugerible cambiar de zona
de observacion. Se calcula el numero de células
considerando todo campo estudiado y sacando el promedio
de células por campo, resultado que se multiplica por el
factor microscépico lo que resultara en el numero de células
por mililitro.

Prueba de California para Mastitis (CMT). En las infecciones
por bacterias, de los vasos localizados en el drea afectada
escapan leucocitos, siendo generalmente ésta, una
respuesta celular proporcional a la severidad de la
infeccidn. La prueba de CMT, identifica la presencia de acido
desoxirribonucléico de las células somaticas en la leche.
Para hacer la prueba se toma la paleta para CMT por el
mango dirigido hacia la cola de la vaca, se descartan los dos
primeros chorros de leche de cada pezdn y seguidamente
se colectan en cada una de las charolas de plastico
(debiendo estar la superficie y uniforme), y se anexa a cada
charola cuidando que la proporcién de reactivo a leche sea
de 1:1. De inmediato se mezclan la leche y el reactivo
mediante un movimiento rotatorio suave, haciendo la
lectura de la reaccién alrededor de los 7 segundos,

momento en que alcanza el pico la reaccidn.
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e Prueba de Wisconsin para Mastitis (WMT). Se basa en la
viscosidad de la mezcla del reactivo de California que ha
sido diluido 1:1 con agua destilada y que se combina con la
leche. La leche (2 ml), se agrega en el tubo de plastico al que
previamente se le han incorporado la misma cantidad del
reactivo ya diluido y posteriormente se coloca el tapdn del
tubo. Las muestras son agitadas por 10 segundos, con
movimientos gentiles y repetidos hacia el frente y abajo
hasta que los tubos quedan casi en posicidon horizontal,
evitando la salida del producto por el orificio lateral, pero
con la agitacion se procura la adecuada mezcla de la leche y
el reactivo en el tiempo determinado. Se dejan reposar los
tubos en posicién vertical por 20 a 30 segundos. Se coloca
la rejilla en forma invertida, quedando el tapén del tubo
hacia el suelo por un tiempo de 15 segundos.
Posteriormente, la rejilla conteniendo las muestras se
regresa a su posicion original y se deja reposar por 2-3
minutos permitiendo un adecuado escurrido.

(Lépez, M., 2008, pp. 5-9)

13.1.9. TRATAMIENTO

Aunque la prevencion de la mastitis es de mayor relevancia que su tratamiento,
todos los casos de mastitis clinica que se presentan en un hato deben ser tratados
sin dilatacion debido a su gran peligrosidad. El tratamiento quimioterapéutico se
recomienda en casos de mastitis clinica sobreaguda y aguda o subaguda, y en los
casos recientes o crénicos.

Para que el tratamiento sea efectivo deben cumplirse los siguientes
requisitos:
e Que el farmaco elegido sea el indicado para la mastitis, basandose en los

reportes de los examenes de identificacidon bacteriana.

e Que la concentracién del farmaco sea la adecuada.
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e Que la frecuencia del tratamiento no sufra interrupciones hasta lograr la
curacion.

e Administracion de terapia de soporte, si el caso lo demanda. El método
convencional de tratar la mastitis es mediante la infusion intramamaria de un
farmaco especifico, previo vaciamiento o drenaje completo del cuarto o

cuartos afectados.

En las mastitis agudas, se atribuye la falla de la terapia intramamaria a una
distribucién deficiente de los farmacos en el parénquima glandular, sobre todo
cuando esta intensamente inflamado y edematoso, ya que con frecuencia hay
obstruccion de los ductos mamarios, ya sea por comprensidon, codgulos o

tolondrones, segun el tipo de mastitis.

13.1.9.1. Antibidticos utilizados en el tratamiento de mastitis

13.1.9.1.1. Bencilpenicilina G. Este antibidtico es eficaz contra
estreptococos que no han desarrollado resistencia importante
contra la penicilina G. Combinada con estreptomicina, tiene
accidn sinérgica incrementando el espectro de accién contra
estafilococos.

13.1.9.1.2. Cloxacilina. Es un antibidtico semisintético que tiene la ventaja
de no ser inactivado por la enzima lactamasa, generada por los
estafilococos penicilino-resistentes.

13.1.9.1.3. Ampicilina. Penicilina semisintética eficaz contra gérmenes
grampositivos y gramnegativos, no obstante, es ineficaz contra
Staphylococcus resistentes a penicilina.

13.1.9.1.4. Cefalosporina. Pertenece al grupo de penicilinas semisintéticas
y es eficaz contra gérmenes grampositivos y gramnegativos. En
general, su accion es parecida a la de la ampicilina.

13.1.9.1.5. Neomicina. Se le considera de amplio espectro, pero es menos
eficaz contra Streptococcus vy Staphylococcus que las

penicilinas.
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Gentamicina. Este antibidtico es activo contra organismos
gramnegativos.

Estreptomicina y dihidroestreptomicina. Estos antibioticos
son eficaces contra muchos organismos gramnegativos y la
mayoria de los Staphylococcus. A menudo se utiliza la
estreptomicina combinada con penicilina, aunque las bacterias
pueden desarrollar rapidamente resistencia contra la
estreptomicina.

Cloranfenicol. En general, es de amplio espectro. Eficaz contra
coliformes, especificamente, pero no es el agente de eleccién
contra Streptococcus y Staphylococcus.

(Gasque, R., 2008, pp. 180-181).

13.1.10.1. Ordefio mecanico. Las tasas de mastitis siempre son mds elevadas en

hatos mal ordefiados. El buen ordeno depende de varios elementos:

e Buena disposicion del ordefiador para el trabajo.

e (Capacidad de identificacion de las vacas, sus caracteristicas y sus

problemas.

e (Capacitacidn en el mejor arte del ordefio

13.1.10.2. Control del ordefio mecanico. En manos de un buen jefe; habil en el

manejo del personal, en la supervision de los procedimientos y en el

mantenimiento del equipo de ordefio.

13.1.10.3. Médico veterinario. Que es responsable de la planificacién de toda la

operacion desde el punto de vista técnico; sus funciones son:

e Elaborar el manual de procedimientos del ordeno y de la limpieza

y desinfeccién del equipo.

e Ensefar la aplicacion correcta del procedimiento de ordefio.

e Elaborar, con otros técnicos, el manual de procedimientos para el

mantenimiento del equipo.
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e Elaborar y hacer cumplir el manual de procedimientos para el
control de la mastitis.

e Seleccionar los implementos (pezoneras), materiales
(limpiadores, desinfectantes) y medicamentos que deben
emplearse; e instruir al personal sobre su uso.

e Realizar o supervisar los controles con CMT u otros; y decidir, en
base a los resultados, la redistribucion de los lotes de vacas y el
orden del ordefio.

e Decidir sobre la toma de muestras de leche para cultivo y
antibiogramas.

e Hacer el analisis estadistico mensual de monitoreo de la mastitis.

e Decidir sobre el rol y método de secado de las vacas.

e Recomendar la saca de las vacas problema de mastitis (Lopez, M.,

2008, pp. 10-11)

13.1.11. CONTROL DE LA MASTITIS BOVINA

El control de la mastitis implica la aplicacidn de un programa completo que

abarque medidas higiénicas y de manejo, cuyo objetivo final es la reduccion al

maximo de la necesidad de recurrir al tratamiento quimio-terapéutico;

usualmente muy costoso. Un programa completo comprende los siguientes

puntos:

e Mantenimiento dptimo de las condiciones de limpieza en los alojamientos
(areas pavimentadas y/o camas individuales).

e Higiene personal de los ordefiadores (manos y salud en general).

e Practicas de ordefio que abarquen lavado de ubre baja y pezdn, secado y
sellado de pezones con solucién desinfectante después de cada ordeiio.

e Mantenimiento funcional dptimo de las ordefiadoras mecanicas.

e Diagnéstico periddico del funcionamiento del equipo de ordefio.

e Pruebas mensuales de deteccion de mastitis subclinica (prueba de California

o de Wisconsin).
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Muestreo frecuente de leche en casos clinicos para analisis bacterioldgicos de
sensibilidad a antibiéticos.

Tratamiento de todas las vacas al momento de secarse para reducir la
incidencia a la siguiente lactacidn.

Cambio periédico de pezoneras y piezas de hule.

De ser posible ordefiar vacas de primera lactancia en grupo aparte para evitar
contagios del hato adulto.

Eliminacién de casos crénicos y contagiosos.

(Gasque, R., 2008, pp. 181)
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ANEXO Il

Figura 1 Secado en horno de conveccién de muestra de Piper jacquemontianum

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.

Figura 2 Secado previo de muestra vegetal de Piper oradendron

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.
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Figura 3 Secado en horno de conveccién de muestra de Piper oradendron

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Farmacognosia y Fitoquimica, Edificio

T-10, Ciudad Universitaria.

Figura 4 Prueba de humedad de muestra de Piper jacquemontianum

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Farmacognosia y Fitoquimica, Edificio

T-10, Ciudad Universitaria.
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Figura 5 Prueba de humedad de muestra de Piper oradendron

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.

Figura 6 Tamizado y limpieza de hojas

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.



63

Figura 7 Extraccién fraccionada de Piper jacquemontianum y Piper oradendron

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.

Figura 8 Prueba de mejor solvente (etanol)

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.
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Figura 9 Cdpsulas y desecadora en prueba de mejor solvente.

~

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.

Figura 10 Extraccidn de hexano con rotavapor, Piper jacquemontianum

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.
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Figura 11 Extraccidn de hexano con rotavapor, Piper oradendron

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.

Figura 12 Extraccidn de etanol con rotavapor

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.
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Figura 13 Esterilizacidon de campana previo a su uso

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.

Figura 14 Realizacidn de agares control

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.
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Figura 15 Insercidon de extracto piperdceo en caja de Petri para agar planta

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.

Figura 16 Streptococcus dysgalactiae en agar sangre entregado en Laboratorio de Microbiologia de

la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.
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Figura 17 Sistema de microarobiosis

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.

Figura 18 Actividad de extracto etandlico de P. jacquemontianum comparado con control

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.
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Figura 19 Actividad de extracto hexdnico de P. oradendron comparado con control

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.

Figura 20 Actividad nula de los extractos hexdnico de Piper jacquemontianum y el extracto etandlico

de P. oradendron comparado con control

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.
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Figura 21 Procedimiento de elaboracién e incubacién de agares planta. ww

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.

Figura 22 Agar planta de Concentracidn Inhibitoria Minima para el extracto etandlico de Piper
jacquemontianum

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.
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Figura 23 Agar planta de Concentracidn Inhibitoria Minima para el extracto hexanico de Piper
oradendron

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Productos Naturales, LIPRONAT,

Edificio T-10, Ciudad Universitaria.
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