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|. INTRODUCCION

Las enfermedades respiratorias de origen bacteriano, son una probleméatica
creciente a nivel de explotaciones porcinas, provocando pérdidas econdmicas
debido a disminucién de la produccion y gastos en tratamientos administrados.
Convencionalmente, el tratamiento consiste en la antibioterapia empirica, lo que
promueve resistencia bacteriana por subdosificacion, tanto en los animales como en

el ser humano al consumir residuos de estos medicamentos en los alimentos.

La fitoterapia es una alternativa prometedora, que tiene como beneficios el
aprovechamiento de los recursos naturales, alta disponibilidad y bajo costo.
Actualmente en Guatemala se cuenta con estudios que han demostrado la actividad
de plantas de uso medicinal contra bacterias causantes de enfermedades
respiratorias en humanos (Caceres et al., 1991a), mientras que no existen estudios
gue respalden la aplicacion de la fitoterapia en cerdos. Por esta razén es necesario
generar informacion cientifica preliminar que valide su uso como parte del

tratamiento de estas patologias.

En esta investigacion evalué el efecto antibacteriano in vitro de extractos
etanolicos de seis especies de plantas de uso medicinal con actividad
antimicrobiana comprobada en medicina humana, sobre cepas bacterianas aisladas
a partir de casos clinicos de patologias respiratorias en cerdos, para determinar su
actividad contra las bacterias en estudio y de ser efectivos, determinar la
concentracion inhibitoria  minima (CIM), con el fin de brindar alternativas

fitoterapéuticas eficaces para el tratamiento de éstas enfermedades en porcinos.



Il. HIPOTESIS

Ho: No existe actividad antibacteriana de las diferentes plantas de uso medicinal a
evaluar, sobre las cepas bacterianas causantes de patologias respiratorias en

porcinos.



lll. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

3.1.1 Generar informacion cientifica, que respalde la fitoterapia como alternativa
terapéutica de enfermedades respiratorias de origen bacteriano en

porcinos.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Determinar la actividad antibacteriana in vitro de los extractos de seis
especies de plantas de uso medicinal en humanos (Eucalyptus
globulus, Lippia graveolens, Tagetes lucida, Pinus oocarpa, Byrsonima
crassifolia y Physalis philadelphica) contra bacterias aisladas a partir de

cerdos con patologias respiratorias.

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

las plantas que presenten actividad contra las bacterias estudiadas.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Tagetes lucida Cav.

4.1.1 Familia: Asteraceae/Compositae

4.1.2 Nombres comunes:

Pericon, I'ya, Jolomocox, Uca (Caceres, 1996)

4.1.3 Habitat:

Esta planta es nativa de México a Honduras en bosques de encino y laderas
de 1,000 a 2,000 msnm. Es abundante en la época de lluvia, desaparece en época
seca. En Guatemala se ha descrito en Chimaltenango, Quiché, Jalapa, Guatemala,
Huehuetenango, Petén, Quetzaltenango, Sacatepéquez y San Marcos (Nash y
Dieterle, 1976).

4.1.4 Etnobotanica:

La infusion de flores y hojas se usa por via oral para aliviar el parto, tratar
anemia, inflamacion de los ojos, afecciones nerviosas, gastrointestinales (cdlico,
disenteria, flatulencia, indigestion, nausea, parasitismo intestinal, vémitos) y
respiratorias, dolor menstrual, hepatitis, paludismo, reumatismo, retencion urinaria,
tumores y Ulceras. El humo de las hojas y flores se utiliza para ahuyentar mosquitos
(Caceres, 2006).

Se le atribuye propiedad antiinflamatoria, antioxidante, antiséptica, aromatica,
carminativa, digestiva, diurética, emenagoga, espasmolitica y galactogoga (Caceres,
2006).

4.1.5 Farmacologia
Céceres et al. (1990) evaluaron el uso de plantas para el tratamiento de

enfermedades respiratorias provocadas por bacterias Gram positivo, y encontro



actividad contra Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes. Hernandez et
al. (2006) evaluaron la actividad antimicrobiana del extracto etil acetato de T. lucida,
mostrando actividad contra Shigella boydii, S. aureus, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Sarcina lutea y cuatro cepas de Vibrio

cholerae.

La tintura de hojas y flores es activa contra Escherichia coli, Shigella
dysenteriae, S. flexneri, Salmonella typhi, S. pyogenes, Candida albicans vy
Neisseria gonorrhoeae (Caceres, 1996). El extracto acuoso es activo contra las
bacterias anteriores y contra Salmonella enteritidis y Streptococcus pneumoniae. El
extracto alcohdlico es activo contra el 60% de cepas de P. aeruginosa y 15% de
cepas de S. typhi. La tintura es activa contra S. aureus (CIM 15 mg/mL), Candida
albicans (35 mg/mL), C. krusei, C. parapsilosis y C. stellatoidea (CIM 1-2 mg/mL), S.
flexneri (50 mg/mL). El extracto n-hexéanico inhibe V. cholerae (CIM 10 mg/mL). Las

hojas tienen actividad nematicida (Caceres, 2006).

Clinicamente, una pomada a base de la tintura redujo el tiempo que tarda en
sanar la queratoconjuntivitis experimental en cobayo por S. dysenteriae (Valle,
1989). EIl extracto etanolico de las hojas es depresivo del sistema nervioso central
e hipotensor, pero no es anorexigeno, teratogénico, diurético ni antiinflamatorio
(Caceres, 2006). Varios extractos son espasmoliticos en ileon de ratas; la infusién
tiene una DEsg en raton de 500 mg/mL, y 20 g/kg in vivo (Salguero, 1989).
Resultados similares se obtuvieron en un modelo en musculo liso de yeyuno de
conejo (Lopez et al.,, 1990) y actividad anticolinérgica en musculo esquelético y
cardiaco de rata (Cortés et al., 1990). El extracto acuoso de hojas no tiene actividad
antiinflamatoria (Jiu, 1966). Experimentalmente en conejos el extracto acuoso
produce broncodilatacion, disminuye levemente la presion transpulmonar, aumenta
la adaptabilidad dinamica, produce leve taquicardia, caida de presion venosa
central, leve taquipnea, incremento del flujo aéreo traqueal, pero no en forma dosis-

dependiente (Cambar et al., 1984). La decoccion de hojas tiene cierta actividad



inmunomoduladora en ratones, medida por aumento en la poblacion de linfocitos y

en los titulos de anticuerpos séricos (Lara et al., 1991).

4. 1.6 Fitoquimica

Las hojas y flores contienen: aceite esencial ([3-cariofileno 28%, limoneno
16.5%, RR-ocimeno 14%) mirceno, acetol, alilanisol, esdragol, metieugenol, linalool
(Guzman, 1987), alcaloides cuaternarios, flavonoides, saponinas, taninos,
leucoantocianinas, acido galico, poliacetilenos, glicosidos cianogénicos, cumarinas,
derivados de tiofeno, alfatertienilo (Glasby, 1991), goma, dextrina, grasas, pectina,

tres resinas acidicas y sales minerales (Morton, 1981).

4.1.7 Principios activos
La actividad antibacteriana se atribuye a a-tiertienilo y a la herniarina
(Budavari, 1989).

4.2 Eucalyptus globulus Labill

4.2.1 Familia: Myrtaceae

4.2.2 Nombres comunes:

Eucalipto, Gomero azul de Tasmania (White, 1985).

4.2.3 Héabitat:

Nativo de Australia y Tasmania, en América se cultiva en climas tropicales,
subtropicales y templados desde California hasta Argentina. Es uno de los arboles
mas comunes en el Ecuador, habiendo sido introducido hace unos 70 afios debido
al valor comercial de la madera. En Guatemala se cultiva en clima templado de
1,500 a 2,700 msnm (Stanley, 1961).

4.2.4 Etnobotanica:
El cocimiento, infusion e inhalacion de hojas se usa para tratar enfermedades

respiratorias (asma, amigdalitis, bronquitis, faringitis, gripe, influenza, laringitis,



resfrio, tos, tuberculosis) y digestivas (diarrea, dispepsia), artritis, cistitis, diabetes,
fiebre, estomatitis, malaria y reumatismo. Topicamente se aplica a heridas, lepra,
leucorrea, llagas, pustulas, quemaduras, ulceras, vaginitis, fibromas, tumores
(Caceres, 1996), escarlatina, tifoidea y piorrea (White, 1985).

Se le atribuye propiedad aromatica, anestésica, antiséptica, depurativa,
digestiva, espasmolitica, estimulante, expectorante, febrifuga, hipoglicémica,

insecticida, rubefaciente, vermifuga (Caceres, 1996) y desodorante (White, 1985).

4.2.5 Farmacologia:

La tintura de hojas es activa contra C. albicans, E. coli, S. aureus y S.
pyogenes (Céceres et al.,, 1991 a). La cocciébn de hojas no tiene actividad
antidermatofitica, el aceite esencial es activo contra E. coli, S. aureus y tiene

actividad contra afidos y mosquitos (Grainge y Ahmed, 1988).

Estudios in vivo demuestran que tiene actividad diurética en ratas (Caceres,
1987), la esencia por via oral a dosis de 1g / kg tiene efecto relajante muscular,

actividad anticonvulsiva, hipolipémica e hipotensiva en animales (Rubineau, 1991).

4.2.6 Fitoquimica:

Las hojas contienen aceite volatil (1-3%), &cidos elagico y galico, tanino,
principio amargo, cera y resinas. El aceite tiene (cineol 70-90%, a-pineno 24%,
aromadendreno 1%), borneol, camfeno, cariofileno, citral, eudesmol, felandreno,
fenchona, mirceno, sabineno, terpineol, timol, sesquiterpénicos, aldehidos
(valerianico, butilico, capréico), alcoholes (etilico, amilico, isoamilico), a- y B-

tujona, verbenona, fenoles y terpenos (Céceres, 1996).

4.2.7 Principios activos:

La accion antibacteriana se atribuye a cineol y citriodorol (Martinez, 1992).



4.3 Lippiagraveolens HBK

4.3.1 Familia;: Verbenaceae

4.3.2 Nombres comunes:

Orégano, Mejorana, Orégano de monte (Céceres, 1996).

4.3.3 Habitat:

Es nativa del sur de Texas a Nicaragua, se encuentra en bosques secos y
montes espinosos subtropicales, en pendientes pedregosas muy secas, matorrales
himedos o secos hasta 350 msnm. En Guatemala se ha descrito en el Progreso,
Petén y Zacapa (Ronquillo et al., 1988).

4.3.4 Etnoboténica

La decoccidon o infusion de hojas se usa para tratar anemia, afecciones
gastrointestinales (amebiasis, colico, diarrea, disenteria, dispepsia, estrefiimiento,
indigestion) y respiratorias (asma, bronquitis, catarro, influenza, laringitis, pleuresia,
resfrio, tos, tosferina, tuberculosis), hidropesia, ictericia, amenorrea, dismenorrea y
reumatismo. Toépicamente la decoccion se aplica para la cicatrizacion de heridas,
llagas e inflamaciones de la garganta; en bafios se usa para fortalecer nifios
debilitados, combatir la gripe y aliviar el prurito y la sarna; en cataplasma para
madurar abscesos, calmar neuralgias y aliviar induraciones, cancer y tumores; en
fricciones y bafos se usa como calmante; la planta fresca macerada en aceite se
aplica en dolores reumaticos y la maceracion alcohdlica se utiliza contra los ataques
(Caceres, 1996).

Se le atribuye propiedad antioxidante, antiséptica, aromatica, calmante,
carminativa, cicatrizante, desinflamante, diaforética, digestiva, diurética,
amenagoga, espasmolitica, estimulante, estomaquica, expectorante, pectoral,

sudorifica y ténica (Céaceres, 1996).



4.3.5 Farmacologia

La infusion y la tintura de hojas son activas contra E. coli, P. aeruginosa, S.
typhi, S. aureus, S. pneumoniae, S. pyogenes pero inactiva contra Haemophilus
influenzae. Los extractos con diclorometano y etanol son activos contra C. albicans,
Aspergillus flavus, Epidermophyton floccosum, Microsporum gypseum Yy
Trichophyton rubrum, pero inactivos contra Cryptococcus neoformans (Mendoza,
1995).

4.3.6 Fitoquimica

Las hojas contienen aceite esencial (carvacrol 37.84%, a-terpinil acetato
22.35%, m-cimeno 20.42%, timol 6.72%, B-pineno 2.54%, isocariofileno 2.18%,
humuleno 1.24%, a-tujenol.03% vy linalool 0.26%) (Hernandez et al., 2009),
celulosa, pigmento y elementos minerales; la corteza y raiz contienen glucésidos
saponinicos, aceite esencial y taninos; hojas contienen flavononas y lapachenol

(Dominguez et al., 1989).

4.3.7 Principios activos
En la industria farmacéutica el carvacrol tiene uso como desinfectante,

antinfeccioso y antihelmintico (Budavari, 1989).

4.4 Pinus oocarpa Schiede

4.4.1 Familia;: Pinaceae

4.4.2 Nombres comunes:
Ocote, Pino. (Loarca et al., 2004).

4.4.3 Habitat:
Se encuentra desde la Sierra Madre, en el noroeste de México hasta las
tierras altas del noroeste de Nicaragua. En Guatemala crece en altitudes de 1,600

hasta 2,400 msnm, con una capacidad notable de crecer en terrenos muy delgados
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de zonas semiaridas, tales como los valles que corren de este a oeste en el sur del

departamento de Huehuetenango (FAO, 1968)

4.4.4 Etnobotéanica:

Por via oral se le atribuye propiedad antiséptica, expectorante, balsamica y
descongestionante de las vias respiratorias. Se administra tOpicamente para tratar
afecciones de la piel (eccema), reumatismo y dolores musculares, asi como para
promover la curacion de fracturas. La resina se aplica topicamente en la curacion de
fracturas y lesiones dérmicas, ademas de utilizarse para desinfectar el ambiente,
aplicado al piso o por el humo que genera al ser quemado (Loarca et al., 2004).
4.4.5 Farmacologia:

No se cuenta con estudios experimentales que demuestren actividad
farmacologica de esta planta. (Caceres, A. 2008. (Entrevista personal). Guatemala,

Universidad de San Carlos)

4.4.6 Fitoquimica:
Contiene resina (&cidos diterpénicos) y aceite esencial (monoterpenos)
(Loarca et al., 2004).

4.4.7 Principios activos
Aceites escenciales: pineno, canfeno, limoneno, felandreno y acetato de
borneol (Loarca et al., 2004).
4.5 Byrsonima crassifolia HBK
4.5.1 Familia: Malpighiaceae
4.5.2 Nombres comunes:

Nance, Nanchi, Nananche, Changungo, Nantzinxocotl, Nance agrio
(Martinez, 1969), Chi, Crabdo, Nanche, Nanzin, Tapal, Zacpah (Céaceres, 1996).



11

4.5.3 Héabitat:

Nativo de México a Sur América y Caribe en bosques secos Yy tropicales
hasta 1,800 msnm (Caceres, 1996). Crece en lugares cdlidos y templados,
frecuentemente en terrenos pedregosos y arenosos, resiste bien la sequia
(Martinez, 1969). En Guatemala se ha descrito en Alta Verapaz, Baja Verapaz,
Chiquimula, El Progreso, Quiché, Escuintla, Huehuetenango, Izabal, Jalapa, Jutiapa,
Petén, Quetzaltenango, Retalhuleu, San Marcos, Santa Rosa, Suchitepéquez y
Zacapa (Céceres, 1996).

4.5.4 Etnoboténica:

El cocimiento de corteza y flores se administra via oral para tratar afecciones
respiratorias (amigdalitis, asma, bronquitis, fiebre, tos), digestivas (cdlico, diarrea,
disenteria, estrefiimiento, indigestion), dolor de muelas, hemorragias, mordedura de
serpiente, parasitos, favorece el parto y expulsiéon de placenta. El fruto se usa para

tratar fiebres y las semillas para la disenteria (Caceres, 1996).

Por via topica, la corteza se usa para afecciones dermatomucosas como
estomatitis, leucorrea, pioderma, tifia, Ulcera y vaginitis, tumores y apretar los
dientes. Se le atribuye propiedad acaricida, antifingica, antineuralgica, antitusiva,
astringente, cicatrizante, desinflamante, digestiva, emenagoga, febrifuga,

galactogoga y ténica (Céaceres, 1996).

4.5.5 Farmacologia:

El extracto acuoso de hojas, corteza y raiz es activo contra E. coliy S. aureus
(PLANTER, 1989). La tintura de corteza es activa contra S. flexneri, S. typhi, V.
cholerae (Caceres et al.,, 1990), S. pneumoniae, S. pyogenes (Caceres et al.,
1991a), C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis y C. stellatoidea (Céaceres et al.,
1991b). La decoccion de corteza tiene actividad fungistatica contra E. floccosum,
M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes y T. rubrum (Céceres et al., 1991).
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Las hojas y corteza tienen efecto espasmogénico dosis dependiente en
fundus de rata y efecto bifasico en yeyuno e ileon de rata (Amarquaye et al., 1994).
Se demostrd que la corteza es la mas activa contra bacterias y el etanol el mejor
disolvente por bioactividad y rendimiento (6.8%); las bacterias mas sensibles fueron
P. aeruginosa, S. aureus, S. flexneri y S. pyogenes. En la confirmacion antifungica,
tanto la corteza como los frutos fueron activos contra dermatofitos patdégenos
(Lépez, 1992).

En un estudio clinico de tres grupos de personas con lesiones confirmadas
de candidiasis oral, se demostré mejoria y negativizacién del examen microscépico
en 70% de los tratados con extracto etandlico de corteza, 90% de los tratados con
un enjuague a base de tintura de corteza y un 83% de tratados con clotrimazol
(Geil3 et al., 1994).

4.5.6 Fitoquimica:

La corteza contiene taninos (20-30 %), acido oxalico (2.7 %), glucosidos
(Morton, 1981), flavonoides, saponinas, sesquiterpenlactonas y triptenos (Caceres y
Samayoa, 1989), El tamizaje fitoquimico de hojas indica saponinas, esteroles
insaturados, cardendlidos, bufadiendlicos, flavonoides, leucoantocianinas, taninos,
polifenoles (Pinto, 1980), terpenos (acido botulinico, lupeol, acido oleandlico y
ursenaldehido), esteroles, flavonoides, éster aromatico, aminoacidos y un
sulfonoglicolipido (Bejar, 1995). La raiz contiene flavonoides, glicésidos

cardiotonicos, sesquiterpenlactonas, taninos y triptenos (PLANTER, 1989).

4.5.7 Principios activos:

Se demostré que los principios antifiungicos son taninos condensados del
grupo de los polifenoles, proantocianidina B2 y su galato (Martinez, 1992). Las
procianidinas de la corteza tienen actividad nematicida y antinflamatoria (Geil3 et al.,
1994).
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4.6 Physalis philadelphica Lam.

4.6.1 Familia: Solanaceae

4.6.2 Nombres comunes:

Miltomate, Huevito, Tomatillo (Caceres, 1996)

4.6.3 Habitat:

Es nativa de Mesoamérica, se ha aclimatado en el Caribe, en campos
cultivados y bosques de pino — encino arriba de los 1,830 msnm. En Guatemala se
ha descrito en Alta Verapaz, Baja Verapaz, Chimaltenango, Chiquimula, Escuintla,
Guatemala, lzabal, Huehuetenango, Jalapa, Jutiapa, Quiche, Sacatepéquez y
Solola (Gentry & Standley, 1974).

4.6.4 Etnoboténica:

La infusién de caliz del fruto se usa por via oral para el tratamiento de
afecciones respiratorias (amigdalitis, bronquitis, gripe, pulmonia, resfrio, ronquera,
tos, tos ferina) (IIN, 1978) y digestivas (dolor de estomago, collera, diarrea,
disenteria) (Mendieta y del Amo, 1981), diabetes, dolor de muelas, hepatitis,
paperas y tumores. (Morton, 1981); el gargarismo se usa para tratar amigdalitis, el
jugo del fruto para tumores de los testiculos, la infusién de flores para tratar
disenteria (IIN, 1978).

Topicamente la decoccion de hojas se aplica para tratar dolor de oidos,
pustulas, inflamacion de los testiculos, enfermedades venéreas (Mendieta y del

Amo, 1981) y para contener el sangrado del corddén umbilical (Arnason et al., 1980).

Se le atribuye propiedad antiemética, antiséptica, desinflamante, diurética,

emoliente, espasmolitica, febrifuga, laxante y odontélgico (Morton, 1981).
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4.6.5 Farmacologia:

El extracto alcohdlico de cinco érganos de la planta (céliz, flor, fruto, hoja y
raiz) es activo contra S. aureus, S. pneumoniae, S. pyogenes Yy H. influenzae
(Recinos, 1991). Se estudio la actividad vibriocida de la tintura del caliz del fruto,
encontrandose que no posee actividad inhibitoria in vitro sobre cepas de V. cholerae
(Céceres et al., 1993).

Estudios farmacologicos demuestran que la infusibn de hojas no tiene

actividad diurética en ratas a dosis de 750 y 1,000 mg/Kg (Puac, 1993).

4.6.6 Fitotoquimica:

No se conoce su composicion fitoquimica (Recinos, 1991).

4.7 Enfermedades Respiratorias en el Ganado Porcino

Los procesos respiratorios porcinos raramente son causados por un solo
agente o microorganismo, siendo el resultado de la accion conjunta de distintos
patégenos tanto primarios como secundarios, que en conjunto, sumados a los
factores ambientales y a las malas practicas de manejo de la explotacion,

desencadenan la enfermedad (Martinez, 2007).

Actualmente se utiliza el término Complejo Respiratorio Porcino para describir
la enfermedad multifactorial caracterizada por un retardo en el crecimiento y un
cuadro clinico respiratorio con presentacion de anorexia, fiebre, tos y neumonia
(Martinez, 2007).

4.7.1 Agente etiologico:
Numerosos agentes patdgenos, tanto bacterianos como viricos, han sido

aislados de casos clinicos, entre los cuales destacan:
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4.7.1.1 Agentes bacterianos primarios:

Mycoplasma hyopneumoniae (causante de la neumonia enzootica) Yy
Actinobacillus  pleuropneumoniae (causante de la pleuroneumonia contagiosa
porcina) (Dannenberg et al., 1968).

4.7.1.2 Agentes bacterianos secundarios:

Pasteurella multocida, Bordetella bronchiseptica (agentes causales de la
rinitis atrofica), A. pleuropneumoniae (causante de la pleuroneumonia contagiosa
porcina), Mycoplasma hyorhinis, Streptococcus suis, S. aureus y Haemophylus
parasuis (agentes causales de la neumonia bacteriana) (Dannenberg et al., 1968).

A diferencia de estos virus, los agentes bacterianos son oportunistas que
crecen tras la infeccion o accion patdgena de los estos agravando el cuadro clinico
(Martinez, 2007).

4.7.2 Tratamiento convencional:

Se recomienda instaurar el tratamiento desde el inicio de la enfermedad,
ademas de administrarlo de forma parenteral ya que los cerdos enfermos comen y
beben muy poco o nada. Es importante identificar a los individuos tratados para
observar si se recuperan o presentan resistencia bacteriana al producto utilizado
(Gottschalk, 1993). Independientemente de la utilidad del antibiograma como ayuda
para la eleccion del antibiotico a utlizar, a base de experiencia clinica y
epidemiolégico se utilizan con mayor frecuencia, la penicilina G, trimethoprim-
sulfadoxina, sulfamerazina, oxitetraciclina, tiamulina y enrofloxacina (Dunne et al.,
1967).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Area de trabajo:

= Laboratorio de Bioensayos, Departamento de Citohistologia, Escuela de

Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Quimicas (FCCQQ) y Farmacia,
Universidad de San Carlos de Guatemala (USAC).

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

5.2 Recursos Humanos:

Estudiante tesista

Asesores

Colaboradores: Licda. Isabel Gaitan de la Unidad de Bioensayos de la
FCCQQ y Farmacia, USAC; Dres. Karen Calderén y Ernesto Mejicano
Asesores del Centro de Investigacion Etnoveterinaria y Terapias
Alternativas (CIETA) y personal de los laboratorios donde se realizo la

fase experimental.

5.3 Recursos Biologicos:

Cepas aisladas a partir de hisopados nasales y lavados traqueo
bronquiales de cerdos vivos con signos de patologias respiratorias: B.
bronchiseptica aislada en el departamento de Jutiapa, S. aureus (cepa 1,
resistente a cefalexina) aislada en Santo Domingo Xenacoj,
Chimaltenango y S. aureus (cepa 2, sensible a cefalexina) aislada en San
José Pinula, Guatemala.

Cepas proporcionadas por el Laboratorio de Microbiologia FMVZ, USAC:
P. multocida y Arcanobacterium pyogenes.

Cepa colectada en Central de Carnes S.A. (CECARSA) aislada de tejido
pulmonar durante necropsias de cerdos con lesiones broncopulmonares:
Streptococcus sp.

Extractos etandlicos de las plantas seleccionadas (Tabla 1).



Tabla 1. Plantas utilizadas en el estudio
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Nombre cientifico Nombre comun Materia No. De Procedenc ia
médica herbario
o i ) 1083 Samayac,
Lippia graveolens HBK Orégano Hojas )
FARMAYA | Suchitepequez
Ciudad de
) ) 59100
Pinus oocarpa Schiede. Ocote Corteza BIGU Guatemala,
Guatemala
] ) ) 265 Livingston, Izabal
Eucalyptus globulus Labill. Eucalipto Hojas
FARMAYA
) ) . 1127 San Cristébal,
Tagetes lucida Cav. Pericon Hojas .
FARMAYA | Totonicapan.
) o 1115 Samayac,
Byrsonima crassifolia HBK Nance Corteza )
FARMAYA | Suchitepequez
Santo Domingo
) . ) . . 59099 .
Physalis philadelphica Lam. Miltomate Hojas BIGU Xenacoj,
Sacatepequez

5.4 Materiales y equipo:

5.4.1

Materiales
Algoddn

Asa de nicromo

Cajas de Petri simples y cuadriplate
Guantes de latex

Hisopos estériles para toma de muestra

Mechero
Papel filtro

Papel parafilm

Pipetas autométicas

Plantilla para siembra

Puntas amarillas de 200 pL
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Puntas azules 1000 pL

Tijeras y pinzas para toma de muestra

Reactivos

Medios de cultivo: Agar y Caldo tripticasa soya, Agar Muller Hinton, Agar
Sangre, Agar Mac Conckey.

Disolventes: Agua desmineralizada, etanol al 50% y 70%

Solucién salina isoténica (0.85%)

Equipo

Agitador

Autoclave

Balanza analitica

Campanas bacteriolégicas con flujo laminar
Equipo de percolacion de acero inoxidable
Equipo de rotavapor

Incubadoras ay 37<C.

Refrigeradora a 5C

Cristaleria

Balon de 1000 mL

Vasos de precipitar

Erlenmeyers

Tubos con tapén de rosca de 15 mL

Tubos de ensayo sin anticoagulante estériles para toma de muestra

Viales
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5.5 Métodos:

5.5.1 Obtencidn y seleccion de las cepas

Colecté muestras a partir de cerdos vivos por medio de lavados
tranqueobronquiales e hisopados nasales en la Granja Experimental, FMVZ; Aldea
El Tule, Jutiapa; Granja El Bosque, San José Pinula y Granja Pinares,
Chimaltenango. Colecté muestras de tejido pulmonar a partir de necropsias en el
rastro CECARSA vy en el laboratorio de Patologia, FMVZ. Los métodos de colecta
fueron elegidos en base a la localizacion anatomica de los patdgenos en sitios de

lesion reportados en la literatura.

Realicé el aislamiento e identificacion de las cepas en el Laboratorio del
Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

durante el afio 2008.

Seleccioné las cepas a utilizar en base a dos criterios:

» Incidencia: Seleccioné las cepas con mayor predominio en los diferentes
aislamientos de patologias respiratorias, conservadas en el laboratorio de
Microbiologia FMVZ, USAC.

» Resistencia antimicrobiana: Para las bacterias S. aureus y Streptococcus
sp., seleccioné las cepas mas resistentes contra farmacos
antibacterianos, entre varias cepas aisladas, en base a pruebas de
sensibilidad antimicrobiana o el costo en que se incurre para un

tratamiento (Tabla 2).
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Tabla 2. Susceptibilidad a farmacos antimicrobiano s

Farmacos antimicrobianos utilizados
i 3
Cepas Bacterianas . © 3 o o .g o
c < <L O c [8] 5
= = B c =< o] =
S g E 8 | o 3 £
= 5 T 2| = = 8
o S ® | © = =
a & |55 |8 |E |8
(S w o
<
Bordetella bronchiseptica R MS S S S
Pasteurella multocida R MS S MS R
Staphylococcus aureus (cepa 1) R R MS R S MS
Staphylococcus aureus (cepa 2) R R S S S S
Streptococcus sp. R R S R S
Arcanobacterium pyogenes S S S S MS | MS

R= resistente
S = sensible
MS= medianamente sensible

Fuente: Datos experimentales

5.5.2 Seleccion de las plantas

Utilicé los siguientes criterios de seleccion:

» Actividad antimicrobiana comprobada en géneros bacterianos similares

aislados de material patdgeno humano.

» Ausencia de estudios previos acerca de la utilizacion de extractos de las

plantas a evaluar sobre cultivos de las bacterias incluidas en el estudio.

= Utilizacion en la fitoterapia tradicional de patologias respiratorias en

humanos.
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5.5.3 Obtencién de los extractos

Los extractos etandlicos de L. graveolens, T. lucida y B. crassifolia me
fueron proporcionados por el Departamento de Citohistologia, FCCQQ y Farmacia,
USAC.

Produje los extractos etandlicos de E. globulus, P. philadelphica y P.
oocarpa en el Laboratorio de Bioensayos de dicho departamento. Obtuve el
material vegetal a partir de crecimiento silvestre (P. philadelphica y P. oocarpa) y
comercial en el Laboratorio FARMAYA S.A. (E. globulus).

Sequé el material vegetal, lo moli y lo coloqué en el percolador para realizar
la extraccion etandlica por percolacion siguiendo los criterios descritos por Kuklinski
(2000) y Sharapin (2000). Concentré el extracto en el rotavapor Yy luego en

desecadora segun el procedimiento descrito por Sharapin (2000).

5.5.4 Tamizaje de la actividad antibacteriana in vitro y Concentracion Inhibitoria

Minima (CIM)

Determiné la actividad antibacteriana por el método de dilucion de Mitscher
et al. (1972) en el Departamento de Citohistologia de la FCCQQ y Farmacia, USAC.
Prepararé el Agar-Planta, agregando 1 mL de la solucidén del extracto disuelto a una
concentracion de 10 mg/mL, en tubos con 9 mL de agar Muller Hinton, previamente
esterilizados y enfriados a 50C, para obtener una concentracion final de 1 mg/mL.
Agité y verti la dilucion en cajas de Petri estériles, dejando solidificar e incubando

durante 24 horas a 37 para comprobar esterilidad.

Purifiqué los microorganismos a estudiar inoculandolos en placas con 20 mL
de agar Tripticasa Soya incubando a 37<C durante 2 4 horas. Inoculé una asada del
cultivo puro bacteriano en un tubo con 5 mL de caldo tripticasa soya e incubé a 37C
durante 48 horas. Dilui 0.05 ml de la suspension anterior en 4.95 ml de solucién

salina estéril (dilucion 1:100) para sembrar en caja de Petri.
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Para la demostracion de la actividad antibacteriana inoculé en las cajas con
Agar-Planta una asada de la dilucion de cada uno de los microorganismos en
posiciones asignadas al azar en una disposicion radial, realizando cinco repeticiones
por microorganismo. Dejé reposar durante 5-10 minutos e incubé a 37<C durante 24

horas.

Determiné la relacion dosis-efecto para validar el método y determinar la
concentracion eficaz de antimicrobiano a utilizar como control positivo. Utilicé como
base a la concentracion estandar utilizada para las pruebas de sensibilidad
antimicrobiana, realizando diluciones a un Log;p mayor y a otro menor. Utilicé
amoxicilina+clavulanato a una concentracion base de 30 pug/mL y enrofloxacina a
una concentracion base de 5 pg/mL como control positivo. Utilicé como control

negativo 9 mL de agar Muller Hinton mezclado con 1 mL de etanol al 50%.

Interpreté los resultados considerando como actividad negativa del extracto,
cuando existid un crecimiento homogéneo a lo largo del in6culo y como actividad
positiva cuando no se present6 crecimiento homogéneo a lo largo del inoculo, o
como contaminacion cuando se presento el crecimiento bacteriano fuera del area de

inoculacion.

Determiné la CIM de los extractos con actividad positiva. Para esto utilicé
cajas cuadriplate con agar planta en diluciones de 1 mg/mL, 0.5 mg/mL y 0.25
mg/mL. Inoculé tres estrias en cada uno de los cuadrantes de la caja, dejé reposar
por 10 minutos e incube a 37T durante 24 horas par a luego leer los resultados e
interpretados de la forma anteriormente descrita. Para los extractos con actividad
positiva a 0.25 mg/mL realicé diluciones a 0.125, 0.0625 y 0.03125 mg/mL.

5.6 Andlisis estadistico
Realicé un estudio no probabilistico a conveniencia, utilizando estadistica no
paramétrica. Realicé el andlisis estadistico por medio de la prueba de hipétesis de

una variable binomial con un nivel alfa de 0.05.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Determinacion de la relacion dosis-efecto de antibiéticos utilizados en el
control positivo
Utilicé los antibidticos amoxicilina+clavulanato y enrofloxacina preparandolos a
tres concentraciones diferentes con un Logio de diferencia con el propdsito de
determinar una relacion dosis-efecto que definiera la concentraciéon a la cual los
antibioticos son efectivos in vitro contra las bacterias incluidas en el estudio y asi
validar el método ademas de determinar la concentracion efectiva para su utilizacion

como control positivo en el estudio.

Utilicé estos farmacos antibacterianos debido a su amplio uso clinico en el
medio Yy por su espectro evaluado en antibiogramas realizados a cada una de las
cepas estudiadas. Utilicé la amoxicilina+clavulanato a una concentracién base de
30 pg/mL la cual es la concentracion utilizada comercialmente en los discos para
pruebas de sensibilidad microbiana; preparé en concentraciones a un Log10 mayor

(300 pug/mL) y a uno menor (3 pg/mL) (Tabla 3).

Tabla 3. Determinacion de la relacién dosis-efecto de amoxicilina/clavulanato 3, 30 y

300 pg/mL
Microorganismos
S
5 2 2 & |5
o= 8 g 8 8 (%) =
. e T T cua | 60N |3 2o
Antibiético y concentracién z 3 50 S3w|S38w |8 S5
S o 8 = = Q [ = = Q 8 oD
=G 2= =) =) o O
o2 @2 £Em-o | €O |8 e 2
m s S £ o " — | “—|a S =
= o 8 S o o
o] = =
n n N <
Amoxicilina-clavulanato 3 pg + + + + +
Amoxicilina-clavulanato 30 pg + + + + +
Amoxicilina-clavulanato 300 g + + + + + +

(+) = Actividad positiva, No hay crecimiento
(-) = Actividad negativa, Si hay crecimiento

Fuente: Datos experimentales
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La amoxicilina+clavulanato a las concentraciones de 3 y 30 pug/mL es activo
contra todas las cepas en estudio con excepcion de la B. bronchiseptica, mientras
gue a la concentracion de 300 pg/mL mostré actividad positiva contra todas las

cepas incluidas en el estudio.

Utilicé la enrofloxacina a una concentracion base de 5 pg/mL la cual es la
concentracion utilizada comercialmente en los discos para pruebas de sensibilidad
microbiana; preparé en concentraciones a un Log10 mayor (50 pg/mL) y a uno menor
(0.5 ug/mL) (Tabla 4).

Tabla 4. Determinacion de la relacién dosis-efecto de enrofloxacina 0.5, 5y 50 pg/mL

Microorganismos
g
8 3 2 & £
© = s Q Q ) =
L =8 = Q —~ o — 5 A
Antibidtico y S 3 o3 g2T |gad |3 go
concentracion 0 .2 2 S S8 |828 |g g9
-E < - = >~ 0 5 0 o 2 8
S g g2 |£sc |E88 |8 |23
@ o o [ @ 53 g
o = = = o
n n & b
Enrofloxacina 0.5 ug + + + + + T
Enrofloxacina 5 pg + + + + +
Enrofloxacina 50 pg + + + + + T

(+) = No hay crecimiento o actividad positiva
(-) = Si hay crecimiento o actividad negativa
Fuente: Datos experimentales

La enrofloxacina mostré actividad en todas las concentraciones evaluadas

contra todas las cepas en estudio.

Los controles positivos mas adecuados fueron amoxicilina-clavulanato a la
concentracion de 300 pg/mL, y enrofloxacina a la concentracion de 0.5 pg/mL contra
todas las bacterias en estudio. La importancia de estos resultados es su utilizacion
como referencia, para implementarlos como controles positivos en estudios

posteriores que involucren patégenos similares.
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6.2 Fase de tamizaje y determinacion de la CIM

Determiné la actividad de cada uno de los extractos obtenidos contra bacterias
Gram positivo (S. aureus, Streptococcus sp., y A. pyogenes) y bacterias Gram
negativo (P. multocida y B. bronchiseptica). Durante la fase de tamizaje, se mostro la
actividad antibacteriana de todas las especies de plantas (Tabla 5). Realicé la
determinacion de la CIM de todos los extractos que presentaron actividad en la fase
de tamizaje (Tabla 6).

Tabla 5. Actividad antibacteriana de las plantas e  n estudio en la fase de tamizaje

(2 mg/mL)
Microorganismos
~~ ~—~
— N
(9]
« g g 4]
2 © @ ) c
k) ()
=% ° e S o 5
3 g 0 0 7 o)
8 e > S >
< = 0] [ 2} o
< 2 5 5 3 £
c
(8]
Planta o © o o e 2
o] = [&]
[3) > > o Q
(1] — (&) o — O
= > ] o o c
) Q Q Q ) S
© © S o 0 c
s |= |z |2 g
m o o —_
g | g <
n n
Eucalyptus globulus + + + + + +
Physalis philadelphica - + - - - -
Tagetes lucida + + + + - +
Pinus oocarpa - + - + + _
Lippia graveolens + + + + - N
Brysonimia crassifolia + + + + - +

(+) = Actividad positiva, no hay crecimiento
(-) = Actividad negativa, si hay crecimiento
Fuente: Datos experimentales
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Tabla 6. Determinacion de la Concentracion Inhibit  oria Minima de la actividad
antibacteriana de las plantas en estudio (Mg /mL)

Microorganismos

Planta

Bordetella bronchiseptica
Pasteurella multocida
Staphylococcus aureus (cepa 1)
Staphylococcus aureus (cepa 2)
Streptococcus sp
Arcanobacterium pyogenes

Eucalyptus globulus 500 62.5 |1,000 |31.25| 62.5 125
Physalis philadelphica - 1,000 - - - -
Tagetes lucida 500 125 500 |1,000 - 250
Pinus oocarpa - 250 - 1,000| 250 -
Lippia graveolens 500 125 500 | 500 - -
Brysonimia crassifolia 500 | 31.25 | 125 | 500 - 1,000

Fuente: Datos experimentales

El extracto etandlico de E. globulus presentd actividad contra todas las cepas
a las que fue enfrentado, tanto bacterias Gram positivo como Gram negativo,
teniendo el menor valor de CIM contra Streptococcus sp. (CIM 62.5 yug/mL) y S.
aureus cepa 2 (CIM 31.25 pg/mL). Ademas fue activo contra S. aureus cepal (CIM
1,000 pg/mL), B. bronchiseptica (CIM 500 pg/mL), A. pyogenes (CIM 125 pg/mL) y P.
multocida (CIM 62.5 pug/ mL).

Esta actividad, segun Martinez (1992), se atribuye al cineol y citriodorol, que
alteran la permeabilidad de la membrana plasmaética, produciendo escape de iones y
muerte bacteriana (Khan et al., 2009). Los resultados obtenidos respaldan lo
reportado por Caceres et al. (1991a) respecto a la actividad del extracto etandlico de
hojas contra S. aureus y S. pyogenes, asi como lo reportado por Bachir y Benali
(2008) respecto a la actividad contra bacterias Gram positivo y Gram negativo.
Obrazhei et al. (2008) evalué la actividad antibacteriana de cuatro aceites esenciales
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incluyendo eucalipto, contra bacterias causantes de patologias respiratorias de
cerdos; reportando eficacia in vitro e in vivo, al reducir la morbilidad porcina en 2.8
veces mediante la aspersion en aerosol. Dicho estudio respalda el uso de E.
globulus como una alternativa natural en el tratamiento y profilaxis de infecciones

respiratorias en cerdos.

Debido al amplio espectro de actividad, y a los valores de CIM obtenidos
contra Streptococcus sp. (62.5ug/mL), la bacteria mas aislada y resistente a las
plantas del estudio; su actividad expectorante (Caceres, 1996) y su aplicacion clinica
comprobada (Obrazhei et al., 2008); E. globulus es la opcién fitoterapéutica incluida
en este estudio, mas recomendable para el tratamiento de patologias respiratorias

bacterianas en cerdos.

El extracto etandlico de T. lucida posee actividad contra la cepa 2 de S.
aureus (CIM 1,000 pg/mL), B. bronchiseptica y cepa 1 de S. aureus (CIM 500 ug/
mL), A. pyogenes (CIM 250ug/ mL) y P. multocida (CIM 125 pg/mL). No mostro

actividad contra Streptococcus sp.

Los datos obtenidos difieren de lo reportado por Céaceres (1996) con
respecto a la actividad de la tintura de hojas contra S. pyogenes Yy el extracto
acuoso contra S. pneumoniae Yy concuerda con lo comprobado por Hernandez et al.
(2006) respecto a la actividad positiva contra S. aureus. El compuesto responsable
de esta actividad es la 5,7,40-Trimethoxyflavona la cual inhibe la sintesis del
material genético de la bacteria (Hernandez et al.,, 2006). Aquino et al. (2002)
demostro la actividad antioxidante in vitro del extracto metanolico de las hojas de T.
lucida, siendo significativa en comparacion con los controles (a-tocoferol y
flavonoles conocidos). El uso de antioxidantes en porcinos ha demostrado un
incremento en la respuesta de células fagociticas a las infecciones bacterianas
(Oldfield, 2003) asi como en la produccion de inmunoglobulinas (IgA, IgM e IgG)
(Hayek et al., 1989); todo esto contribuye con la resolucién de la patologia de origen
bacteriano, incluyendo el estrés oxidativo de los tejidos, debido a procesos

inflamatorios (Helmunt, 1985).
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Ademés de la actividad antibacteriana y antioxidante demostrada, T. lucida
puede ser considerada como una buena alternativa fitoterapéutica, debido al efecto
broncodilatador reportado por Cambar (1984) y la actividad inmuno moduladora
demostrada por Lara et al. (1991), utiles en la terapia sintomética de las patologias

respiratorias de origen infeccioso.

El extracto etandlico de B. crassifolia present6 la mejor actividad contra P.
multocida (CIM 31.5 pg/mL) y S. aureus cepa 1 (CIM 125 pg/mL). Ademas fue
activo contra A. pyogenes (CIM 1,000 ug/mL), B. bronchiseptica y cepa 2 de S.

aureus (CIM 500 pg/mL). No mostro actividad contra Streptococcus sp.

Esta actividad se debe, segun Menghini et al. (2008) y Fukai et al. (2002), a la
presencia de flavonoides, taninos, terpenos, aldehidos aromaticos y catecinas. La
actividad demostrada en este estudio difiere del realizado por Lépez (1992), quien
reporta a la bacteria S. pyogenes como una de las mas sensibles a la bioactividad
del extracto etandlico de corteza de B. crassifolia. Martinez et al. (1999), ha
reportado la actividad del extracto etilacetato de raiz contra bacterias Gram negativo
y Gram positivo, incluyendo a S. pneumoniae, lo cual concuerda con los resultados
obtenidos a excepcion de la actividad contra la cepa de Streptococcus, que puede

deberse tanto al disolvente como a la parte de la planta utilizada en dicho estudio.

El extracto etanolico de L. graveolens posee actividad contra B.
bronchiseptica, (CIM 500 pug/ mL), S. aureus cepas 1y 2 (CIM 500 pg/ mL) y contra
P. multocida (CIM 125 pg/ mL). No mostré actividad contra Streptococcus sp. y A.

pyogenes.

Esta actividad se debe al carvacrol (Budavari 1989). Los resultados obtenidos
concuerdan con lo reportado por Mendoza (1995), a excepcion de la actividad contra
Streptococcus sp. La actividad expectorante reportada por Caceres (1996) provee

una ventaja adicional para su empleo en la fitoterapia de patologias respiratorias.
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El extracto etandlico de P. oocarpa posee actividad contra S. aureus cepa 2
(CIM 1,000 pg/mL), P. multocida y Streptococcus sp. (CIM 250 pg/mL). No

presento actividad contra S. aureus cepa 1, A. pyogenes y B. bronchiseptica.

Esta actividad se le atribuye a los compuestos terpénicos presentes en la
resina y aceite esencial (Loarca et al., 2004). Las propiedades expectorante,
balsdmica y descongestiva de vias respiratorias reportadas por Loarca et al. (2004)

son de utilidad adicional para el tratamiento inespecifico de patologias respiratorias.

El extracto etandlico de P. philadelphica mostré actividad solamente contra P.
multocida a una concentracién de 1,000 ug/mL. No presentd actividad contra B.
bronchiseptica, S. aureus (cepas 1 y 2), Streptococcus sp Yy A. pyogenes. La
actividad observada unicamente contra P. multocida, difiere de lo reportado por
Recinos (1991), quien demostro la actividad del extracto etandlico de cinco érganos

de la planta, incluida la hoja, contra S. aureus, S. pneumoniae y S. pyogenes.

El presente estudio confirma la actividad antibacteriana de las plantas
evaluadas, respaldando la utilizacion de la fitoterapia en medicina veterinaria como
parte del tratamiento de enfermedades respiratorias en cerdos, causadas por las

bacterias incluidas en esta investigacion.



30

VII. CONCLUSIONES

Se confirm6 la actividad antibacteriana de todos los extractos etandlicos de las
plantas en estudio, presentando la menor CIM antibacteriana (31.25 pg/mL)

los extractos E. globulus y B. crassifolia.

El extracto etandlico de E. globulus demostré ser activo contra todas las
cepas bacterianas incluidas en el estudio ademas de presentar la CIM de

menor valor contra S. aureus cepa 2 (31.25 pg/mL) y Streptococcus sp. (62.5

pg/mL).

Los extractos etandlicos de B. crassifolia y T. lucida poseen actividad contra
todas las cepas bacterianas incluidas en el estudio, a excepcion de

Streptococcus sp.

El extracto etandlico de B. crassifolia posee la menor CIM contra P. multocida
(31.25 pg/mL).

El extracto etandlico de P. oocarpa posee actividad contra P. multocida, S.

aureus cepa 2, y es una de las dos plantas activas frente a Streptococcus sp.

El extracto de P. philadelphica posee actividad Unicamente contra P.
multocida (CIM 1,000 pg/mL).

El género bacteriano aislado con mayor frecuencia y mas resistente fue

Streptococcus sp., siendo sensible Unicamente a E. globulus y P. oocarpa.

La cepa bacteriana de P. multocida fue la Unica susceptible a todos los

extractos etanolicos de las plantas en estudio.
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VIIl. RECOMENDACIONES

Evaluar la actividad antimicrobiana de las plantas utilizadas, contra cepas de
bacterias y hongos no incluidas en el estudio, causantes de enfermedades

respiratorias y de otros sistemas (digestivo, urinario, piel) en cerdos.

Investigar la actividad antimicrobiana de otras plantas que hayan demostrado
eficacia contra patégenos respiratorios en humanos, mediante estudios de

etnofarmacologia.

Utilizar los resultados obtenidos como referencia en la formulacion de productos
farmacéuticos a utilizar en la aplicacion de la fitoterapia in vivo en estudios

posteriores.

Realizar ensayos clinicos a partir de los resultados obtenidos para evaluar la
actividad in vivo de las plantas estudiadas y establecer la forma de

administracion de los mismos al momento de la terapia.

. Ampliar y conservar la coleccion microbioldgica existente en el Departamento de
Microbiologia de la FMVZ, con cepas bacterianas y micoticas que afectan la salud
animal en sus diferentes sistemas (respiratorio, digestivo, urinario, piel), para ser

utilizados en bioensayos posteriores.
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IX. RESUMEN

El objeto del estudio fue generar informacién cientifica que respalde la
fitoterapia como alternativa terapéutica en las enfermedades respiratorias de cerdos.
Evalué la actividad antibacteriana in vitro de extractos etandlicos de las plantas
Eucalyptus globulus, Lippia graveolens, Tagetes lucida, Pinus oocarpa, Byrsonima
crassifolia y Physalis philadelphica contra las cepas bacterianas Bordetella
bronchiseptica, Staphylococcus aureus, Pasteurella multocida, Streptococcus sp. y
Arcanobacterium pyogenes aisladas a partir de cerdos con patologias respiratorias.

La actividad antibacteriana se evalu6 por el método de dilucion (Mitscher et al.
1972). Los resultados demostraron actividad de todos los extractos contra todas las
cepas bacterianas incluidas en el estudio.

Los valores de CIM mas bajos contra P. multocida y S. aureus cepa 1 se
obtuvieron con el extracto etandlico de B. crassifolia (CIM 31.5 pg/mL y 125 pg/mL
respectivamente), contra S. aureus cepa 2, Streptococcus sp. y A. pyogenes con el
extracto etandlico de E. globulus (CIM 31.25 pg/mL, 62.5 pg/mL y 125 pg/mL
respectivamente). B. bronchiseptica fue resistente a los extractos etanodlicos de L.

graveolens y P. philadelphica, y fue sensible a los demas extractos (CIM 500 pg/mL).

La cepa bacteriana de P. multocida fue la Unica susceptible a todos los
extractos evaluados, mientras que Streptococcus sp. fue la bacteria méas aislada y

resistente a los extractos de las plantas en estudio.

El presente estudio valido la actividad antibacteriana de las plantas evaluadas,
respaldando la utilizacién de la fitoterapia en medicina veterinaria como parte del
tratamiento de enfermedades respiratorias en cerdos, causadas por las bacterias

incluidas en esta investigacion.
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ANEXO 1

HOJA DE REGISTRO PARA EVALUACION DE CONTROLES POSIT IVOS PARA
LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Tabla 1. Determinaciéon de la relacién dosis-efecto de amoxicilina/clavulanato
3, 30 y 300 pg/mL

Microorganismos
(2] (2] o
8 > > n g
T = 8 8 8 ) =
L, T2 T 3T cua |geN |3 2o
Antibi6tico y concentracion 5 o 5% S3c |S3Tw S 85
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(%)) (%)) &4 <
Amoxicilina-clavulanato 3 pg + + + + +
Amoxicilina-clavulanato 30 pg - + + + +
Amoxicilina-clavulanato 300 pg + + + + + +

(+) = No hay crecimiento o actividad positiva
(-) = Si hay crecimiento o actividad negativa

Tabla 2. Determinacion de la relacion dosis-efecto de enrofloxacina 0.5, 5y 50
pg/mL

Microorganismos
S
< 2 2 ? E
c 2 © o o n £
S 25 =@ O ~ |0 ~ |5 T B
Antibidtico y T 0 = g8~ | g8WN | o g2
concentracion o .2 329 o028 |o28 | o 89
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(7)) (7)) & <
Enrofloxacina 0.5 pg + + + + +
Enrofloxacina 5 pg + + + + +
Enrofloxacina 50 pg + + + + +

(+) = No hay crecimiento o actividad positiva
(-) = Si hay crecimiento o actividad negativa
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HOJA DE REGISTRO PARA EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTIB ACTERIANA'Y

CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA (CIM)

Tabla 5. Actividad antibacteriana de las plantas e
tamizaje

(2 mg/mL)

n estudio en la fase de

Microorganismos
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Eucalyptus globulus + + + + +
Physalis philadelphica - + - - -
Tagetes lucida + + + + +
Pinus oocarpa - + - + -
Lippia graveolens + + + + -
Brysonimia crassifolia + + + + +

(+) = Actividad positiva, no hay crecimiento
(-) = Actividad negativa, si hay crecimiento



Tabla 2. Determinacién de la Concentracion Inhibit

antibacteriana de las plantas en estudio (

Hg /mL)

oria Minima de la actividad

Microorganismos
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n n
Eucalyptus globulus 500 62.5 |1,000 |31.25| 62.5 125
Physalis philadelphica - 1,000 - - - -
Tagetes lucida 500 125 500 |1,000 - 250
Pinus oocarpa - 250 - 1,000| 250 -
Lippia graveolens 500 125 500 | 500 - -
Brysonimia crassifolia 500 | 31.25 | 125 | 500 - 1,000
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