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[. INTRODUCCION

La metritis es la inflamacion del Utero que se presenta con frecuencia como una
infeccion secundaria a los abortos, un parto dificil, placenta retenida o después de
una infeccion placentaria ocasionada por diversas causas. Aunque ocurre
esporadicamente en todos los mamiferos, adquiere mayor importancia econémica en
ganado lechero. Es una de las enfermedades mas importantes (después de la

mastitis) con la cual debe enfrentarse la industria lechera.

En ganado lechero, la metritis se trata comunmente utilizando antibiéticos, pero
su uso inapropiado ha producido resistencia de las bacterias hacia los mismos.
Ademas, cuando se utilizan antibiéticos, la leche debe ser descartada, por dos U
ocho dias dependiendo de éste, lo cual resulta en grandes pérdidas de dinero para

los productores.

Por lo tanto se hace necesario buscar alternativas para el tratamiento de la
metritis, que sean eficaces, econdémicas, seguras y que no tengan el impacto que
tiene el uso de antibiéticos. Una alternativa es el uso de extractos vegetales ya que,
muchos preparados usados en la medicina convencional contienen las mismas

moléculas activas que en la medicina natural, pero cuya fuente proviene de plantas.

En la presente investigacion evalué el efecto de los extractos de Cordoncillo
(Piper jacquemontianum), Guayaba (Psidium guajava), Hierba del cancer (Acalypha
guatemalensis), Orégano (Lippia graveolens), Quilete (Solanum americanum), y
Zarzaparrilla (Smilax domingensis), contra diversas cepas in vitro (Aerococcus
viridans 2, Actinomyces pyogenes, Propionibacterium acnes, y Arthrobacter spp)
causantes de metritis en vacas lecheras, con el fin de determinar la actividad
antibacteriana de las plantas contra las cepas bacterianas e identificar los extractos

con mayor actividad antimicrobiana.



II. HIPOTESIS

« Al menos uno de los seis extractos elaborados con plantas de uso medicinal,
presenta actividad antibacteriana, <1 mg/ml, frente a cepas causantes de

metritis en vacas lecheras.



[ll. OBJETIVOS

3.1 GENERAL:

Generar informacion acerca del uso de plantas medicinales que pueda ser

utilizada para el tratamiento de metritis en vacas lecheras.

3.2 ESPECIFICOS:

» Determinar la efectividad antibacteriana in vitro de los extractos etandlicos de 6
especies de plantas de uso medicinal frente a las cepas causantes de metritis en
vacas lecheras.

» Determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) de los extractos activos

contra las bacterias estudiadas.



IV. MARCO TEORICO

4.1 PLANTAS EN ESTUDIO

4.1.1 CORDONCILLO Piper jacquemontianum Kunth (Piperaceae).

4.1.1.2 Habitat

Nativo de bosques humedos tropicales, entre los 0-1000 msnm. Se distribuye desde
México hasta Costa Rica y en el este de las Islas Indias de Puerto Rico y Haiti. En
Guatemala se le encuentra en Alta Verapaz, Escuintla, Izabal, Petén, Santa Rosa
(Tebbs, 1993).

4.1.1.3 Etnobotanica
Se utiliza para aliviar la opresion en el pecho o el dolor de corazén, tos, fiebre y
granos (Cleaves, 2000).

4.1.1.4 Espectro de Accién
El extracto etandlico es activo contra Staphylococcus aureus, Mycobacterium

smegmatis y Bacillus subtilis, a una concentracion de 0.5 mg/mL (Solis et al. 2003).

4.1.1.5 Fitoquimica
Contiene derivados de la fenilalanina, monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropanos,
lignanos, un derivado furfuranico, cinnamoilamidas, a-pironas, derivados de la aporfina,

taninos, esteroides, proantocianidinas y flavononas (Tebbs, 1993; Cruz, 2005).

4.1.1.6 Principios activos

La actividad antibacteriana no se atribuye a algin compuesto especifico presente en
la planta; pero si se sabe que actla a nivel de la pared celular, inhibiendo el crecimiento
de bacterias Gram positivas pero no de las Gram negativas (Solis et al. 2003), ya que
éstas Ultimas presentan dos membranas lipidicas entre las que se localiza una fina

pared celular de peptidoglicano (Tebbs, 1993; Cruz, 2005).


http://es.wikipedia.org/wiki/Fenilalanina
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Monoterpeno&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Sesquiterpeno&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Fenilpropano&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Lignano
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Cinnamoilamida&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%91-pirona&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Aporfina&action=edit

4.1.2 GUAYABA Psidium guajava L. (Myrtaceae).

4.1.2.2 Habitat

Se encuentra en bosques humedos y secos, pastos y bosquecillos puros del
arbol; en Guatemala se ha descrito en todo el pais, particularmente en; Baja
Verapaz, Chimaltenango, Chiquimula, Jutiapa, Santa Rosa y Suchitepéquez
(Standley & William, 1963).

4.1.2.3 Etnoboténica

Por su actividad antibacteriana, anticandida y tricomonicida, la decoccion y
tintura estan indicadas para bafios y lavados en el tratamiento de afecciones
dermatomucosas (CEMAT-FARMAYA, 1990) como: fistulas, leucorrea, pioderma,
Ulceras. (Linares et al. 1988; Ayensu, 1981; Girdn et al. 1991); los supositorios a
base del extracto acuoso estan indicados para tratar candidiasis y tricomoniasis
vaginal (CEMAT-FARMAYA, 1990).

4.1.2.4 Espectro de Accion

Estudios antibacterianos demuestran que la tintura de hojas es activa contra
Escherichia coli, Streptococcus dysenteriae, Salmonella typhi, S. aureus,
Streptococcus pneumoniae, Shigella flexneri y Pseudomona aeruginosa, es inactiva
contra Vibrio cholerae y Neisseria gonorrhoea. La tintura inhibe 80% de cepas de E.
coli, S. typhi, S. dysenteriae y Streptococcus pyogenes; el mejor disolvente es etanol
y la CIM 5 mg/mL para S. typhiy S. aureus (Caceres et al. 1995). El extracto acuoso

de raiz, hojas y tallo es antibacteriano (Nickell, 1959).

4.1.2.5 Farmacognoscia

La materia médica son las hojas y corteza secas (Khan & Ahmed, 1985).

A las hojas se les atribuye propiedad antibacteriana, antiemética,
antiinflamatoria, antihelmintica, antiséptica, antitusiva, astringente, carminativa,

espasmolitica y tonica (Ayensu, 1981).



4.1.2.6 Fitoquimica
La planta es rica en taninos (hojas 9-10%, corteza 12-30%), las hojas contienen
grasas, acido maslinico y elagico, aceites esenciales, triterpenoides, acidos

organicos, flavonoides derivados de quercitina como guayaverina (Morton, 1981).

Las hojas contienen proteinas, grasas, carbohidratos, fibra, ceniza, calcio,

fésforo, vitamina A 'y acido ascorbico (Morton, 1981).

4.1.2.7 Principios activos
La actividad antibacteriana se atribuye a los flavonoides avicularina, guayaverina

y quercitina (Berdy et al. 1982).

4.1.3 HIERBA DEL CANCER Acalypha guatemalensis Pax & Hoffm.
(Euphorbiaceae).

4.1.3.2 Habitat

A. guatemalensis es nativa de Guatemala y Honduras, comun en terrenos
removidos, secos o humedos, en campos de cultivo y vegetacion de 750-2,500
msnm. En Guatemala se ha descrito en Baja Verapaz, Chimaltenango, Guatemala,
Huehuetenango, Jalapa, Quetzaltenango, Quiché, Santa Rosa, Sacatepéquez y
Solola (Standley et al. 1949).

4.1.3.3 Etnobotéanica
Por via topica la decoccion se ha utilizado en compresa, lavados y emplasto
para tratar afecciones de la piel y en lavados para vagitinis (Giron et al. 1991).
Se les atribuye propiedad antiemética, antiséptica, desinflamante, diurética y
espasmolitica (Nelson, 1986).

4.1.3.4 Espectro de Accion
Estudios antibacterianos demuestran que la tintura de hojas es activa contra S.

aureus; S.typhiy S. flexneri (Caceres et al. 1990; Giron et al. 1991). El espectro de
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inhibicion demostré que 60% de cepas de S. typhi, 50% de S. aureus y 15% de P.
aeruginosa son inhibidas por el extracto de A. guatemalensis (Ramirez, 1988); se
confirmd la actividad contra S. flexneri y S. aureus, no asi contra S. typhi, S.
pneumoniae y S. pyogenes; el mejor disolvente es metanol, CIM 10 mg/mL para S.

aureus (Caceres et al. 1993).

4.1.3.5 Farmacognoscia

La materia médica son las hojas y brotes secos (Caceres et al. 1990).

4.1.3.6 Fitoquimica
Contiene alcaloides no cuaternarios, taninos, antraquinonas, glicosidos

ciandgenos, acidos diterpénicos, azucares desoxigenados y polifenoles (Oliva, 1979).

4.1.4 OREGANO Lippia graveolens HBK (Verbenaceae).

4.1.4.2 Habitat

Se encuentra en bosques secos, Yy montes espinosos subtropicales, en
pendientes pedregosas muy secas, en matorrales himedos secos y planicies hasta
350 msnm. En Guatemala se ha descrito en El Progreso, Peten y Zacapa (Standley
& Williams, 1970).

4.1.4.3 Etnoboténica
Por sus propiedades antisépticas y cicatrizantes la infusibn y esencia en

linimento y pomadas estan indicadas para tratar heridas (Arteche, 1992).

4.1.4.4 Espectro de Accion

Estudios antibacterianos demuestran que la tintura de hojas de L. graveolens es
activa contra E. coli, P. aeruginosa, S. typhi, S. flexneri, S. aureus, S. pneumoniae y
S. pyogenes, pero inactiva contra Haemophilus influenzae (Mendoza, 1995).

La CIM del extracto etandlico contra bacterias es 1.75 mg/mL (Mendoza, 1995).



4.1.4.5 Farmacognoscia
La materia médica son las hojas y sumidades floridas secas (Caceres et al.
1990).

4.1.4.6 Fitoquimica
Las hojas contienen: aceites esenciales (1.8%), glicésidos saponinicos, taninos

y triterpenos, celulosa, pigmentos y elementos minerales (Ortiz & Brower; 1985).

4.1.5 QUILETE Solanum americanum Miller (Solanaceae).

4.1.5.2 Habitat

S. americanum es nativa de América, crece en matorrales y sembradios de
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
(Gentry & Standley, 1974).

4.1.5.3 Etnobotanica
La decoccién de hojas se utiliza por via topica para el tratamiento de afecciones
dermatomucosas (acné, abscesos, dermatitis, eczema, erisipela, exantema, heridas,

leucorrea, llagas, tifia, Ulceras y vaginitis) (House et al. 1995).

4.1.5.4 Espectro de Accion

La decoccion de hojas de S. americanum tienen actividad antibidtica contra S.
aureus; la de Solanum nigrescens contra P. aeruginosa, S. aureus y S. pyogenes,
pero no contra V. cholerae (Caceres et al. 1991).

El mejor disolvente para la extraccién de la actividad antibidtica es el etanol
(Caceres et al. 1990).



4.1.5.5 Farmacognoscia
La materia vegetal usada como medicina son las hojas sazonas secas y frutos

secos (Lewis, 1989).

4.1.5.6 Fitoquimica
Contiene alcaloides (solasodina, solasonina, glucoalcaloides y alcaminas)
(Linares et al. 1988).

4.1.5.7 Principios activos
La actividad antibiética del género Solanum se atribuye a a-solanina, un

alcaloide esferoidal basico, que presenta actividad antiinflamatoria (Lewis, 1989).

4.1.6 ZARZAPARRILLA Smilax domingensis Killip & Morton (Smilacaceae).

4.1.6.2 Habitat
Nativa de bosques humedos hasta 1,300 msnm. En Guatemala se ha descrito

en Alta Verapaz, Izabal, Peten, San Marcos y Santa Rosa (Standley, 1970).

4.1.6.3 Etnobotanica
La decoccion del rizoma se aplica tépicamente para tratar diversas afecciones

dermatomucosas (alergia, eccema, tinea, psoriasis) (CEMAT-FARMAYA, 1992).

4.6.4 Espectro de Accién

Estudios farmacolégicos demuestran que las decocciones de rizoma de S.
lundelli tienen actividad inmunomoduladora en ratones medida por un aumento en la
poblacion de linfocitos y en los titulos de anticuerpos séricos (Lara, 1991).

Estudios antibacterianos demuestran que la tintura de raiz de S. lundelli es
activa contra P. aeruginosa, S. aureus, S. typhi, S. dysenteriae, S. flexeneri y S.
pyogenes, pero inactiva contra V. cholerae (Caceres et al. 1993).
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4.1.6.5 Farmacognoscia

La materia médica son raices y rizomas secos (Lara, 1991).

Se le atribuye propiedad antiinflamatoria, antifingica, antipruritica, antiséptica,
cicatrizante, desinflamatoria (CEMAT-FARMAYA, 1992).

4.1.6.6 Fitoquimica

El tamizaje fitoquimico de S. domingensis contiene alcaloides, aceites
esenciales, esteroles insaturados, glicosidos esteroidales (saponinas, cardendlidos,
bufadiendlicos), flavonoides, leucoantocianinas, taninos, polifenoles, resinas,
azucares y grasas (Arriaza, 1983). Se han aislado agliconas esteroidales (parillina,
sarsasapogenina, sminlagenina), B-sitosterol, stigmasterol, acido sarsapico; otros
constituyentes son polinastatina, acido paroaparico, resinas, aceites, acidos grasos
(palmitito, esteérico, behenico, oleico, linoléico); contiene sales minerales que incluye
oxido silicico(1.2%), aluminio (0.4%), calcio (0.4%), magnesio (0.3%), potasio (1.2%)
y cloro (0.4%), magnesio (0.3%), potasio (1.2%) y cloro (0.4%) (Lewis, 1989).

4.1.6.7 Principios activos
La actividad antimicrobiana se atribuye a las saponinas, en particular a
sarsapogenina y parillina. La parillina es una saponina soluble en alcohol, acetona y

benceno; tiene actividad antiinflamatoria (Lewis, 1989).



V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales

Agar Mueller Hinton

Caldo tripticasa soya

Agua desmineralizada

Disolvente organico (hexano, pentano o xileno)
Etanol al 95 %

Solucion salina

Asa de nicromo

Cajas de petri cuadriplate

Cajas de petri simples
Erlenmeyers

Beakers

Balon de 1000 ml

Tubos con tapon de rosca de 15 ml
Papel filtro

Plantilla para siembra

Algodon

5.1.2 Equipo

Autoclave

Balanza analitica

Campana bacteriologica

Campana bacteriolégica con flujo laminar
Incubadora a 37°C

Mechero

Percolador de vidrio 0 acero inoxidable
Pipetas automaticas

Puntas amarillas de 200 pL

11
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» Puntas azules de 1000 L
 Refrigeradora
» Rotavapor (balon de evaporacion, condensador, bomba de vacio, refrigerante y

balén de colecta)

5.1.3 Recursos biolégicos

» Hoja deshidratada de A. guatemalensis

Hoja deshidratada de L. graveolens

Hoja deshidratada de P. jacquemontianum

Hoja deshidratada de P. guajava

Hoja deshidratada de S. americanum

* Rizoma deshidratado de S. domingensis
Cepas bacterianas in vitro:

6 cepas de Arcanobacterium pyogenes
1 cepa de Aerococcus viridans 2

» 1 cepa de Arthrobacter sp

+ 1 cepa de Propionibacterium acnes

5.1.4 Recursos humanos

« Asesores para el analisis del caso.
+ Estudiante investigadora.
« Personal técnico del Laboratorio de Ornitopatologia de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia.
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5.2 Métodos

5.2.2 Area de estudio

Realicé el estudio en el Departamento de Citohistologia de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia, donde preparé los extractos de las plantas, el
tamizaje de la actividad antibacteriana in vitro y la determinacion de la Concentracion

Minima Inhibitoria.

5.2.3 Seleccion de cepas bacterianas

Utilicé las cepas bacterianas de A. viridans 2, A. pyogenes (6 cepas), P.
acnes, y A. sp aisladas de los casos clinicos provenientes de diferentes individuos,
referidos (de julio del 2007 a noviembre del 2007) al Departamento de Microbiologia

de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.

La mayoria de cepas aisladas con excepcién de A. pyogenes no son las
bacterias de mayor incidencia en la metritis, ya que no se contaba en el Laboratorio
con las cepas generalmente involucradas en los casos de metritis como
Fusobacterium necrophorum, Bacteroides spp, Escherichia coli y Prevotella
melaninogenicus. Esto no quita relevancia a las cepas aisladas que utilicé en el
bioensayo, puesto que también actian como responsables de la infeccién e
inflamacion de Gtero, pero como microorganismos oportunistas (Silva et al. 2008).
Garcia (2003), Monge et al. (2006) y Silva (2008) reportan a la cepa de A. pyogenes,

como la mas cominmente aislada en los casos de metritis bovina.

5.2.4 Criterios deinclusion

Utilicé las cepas bacterianas causantes de metritis aisladas en el laboratorio

de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.
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Criterio de seleccion de las plantas

Seleccioné las plantas naturales en base a los siguientes aspectos:

5.2.6

Que sean nativas de Guatemala.

Que posean propiedad antibacteriana de amplio espectro: Gram positivas y
Gram negativas.

Que no se hayan realizado estudios de estas plantas con microorganismos
patdgenos veterinarios causantes de metritis.

De facil adquisicion.

Obtencién de las plantas

Su lugar de crecimiento silvestre (S. domingensis, P. jacquemontianum),
En los campos de cultivo ubicados en el LIPRONAT (S. americanum),
ICTA (A. guatemalensis) y

FARMAYA (L. graveolens, P. guajava).

En la Tabla 1 presento las plantas de estudio incluyendo el nombre cientifico,

nombre comuan, numero de herbario y lugar de procedencia, las cuales fueron

obtenidas de la coleccion de extractos del Departamento de Citohistologia, Facultad

de Ciencias Quimicas y Farmacia.

Tabla 1. Plantas en estudio

Nombre cientifico Nombre Herbario Procedencia
comuln No.
Acalypha guatemalensis Pax & Hoffm. Hierba del 228 Guatemala, Guatemala.
cancer
Solanum americanum Millar Quilete 294 Quiché, Quiché.
Psidium guajava L. Guayaba 210 San José Pinula, Guatemala.
Lippia graveolens HBK. Orégano 604 San José Calderas, Chimaltenango.
Smilax domingensis Killip & Morton Zarzaparrilla 662 Samayac, Suchitepéquez.
Piper jacquemontianum Kunth Cordoncillo 959 Parque Nacional Lachud, Alta

Verapaz.




5.2.7 Obtencion de extractos

Obtuve los extractos en el Departamento de Citohistologia de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia. Recibi previo a realizar esta parte de la metodologia

la orientacidon y capacitacion sobre los procedimientos respectivos.

Sequé el material vegetal, moli, y coloqué el polvo en el percolador, para
realizar extracciones etandlicas por percolacion siguiendo los criterios descritos por
Sharapin, 2000. Concentré los extractos en el rotavapor y luego en desecadora por el

método descrito anteriormente.

5.2.8 Validacién del ensayo

Para validar el bioensayo determiné la relacion dosis-efecto a diferentes
concentraciones, con trimetropim sulfa (250, 25, 2.5 yg/mL) y otra con oxitetraciclina
(300, 30, 3y 0.3 yg/mL) (la concentracidon media es la utilizada para los taxos
comerciales, 25 y 30 respectivamente), frente a las bacterias del estudio. Esta
relacion dosis-efecto la utilicé como control positivo de inhibiciébn y como control
negativo etanol al 50% (disolvente utilizado para la dilucion de los extractos),

validando en esta forma el bioensayo propuesto.

5.2.9 Determinacién de la actividad antibacteriana

Determiné la actividad antibacteriana por el método de dilucién de Mitscher et
al. 1972.
Consideré la lectura e interpretacion de la siguiente manera:
o Negativa: cuando existio crecimiento homogéneo a lo largo del inéculo.
e Positiva: cuando no hubo crecimiento homogéneo a lo largo del in6culo;
o Contaminacion: cuando existid6 presencia de microorganismos fuera de la

inoculacién (Mitscher et al. 1972).
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5.2.10 Comparacion de la actividad antimicrobiana

Realicé la comparacion de la actividad antimicrobiana de los seis extractos de
plantas de uso medicinal a través del método de difusibn en agar Mueller Hinton
siguiendo la metodologia descrita por Mitscher et al. 1972, realizando cuatro

repeticiones.

5.2.11 Determinacion de la concentracién inhibitoria minima (CIM)

Determiné la CIM en los extractos positivos, utilizando cajas cuadriplate con 1,
0.75, 0.5, 0.25, 0.125 y 0.0625 mg/mL.
Inoculé las cajas y las incubé a 36°C durante 24 horas, leyendo e

interpretando segun la metodologia descrita por Mitscher et al. 1972.

5.2.12 Anélisis estadistico
Determiné si alguno de los seis extractos de plantas medicinales presentaron
actividad antibacteriana, < 1 mg/mL, utilizando una prueba de hipétesis binomial.

Evalué la CIM de cada extracto, en forma descriptiva, con base al crecimiento
0 no en los ensayos frente a las cepas a las que se enfrentaron. Utilicé una prueba
de ensayo y error, por medio de diluciones, deteniéndose en la dilucién en la que el

extracto ya no presento efecto inhibitorio.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Para validar el bioensayo determiné la relacién dosis-efecto con trimetropim
sulfametoxazole (250, 25, 2.5 ug/mL) y otra con oxitetraciclina (300, 30, 3 y 0.3
pMg/mL), basandome en la concentracion media utilizada para los taxos comerciales,
frente a las bacterias del estudio (Tabla 3 y 4). Observé inhibicion del crecimiento en
las dos concentraciones mayores. Esta relacién dosis-efecto la utilicé como control
positivo de inhibicion y como control negativo etanol al 50% (disolvente utilizado para

la dilucién de los extractos), validando en esta forma el bioensayo propuesto.

Tabla 3. Inhibicion bacteriana por trimetropim sulfametoxazole

Antibiético (ng/mL) A B C D E F G H I

250 + + + + + + + + +

25 + + + + + + + + +

2.5 - - - - - - - - -
A: Aerococcus viridans 2, B: Arcanobacterium pyogenes, C: Propionibacterium acnes,
D: Arcanobacterium pyogenes,  E: Arcanobacterium pyogenes, F: Arcanobacterium pyogenes,
G: Arcanobacterium pyogenes,  H: Arthrobacter spp, I: Arcanobacterium pyogenes.

+: Hubo actividad antibacteriana.
-: No hubo actividad antibacteriana.

Tabla 4. Inhibicion bacteriana por oxitetraciclina

Antibiético (pg/mL) A B C D E F G H I

300 + + + + + + + + +
30 + + + + + + + + +
3 - + - - + - + + -
0.3 - - - - - - - - -
A: Aerococcus viridans 2, B: Arcanobacterium pyogenes, C: Propionibacterium acnes,
D: Arcanobacterium pyogenes,  E: Arcanobacterium pyogenes, F: Arcanobacterium pyogenes,
G: Arcanobacterium pyogenes,  H: Arthrobacter spp, I: Arcanobacterium pyogenes.

+: Hubo actividad antibacteriana.
- No hubo actividad antibacteriana.
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En el ensayo antibacteriano utilicé la metodologia descrita por Mitcher et al.
(1972), donde evalué la actividad antibacteriana de los extractos en estudio
(Acalypha guatemalensis, Solanum americanum, Psidium guajava, Lippia
graveolens, Smilax domingensis, Piper jacquemontianum) frente a las nueve cepas

bacterianas aisladas a una concentracion inicial de 1 mg/mL.

Los resultados del tamizaje de la actividad antibacteriana se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Actividad antibacteriana durante la fase de tamizaje (1 mg/mL)

Bacterias/ Parte A B C D E F G H I
Extracto

1. L. graveolens. Hoja + + + + + + + + T
2. A. guatemalensis. Hoja + + + + + + + + +
3. P. guajava. Hoja + + + + + + + + +
4. S. americanum. Hoja + o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ 4

5. S. domingensis. Rizoma  + + + + + + + + +
6. P. jacquemontianum. Hoja + + + + + + + + +
A: Aerococcus viridans 2, B: Arcanobacterium pyogenes, C: Propionibacterium acnes,

D: Arcanobacterium pyogenes, E: Arcanobacterium pyogenes, F: Arcanobacterium pyogenes,
G: Arcanobacterium pyogenes, H: Arthrobacter spp, I: Arcanobacterium pyogenes.

+: Hubo actividad antibacteriana.
-: No hubo actividad antibacteriana.

Todos los extractos de las plantas presentaron actividad contra todas las
bacterias en el ensayo antibacteriano, por lo que determiné la CIM, siendo las
mejores las obtenidas con los extractos de A. guatemalensis, L. graveolens y P.
gujava frente a Aerococcus viridans 2; y S. domingensis para Arcanobacterium

pyogenes (cepa I) (concentracion de 62.5 ug/mL).

En la Tabla 6 presento las CIM de los extractos para cada una de las cepas aisladas.



19

Tabla 6. Concentracion minima inhibitoria de los extractos (ug/mL)

Bacterias/ A B C D E F G H I
Extracto

1. L. graveolens. 625 125 250 250 250 500 500 500 250
2. A. guatemalensis. 62.5 500 125 500 250 250 500 500 250
3. P. guajava. 62.5 250 250 250 250 500 500 250 250
4. S. americanum. 125 500 250 250 125 500 500 250 500
5. S. domingensis 500 1000 125 250 125 500 500 125 625
6. P. jacquemontianum. 1000 500 125 1000 125 500 500 125 250
A: Aerococcus viridans 2, B: Arcanobacterium pyogenes, C: Propionibacterium acnes,
D: Arcanobacterium pyogenes, E: Arcanobacterium pyogenes, F: Arcanobacterium pyogenes,
G: Arcanobacterium pyogenes, H: Arthrobacter spp, I: Arcanobacterium pyogenes

En la Tabla 6, el criterio que se utilizé para determinar qué extracto presento
mejor efecto antibacteriano, se realizé en base a las CIM’s mas bajas obtenidas con
los extractos, comparandolas entre si; de tal manera qué el extracto que obtuvo
menores CIM’s en relacién a los demas, es el que se ubica en la posicion numero 1.
Mientras que los extractos qué presentaron las CIM’s mas altas, se ubican en las

altimas posiciones.

El mejor efecto antibacteriano lo observé en el del extracto etandlico de L.
graveolens, siendo la bacteria mas sensible A. viridans 2 con una CIM de 62.5
Mg/mL. La propiedad antibacteriana de este extracto se atribuye al carvacrol y al
timol, componentes con actividad antibacteriana presentes en el aceite esencial, el
cual es ligeramente mas activo frente a bacterias Gram positivas, que Gram
negativas. Esto puede deberse a la influencia de la estructura de la pared celular y a
la composicion de la membrana externa de la bacterias y su interaccion con los
aceites esenciales, de naturaleza lipofilica. El carvacrol y el timol actian
introduciéndose a través de los lipidos de las membranas celular y mitocondrial,
alterando su estructura y haciéndola mas permeable, y en el caso de las bacterias
Gram negativas, puede llegar a desintegrar su membrana externa. Como
consecuencia tiene lugar una fuga de iones y de otros contenidos celulares, que

conlleva a la muerte celular (Zekaria et al. 2006).
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El extracto con la segunda mejor actividad fue el de A. guatemalensis, que
mostréo mejor efecto frente a A. viridans 2, a una CIM de 62.5 pg/mL. No fue posible
determinar a que compuesto se le atribuye la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de A. guatemalensis. Pese a que existen estudios previos que reportan
actividad similar a la que observé, aun no se ha descrito que compuesto de la planta
confiere este efecto (Caceres et al. 1995). Segun Caceres et al. (1995) no se tiene
referencia sobre la relacion entre la actividad farmacologica atribuida y la
composicién quimica (alcaloides no cuaternarios, taninos, antraquinonas, glicésidos

cianogénicos, acidos diterpénicos, azucares desoxigenados, y polifenoles).

El extracto etandlico de P. guajava mostr6 una actividad intermedia,
presentando mejor efecto frente a A. viridans 2, a una CIM de 62.5 ug/mL. La
actividad antibacteriana del extracto se atribuye a los flavonoides avicularina,
guayaverina y quercitina (Berdy et al. 1982). Estos compuestos presentan en su
estructura hidroxilos fendlicos, penetrando facilmente la membrana celular
bacteriana, combinandose, precipitando y desnaturalizando las proteinas
protoplasméaticas (Fuertes et al. 1998). Ademas el extracto es rico en otras
sustancias como los taninos, los cuales se encuentran en las hojas (9-10%) (Morton,
1981), incrementando la actividad antibacteriana, a través de un sinergismo entre los

constituyentes (Fuertes et al. 1998).

El extracto etandlico de S. americanum, mostré mejores resultados frente a A.
viridans 2 y A. pyogenes (cepa E) a una CIM de 125 yg/mL. En el género Solanum
la actividad antibacteriana se atribuye al alcaloide esferoidal a-solanina (Lewis 1989),
el cual altera el potencial de membrana y el transporte activo de sodio y canales
i6nicos, favoreciendo la pérdida de componentes celulares (iones, Ca?*y proteinas) y
desestabilizando la membrana celular (Segura y Lopez, 2008).

El extracto etandlico de S. domingensis mostré mejores resultados frente a A.
pyogenes (cepa I) a una CIM de 62.5 pg/mL. Este extracto posee propiedades
antibacterianas (Lewis, 1989) y antifungicas (He et al. 1994). Lewis (1989) atribuye la
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actividad antibacteriana a las saponinas, en particular a la sarsapogenina y la
parillina, las cuales actian a través de la anti-ATPasa modificando el sistema de la
membrana celular, formando en ella orificios que perturban el transporte de sodio,

produciendo una descompensacion iénica (Aguilar, 2005).

El extracto que mostré6 menor actividad fue el de P. jacquemontianum, que
presentdé las CIM mas altas frente a A. viridans 2 y A. pyogenes (cepa D) a
1000 pg/mL. La propiedad antibacteriana del extracto puedo atribuirla a compuestos
polares y no polares presentes en éste y segun Solis et al. (2003), a su capacidad
para actuar a nivel de la pared celular, inhibiendo el crecimiento de las bacterias
Gram positivas, pero no de las Gram negativas. Hecho observado en
investigaciones anteriores, en las que se ha considerado que las caracteristicas de la
pared celular de las bacterias Gram negativas son las que le confieren resistencia a
factores ambientales y a la accion de algunos antibiéticos (Varea et al. 1997).

En este estudio observé que algunas cepas presentaron mayor (cepa Ay C)
o menor sensibilidad (cepa F y G) frente a los extractos, lo que puedo atribuir a
varios factores como:
a) El lugar de procedencia de las cepas bacterianas;
b) Las drogas farmaco-quimicas, la dosis y la duracién del tratamiento a las que fue
expuesto el ganado, de manera que las cepas crearon resistencia contra éstos y
afectaron los mecanismos de accion de los extractos. Un mecanismo de resistencia
adquirida por las cepas puede ser la reduccion de entrada a las mismas, a través de
la pared celular, causada por la disminucién en la cantidad de proteinas especificas
llamadas porinas. Esto produce un amplio espectro de resistencia frente a diferentes
tipos de antibioticos (cloranfenicol, trimetroprin, quinolonas y tetraciclinas asi como
los compuestos B-lactdmicos) (Mufioz & Weinstein, 2008), pero también podria
afectar el mecanismo de accién de los extractos, ya que algunos acttan a nivel de la
pared celular y otros deben de atravesarla para llevar a cabo su actividad

antibacteriana;
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c) La edad del hato; ya que vacas adultas podrian poseer cepas con mas resistencia
a los antibidticos y a las partes activas de cada extracto, que las jovenes.

Los extractos que presentaron mayor efectividad antibacteriana, en base a los
resultados de la CIM, fueron A. guatemalensis y L. graveolens, por lo que serian los
recomendados para la aplicacién in vivo, realizando previamente un estudio de

toxicidad de las mismas.



VII. CONCLUSIONES

* Los extractos de Acalypha guatemalensis, Lippia graveolens, Psidium guajava,
Solanum americanum, Smilax domingensis y Piper jacquemontianum tienen
efecto antibacteriano (<1mg/mL) frente a las cepas bacterianas de Arcanobacterium

pyogenes, Aerococcus viridans 2, Propionibacterium acnes, y Arthrobacter spp.

* Los extractos de A. guatemalensis y L. graveolens, son los méas efectivos como
antibacterianos in vitro frente a cepas de A. viridans 2, A. pyogenes, P. acnes, y A.

Spp.

* A. viridans 2 fue el microorganismo mas susceptible en el estudio, frente a los
extractos etandlicos de A. guatemalensis, P. guajava, L. graveolens y S.

domingensis a 62.5 yg/mL.

* Las cepas F y G de A. pyogenes fueron los microorganismos menos sensibles en el

estudio a concentraciones de 250 y 500 pg/mL.

* Con este estudio comprobé la hipotesis y alcancé los objetivos propuestos en la
investigacion, ya que demostré el efecto antibacteriano de todos los extractos del

ensayo biolégico.
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VIll. RECOMENDACIONES

* Probar la efectividad antibacteriana de los extractos frente a otras cepas

bacterianas causantes de metritis en vacas.

* Realizar estudios de farmacologia y toxicologia preclinicas de las plantas con
actividad antibacteriana, relacionadas con las propiedades demostradas en la

presente investigacion.

* Hacer ensayos clinicos con los extractos para determinar si pueden ser utilizados

como alternativa terapéutica.

* Realizar estudios fitoquimicos y de fraccionamiento bioguiado para determinar las
moléculas responsables de la actividad antibacteriana del extracto de A.

guatemalensis.

* Promover en los médicos veterinarios el uso del Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria, para facilitar el aislamiento de los
microorganismos responsables de los casos de metritis bovina, asi como de otras
patologias de importancia veterinaria en diferentes especies; y poder crear un
cepario en el Departamento de Microbiologia para facilitar futuras investigaciones.

* Hacer otras investigaciones fitofarmaceuticas utilizando otras plantas con potencial
antimicrobiano para validar el uso de la diversidad que posee la flora guatemalteca
y demostrar su actividad farmacologica, frente a microorganismos de importancia

en medicina veterinaria.
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IX. RESUMEN

La importancia de la presente investigacion consiste en la validacion de
alternativas naturales que sean eficaces, econémicas y seguras, que mantengan la
inocuidad de los alimentos sin el impacto que tiene el uso de antibioticos, contra las
bacterias causantes de metritis en ganado bovino, ya que ésta es una enfermedad
muy frecuente en el hato lechero. Por esta condicibn es necesario contar con
alternativas viables, en este caso la fitoterapia, aplicadas a la medicina veterinaria.

Las plantas utilizadas se seleccionaron en base a estudios efectuados con
bacterias patdgenas al hombre, donde se demostré la actividad antibacteriana,
siendo nativas de Guatemala y sobre las cuales no se han realizado estudios con
microorganismos patdgenos veterinarios causantes de metritis.

Durante un periodo de seis meses se realizd la coleccidon de cepas provenientes
de casos de metritis bovina. La cepa aislada con mas frecuencia fue
Arcanobacterium pyogenes, concordando con Garcia (2003), Monge et al. (2006) y
Silva (2008) quienes reportan a esta bacteria como la mas comUnmente aislada en
los casos de metritis bovina.

Para evaluar la actividad antibacteriana utilicé el método de dilucién de Mitscher
et al. (1972), utilizado para bacterias de origen humano y el cual fue eficaz para
evaluar la actividad, indicando que éste método es aplicable para la realizacion de
bioensayos sobre bacterias de importancia veterinaria.

Para validar el bioensayo determiné la relacion dosis-efecto a diferentes
concentraciones, con trimetropim sulfa (250, 25, 2.5 yg/mL) y otra con oxitetraciclina
(300, 30, 3 y 0.3 pg/mL) (la concentracidon media es la utilizada para los taxos
comerciales, 25 y 30 respectivamente), frente a las bacterias del estudio. Esta
relacion dosis-efecto la utilicé como control positivo de inhibicion y como control
negativo etanol al 50% (disolvente utilizado para la diluciobn de los extractos),
validando en esta forma el bioensayo propuesto.

En el tamizaje del ensayo a 1 mg/mL se demostro la actividad antibacteriana de
los seis extractos, Acalypha guatemalensis, Solanum americanum, Psidium guajava,
L.ippia graveolens, Smilax domingensis y Piper jacquemontianum, contra las cepas
de Aerococcus viridans 2, Arcanobacterium pyogenes, Propionibacterium acnes y
Arthrobacter sp.

Determiné la Concentracion Inhibitoria Minima en los extractos positivos,
utilizando cajas cuadriplate con 1, 0.75, 0.5, 0.25, 0.125 y 0.0625 mg/mL. y los
extractos que presentaron mayor efectividad antibacteriana, en base a los resultados
de la CIM, fueron A. guatemalensis y L. graveolens, por lo que serian los
recomendados para la aplicaciéon in vivo, realizando previamente un estudio de
toxicidad de las mismas.



o

Con el presente estudio generé nuevas alternativas, para ser utilizadas como
tratamientos naturales para la metritis en vacas, con la ventaja de que no crean
resistencia bacteriana, ni dejan residuos en los productos que puedan afectar al
hombre.
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