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Protocolo para Proyecto de Investigacion 2018

1.-Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:

Evaluacion del efecto Antibacteriano de Biocompuestos Derivados de Plantas Sobre | § 75,000 NMX
Patdgenos Bacterianos de Mastitis Bovina y su Posible Efecto Asociativo

2.- Introduccién

En la actualidad la mastitis bovina es considerada un grave problema ya que afecta de manera considerable los
ingresos de los productores, las pérdidas econéomicas atribuidas a esta enfermedad se aproximan a los 35.000
millones de dolares anualmente (Mubarack et al., 2011). Este problema consiste en un proceso inflamatorio de la
glandula mamaria y sus conductos secretores, |0 cual afecta de considerablemente la produccion de leche vy la calidad
de la misma (Dhanabalan et al., 2008).

La mastitis usualmente es tratada con antimicrobianos sintéticos por via intramamaria y parenteral (Dhanabalan et al.,
2008). El uso indiscriminado y prolongado de dichos productos puede resultar en una multiresistencia a antibidticos
por parte de los microorganismos, lo cual conduce a incrementar las dosis de antimicrobianos, provocando asi el
incremento de residuos de antimicrobianos en la leche, representando un riesgo potencial al consumidor (Gopinath et
al., 2011).

Es por ello de suma importancia indagar acerca de compuestos producidos de manera natural por las plantas, ya que
estos poseen mayor capacidad de biodegradacion que los compuestos de origen sintéetico, de modo que pueden
resultar ambientalmente aceptables (Gopinath et al., 2011).

A lo largo del tiempo las plantas han sido ampliamente utilizadas en diversas areas como la industria alimentaria,
medicina alternativa, asi como también en la implementacién de productos farmacéuticos, tanto profilaticos como
correctivos ya que son una gran fuente de compuestos bioactivos (Kalayou et al., 2012).

Existen especies de plantas como Aster gymncephalus gray y Purshia plicata, pertenecientes a la region del desierto
Chihuahuense, de las cuales en estudios anteriores por medio de métodos cromatograficos se obtuvo un perfil de
moléculas bioactivas. Entre dichas moléculas se incluyen compuestos de la familia de los flavonoles (Epigalocatequin
3-O glucuronido, (+)-catequina, 3,7- dymethyl quercetina), asi como tambien algunos elagitaninos (acido elagico,
pedunculagina, oenothein b), entre otros, compuestos de los cuales se ha evidenciado potencial tanto antimicrobiano
como antioxidante (Gomez-Macias, 2016).

Con base en los antecedentes, el presente trabajo esta enfocado en encontrar plantas, cuyos metabolitos secundarios
puedan desempefiar un importante papel en el desarrollo de un antimicrobiano de origen natural, el cual pueda llegar a
ser utilizado en el campo de la medicina veterinaria, ya sea como tratamiento profilactico o correctivo contra Mastitis
bovina.

Objetivos
Objetivo general
— Evaluar el efecto antimicrobiano de biocompuestos derivados de  plantas sobre los principales patogenos
bacterianos de mastitis bovina, asi como también el posible efecto asociativo entre biocompuestos de
diferentes plantas.
ek

Obijetivos especificos _
— Evaluar el efecto antimicrobiano de biocompuestos extraidos de Aster gymnocephalus gray y Purshia ph:cata a
diferentes concentraciones sobre los principales patégenos de mastitis bovina por medio de la técnica de

difusion en agar.

— Determinar la concentracion a la cual se ejerce mayor efectividad antimicrobiana.

— Evaluar la existencia de efecto asociativo entre los dos grupos de compuestos sobre los principales patogenos

de mastitis bovina por medio de la técnica de difusion en agar.
— Determinar la concentracidén minima inhibitoria (MIC) de biocompuestos ae Asier gymnovephaius gidy y
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Purshia plicata. a diferentes concentraciones sobre los principales patégenos de mastitis bovina por medio de
la técnica de dilucion en caldo.

= Determinar la concentracién minima bactericida (MBC) de biocompuestos de Aster gymnocephalus gray y
Purshia plicata a diferentes concentraciones sobre los principales patégenos de mastitis bovina por medio de
la técnica de dilucion en caldo.

=5 Evalu_gr la ci_nética bactericida de los grupos de compuestos sobre los patégenos patégenos bacterianos de
mastitis bovina, asi como la persistencia de su actividad antimicrobiana utilizando como modelo biolégico
leche estéril y libre de antibiotico.

e Desarrollar una estrategia para la aplicacion in vivo de los biocompuestos y evaluar su potencial
antimicrobiano en casos clinicos de mastitis bovina.

Hipotesis

Los biocompuestos derivados de plantas exhiben efecto antibacteriano sobre patdégenos bacterianos de mastitis
bovina, ademas de un efecto asociativo entre compuestos de diferentes especies de plantas.

3.-Revision de Literatura

Mastitis bovina

La mastitis bovina es un proceso inflamatorio de la glandula mamaria y sus conductos secretores (Kaithwas et al.,
2011). Este proceso es causado usualmente por una invasion bacteriana en la glandula mamaria. lo que consigo trae
como consecuencia considerables pérdidas econdmicas a la industria lechera (Baskaran et al., 2009).

Esta caracterizada por cambios tanto fisicos como quimicos en la composicion de la leche, asi como también por
cambios patologicos en los tejidos de la glandula mamaria. Algunos de los cambios importantes en Ia leche son el
cambio de consistencia de la secrecion observandose grumos aunado al incremento de los niveles de leucocitos, lo
que conlleva a un aumento en el recuento de células somaticas, aunque en casos severos este proceso trae consigo
la pérdida de la funcié secretora del tejido mamario (Mansor et al., 2013)

Etiologia

Con base en la etiologia bacteriolégica, la mastitis bovina se clasifica en ambiental y contagiosa; los patégenos
ambientales como Escherichia coli, Streptococcus dysgalactiae y Streptococcus uberis proliferan en fuentes como lo
son la cama, pastos, agua acumulada y estiércol, en cambio los patogenos contagiosos se alojan en los cuartos
infectados (Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae) (Baskaran et al., 2009).

Patogénesis

Durante este proceso las bacterias patogenas ingresan a la glandula mamaria durante el proceso de ordefio y despues
del mismo, la invasién esta predispuesta por situaciones como lo son; la disminucion de tono muscular en el esfinter y
las fluctuaciones de vacio; al ingresar a la glandula mamaria a través del canal del pezon, los agentes patogenos
entran en contacto directo con la leche, medio en el cudl se adaptan con la finalidad de sobrevivir y posteriormente
replicarse provocando asi una invasion posterior a la cual acontece una infeccion (Baskaran et al., 2009).

Tratamiento

El método terapéutico mayormente utilizado y con mayor disponibilidad es la infusién intramamaria de antibioticos. No
obstante, aproximadamente el 90% de los residuos de drogas en leche se origina como consecuencia de terapias
antibacterianas para el control de mastitis, aunado a la resistencia bacteriana a los antibidticos desarrollada como
consecuencia del uso indiscriminado de los mismos (Kulkarnii et al., 2013).

Uso de biocompuestos extraidos de plantas como antimicrobianos

En la actualidad se ha descrito ampliamente el uso de plantas como tratamiento antimicrobiano, gracias a la gran
gama de biocompuestos que sintetizan de manera natural (Forbes ef al., 2014)

El hecho de que microrganismos como las bacterias constantemente desarrollen mecanismos de resistencia a los
antimicrobianos, hace creciente la necesidad de indagar acerca de la gran variedad de compuestos bioactivos
producidos por las plantas, asi como tambien, despierta el interés de evaluar el potencial de dichos compuestos como
antimicrobianos de origen natural (Wilson, 2014).

A lo largo del tiempo, se ha comprobado por diferentes investigadores la efectividad antimicrobiana de los compuestos
bioactivos de plantas frente a diversos agentes patdgenos, tanto en la industria farmacéutica como en la industria

alimentaria (Brusotti et al., 2014).
Dhanabalan ef al., 2009 reportaron que los extractos acuosos y metanolicos de S. campanulata y T.procumbens
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ejercen significativa actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus aislada a partir de casos clinicos de
mastitis bovina en Brasil, sin embargo, no reportaron un perfil de biocompuestos a los cuales atribuir tal efecto.
Baskaran et al., 2009 evidenciaron el efecto antimicrobiano in vitro de compuestos tales como, eugenol, carvacrol y
timol, compuestos aislados de plantas frente a patdogenos de mastitis bovina, dichos compuestos comercializados por
Sigma-Aldrich Chemical Co.

A pesar de que los antecedentes hablan acerca del efecto antimicrobiano de biocompuestos frente a algunos
patogenos de mastitis bovina, es importante el hecho de caracterizar el perfil de biocompuestos de cada especie
vegetal a evaluar, asi como tambien utilizar los recursos vegetales pertenecientes al pais, por tal motivo se pretende
evaluar el efecto antimicrobiano y concentracién inhibitoria de biocompuestos derivados de Aster gymocephalus gray y
Purshia plicata, plantas pertenecientes al desierto chihuahuense de México y de las cuales aun no se ha investigado
sobre sus propiedades antibacterianas y las cuales poseen una amplia gama de biocompuestos.

4.- Procedimiento Experimental

Lugar de estudio

La presente investigacion se llevara a cabo de agosto de 2017 a mayo de 2019 en el laboratorio de Nutricién Animal
perteneciente al Departamento de Nutricion Animal de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, ubicada en
Buenavista, Saltillo, Coahuila, México al sur de la ciudad de Saltillo, Coahuila, sobre la carretera 54 con direccion a
Zacatecas y cuyas coordenadas terrestres son: 25°2206.66" latitud norte 101°0132.78" latitud oriente. La altitud
corresponde 1.555 msnm. La temperatura anual es de 17.8°C. Alcanzando temperaturas de hasta 35°C durante el
verano.

Material vegetal

Sera recolectado en la region de la angostura, Coahuila. Se utilizaran hojas, tallos y pétalos de Aster gymnocephalus
gray y Purshia plicata. Las muestras deshidratadas se someteran a molienda para la obtencion de un polvo fino,
posteriormente se realizara una extraccion por percolacion.

Obtencion del extracto vegetal y Concentracion de biocompuestos

Se realizara un proceso de extraccion acuosa, se mezclaran 200 g de material vegetal deshidratado y molido con 1L
de agua destilada 1/5 (m/v), manteniendo su temperatura a 30 °C durante 30 minutos. Posterior a la extraccion
acuosa, se realizarda una cromatografia de adsorcion con Amberlite XAD16 para concentrar los biocompuestos
{Ascacio- Valdeés et al., 2010).

Cepas bacterianas

Se utilizaran cepas bacterianas aisladas a partir de casos clinicos de mastitis bovina tales como, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Klebsiella spp entre otros, los cudles seran aisladas y propagadas, las bacterias seran
debidamente identificadas por la morfologia macroscopica y microscopica, asi como tambien con ayuda de pruebas
bioguimicas.

Actividad antibacteriana :
La determinacién de actividad antibacteriana se llevara a cabo por medio del método de difusion en disco de Kirby-

Bauer (Bauer et al, 1966, Parekh y Chanda, 2006), realizando el ensayo por quintuplicado, utilizando un control
negativo y un control positivo. La capacidad antibacteriana sera determinada midiendo el diametro de inhibicion (mm).

Determinacién de la concentracién minima inhibitoria (MIC)
Se utilizara el método de dilucién en caldo para determinar (MIC) (Perez et al., 1990; Nair y Chanda, 2005)., Se

considerara el crecimiento bacteriano para determinar MIC, la ausencia de crecimiento sera confirmada por la
ausencia de turbidez y por inoculacion en agar y posterior incubacion.

Determinacion de la concentracion minima bactericida (MBC)
La concentracion minima bactericida (MBC) del grupo de compuestos a evaluar frente a cada agente patégeno seran
determinadas por medio del ensayo de dilucion en caldo descrito por Sanchez et al., 2010.

Cinética bactericida N g A
Se llevara a cabo el ensayo de cinética bactericida de los biocompuestos utilizando la técnica descrita por Baskaran et

al., 2009. Utilizando como modelo biolégico leche estéril libre de antibioticos.
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Determinacion de persistencia
Se llevara a cabo la técnica de determinacion de persistencia de la supervivencia bacteriana propuesta por Baskaran
et al., 2009. A partir de la actividad antimicrobiana en leche por parte de los compuestos, se inocularan muestras de

leche que contengan la concentracion minima bactericida (MBC), como testigo se utilizaran muestras de leche que no
contengan tratamiento, cada ensayo se llevara a cabo por friplicado.

Determinacién de pH

Se transferiran 5 mL de leche a tubos con capacidad de 20 mL. Posteriormente se afiadira el grupo de moléculas
antimicrobianas determinando de manera inmediata el pH con ayuda de un potenciometro.

Ensayo de actividad antimicrobiana in vivo

Con base en los ensayos in vitro se formulara el tratamiento idéneo en cuanto a la concentracion del tratamiento,
utilizando como vehiculo solucion salina fisiolégica al 0.9% para la administracion de tratamiento in vivo, el cual sera
administrado por via intframamaria.

Disefio Experimental
Completamente al azar

Variables a Evaluar

Rendimiento de biocompuestos
Diametro de inhibicion

Porcentaje de inhibicion

Concentracién minima inhibitoria
Concentracion minima bactericida
Tiempo de muerte

Persistencia de actividad antimicrobiana
pH

by uduyy

Analisis estadistico
Se utilizara la opcion Modelo Lineal General del paquete estadistico Minitab 16. Utilizando 33 tratamientos por
quintuplicado para cada cepa bacteriana. Realizando ademéas una comparacion de medias por el método de Tukey.

Cronograma de Actividades para el 2018.

Actividad por realizar E |F WM TA IM [d |J A& |5 4.0 FN
Rec. de muestras de leche X X X

Obtencién de microorganismos X X X

Pruebas de difusién en disco X X

Determinacion de (MIC) y (MBC) X | X

Evaluacion de cinética bactericida X X X

Cronograma de distribucién de presupuesto para el 2018.

Actividad por realizar | E

Rec. de muestras de leche

Obtencidn de microorganismos

XX X|™

Pruebas de difusion en disco

x| x| x| <=

Determinacién de (MIC) y (MBC)

Evaluacion de cinética bactericida % »

Duracién total del proyecto

[ Afio de Inicio 2018 [Afio estimado de conclusion {2019

5.-Productos Esperados

ﬁ e Avance tesis de Doctorado y Licenciatura
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1 articulo cientifico publicado

1 articulo cientifico enviado

Estrategia para aplicacion de tratamientos in vivo
Inicio del registro ante IMP!I
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