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l. INTRODUCCION

En Guatemala, la mastitis es un problema frecuente que afrontan las explotaciones
lecheras tanto tecnificadas como no tecnificadas, siendo la forma subclinica la mas
frecuente. Si bien existen numerosos factores que influyen en su presentacion, la
causa principal es bacteriana. Especies como Staphylococcus spp, Streptococcus
spp, Corynebacterium spp y en algunos casos Escherichia coli juegan un rol
particularmente importante. Considerando este Ultimo aspecto, el tratamiento de la
mastitis se enfoca fundamentalmente en la eliminacion del agente etioldgico,

utilizando como primera herramienta terapéutica los antimicrobianos.

Actualmente el uso indiscriminado de antibidticos, ha producido una resistencia a la
mayor parte de antimicrobianos empleados con mayor frecuencia para el tratamiento
de la mastitis, lo que resulta en la recurrencia y cronicidad de la enfermedad. Es
necesario mencionar que la mastitis produce grandes pérdidas econémicas como
consecuencia de la disminucién de produccion lactea, gastos en tratamientos,
pérdidas por el desecho de leche contaminada con antimicrobianos y pérdida de
vientres jovenes, entre otras. Todos estos factores muestran la necesidad de iniciar
la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas que muestren ser eficaces para el

tratamiento de la mastitis.

En la presente investigacion se evalud la actividad antimicrobiana de extractos de
diferentes plantas de uso medicinal con actividad antibacteriana ya reconocida en
medicina humana. Se considera que el uso de plantas medicinales es una
alternativa en el tratamiento de mastitis, ya que ofrece beneficios tanto desde el
punto de vista econdmico como social. Las plantas medicinales al ser recursos
naturales propios de nuestro pais muestran una alta accesibilidad y bajo costo para
pequefios productores, asi como ausencia de resistencia por parte de las distintas

bacterias causantes de mastitis.



.  HIPOTESIS

Los extractos de las especies Acalypha guatemalensis, Lippia graveolens, Piper
jacquemontianum, Psidium guajava, Smilax domingensis y Solanum americanum
presentan actividad contra las bacterias Staphylococcus intermedius, Streptococcus
agalactiae y Streptococcus dysgalactiae equisimilis, causantes de mastitis en vacas
lecheras.



.  OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Generar informacion sobre el uso de extractos de plantas para el tratamiento de

mastitis bacterianas en vacas lecheras.

3.2 Objetivos especificos

Determinar la actividad antibacteriana in vitro de los extractos de seis
especies de plantas de uso medicinal sobre las bacterias:
Staphylococcus intermedius, Streptococcus agalactiae y Streptococcus

dysgalactiae equisimilis, causantes de mastitis en vacas lecheras.

Determinar la concentracién inhibitoria minima (CIM) de los extractos con

resultados de tamizaje positivo.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Mastitis

La mastitis bovina es el principal problema de la ganaderia lechera a nivel mundial y
se considera el mayor problema del sector lacteo. A pesar del avance cientifico
alcanzado en este campo, esta enfermedad permanece en la totalidad de los hatos

lecheros (Bray y Broaddus 2006).

La mastitis es la inflamacion de la glandula mamaria en repuesta a un dafio local que
puede ser de origen infeccioso, traumatico o toxico (Soca et al. 2005). Se estima que
un tercio de las vacas lecheras estan afectadas por cualquier forma de mastitis en
uno 0 mas cuartos. Comunmente es una enfermedad infecciosa causada por mas de
137 especies bacterianas siendo las especies de Staphylococcus spp, Streptococcus
spp, Corynebacterium spp, y Escherichia coli los principales responsables de la
misma (Bray y Broaddus 2006).

Se considera como una enfermedad compleja y es producto de la interaccion de
varios factores resumidos en el animal, el medio ambiente y los microorganismos,

jugando el hombre un papel decisivo (Soca et al. 2005).

La mastitis subclinica es la forma de presentacibn mas importante y es alin mas
comun que la clinica; normalmente precede a la forma clinica, es de larga duracion,
dificil de tratar con antibiéticos y de diagnosticar; reduce drasticamente la produccion
de leche, afecta adversamente la produccién de la misma y puede servir como un

foco para infectar otros animales del rebafio (Soca et al. 2005).



4.2 Estreptococos

4.2.1 Morfologia y caracteristicas principales

Son cocos gram positivos, entre esféricos y ovoides, que miden menos de dos
micras, son inmdoviles, se presentan solos, en pares o en cadenas. La mayoria son
anaerobios facultativos y algunos anaerobios estrictos. Son catalasa y oxidasa
negativos y con metabolismo fermentativo. Los estreptococos son muy exigentes
desde el punto de vista de su cultivo, y la mayoria solo crecen en medios ricos. El
mas adecuado es el agar sangre de oveja, que permite determinar la actividad
hemolitica (Carter y Chenga 1994, Nicolet 1995).

4.2.2 Clasificacion

En este género hay numerosas especies de interés para la industria lechera. Pueden
dividirse basandose en caracteristicas de crecimiento, tipo de hemdlisis y actividades
bioquimicas. También pueden clasificarse en los grupos de Lancefield, clasificacion
basada en las diferencias seroldgicas respecto a un carbohidrato de su pared celular,
llamado componente C. Las cepas también se clasifican de acuerdo al tipo de
hemolisis: hemdlisis alfa, beta y gamma (Carter y Chenga 1994, Nicolet 1995).

4.2.3 Epidemiologia y patogenia

Se distribuyen extensamente en la naturaleza y como comensales en animales.
Algunas especies forman parte de la flora bacteriana normal de la orofaringe, tracto
genital, conducto del pezon, flora intestinal y piel; las especies patdgenas pueden
proceder de la flora permanente 0 presentarse como microorganismos transitorios,
especialmente en la nasofaringe, tracto genital (vagina) y ocasionalmente en la piel
(Carter y Chenga 1994, Nicolet 1995).

Los estreptococos son sensibles a la desecacion. La forma de transmision puede ser
aerogena, a traves de la leche, durante el parto, a través de la ordefiadora mecéanica
(Nicolet 1995).



La proteina M de superficie y en menor grado el acido hialurénico se consideran los
factores principales de virulencia en estreptococos. La capacidad que tiene para
propagarse dentro del tejido y causar dafio se debe de manera parcial a DNasa,
hialuronidasa, estreptolisina O y S, NADasa, proteina M, leucotoxinas y el complejo

mucopeptidico de la pared celular (Carter y Chenga 1994).

4.2.4 Sensibilidad a los antibiéticos

Los estreptococos son en general bastante sensibles a los antibioticos
betalactamicos y macrdlidos, asi como al cloranfenicol y las tetraciclinas. Tienen
resistencia natural a los aminoglucdésidos (Nicolet 1995).

4.2.5 Mastitis bovina

Entre los estreptococos que se relacionan como agente causal de la mastitis bovina
se pueden mencionar: Streptococcus pyogenes, S. agalactiae, Streptococcus equi
subespecie equi, S. dysgalactiae, S. equi subespecie zooepidemicus, Streptococcus
uberis, Streptococcus pneumoniae Yy otros grupos de estreptococos como el Grupo
G (Nicolet 1995).

4.2.5.1 Streptococcus agalactiae

Es uno de los principales agentes causales de la mastitis estreptococoécica bovina.
Esta mastitis puede ser de curso agudo o subagudo, aunque su forma tipica es la
cronica con el cuadro de una galactoforitis. El proceso es muy contagioso, tratandose

de una infeccidn galactégena (Nicolet 1995).

Su transmision tiene lugar casi siempre durante el ordefio, en donde la infeccion se
propaga por las manos del ordefiador o a través de las pezoneras de ordefiadoras
mecanicas. Los factores del medio y la predisposicion del animal favorecen el
desarrollo de la mastitis e influyen sobre todo en el curso clinico (Carter y Chenga
1994, Nicolet 1995).



4.2.5.2 Streptococcus dysgalactiae equisimilis

Anteriormente llamado S. equisimilis. Se relaciona con paperas, infecciones en
heridas, genitales, y mastitis equina; causando también infecciones en ganado. Este
estreptococo se observa esporadicamente presente en casos de mastitis bovina
(Carter y Chenga 1994, Nicolet 1995).

4.3 Estafilococos

4.3.1 Morfologia

Son cocos gram positivos que se presentan en pares, cadenas cortas e
irregularmente en racimos. Son aerobios y anaerobios facultativos, catalasa positivo,
oxidasa negativos, no moviles, no esporuladores y fermentadores (Carter y Chenga
1994).

4.3.2 Caracteres diferenciales

El género Staphylococcus se divide en varias especies segun una clasificacion
basada en la estructura de la pared celular (composicion de peptidoglucano, acido
teicoico, presencia de proteina A) y en las propiedades bioquimicas vy fisiol6gicas. La
mayoria de especies patdgenas de estafilococos son coagulasa positivos, y ciertas
especies coagulasa negativas son también patdgenas, asi como sucede en mastitis
bovina (Nicolet 1995).

4.3.3 Factores de virulencia

Los estafilococos patdgenos producen numerosas enzimas y toxinas. La variedad de
factores pueden variar de una cepa a otra, por lo que también difiere la virulencia
entre ellas. Entre los diferentes factores de virulencia se pueden mencionar a los que
interfieren con la fagocitosis, como la capsula, proteina A, el factor de agregacion, la
coagulasa y la leucocidina; las exotoxinas como la hemolisina, enterotoxinas y
exotoxina tipo C y las enzimas como estafilocinasa, hialuronidasa, nucleasa y otras
(Nicolet 1995).



4.3.4 Sensibilidad a los antibioticos

Entre los antibidticos activos contra estafilococos se citan a los siguientes: los
betalactamicos, macroélidos y algunos aminoglucésidos como la neomicina y la
gentamicina. A pesar de que los antibioticos betalactamicos se recomiendan contra
estafilococos, estos poseen alta resistencia a la penicilina. El problema de la
resistencia bacteriana determinada por pldsmidos existe tanto en los estafilococos

patdgenos asi como en los no patégenos (Nicolet 1995).

4.3.5 Epidemiologia

Los estafilococos (Staphylococcus aureus, S. intermedius, S. epidermidis) tienen su
habitat natural en la piel y la mucosa nasal. Se distinguen cepas transitorias
procedentes del medio ambiente y cepas resistentes que en pequefia cantidad
pertenecen a la flora normal. S. aureus se encuentra en la glandula mamaria de la

vaca y ocasionalmente en la mucosa nasal (Nicolet 1995).

4.3.6 Mastitis estafilocécica

La forma mas frecuente es la manifestacion cronica, casi siempre subclinica. La
penetracion de las bacterias a la glandula mamaria se facilita en el ordefio, sobre
todo, si se realiza con maquinas que funcionen deficientemente (cuando producen
reflujo). La infeccion del parénquima se favorece por lesiones traumaticas producidas
durante el ordefio. La gravedad del cuadro clinico se ve afectado por la virulencia del
agente causal y el alcance de los factores favorables; asi, puede consistir en mastitis
subclinica o un proceso cronico en donde la secrecidon lactea esta claramente
alterada (Nicolet 1995).

Patogenos animales importantes son S. aureus, S. intermedius y S. hyicus, en donde
el principal patégeno causante de mastitis es S. aureus. S. epidermidis es comensal
comun de piel y mucosa de los animales, comunmente no es patégeno, pero puede

causar mastitis (Carter y Chenga 1994).



4.4 Acalypha guatemalensis (Pax & Hoffm.)

4.4.1 Nombre comUn

Hierba del cancer. Otros nombres populares son corrimiento o gusanillo

4.4.2. Familia

Euphorbiaceae

4.4.3 Descripcion botanica

A. guatemalensis es una hierba perenne, recta; que puede medir hasta 1 m de alto,
es simple o ramificada, vellosa cuando es joven. Sus hojas son ovaladas, alargadas
con bordes festoneados de 4-7 cm de largo. Flores numerosas en racimos rojo
obscuro, densas y espigas axilares y terminales de 4-5 cm de largo, semillas ovoides
y suaves (Standley y Williams 1975).

4.4.4 Habitat

Es nativa de Guatemala y Honduras, se encuentra en terrenos removidos, secos 0
hamedos en campos de cultivo y vegetaciéon de 750-2500 msnm. En Guatemala se
ha descrito en los departamentos de Baja Verapaz, Chimaltenango, Guatemala,
Huehuetenango, Jalapa, Quetzaltenango, Quiché, Santa Rosa, Sacatepéquez y
Solola (Standley y Williams 1975).

4.4.5 Farmacologia experimental y clinica

Los estudios antibacterianos realizados, han demostrado que la tintura de A.
guatemalensis es activa contra S. aureus, Salmonella typhi y Shigella flexneri
(Caceres et al. 1987, Girdn et al. 1991).

Experimentalmente se demostro evaluando el espectro de inhibicién, que el extracto
de A. guatemalensis inhibié en un 60% cepas de S. typhi, 50% de S. aureus y 15%

de Pseudomonas aeruginosa. De estas bacterias, Unicamente se confirmé la
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actividad antibacteriana contra S. aureus y S. flexneri. Para S. aureus la CIM es de

10 mg/mL. El mejor disolvente es el etanol (Caceres et al. 1993).

4.5 Lippia graveolens (HBK)

4.5.1 Nombre comUn

Orégano. Otros nombres populares son mejorana, orégano de monte.

4.5.2 Familia
Verbenaceae.

4.5.3 Descripcion botanica

L. graveolens es un arbusto delgado de hasta 2 m de longitud, sus ramas poseen
pubescencia cortamente pilosa, hojas en peciolo (5-10 mm de largo) oblongas y
elipticas, 2-4 cm de largo, obtusas o redondas en el apice, subcordadas a la base,
son densamente pilosas, suaves al tacto, densamente tomentosas. Sus flores van de
subglobosas a oblongas, de 4-12 mm de largo, bracteas ovado — lanceoladas,
agudas; cdliz de 1-2 mm de largo, glandular; y corola de 3-6 mm de largo (Standley y
Williams1970).

4.5.4 Habitat

L. graveolens, es nativa desde el sur de Texas a Nicaragua, se encuentra en
bosques secos y montes espinosos subtropicales, en pendientes pedregosas muy
secas, en matorrales hiumedos o secos y planicies hasta 350 msnm. En Guatemala
se ha descrito en departamentos como El Progreso, Petén y Zacapa (Standley 1970,
Ronquillo et al. 1988).

4.5.5 Propiedades medicinales
Se le atribuye propiedad antioxidante, antiséptica, aromatica, calmante, carminativa,

cicatrizante, desinflamante, diaforética, digestiva, diurética, emenagoga,
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espasmolitica, estimulante, estomaquica, expectorante, pectoral, sudorifica y ténica
(Zin y Weiss 1980, Nufiez 1986, Mufioz 1987, Ronquillo et al. 1988, Martinez 1992).

4.5.6 Farmacologia experimental y clinica

Estudios probados han demostrado que el aceite de L. graveolens posee actividad
significativa contra bacterias gram positivas y gram negativas (Salgueiro et al. 2003).
Experimentalmente, se han descrito estudios que demuestran que la tintura y la
infusién de hojas de L. graveolens son activas contra bacterias como S. aureus, E.
coli, P. aeruginosa, S. typhi, S. flexneri, S. pneumoniae y S. pyogenes (Mendoza
1995).

La concentracion inhibitoria minima (CIM) del extracto diclorometanico contra

bacterias es 10 mg/mL, y del etanol de 1.75 mg/mL (Mendoza 1995).

4.6 Piper jacquemontianum (Kunth.)

4.6.1 Nombre comUn
Cordoncillo.

4.6.2 Familia

Piperaceae

4.6.3 Descripcion botanica

Arbusto de aproximadamente 2 m de alto, hojas densamente hirsustulas o
hispidulas, aunque algunas veces sin vellosidades, peciolos de hasta un centimetro
de longitud y algunas veces mas largos en las hojas mas bajas. Las hojas son
ovales-oblongas o elipticas-ovaladas, de 12 a 20 cm de longitud y 4.5 a 9 cm de
ancho, terminando abruptamente en forma acuminada o largamente acuminada,
bastante desigual en la base y mas o menos oblicua, usualmente redondeada o mas
0 menos obtusa en uno de sus lados. Es de superficie lustrosa cubierta de finas
vellosidades, color verde oscuro o negruzco (Solis 2003).
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4.6.4 Habitat

Geograficamente se distribuye a lo largo de toda Mesoamérica. En Guatemala ha
sido descrita en los departamentos de Guatemala, Petén, Alta Verapaz e lzabal
(Cruz et al.2005).

4.6.5 Farmacologia experimental y clinica

En estudios efectuados se ha demostrado que el aceite esencial de las hojas de P.
jacquemontianum presentan actividad contra Mycobacterium smegmatis y Bacillus
subtilis a una concentracion menor de 0.1 mg/mL. El extracto etandlico a
concentracion de 1 mg/mL presenta actividad contra S. aureus, B. subtilis y M.
smegmatis, siendo la CIM de 0.5 mg/mL (Solis 2003, Cruz et al. 2005).

4.7 Psidium guajava (L.)

4.7.1 Nombre comun
Guayaba. Otros nombres populares son guayabo, guayaba dulce, guayaba blanca
(Robles et al. s.f.).

4.7.2 Familia

Myrtaceae.

4.7.3 Descripcion botanica

P. guajava es un arbol de hasta 10 m de altura, con un tronco de 20-25 cm de
diametro; posee una corteza suave, pubescente, delgada, color rojo-café, que
producen escamas que se desprenden. Sus hojas son verdes, opuestas, con peciolo
corto, elipticas u oblongas de 5-15 cm de largo, redondeadas en el apice y en la
base, y multiples venas horizontales provistas de glandulas. Las flores son solitarias,
color blanco, de 3-4 cm de ancho. Sus frutos son aromaticos, ovales o piriformes de
2-10 cm de largo con cascara amarilla y carnaza rosada o amarilla, externamente
granular y firme, al centro lleno de pulpa suave y jugosa y muchas semillas café claro
(APROCSAL 1999).
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4.7.4 Habitat

Es nativa de América tropical y se puede encontrar en bosques humedos y secos.
En Guatemala ha sido descrita en todo el territorio, especialmente en Baja Verapaz,
Chimaltenango, Chiquimula, Jutiapa, Santa Rosa y Suchitepéquez (Standley y
Williams 1975).

4.7.5 Propiedades medicinales

Tanto a las hojas, como a la corteza de P. guajava le son atribuidas propiedades
antibacterianas, antieméticas, antiinflamatorias, antihelminticas, antisépticas,
antitusivas, astringentes, carminativas, espalmoliticas y tonicas. El fruto también

posee propiedades desinflamantes (Mendieta y del Amo 1981, Planter 1989).

4.7.6 Farmacologia experimental y clinica

En los diferentes estudios efectuados, se ha demostrado que la tintura de hojas es
activa contra E. coli, Shigella dysenteriae, S. typhi, S. aureus, S. pneumoniae y P.
aeruginosa (Caceres 1996). Se describe que la tintura inhibe en un 80% las cepas de
E. coli, S. thypi, S. dysenteriae y S. pyogenes; y que el mejor disolvente es el etanol,

siendo la CIM: 5 mg/mL para S. typhiy S. aereus (Caceres et al. 1993).

Ademas, el extracto acuoso de la raiz y hojas actian como antibacterianos. La
actividad antibacteriana es atribuida a los flavonoides como la avicularina,

guayaverina y quercetina (Caceres 1996).

4.8 Smilax domingensis (Willd.)

4.8.1 Nombre comun

Zarzaparrilla. Conocida popularmente como bejuco de la vida, diente de chucho, palo

de la vida, cuculmeca roja o cuculmeca morada, bejuco de canasta, China root.

4.8.2 Familia
Smilacaceae
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4.8.3 Descripcion botanica

Es un bejuco lefioso o herbaceo, ramas cilindricas, firmes, robustas, estriadas, con
espinas glabras o pilosas en la parte basal y ausentes hacia el apice, caracterizados
por su intenso color rojo o morado. Sus hojas son simples, alternas, 1-6 veces mas
largas que anchas, ovadas, ovado-lanceoladas o lanceoladas, con apice acuminado
a levemente cuspidado, base aguda o redondeada, color verde-café. Sus frutos son
bayas de 7-10 mm, rojas, moradas o negras cuando maduran. Rizoma lefioso
(Caceres 1996, Caceres 2006).

4.8.4 Habitat

S. domingensis es nativa de bosques humedos hasta 2,100 msnm. Se encuentra
distribuida desde Veracruz, México hasta Panama y las Antillas. En Guatemala se ha
descrito en Alta Verapaz, lzabal, Petén, San Marcos y Santa Rosa (Arriaza 1993,
Céceres 2006).

4.8.5 Propiedades medicinales
Se le atribuye propiedad antiinflamatoria, antifungica, antipruritica, antirreumética,
antiséptica, cicatrizante, desinflamante, estimulante, diurética, diaforética, depurativa,

sudorifica y tonica (Caceres 1996).

4.8.6 Farmacologia experimental y clinica

La tintura del rizoma de S. domingensis es activa contra bacterias gram positivas y
gram negativas. Estudios antibacterianos realizados, describen que dicha tintura es
activa contra S. aureus, P. aeruginosa, S. typhi, S. dysenteriae, S. flexneri y S.
pyogenes (Caceres et al. 1993). La actividad antimicrobiana se debe a su
composicién con saponinas, en especial a la sarsasapogenina y parrillina (Lewis,
1989).
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4.9 Solanum americanum (Miller)

4.9.1 Nombre comuUn

Quilete. Popularmente también es llamada macuy o hierba mora.

4.9.2 Familia

Solanaceae

4.9.3 Descripcion botanica

S. americanum es una hierba de 1 m de altura, con tallo pubescente, hojas pareadas
o individuales de 3-14 cm de largo, lanceoladas con apice agudo. Su inflorescencia
es internodal, racemiforme, pedunculada, con pocas flores en célices de 1-2 mm, con
I6bulos ovalados, agudos, corola blanca y de 5-8 mm de ancho; su fruto es globoso y
negro cuando esta maduro, de 4-8 mm de diametro y semillas pequefias (Caceres
1996).

4.9.4 Habitat

S. americanum es nativa de América y crece en matorrales y sembradios, a 350-
1500 msnm; en Guatemala se ha descrito en Alta Verapaz, Baja Verapaz,
Chimaltenango, Chiquimula, Escuintla, Guatemala, Huehuetenango, Jutiapa, Petén,
Retalhuleu, Sacatepéquez, San Marcos, Santa Rosa, Suchitepéquez y Zacapa
(Caceres 1996).

4.9.5 Farmacologia experimental y clinica

En algunos estudios antibacterianos realizados, se demostro que la decoccion de
hojas de S. americanum tiene actividad antibiética contra S. aureus (Caceres et al.
1991). El mejor disolvente para la extraccion de la actividad antibidtica es el etanol.
(Caceres et al. 1990). La actividad antibiotica del género Solanum se atribuye a a-

solanina, el cual es un alcaloide esferoidal basico (Budavari 1989).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Recursos Humanos
5.1.1 Tesista

Vivian Mariela Lopez Martinez

5.1.2 Asesores
Lic. Armando Céaceres Estrada
Med. Vet. Virginia Bolafios de Corzo

Mag. Sc. M.V. Dennis Guerra Centeno

5.2 Area de Trabajo

5.2.1 Laboratorio de Microbiologia, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.
Universidad de San Carlos de Guatemala

5.2.2 Laboratorio de Bioensayos, Departamento de Citohistologia, Escuela de
Quimica Biologica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. Universidad de San
Carlos de Guatemala

5.2.3 Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales — LIPRONAT-, Facultad

de Ciencias Quimicas y Farmacia. Universidad de San Carlos de Guatemala.

5.3 Recursos Biolbgicos
5.3.1 Bacterias obtenidas de Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia:

Streptococcus agalactiae (Bacterias A, By C)

Streptococcus dysgalactiae equisimilis (Bacteria D)

Staphylococcus intermedius (Bacteria E)

5.3.2 Material vegetal
Se adquiri6 material vegetal o extractos obtenidos de material vegetal proveniente
del Laboratorio de Productos Naturales Farmaya, S.A., en donde se encuentra la

muestra de referencia del herbario institucional.
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Extracto Parte Disolvente  Herbario Procedencia Rend(iO;n)iento
0
Acalypha guatemalensis Hojay  Etanol al 95% 228 Chimaltenango 12.48
flor
Lippia graveolens Hoja Etanol al 95% 604 Sierra de las Minas 9.20
Piper jacquemontianum Hoja Diclorometano 959 Cerro San Gil, 8.13

Livingston, Izabal
Piper jacquemontianum Hoja Metanol 959 Cerro San Gil, 11.01

Livingston lzabal

Psidium guajava Hoja Etanol al 70 % 210 San José Pinula, 20.15
Guatemala
Smilax domingensis Rizoma Etanol al 95% 662 Samayac, 21.50

Suchitepéquez
Solanum americanum Hoja Etanol al 95% 294 Samayac, 6.72

Suchitepéquez

* Herbario Laboratorio de Productos Naturales Farmaya, S.A. (CFEH)

5.4 Materiales y equipo

5.4.1 Materiales

e Cajas de Petri descartables: simples y cuadriplate

e Cristaleria (erlenmeyers, probetas, pipetas, vasos de precipitacion, tubos de
ensayo con tapon de rosca, balon para rotaevaporador)

e Medios de cultivo: agar Muller Hinton, agar Tripticasa soya, caldo Tripticasa soya

e Puntas amarillas de 200 pL

e Puntas azules de 1000 pL

¢ Plantilla para siembra

e Solucion salina 0.85%

e Disolventes: agua desmineralizada, etanol al 50%, etanol al 70%, metanol

absoluto y diclorometano.
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5.4.2 Equipo

e Equipo de percolacion

e Equipo de rotavapor

e Autoclave

e Incubadora a 36 °C

e Campana bacterioldgica con flujo laminar
e Balanza analitica

e Pipetas automaticas

5.5 Métodos

5.5.1 Obtencidn y seleccion de las bacterias
Las bacterias se obtuvieron del cepario del Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia y provenian de muestras de leche

remitidas por personas particulares durante el aiio 2007.

La seleccion de bacterias a utilizar se realizé en base a dos criterios:
¢ Incidencia alta en casos de mastitis
e Resistencia antimicrobiana (cepas resistentes a antibioticos usados en

antibiogramas)

En el caso de Streptococcus agalactiae, se utilizaron tres bacterias (Bacterias A, B y
C) aisladas de diferentes muestras de leche. Esta bacteria fue la de mayor incidencia
en el cepario. De las bacterias Streptococcus dysgalactiae equisimilis (Bacteria D) y

Staphylococcus intermedius (Bacteria E), se trabajé solamente una bacteria.

5.5.2 Seleccién de Plantas
Las plantas evaluadas fueron seleccionadas utilizando tres criterios:
¢ Nativas de Guatemala.
e Con actividad antimicrobiana comprobada en medicina humana.

e Con amplio espectro contra bacterias gram positivas y/o gram negativas.
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5.5.3 Obtencién de material vegetal

En el caso de Psidium guajava se obtuvo el material seco en Farmaya, S.A.

5.5.4 Obtencion de extractos

Los extractos de Piper jacquemontianum, Acalypha guatemalensis, Smilax
domingensis, Solanum americanum y Lippia graveolens se obtuvieron de la coleccion
de extractos del Laboratorio de Bioensayos y de LIPRONAT, elaborados con material

proveniente de Farmaya, S.A.

El extracto de Psidium guajava se obtuvo por percolacion y concentracion en
rotavapor en el LIPRONAT con el fin de obtener los principios activos de la planta. El
material vegetal se secé en horno y tamiz6 para reducir el tamafio de la particula.
Posteriormente se coloco en el percolador para efectuar la extraccién continua. El
extracto fue concentrado en rotavapor y luego colocado en desecadora, utilizando el

método descrito por Caceres et al. (1998).

5.5.5 Tamizaje de la actividad antibacteriana in vitro
La actividad antibacteriana se determiné utilizando el método de dilucién descrito por
Mitscher et al. (1972).

Para elaborar el agar-planta, se prepararon tubos con 9 mL de agar Mueller Hinton
(se esterilizaron y enfriaron a 50°C) y se agregd 1 mL de la solucién del extracto
disuelto a una concentracion de 10 mg/mL, obteniendo una concentracion final de 1
mg/mL. Esta dilucién fue agitada y vertida en cajas de Petri estériles. Posteriormente

se dejo solidificar e incubar a 36°C durante 24 horas para comprobar esterilidad.

En la preparacion del indculo, se purificod la cepa bacteriana a ensayar, inoculandola
en una caja con agar tripticasa soya, el cual fue incubado a 36°C durante 24 horas.
Se inocul6 una asada del cultivo puro bacteriano en un tubo con 5 mL de caldo
tripticasa soya, y se incubd a 36°C durante 24 horas. Luego se diluyé 0.05 mL de la
suspension anterior en 4.95 mL de solucién salina estéril (dilucion 1:100).
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Para la demostracion de la actividad antibacteriana se inoculdé una asada de cada
una de las bacterias en las cajas con agar-planta en posiciones asignadas al azar en
una disposicion radial. Se realizaron cinco repeticiones por cada una de las
bacterias. Se dejo reposar durante 5 a 10 minutos y se incubd a 36°C durante 24

horas.

Se utilizé6 como control negativo 9 mL de agar Muller Hinton mezclados con 1 mL de
etanol al 50%, y como control positivo ciprofloxacina a concentraciénes de 0.5, 5y 50
pug/mL, mezclando 9 mL de agar Muller Hinton con 1 mL del antibiético en las

diferentes concentraciones respectivamente.

5.5.6 Determinacion de la actividad antibacteriana

Para la interpretacion de resultados se consider6 como actividad negativa del
extracto cuando se presentd crecimiento homogéneo a lo largo del in6culo, actividad
positiva cuando no se presentd crecimiento homogéneo a lo largo del inoculo, o

contaminacion, cuando se presencio crecimiento bacteriano fuera de la inoculacion.

5.5.7 CIM

Se determindé la CIM en los extractos con actividad positiva utilizando cajas
cuadriplate con diluciones seriadas, iniciando desde 1 mg/mL. Se inocularon tres
estrias en cada uno de los cuadrantes de la caja, se dej6 reposar por 5 a 10 minutos
y se incubd a 36°C durante 24 horas. Los resultados se interpretaron de la forma

descrita en el inciso anterior.

5.5.8 Método estadistico
Para determinar si las plantas poseian actividad antibacteriana se utilizé el modelo
de hipdtesis binomial (Milton 2001).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Los extractos de L. graveolens, P. guajava, S. domingensis y P. jacquemontianum
mostraron actividad inhibitoria contra las bacterias gram positivas: S. agalactiae, S.
dysgalactiae y S. intermedius. El extracto de A. guatemalensis presenté actividad
positiva sobre S. agalactiae y S. intermedius; mientras que el extracto de S.

americanum inhibié Unicamente a S. agalactiae.

En la Tabla 1 se presentan los resultados del tamizaje antibacteriano de los extractos
etandlicos (L. graveolens, P. guajava, A. guatemalensis, S. domingensis, S.
americanum), extracto metandlico (P. jacquemontianum) y extracto diclorometano (P.
jacquemontianum), contra las bacterias gram positivas (S. agalactiae, S. dysgalactiae
y S. intermedius) aisladas de muestras de leche de vacas con mastitis; en donde se

demuestra que 31 de 35 ensayos (88%) poseen actividad inhibitoria a 1000 pug/mL.

Tabla 1. Tamizaje de actividad antibacteriana de los extractos en estudio a una

concentracion de 1000 pg/mL

Bacterias gram positivas

Extractos Disolvente A B C D E
Acalypha guatemalensis Etanol - + + - +
Lippia graveolens Etanol + + + + +
Piper jacquemontianum Diclorometano + + + + +
Piper jacquemontianum Metanol + + + + +
Psidium guajava Etanol + + + + +
Smilax domingensis Etanol + + + + +
Solanum americanum Etanol + + + - -

A: Streptococcus agalactiae, B: Streptococcus agalactiae, C: Streptococcus agalactiae, D:
Streptococcus dysgalactiae, E: Staphylococcus intermedius

(+) = No hay crecimiento o actividad positiva

(-) = Si hay crecimiento o actividad negativa
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Se determind la CIM de los extractos que mostraron actividad durante la fase de
tamizaje contra las cinco cepas del estudio, haciendo un total de 31 ensayos que se
clasificaron en los siguientes grupos:

Ensayos con actividad relevante (CIM < 60 pg/mL): 7

Ensayos con actividad moderada (CIM 61 — 250 pg/mL): 13

Ensayos con actividad leve (CIM 251 — 1000 pg/mL): 11

El extracto de P. jacquemontianum diclorometano fue el que demostré una actividad
relevante, ya que presentd CIM menores a 60 pg/mL contra todas las bacterias,
sobresaliendo el hecho, que contra S. intermedius y S. dysgalactiae mostré actividad
a una CIM menor de 10 pg/mL. En el extracto de P. guajava se observé actividad

intermedia; mientras que los demas extractos poseen actividad leve.

Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Concentracion inhibitoria minima de la actividad antibacteriana de los

extractos en estudio en pg/mL

Bacterias gram positivas

Extractos Disolvente A B C D E
Acalypha guatemalensis Etanol >1000 1000 1000 >1000 1000
Llppia graveolens Etanol 250 62.5 250 250 500
Piper jacquemontianum Diclorometano 15.625 31.25 15.625 7.8125 3.9062
Piper jacquemontianum Metanol 250 31.25 625 125 250
Psidium guajava Etanol 125 31.25 125 62.5 250
Smilax domingensis Etanol 1000 500 1000 1000 500
Solanum americanum Etanol 500 125 1000 >1000 >1000

A: Streptococcus agalactiae, B: Streptococcus agalactiae, C: Streptococcus agalactiae, D:
Streptococcus dysgalactiae, E: Staphylococcus intermedius
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Sobre el extracto de Piper jacquemontianum se han realizado diferentes estudios;
demostrdndose en uno de ellos que el aceite esencial de sus hojas presenta
actividad contra algunas bacterias gram positivas, y que el extracto etandlico posee
actividad positiva contra S. aureus con una CIM de 500 pg/mL (Solis 2003, Cruz et
al. 2005). En vista que estos estudios preliminares han demostrado que P.
jacquemontianum posee la actividad biocida en sus aceites esenciales, en la
presente investigacion se estudiaron dos particiones: diclorometano y metandlico
para evaluar en cual de estas se concentraba el compuesto responsable de dicha
actividad. Ambas particiones presentaron actividad positiva sobre las bacterias,
inhibiéndolas a todas y presentando las menores CIM en comparacion con los otros
extractos. La mejor actividad se presenté en la particion de diclorometano; lo cual
demuestra, que la mayor parte de moléculas activas se concentran en los aceites
apolares; sin embargo en la particion metandlica también se concentran moléculas

activas reflejadas en los resultados obtenidos.

El extracto de P. jacquemontianum diclorometano, presentd la menor CIM para
Staphylococcus intermedius con 3.9062 pug/mL, siendo esta también la menor CIM en

todo el estudio.

El segundo extracto que presentd mejor actividad fue el de Psidium guajava,
inhibiendo todas las bacterias, pero con mayores CIM que las observadas con el
extracto de P. jacquemontianum. La CIM menor que se obtuvo con P. guajava fue
contra una de las tres bacterias aisladas de Streptococcus agalactiae (bacteria B),
con 31.25 pg/mL. Al comparar estos resultados con otros obtenidos en estudios
anteriores, se observo que las CIM obtenidas en el presente son menores, ya que se
reportan CIM de 5000 pg/mL del extracto contra S. aureus (Caceres et al. 1993).
Esta diferencia podria estar influenciada por la susceptibilidad de las bacterias
incluidas en el estudio, o bien, a la mayor concentracion de los flavonoides en el

extracto utilizado.
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Otro de los extractos que inhibié todas las bacterias en el estudio fue Lippia
graveolens, que a pesar de presentar mayores CIM que los extractos anteriores, se
obtuvo una de 62.5 pg/mL contra S. agalactiae (bacteria B); CIM menor a las
obtenidas en anteriores investigaciones, las cuales reportan 1750 ug/mL (Mendoza
1995).

En el caso de Smilax domingensis, que en la fase de tamizaje inhibié a las cinco
bacterias, presenté menor actividad contra las bacterias utilizadas en el estudio al
comparar las CIM obtenidas con los extractos descritos anteriormente. La menor CIM
fue de 500 pg/mL, obtenida al enfrentar el extracto con la bacteria B de S. agalactiae
y contra S. intermedius. Las bacterias podrian ser menos sensibles a los
componentes activos de este extracto (saponinas), y por esto mostrar CIM mas

elevadas.

El extracto de Acalypha guatemalensis demostré actividad inhibitoria contra las
bacterias B y C de S. agalactiae y contra S. intermedius a la mayor concentraciéon
(1000 pg/mL), sin embargo, esta CIM es menor a la observada en estudios previos
del extracto contra la bacteria gram positiva S. aureus, en donde se presentd una
CIM de 10,000 pg/mL. Lo anterior puede surgir por la sensibilidad de las bacterias
utilizadas en el presente trabajo de investigacion, en comparacion con las cepas
ATCC (American Type Culture Collection) aisladas de humanos, utilizadas en
estudios previos, las cuales podrian poseer alguna resistencia a las moléculas

activas del extracto.

Solanum americanum presentd actividad inhibitoria Unicamente contra las tres
bacterias aisladas de S. agalactiae, de las cuales con la bacteria B se presentd la
menor CIM con 125 pg/mL. S. americanum fue el extracto que presentd menor
actividad antibacteriana de los evaluados en este estudio, debido a que la principal

actividad de su compuesto activo, la a-solanina, es antifangica.
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Este estudio demostro la efectividad antibacteriana de los extractos (P.
jacquemontianum, P. guajava, L. graveolens, A. guatemalensis, S. domingensis y S.
americanum) a concentraciones menores, comparadas a las obtenidas en estudios
previos. Lo anterior pudo deberse a la susceptibilidad de las cepas bacterianas
causantes de mastitis, a los compuestos presentes en los extractos evaluados; ya
gue muchos de ellos contiene combinaciones variables de metabolitos secundarios
gue son los responsables de la actividad antibacteriana; sin embargo en el presente

estudio no es posible determinar cual es el metabolito bioactivo.

Los extractos de P. jacquemontianum diclorometano, P. guajava y L. graveolens
presentaron actividad relevante y moderada contra las bacterias utilizadas en el
estudio (S. agalactiae, S. dysgalactiae y S. intermedius), evidenciando que son
alternativas potenciales para realizar estudios farmacolégicos y asi poder utilizarlos

industrialmente.
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VIl. CONCLUSIONES

. Los extractos de L. graveolens, P. guajava, S. domingensis y P.
jacquemontianum presentaron actividad inhibitoria a una dosis inicial de 1000
ug/mL contra las bacterias gram positivas S. agalactiae, S. dysgalactiae y S.
intermedius, mientras que el extracto de A. guatemalensis presentd actividad
positiva sobre S. agalactiae y S. intermedius; y el extracto de S. americanum

inhibié Unicamente a S. agalactiae.

. El extracto de P. jacquemontianum diclorometano fue el que presenté mayor
actividad antibacteriana, obteniendo la menor CIM del estudio frente a S.
intermedius con 3.91 pg/mL, demostrandose asi que su actividad se encuentra

en la fase apolar, posiblemente en el aceite esencial.

. P. guajava y L. graveolens demostraron en el presente estudio poseer
actividad antibacteriana moderada, obteniéndose una CIM de 31.25 pg/mL y
62.5 pg/mL contra S. agalactiae (bacteria B) respectivamente.

. Los extractos de S. domingensis, A. guatemalensis, y S. americanum fueron
los que presentaron menor actividad antibacteriana, obteniéndose las CIM
mas elevadas del estudio entre 125 pug/mL y 1000 pg/mL.

. Las bacterias mas sensibles fueron los S. agalactiae, especificamente S.
agalactiae B, que fue inhibido por todos los extractos, presentando como
menor CIM 31.25 pg/mL.

. Con la presente investigacion se demuestra que los extractos de plantas de
uso medicinal que han mostrado actividad antibacteriana con patdgenos
humanos, lo son también activos contra patégenos importantes en medicina

veterinaria.
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VIill. RECOMENDACIONES

Fraccionar el extracto de P. jacquemontianum diclorometano para poder aislar

la 0 las moléculas activas responsables de la actividad antibacteriana.

Realizar particiones en diclorometano, cloroformo, acetato de etilo y agua de
los extractos de P. guajava y L. graveolens para determinar en cual de estas

se presenta mejor actividad antibacteriana.

Incrementar el numero de cepas de los principales microorganismos
responsables de mastitis en vacas para ampliar el espectro de inhibicion con

los extractos que presentaron mejores resultados.

Continuar con ensayos de la actividad antimicrobiana in vitro de
microorganismos causantes de mastitis con otros productos naturales de uso

medicinal.

Realizar pruebas de toxicidad de los extractos con mejor actividad positiva

obtenida, con ensayos in vitro e in vivo.

Formular un producto farmacéutico que permita efectuar estudios in vivo para
determinar la efectividad de los extractos que presentaron mejor actividad

antibacteriana en el estudio.
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IX. RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realiz6 con el objetivo de determinar
cientificamente la actividad antibacteriana in vitro de seis especies de plantas de uso
medicinal (Acalypha guatemalensis, Lippia graveolens, Piper jacquemontianum,
Psidium guajava, Smilax domingensis y Solanum americanum) sobre bacterias gram
positivas (Staphylococcus intermedius, Streptococcus agalactiae y Streptococcus

dysgalactiae equisimilis), causantes de mastitis en vacas lecheras.

Teniendo en cuenta que no existian estudios cientificos previos de fitoterapia
aplicado al tratamiento de mastitis en vacas lecheras en el campo de Medicina
Veterinaria, estos resultados son parte de la linea base para estudios clinicos que
permitan elaborar medicamentos naturales como una alternativa en el tratamiento de

mastitis.

Las bacterias se obtuvieron del cepario del Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Los extractos de A. guatemalensis, L.
graveolens, P. jacquemontianum, S. domingensis y S. americanum se obtuvieron de
la coleccion de extractos del Laboratorio de Bioensayos y de LIPRONAT,; el extracto
de P. guajava, se obtuvo por percolacion y concentracion en rotavapor en el
LIPRONAT, utilizando el método descrito por Caceres et al. (1998). EI material
vegetal de todos los extractos provenia del Laboratorio de Productos Naturales
Farmaya, S.A. La actividad antibacteriana se determind utilizando el método de
dilucion descrito por Mitscher et al. (1972); y para determinar estadisticamente si las
plantas poseian actividad antibacteriana se utiliz6 el modelo de hipétesis binomial
(Milton, 2001).

Los extractos de L. graveolens, P. guajava, S. domingensis y P. jacquemontianum
presentaron actividad inhibitoria a una dosis inicial de 1000 pg/mL contra las
bacterias gram positivas S. agalactiae, S. dysgalactiae y S. intermedius, mientras que
el extracto de A. guatemalensis presentd actividad positiva sobre S. agalactiae y S.
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intermedius; y el extracto de S. americanum inhibié Unicamente a S. agalactiae. A
estos ensayos in vitro que mostraron actividad inhibitoria en el tamizaje inicial se les
determind la concentracion minima inhibitoria (CIM). EI extracto de P.
jacquemontianum diclorometano fue el que presentdé mayor actividad antibacteriana,
obteniendo la menor CIM del estudio frente a S. intermedius con 3.91 pg/mL. P.
guajava y L. graveolens demostraron poseer actividad antibacteriana moderada,
obteniéndose una CIM de 31.25 ug/mL y 62.5 pg/mL contra S. agalactiae (bacteria B)
respectivamente. Los extractos de S. domingensis, A. guatemalensis, y S.
americanum fueron los que presentaron menor actividad antibacteriana,

obteniéndose las CIM mas elevadas del estudio entre 125 pg/mL y 1000 pg/mL.
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