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|. INTRODUCCION

La fitoterapia es la ciencia que estudia la utilizacion de las plantas
medicinales y sus derivados con finalidad terapéutica, ya sea para prevenir, para
aliviar o para curar las enfermedades. Las ventajas que presenta son la facilidad
con que se obtiene el material vegetal, la cantidad de propiedades medicinales
presentes en una sola especie, la diversidad genética de plantas medicinales en
Guatemala y el aprovechamiento de recursos naturales del pais. Existe un
sinnimero de estudios del uso de plantas medicinales para el tratamiento de
enfermedades. Lamentablemente, en Medicina Veterinaria es poca la informacion
con la que se cuenta, a diferencia de la Medicina Humana. Por ello es necesario

aumentar la base de datos de usos medicinales de las plantas en animales.

La otitis es la inflamacion del epitelio de revestimiento del conducto auditivo,
representa hasta una cuarta parte de las consultas dermatologicas caninas. Es
una patologia originada por factores desencadenantes y mantenida por factores
perpetuantes. A su vez, se han descrito todo un conjunto de factores
predisponentes que proporcionan las condiciones necesarias para la proliferacion
bacteriana y el crecimiento de hongos levaduriformes. Esta patologia se presenta
frecuentemente en las clinicas veterinarias y su tratamiento es poco efectivo y de
costo economico elevado. Muchas veces los agentes etioldgicos son resistentes a
la terapia recomendada por el Médico Veterinario. Por lo tanto, es de suma
importancia realizar investigaciones para encontrar tratamientos alternativos
eficaces y de costo econémico bajo. Es aqui donde la fitoterapia se convierte en

una alternativa prometedora.

Se han realizado estudios que han evaluado la actividad antibacteriana del
achiote (Bixa orellana), contra bacterias aisladas de otitis externa canina (Espino,
1997), y de seis plantas de uso medicinal sobre las principales cepas de bacterias

y hongos que afectan el oido en perros (Chavez, 2010). Se obtuvo resultados



positivos asi como algunos negativos. De igual forma se deben estudiar nuevas
alternativas de tratamientos, probando su efectividad, y de esa forma ampliar los
conocimientos sobre las plantas medicinales, sus propiedades y su uso en

Medicina Veterinaria.

La caléndula (Calendula officinalis) es una planta nativa de Egipto, actual-
mente se cultiva en areas de clima templado; en Guatemala se cultiva en el alti-
plano central del pais. Es una planta de floracion mensual y la mayoria de sus
propiedades medicinales se encuentran en la flor. Se le atribuye propiedad anal-
gésica, antihelmintica, antiséptica, astringente, bactericida, carminativa, colagoga,
depurativa, diaforética, diurética, emenagoga, estimulante, espasmolitica, estoma-
quica, expectorante, febrifuga, laxante, sudorifica, tonica y vulneraria. Posee una
accion antiinflamatoria y cicatrizante. Experimentos in vitro con extractos de las
flores de caléndula, muestran una actividad bactericida, antifingica y virucida. Ex
Extractos de la flor estan presentes en productos medicinales tanto en humanos
como veterinarios. En estos ultimos se presenta por sus propiedades de analgesia
y regeneradora de epitelios, tal es el caso de toallitas humedas para la limpieza de
oidos de perros con otitis asi como la prevencion de esta enfermedad en animales

sanaos.

En este estudio se pretende comprobar de forma in vitro, el efecto antimicrobia-
no en diferentes concentraciones del extracto etandlico de Caléndula sobre las
principales cepas de bacterias y hongos causantes de otitis canina y determinar si

se recomienda como una alternativa terapéutica natural para esta patologia.



Il. HIPOTESIS

Ho: El extracto etandlico de Calendula officinalis no presenta actividad antibacte-

riana sobre los agentes etioldgicos mas comunes de otitis canina.



lIl. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Generar informacion de terapias alternativas para el control de Otitis en

perros.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar la efectividad in vitro del extracto etandlico Calendula officinalis

sobre Staphylococcus intermedius.

e Determinar la efectividad in vitro del extracto etandlico Calendula officinalis

sobre Streptococcus sp.

e Determinar la efectividad in vitro del extracto etandlico Calendula officinalis

sobre Pseudomonas aeruginosa.

e Determinar la efectividad in vitro del extracto etandlico Calendula officinalis

sobre Proteus mirabilis.

e Determinar la Concentracion Inhibitoria Minima de la tintura de Calendula

officinalis sobre cepas de bacterias causantes de la otitis en perros.



V. REVISION DE LITERATURA

4.1. Otitis externa

4.1.1. Definiciéon

El oido se compone de tres regiones anatdmicas diferentes: oido externo,
constituido por el pabellon de la oreja y el canal auditivo externo; oido medio, que
se compone de la membrana del timpano y de una gran cavidad timpanica que
contiene los tres huesecillos de la audicion, y el oido interno, en el que se
encuentra el caracol y los canales semicirculares. Es costumbre asignar a cada
zona una entidad nosologica independiente: otitis externa, otitis media, otitis
interna. La primera es la mas frecuente de las tres y las otitis media e interna son
habitualmente diseminacién de la afeccién cronica del oido externo (Bedford,
1986).

La otitis externa es una inflamacion de los tejidos blandos del conducto
auditivo externo. Esta puede ser un proceso patolégico primario o secundario.
Frecuentemente es la manifestacion de una afeccién dermatoldgica generalizada.
La causa de la otitis externa es multifactorial, por lo que su diagnéstico como el

tratamiento es sumamente dificil (Noxon, 2002).

Las afecciones inflamatorias de los oidos se presentan frecuentemente en la
clinica canina. A pesar de eso, administrar un tratamiento eficaz es muy dificil. La
otorrea y las molestias son signos comunes de la enfermedad superficial de los
oidos, pero la etiologia de ésta es compleja, por lo que es sumamente importante
realizar un diagndstico diferencial de los factores para poder lograr la curacion. El
uso indiscriminado de antibidticos especificos predispone a una infestacion
fungica. Un tratamiento de amplio espectro no debe remplazar dar tratamientos
especificos (Bedford, 1986).



4.1.2. Etiologia

En la otitis externa los factores que se hacen presentes son diversos. Como
ya se menciond antes, los agentes etiologicos se dividen en factores primarios,

factores predisponentes y factores de persistencia (Noxon, 2002).

4.1.2.1. Factores primarios

Estos factores son aquellos que inician el proceso inflamatorio en el meato
auditivo. Una de las causas puede ser el 4caro Otodectes cynotis, a pesar que
éste es menos frecuente en el perro que en otros animales. La otitis puede ser
prolongacion de una enfermedad o estado alérgico de la piel, asi como alergias
por alimentos, atopia y alergias por contacto. La irritaciéon del tegumento por
cuerpos extrafios es una causa importante de otitis externa, por ejemplo briznas
de hierba, agua, jabon. La seborrea es otra de las causas que podemos
mencionar, y menos frecuentemente, la causa puede ser traumatismos,
enfermedades autoinmunitarias, adenitis sebacea y dermatosis que responde al
zinc. Los factores primarios pueden ser la causa de una enfermedad externa al
oido, asi como la otitis puede ser una extension de un trastorno del pabellén

auricular, de otitis media o de otitis interna (Bedford, 1986; Noxon, 2002).

4.1.2.2. Factores predisponentes

Estos son los que facilitan la inflamacion a través de crear un ambiente que
permite la supervivencia de factores de persistencia. Podemos encontrar
problemas debidos a la propia estructura anatomica del oido, como un conducto
alargado con un componente vertical profundo, también debido a que el
tegumento que reviste el conducto segrega continuamente la cera del oido, y el
acumulo de ésta provoca la inflamacion tegumentaria. Otros factores

predisponentes son la humedad del conducto y la presencia excesiva de pelo en



las orejas, como los Caniches y los Terrier. Aqui mismo podemos mencionar
caracteristicas propias de la raza, por ejemplo el tipo de oreja caida del Cocker
Spaniel que impide la adecuada ventilacion del canal, o el caso del Shar Pei Chino
que presenta conductos auditivos demasiado estrechos. Debemos mencionar
también en esta lista todos aquellos sindromes de inmunodeficiencia,
desequilibrios endocrinos, traumatismo auricular yatrégeno (por ejemplo la
eliminaciéon de pelos o limpieza con hisopos de algodon) y enfermedades
obstructivas que causen drenaje y ventilacion inadecuados, causados por
crecimientos tumorales, pélipos inflamatorios y adenomas de las glandulas
tubulares, tumores de células cebadas y carcinomas de células escamosas
(Bedford, 1986; Noxon, 2002).

4.1.2.3. Factores de persistencia

Son los factores que sostienen y agravan el proceso de inflamacién
ocluyendo el conducto, lo que no permite que se seque 0 que apliqguemos de
forma correcta los medicamentos. Otra forma de actuar es que secretan
elementos irritantes, alteran el pH del conducto y forman focos de infeccion, el
mejor ejemplo de esto es una otitis media. Podemos encontrar que bacterias y
hongos presentes en las otitis externas sean la causa inicial de las mismas, pero
como estos gérmenes son comensales en el oido, se considera que es mas
frecuente que sean agentes secundarios. Los estafilococos son las bacterias mas
frecuentes en el oido normal como en el enfermo. Estreptococos, estafilococos y
Corynebacterium spp. estan presentes en los procesos patolégicos. Las bacterias
Gram negativas como Pseudomonas aeruginosa, E. coli y Proteus mirabilis
ejercen su efecto patbgeno como contaminantes secundarios. La Pityrosporum
canis o también llamada Malassezia pachydermatis es la levadura mas frecuente.
Se aisla comunmente asociada con estafilococos, aunque se puede aislar sola.
Debemos mencionar que tratamientos prolongados de antibiéticos son

contribuyentes a su presencia. La medicacion puede actuar también como factor



de persistencia (o factor primario) de la otitis externa al causar una irritacion
secundaria por contacto o alergia (p. €j. la neomicina y anestésicos tépicos) o
dejando residuos en el conducto como preparados oleosos (Bedford, 1986; Noxon,
2002).

4.1.3. Tratamiento convencional

El tratamiento inicial de la otitis externa debe ser dirigido a controlar el
proceso inflamatorio activo. Cuando los factores de persistencia ya estén
controlados, el tratamiento debe estar destinado a eliminar los factores
predisponentes y los procesos patologicos subyacentes primarios. Para que un
tratamiento sea satisfactorio a largo tiempo y que la enfermedad no presente
recurrencia, se debe identificar y tratar los factores de persistencia, los
predisponentes y los primarios (Noxon, 2002).

La complejidad de la etiologia puede hacer dificil la aplicacion de una terapia
especifica. Un diagnéstico incompleto y un tratamiento inadecuado tienen como

consecuencia el paso de la afeccion aguda a un estado crénico (Bedford, 1986).

Segun el cuadro clinico se tendran que emplear tratamientos que sean
ceruminoliticos, queratoliticos, antifingicos, antibacterianos, antinflamatorios,
antiparasitarios, anestésicos topicos. Casi todos los preparados 6ticos comerciales
poseen varios componentes terapéuticos, por lo que se debe seleccionar con
mucho cuidado el que se vaya a emplear. El medio de administracién se debe
también de tomar en cuenta. Podemos encontrar productos en forma de lociones,

soluciones, oleosos, cremas, pastas y polvos (Noxon, 2002).

Los antimicoticos tépicos utilizados incluyen nistatina, tiabendazol,
miconazol, clotrimazol y cuprimixina. Los antibacterianos tépicos utilizados son

aminoglucésidos, cloranfenicol, clorhexidina, yodoéforos, propilenglicol, sulfadiacina



con plata 1%, TRIS-EDTA, colistina, polimixina B, penicilina G, bacitracina,
sulfacetamida y azufre (Chavez, 2010).

El tratamiento antimicrobiano sistémico esta indicado en animales con otitis
externa bacteriana cuando esta perforada la membrana del timpano, esta ulcerado
el epitelio del conducto o las células inflamatorias contienen bacterias, lo que debe
diagnosticarse en el examen citolégico. El tratamiento fungicida sistémico esta
recomendado raramente y soOlo en casos con infecciones recurrentes por
levaduras o en animales con otitis externa causada por un agente micotico

sistémico, como Cryptococcus spp. (Noxon, 2002).

4.1.4. Estudios realizados con plantas medicinales en Guatemala aplicados a

otitis externa canina

Espino (1997) realizé el estudio denominado “Actividad Antibacteriana de los
Extractos Etandlicos de las Hojas de Bixa Orellana (Achiote) en Aislados de Otitis
Externas en Caninos de la Ciudad de Guatemala”. Los extractos a las concentra-
ciones de 0.5, 1, 2 y 4 g/ml fueron efectivos contra S. aureus, S. pyogenes, P.

aeruginosa y E. coli.

Chavez (2010) realizé el estudio denominado “Actividad antimicrobiana in
vitro de seis plantas de uso medicinal sobre las principales cepas de bacterias y
hongos que afectan piel y oido en perros. Se confirmé la actividad antimicrobiana
de todos los extractos de las plantas, con excepcion de S. americanum contra bac-
terias, y de A. guatemalensis y S. domingensis contra hongos dermatofitos y leva-

dura.

4.2. Calendula officinalis L.

Familia Asteraceae



4.2.1. Descripcion botanica

Hierba anual aromatica, tallo ramoso, rara vez erecto, angulado, peludo, 30-
60 cm de alto. Hojas inferiores espatuladas, superiores mas lanceoladas o elipti-
cas, 5-15 cm de largo, alternas, pilosas en ambas superficies margenes dentados.
Capitulo grande, 3-5 cm de diametro, flores centrales tubulares, rodeadas de
varias filas de ligulas. Flores amarillo palido o anaranjado, en filas simples o
dobles. Fruto en aquenio curvo cubierto de asperezas pronunciadas (Céaceres,
2000).

4.2.2. Nombres comunes

Botén de oro, Flor de muerto, Maravilla, Caléndula, Marigold (Céceres,
2000).

4.2.3. Habitat

Esta planta ha sido cultivada en Europa, desde el siglo Xll, en la region
mediterranea. Habitualmente la encontramos en jardines de clima templado de
todo el mundo. En Guatemala podemos encontrarla cultivada en el altiplano

central del pais (Caceres, 2000).

4.2.4. Usos medicinales atribuidos

Se puede utilizar la infusion o decoccién de la planta, tanto flores como
hojas, como un remedio oral para afecciones gastrointestinales como la gastritis,
la indigestion o la inapetencia. Asi mismo, la infusion se suele utilizar para
enfermedades respiratorias (catarro, gripe, influenza, tos). También se puede
aplicar de forma tdpica la decoccion en casos de golpes, contusiones, exantema,

heridas, llagas, quemaduras y ulceras (Caceres, 2000).
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Se le atribuye propiedades analgésica, antihelmintica, antiséptica, astringen-
te, bactericida, carminativa, colagoga, depurativa, diaforética, diurética, emenago-
ga, estimulante, espasmolitica, estomaquica, expectorante, febrifuga, laxante,

sudorifica, ténica y vulneraria (Caceres, 2000).

4.2.5. Efectos y farmacologia

4.25.1. Composicion de las flores

e Saponinas triterpenicas (2 al 10%): glicosidos A-F.

¢ Alcoholes triterpenicos: monooles triterpenicos (0.8%), dioles triterpenicos
(4%) y trioles triterpenicos, incluyendo lupeol, taraxasterol, psi-taraxasterol,
faradiol, arnidiol, sus mono y diesteres (acido acético, laurico, miristico y
palmitres).

¢ Flavonoides (0.3 al 0.8%): incluyendo isorhamnetine y quercitina.

¢ Hidroxicumarinas: incluyendo scopoletina, umbelliferona, esculetina.

¢ Carotenoides: luteina y zeaxaritina.

¢ Aceites volatiles (0.2%): alfa-cadinol, T-cadinol y &cidos grasos.

e Polisacéaridos hidrosolubles (15%): rhamnoarabinogalactonas y arabinoga-
lactonas.

(PDR for Herbal Medicines, 2008)

4.25.2. Efectos delaflor

Gracias a estudios realizados in vitro y en animales se ha logrado encontrar
muchos efectos positivos de la flor de Calendula officinalis. Entre estos hay
efectos antimicrobianos, antiinflamatorios, antivirales y antilipidicos. La propiedad
antimicrobiana se debe a los alcaloides terpenicos, lactonas y flavonas que se
encuentran en el aceite esencial. Los flavonoides de la flor han tenido una

actividad antimicrobiana positiva contra Staphylococcus aureus. En otros estudios
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se ha demostrado que las flavonas son efectivas contra Klebsiella pneumoniae,

Sarcina lutea y Candida monosa (PDR for Herbal Medicines, 2008).

Se ha demostrado que el extracto de las flores que es rico en flavonoides
posee un efecto antimicrobiano contra Staphylococcus aureus. Asi mismo se ha

observado un efecto tricomonicida (Caceres, 2000).

Efectos antihipotensivos: la infusion de las hojas, tallos y flores es usada
para tratar la hipotension en la medicina folclérica rusa y ucraniana. No se han
encontrado estudios que traten sobre un posible potencial vasoconstrictor de la
planta (PDR, 2008).

Efectos antiinflamatorios: se ha probado que el monoester de faradiol es el
antiinflamatorio mas relevante, debido a su prevalencia cuantitativa en la planta
(PDR for Herbal Medicines, 2008).

Efectos antilipidicos: los saponoides presentes en la caléndula han mostrado
tener propiedades antihiperlipidémicas en estudios ex vivo. El balance de lipidos
no se vio afectado cuando se experimenté en un suero normolipidémico (PDR for
Herbal Medicines, 2008).

Efectos antivirales: se demostré que los extractos organicos de la flor seca
tiene un efecto contra la actividad del virus del VIH in vitro (PDR for Herbal
Medicines, 2008).

Efectos gastrointestinales: se cree que la caléndula tiene propiedades
espasmoliticas y coleréticas a través de su produccion de bilis (PDR for Herbal
Medicines, 2008).

Efectos de cicatrizacién: se cree que la caléndula promueve la produccion de

glicoproteina, nucleoproteina y el metabolismo del colageno en las heridas.
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Ademas, se ha visto que la granulacion se ve acelerada a la hora de la aplicacion
de la caléndula en forma topica en las heridas, lo que favorece a su cicatrizacion y
sanacion (PDR for Herbal Medicines, 2008).

Se ha demostrado en estudios farmacoldgicos que el uso de las flores de
forma topica tiene propiedades antiinflamatoria y cicatrizante. Las flores tienen

efectos tranquilizantes y disminuyen la excitacion refleja (Caceres, 2000).

4.25.3. Estudios clinicos

Se observo que la Caléndula tiene propiedades antiinflamatorias en edemas

en oreja de ratdn. Los edemas fueron causados con aceite de croton (PDR, 2008).

Se realiz6 un estudio donde se compar6é la accibn de una crema de
caléndula a la de la trolamina en mujeres que tenian dermatitis causada por los
tratamientos de radioterapia. Se reportd que la crema de Caléndula aliviaba mas a
las pacientes, ademas, al aplicar la caléndula se redujo la incidencia de reacciones
alérgicas y otras razones por las que se podia interrumpir el tratamiento. En todos
los aspectos, la crema de caléndula se vio mejor calificada por las pacientes. El
anico problema que se registré en ese grupo fue que la aplicacion de la crema era
mas dificil (PDR for Herbal Medicines, 2008).

Los datos que existen en la literatura sobre las propiedades de sanacion de
heridas son positivos. Estos datos se basan en experimentos realizados en
animales y de forma in vitro. Aunque se ha registrado un estudio en pacientes con
Ulceras venosas en las piernas. En este estudio se comparo la reduccion del area
de la herida en un grupo de pacientes que fueron tratados con una crema con
caléndula y la de un grupo que se traté de forma convencional con lienzos de
solucion salina. La diferencia fue significativa siendo el grupo de la caléndula quien

presento los mejores resultados (PDR for Herbal Medicines, 2008).
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Estudios clinicos demuestran que el uso topico del extracto de flores en 54
pacientes con diversas dermatitis eritematosas (psoriasis, eczemas humedo y
seco, liqguen, neurodermatitis, dermatitis de contacto), mostraron un resultado
excelente (39%) o bueno (44%), informando los pacientes sobre alivio de la
sensacion de prurito y tension en las placas extensas de la dermatosis; en el caso
de aplicacion tépica a 44 pacientes con acné juvenil se observé un resultado
excelente (41%) y bueno (48%) (Caceres, 2000).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Areade trabajo

Laboratorio de Microbiologia, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
(FMVZ), USAC.

5.2. Recursos humanos

e 01 Estudiante tesista

e 02 Asesores

e Colaboradores: técnicos y Médicos Veterinarios responsables del
Laboratorio de Microbiologia de la FMVZ, USAC; Licda. Isabel Gaitan,
Asesor de Veterinarios Sin Fronteras.

5.3. Recursos bioldgicos

e Extracto etandlico de las flores desecadas de la planta Calendula
officinalis.

e Cepas de bacterias aisladas de otitis externa canina: Staphylococcus
intermedius, Streptococcus sp., Pseudomonas aeruginosa y Proteus
mirabilis.

5.4. Materiales y equipo

5.4.1. Materiales

¢ Asa de nicromo en argolla

¢ Cajas de Petri simples y cuadriplate
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e Mechero

e Pipetas automaticas

¢ Plantilla para siembra

e Puntas de 200 pL y 1000 pL

¢ Regla graduada en mm

¢ Recipiente de acero inoxidable

e Papel filtro

5.4.2. Reactivos

e Medios de cultivo: agar Muller Hinton, caldo tripticasa soya, agar Sabouraud
¢ Solventes: etanol al 50%, etanol al 70%, agua desmineralizada

e Solucion salina isotdnica

5.4.3. Equipo

¢ Autoclave

e Balanza analitica

e Campanas bacterioldgicas con y sin flujo laminar
e Incubadoras a 27°C y 37°C.

e Refrigeradora a 5°C

5.4.4. Cristaleria

e Balon de 1000 mL

e Beakers

e Erlenmeyers

e Tubos con tapon de rosca de 15 mL

e Viales
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e Frascos de vidrio ambar

5.5. Metodologia

5.5.1. Obtencion y seleccion de las cepas microbianas patégenas

Se utilizaron aislamientos de las bacterias estudiadas en el trabajo de tesis
de Chavez, 2010, Staphylococcus intermedius, Streptococcus sp, Pseudomonas
aeruginosa y Proteus mirabilis, provenientes de muestras clinicas de perros con
patologia de oido, proporcionados por el Departamento de Microbiologia de la

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, USAC.

Se seleccionaron las cepas a utilizar basado en el estudio de trabajo de tesis
de Chavez, 2010, donde reporta el predominio en la incidencia de las cepas
aisladas de oido, conservadas en el Laboratorio de Microbiologia de la FMVZ,
USAC. En ese mismo estudio, el autor recomienda que se realicen nuevas
investigaciones con otras plantas para que de esa forma se tengan mas

alternativas para el tratamiento de la Otitis Canina que sean efectivas.

5.5.2. Seleccion de la planta

Se selecciond esta planta debido a experiencias in vivo donde perros
presentaron una mejoria considerable a la hora de la aplicacion del oleato de la
Caléndula como tratamiento a una otitis externa perpetuada por agentes
bacterianos y levaduriformes. Ademas, la planta que fue sometida al estudio se
encuentra sembrada por el altiplano central del pais. Luego, existen estudios que
prueban la actividad antimicrobiana en géneros bacterianos y fangicos de material
patolégico humano. Por ultimo, el producto se utiliza en productos comerciales,

como champus, para perros, pero no buscando un efecto antimicrobiano. Asi
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mismo, se debe mencionar que no se han hecho estudios respecto a estas

propiedades sobre cultivos de bacterias y hongos que afecten el oido del perro.

5.5.3. Obtencién del extracto

Se utilizaron los capitulos florales desecados de la Caléndula. Se utilizé
alcohol etilico al 50% para extraer la mayor cantidad de principios activos de la

flor.

La extraccion se realiza a temperatura ambiente. Se pone la flor desecada
picada en pequefios pedazos en un recipiente de acero inoxidable con alcohol
hasta que éste penetre y disuelva las partes solubles para su extraccion. Se dejé
en reposo durante dos semanas con agitacion esporadica. Se separaron los
capitulos de la tintura por medio de filtracion, se exprimio el residuo y se recuperé

el solvente en un evaporador rotatorio obteniendo el extracto (Pelle, 1998).

5.5.4. Determinacion de la actividad antibacteriana

Se determind la actividad antibacteriana por el método de dilucién (Mitscher
et al., 1972).

Inicialmente, se sembré en caldo tripticasa soya, con la ayuda del asa de
nicromo, la cepa a estudiar. La siembra se llevo a incubacion durante 24 horas a
37°C. Luego, de la siembra se tomaron 50 pL y se disolvieron con 4.95 mL de

solucion salina isotdnica, de tal forma que se preparé una dilucion 1:100.

Como segundo paso fue preparar el Agar-Planta. Se prepararon tubos con
9.0 mL de agar Mueller Hinton. Se esteriliz6 a 121°C durante 15 min, se dej6
enfriar a 50°C. En una caja de petri simple se agregé 1.0 mL de la solucion de la

tintura y los 9 mL de agar Mueller Hinton. Se tapo la caja y homogenizé con
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movimientos circulares. Se dej6 solidificar e incubar a 37°C por 24 h, para

comprobar esterilidad y para que el medio se desecara un poco.

El tercer paso consistid en inocular en las cajas con agar-Planta una asada
de cada uno de los microorganismos siguiendo el patrén de la plantilla. Se hicieron
cinco repeticiones por microorganismo. Se dejé reposar durante 5-10 minutos y se

incubaron a 37°C durante 24 h.

Por dltimo, se interpretaron los resultados de la siguiente manera: Si existe
un crecimiento homogéneo a lo largo del indculo, el resultado sera una actividad
antibacteriana negativa. Mientras que si hay una actividad positiva no habra
crecimiento homogéneo. En caso de que exista una contaminacion habra

presencia de microorganismos fuera de la inoculacion.

Se realizé un control negativo para la actividad antibacteriana con 9 mL de

agar Muller Hinton y 1 mL de etanol al 60%.

5.5.5. Determinacion de la concentracién inhibitoria minima

De primero, se prepar0 el agar-planta. Para esto se prepararon tubos con
3.6, 3.8, 3.9 y 3.95 mL de agar Mueller-Hinton. Se esterilizé a 121°C durante 15
minutos, se dej6 enfriar a 50°C y se agrego la solucion del extracto (concentracion

de 100 mg/mL) en una caja cuadriplate de la siguiente manera:

3.6 mL de agar + 0.4 mL de la solucién de extracto = 10.0 mg/mL
3.8 mL de agar + 0.2 mL de la solucion de extracto = 5.0 mg/mL
3.9 mL de agar + 0.1 mL de la solucion de extracto = 2.5 mg/mL

3.95 mL de agar + 0.05 mL de la solucion de extracto = 1.25 mg/mL
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Se dejé solidificar e incubar a 37°C por 24 horas, para comprobar esterilidad.

Se guardé en refrigeracion hasta el momento de usar.

De segundo, se purificd el microorganismo a ensayar inoculandolo en un
tubo con 8 mL de agar Muller Hinton inclinado y se incub6 a 37°C por 24 horas.
Luego se sembrard en caldo tripticasa soya, con la ayuda del asa de nicromo, la
cepa a estudiar. La siembra se llevé a incubacion durante 24 horas a 37°C. Luego,
de la siembra se tomaron 50 pL y se disolvieron con 4.95 mL de solucion salina

isotdnica, de tal forma que se hizo una dilucién 1:100.

Por ultimo, se inocularon tres estrias en cada uno de los cuadrantes de la

caja y se incubaron a 379C por 24 horas en el caso de bacterias y 48 horas para

la levadura.

Se tomdé como actividad negativa aquellos cuadrantes donde hubo
crecimiento homogéneo a lo largo del inéculo. Aquellos cuadrantes donde no hubo
crecimiento homogéneo a lo largo del inéculo se tomaron como actividad positiva.
Y se determindé contaminacién a la presencia de microorganismos fuera de la
inoculacion.

5.5.6. Analisis estadistico

Se utilizé un disefio no probabilistico intencional o por conveniencia.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.1. Fase de tamizaje

tamizaje

6.1. Determinacién de la actividad antibacteriana

Se determind la actividad del extracto obtenido contra las bacterias Gram
positivo Staphylococcus intermedius y Streptococcus sp y las bacterias Gram

negativo Pseudomonas aeruginosa y Proteus mirabilis (cuadro 1).

Cuadro 1. Actividad antibacteriana de Calendula officinalis en la fase de

Microorganismos

Staphylococcus
intermedius

Streptococcus
sp.

Pseudomonas

aeruginosa

Proteus
mirabilis

Extracto
etandlico
de
Calendula
officinalis
al 20%

Testigo
negativo
al 20% con
alcohol al
50%

Fuente: Datos experimentales
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El extracto etandlico de Calendula officinalis presenté actividad contra la

cepa de Staphylococcus intermedius, y no presento

actividad contra Streptococcus sp, Pseudomonas aeruginosa Yy Proteus mirabilis.

6.1.2. Determinacién de la CIM

Se realiz6 la CIM al extracto en estudio, solamente sobre la cepa de
Staphylococcus intermedius, ya que fue sobre la Gnica cepa que presentd una
actividad positiva en la fase de tamizaje (cuadro 2).

Cuadro No. 2 Determinacion de la concentracién inhibitoria minima (CIM) de
la actividad antibacteriana de la caléndula contra una cepa de

Staphylococcus intermedius.

Concentracion del extracto
1:10 1:20 1:40 1:80

Extracto
etandlico
de + + + -
Calendula
officinalis

Testigo
negativo - - -
con etanol

Fuente: Datos experimentales

El extracto etandlico de Calendula officinalis fue activo contra la cepa de

Staphylococcus intermedius hasta la concentracion de 1:40.
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Existen varios agentes antimicrobianos disponibles en el mercado
farmacéutico. Estos se encuentran en diferentes presentaciones, tanto para uso
tépico como sistémico. Sin embargo, debido a la prolongada duracién del
tratamiento, alto costo, toxicidad y limitada accidon de las drogas clasicas, existe
una necesidad de crear nuevos productos que sean efectivos y alternativos. En
este aspecto, el uso de plantas medicinales se ha convertido en una solucion
viable a dicha problematica como lo describen mdltiples estudios (Gazim, et al.,
2008)

La actividad antibacteriana in vitro de Calendula officinalis fue determinada
por el método por dilucion. Este método es seguro y muy utilizado como prueba
inicial para tamizar actividad bacteriana para luego evaluar CIM y asi desarrollar

potenciales tratamientos con actividad antibi6tica.

En la cuadro 1 se presentan los resultados obtenidos para la actividad
antibacteriana de la tintura de Calendula officinalis contra Staphylococcus
intermedius, Streptococcus sp., Pseudomonas aeruginosa y Proteus mirabilis. Los
resultados reflejaron una actividad positiva contra Staphylococcus intermedius y
no presentd accion contra Streptoccus sp, Pseudomonas aeruginosa y Proteus
mirabilis. Al revisar la literatura, ésta reporta que la propiedad antimicrobiana se
debe a los alcaloides terpénicos, lactonas y flavonas que se encuentran en el
aceite esencial, lo que indica que el extracto etandlico probablemente arrastré
dichos compuestos ya que la tintura si presentd accion antibacteriana contra
algunas cepas evaluadas. Otros estudios revelan que los flavonoides de la flor han
tenido una actividad antimicrobiana positiva contra Staphylococcus aureus (PDR
For Herbal Medicines, 2008). Otro estudio realizado en Tehran, Iran, por Gita
Eslami et al., revel6 que el extracto metandlico (1:128) es activo contra las
bacterias Gram positivo Streptococcus pyogenes, Enterococcus fecalis vy
Staphylococcus saprophiticus y Staphylococcus aureus. Ademas describe que las

bacterias Gram negativas como Escherichia coli, Proteus sp, Klebsiella sp.,
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Serattia sp. y Pseudomonas sp., fueron resistentes al extracto. Dichas bacterias
fueron aisladas en pacientes humanos que presentaban celulitis. Es importante
hacer notar que las fracciones metandlicas de la Calendula officinalis han
resultado activas contra algunos representantes de bacterias Gram positivo y no
activas contra bacterias Gram negativo. Es de suma importancia realizar estudios
gue comparen la actividad basada en la naturaleza de la pared celular de estos
microorganismos para poder inferir sobre el mecanismo de accion de la actividad

antibacteriana de Calendula officinalis.

Los compuestos o metabolitos secundarios en las plantas varian de forma
interespecifica asi como intraespecifica ya que dentro de la misma especie puede
haber variaciones considerables de metabolitos secundarios dependiendo de
condiciones ambientales como lo son altura, temperatura, pH, exposicion al sol,
calidad del suelo, etc. Por otro lado, el solvente que se utilice para el extracto
también va a influir en los metabolitos secundarios presentes en el extracto, es
decir, las propiedades de solubilidad y polaridad tanto del solvente como de la
naturaleza de los metabolitos, van a caracterizar el extracto. Esto permite
recomendar el desarrollo de estudios que evallen la actividad antibacteriana de la
caléndula comparando diferentes extractos que incluyan el aceite esencial aislado
(ya que la actividad antibacteriana se la atribuye a los terpenoides presentes en el
aceite), asi como la comparacion también del efecto a partir de caléndula cultivada

en diferentes regiones del pais, con condiciones ambientales diferentes.

En la cuadro 2 de resultados, se presenta la Concentracion Inhibitoria Minima
(CIM) del extracto etandlico de las flores desecadas de Calendula officinalis para
la bacteria Staphylococcus intermedius. Las CIM puestas a prueba fueron 1:10,
1:20, 1:40 y 1:80 siendo 1:40 la CIM encontrada. Comparando los tratamientos
convencionales con la CIM encontrada, que corresponde a 2.5%, se puede

concluir que la concentracidn minima necesaria del extracto es una concentracion
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mas alta a las de tratamientos convencionales. Con esto es recomendable
desarrollar estudios que permitan verificar la accion y concentraciones necesarias
in vivo para el potencial desarrollo de un fitoterapico a base de caléndula para

tratar otitis canina.

Durante la realizacibn del anteproyecto, se plante6 evaluar la actividad
antifingica del extracto de caléndula, para la levadura Malassezia pachydermatis,
sin embargo, este punto no pudo realizarse ya que no se consiguio la purificacion
de la cepa de dicho hongo. Cabe mencionar que hay un estudio publicado que
evalla la actividad antifingica del aceite esencial de Calendula officinalis en Brasil
(Gazim et al, 2008). Dicho estudio se realizé sobre cepas aisladas de control para
laboratorios, asi como cepas de levaduras aisladas de pacientes humanos. Cabe
mencionar que los resultados obtenidos en dicho estudio, revelaron que el aceite
esencial de Calendula officinalis fue efectivo contra todos los hongos
levaduriformes puestos a prueba. Dichos hongos son los principales causantes de
candidiasis humanas. Esto permite recomendar posteriores estudios sobre dicha
actividad aplicada a levaduras causantes de patologias caninas ya que si esto se
demuestra, el terapéutico formulado incluiria tanto una actividad antibacteriana
como antifingica, actuando asi sobre bacterias que generalmente vienen
asociadas a levaduras como la Malassezia, logrando una accion de espectro mas

amplio que los tratamientos convencionales.
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VIl. CONCLUSIONES

El extracto etandlico de Calendula officinalis fue activa contra la cepa de

Staphylococcus intermedius estudiada.

El extracto etandlico de Calendula officinalis no fue activa contra las cepas de
Streptococcus sp., Pseudomonas aerugionsa y Proteus mirabilis puestas a

prueba.

La CIM del extracto etandlico de Calendula officinalis fue de 1:40 para la

cepa de Staphylococcus intermedius.

La CIM del extracto etandlico de Calendula officinalis es mas alta que la de

productos farmacéuticos sintéticos.

Los controles con etanol permitieron el crecimiento de las cepas bacterianas

estudiadas, lo que demuestra que no se tiene una accion antimicrobiana.
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Vill. RECOMENDACIONES

Realizar futuros estudios que evallen la actividad antibacteriana de
Calendula officinalis tomando en cuenta diferentes tipos de extractos asi

como material vegetal proveniente de diferentes regiones.

Comparar la accion antibacteriana de Calendula officinalis contra bacterias
Gram positivo y Gram negativo, ya que parece haber una tendencia a

actuar contra bacterias Gram positivo.

Realizar estudios de la accion antimicética del aceite esencial de Calendula
officinalis contra agentes patologicos caninos ya que estudios revelan

accion antimicotica en levaduras causantes de candidiasis humanas.

Realizar estudios que evalien la actividad antibacteriana de Calendula

officinalis tomando en cuenta diferentes solventes.

Realizar estudios que evalien la actividad antibacteriana de Calendula

officinalis in vivo determinando las concentraciones inhibitorias.

Realizar tamizajes fitoquimicos de muestras de Calendula officinalis
provenientes de diferentes regiones para determinar los compuestos

antimicrobianos presentes segun su procedencia.
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IX. RESUMEN

En este estudio se buscdé demostrar que la tintura de Caléndula (Calendula
officinalis), tiene propiedades medicinales por lo que puede ser utilizada
terapéuticamente para tratar la otitis externa canina a nivel topico. Es de suma
importancia que el médico veterinario tenga tratamientos alternativos eficaces y de

costo econdémico bajo.

Se comprob6 de forma in vitro, el efecto antimicrobiano en diferentes
concentraciones de la tintura de Caléndula, sobre las principales cepas de
bacterias, utilizando aislamientos de Staphylococcus intermedius, Streptococcus
sp, Pseudomonas aeruginosa y Proteus mirabilis, provenientes de muestras

clinicas de perros con patologia de oido.

Se determindé la actividad antibacteriana por el método de dilucion,
sembrando las cepas en agares preparados con el extracto etandlico de la planta
y en agares con etanol como control negativo. Se determiné el tipo de actividad,

negativo o positivo, por un disefio no probabilistico convencional.

Se realiz6 la determinacién de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) solo
sobre Stpahylococcus intermedius ya que fue la Unica cepa sensible al extracto
estudiado. Se visualizo una efectividad de la tintura en concentraciones de 1:10,
1:20 y 1:40, mientras que hubo crecimiento en 1:80, por lo que se determiné como
CIM 1:40. Las demas cepas estudiadas fueron resistentes a la tintura de

caléndula.

Comparando los tratamientos convencionales con la CIM encontrada, que
corresponde a 2.5%, se puede concluir que la concentracion minima necesaria del
extracto es una concentracion mas alta a las de tratamientos convencionales. Con
esto es recomendable desarrollar estudios que permitan verificar la accion y
concentraciones necesarias in vivo, para el potencial desarrollo de un

fitoterapéutico a base de caléndula para tratar otitis canina.
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SUMMARY

This study sought to demonstrate that the tincture of Calendula (Calendula
officinalis) has medicinal properties so it can be used therapeutically to treat
external canine ofitis in a topical level. It is important that the veterinarian has an

effective and low cost treatment to alternate.

It was found in vitro, the antimicrobial effect at different concentrations of the
tincture of Calendula on major strains of bacteria from clinical samples of canine
otitis, as Staphylococcus intermedius, Streptococcus sp, Pseudomonas aeruginosa

and Proteus mirabilis.

Antibacterial activity was determined by the method of dilution by seeding the
strains on prepared agars with the ethanolic extract of the plant and agars with
ethanol as a negative control. The type of activity was determined, negative or

positive, by a conventional non-probabilistic design.

The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was performed only on
Stpahylococcus intermedius because it was the only sensible bacteria to the
extract. An effectiveness of the tincture at 1:10, 1:20 and 1:40 concentrations was
visualized, while there was colonies growth in 1:80, that is why 1:40 was
determined as the MIC. Other strains studied were resistant to calendula tincture.

Comparing conventional treatments with the MIC, corresponding to 2.5 %, it
can be conclude that the minimum inhibitory concentration of the extract is higher
than the concentration of conventional treatments. With this it is advisable to
develop studies to verify concentrations in vivo to have a good response, for the

potential development of calendula as phytotherapy to treat canine otitis.
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Figura No. 1 Plantilla guia para realizar estrias de siembra de cepas
bacterianas y hongos levaduriformes para la determinacion de actividad

antibacteriana y antilevadura.
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La plantilla que fue utilizada como guia para la inoculacién en el agar para la
técnica de determinacién de actividad antibacteriana y antilevadura, 5 estrias por

microorganismos, distribuidas al azar (Ozaeta, 2008)
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Cuadro No. 3 Hoja de toma de datos de los resultados de CIM

Universidad de San Carlos de Guatemala

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

Direccion de investigacion y extension

Seminario de Tesis |

Hoja de Resultados

Nombre de
Registro | la Bacteria/

Cepa

Concentracion

tintura

Control positivo

Control negativo

Inhibicién Crecimiento

Inhibicién Crecimiento

Fuente: Elaboracion propia
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