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RESUMEN

En la actualidad, los avances cientificos y tecnologicos han permitido realizar estudios de
las especies vegetales que incrementen al desarrollo farmacéutico de nuevos medicamentos que
conlleven a contrarrestar la problematica que ha generado el mal uso de los farmacos y crear una
resistencia antibidtica. El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana in
vitro de Taraxacum officinale sobre cepas bacterianas causantes de mastitis bovina frente a cepas
bacterianas certificadas ATCC. Se realiz6 un estudio con dos tipos de obtencion de extractos de la
planta por percolacion y Soxhlet, aplicando el método de difusion en disco frente a las cepas E. coli,
S. aureus'y S. agalactiae encontradas en muestras de leche y las cepas certificadas. Como resultado,
para determinar la actividad antimicrobiana se trabajé con una orden decreciente de concentracion
al 100 %, 20 %, 15 %, 10 % y 5 %. El extracto de las hojas de Taraxacum officinale present6d un
efecto antimicrobiano sobre E. coli al producir una inhibicion total en el crecimiento bacteriano, sin
embargo, no presentd actividad antimicrobiana frente a las cepas S. aureus y S. agalactiae. En
conclusion acorde a los resultados obtenidos, se llevd a cabo la aplicacion de concentraciones
inferiores de los extractos al 0,001 %, 0,01 %, 0,1 % 0,5 % y 1 % para determinar la concentracion
minima inhibitoria frente a E. coli, pues ante esta actividad se puede considerar que el vegetal posee
una fuente importante de compuestos con actividad antimicrobiana, presentando una concentracion
minima inhibitoria del 0,01 %.
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ABSTRACT

Nowadays, scientific and technological advances have made it possible to carry out studies on
plant species that increase the pharmaceutical development of new drugs that counteract the
problems caused by the misuse of drugs and the creation of antibiotic resistance. The aim of this
study was to evaluate the in vitro antimicrobial activity of Taraxacum officinale on bacterial strains
causing bovine mastitis against certified ATCC bacterial strains. A study was carried out with two
types of plant extracts obtained by percolation and Soxhlet, applying the disc diffusion method
against E. coli, S. aureus and S. agalactiae strains found in milk samples and the certified strains.
As a result, to determine the antimicrobial activity, a decreasing order of concentration at 100 %,
20 %, 15 %, 10 % and 5 % was used. The extract of Taraxacum officinale leaves showed an
antimicrobial effect on E. coli by producing a total inhibition of bacterial growth, however, it did
not show antimicrobial activity against S. aureus and S. agalactiae strains. In conclusion, according
to the results obtained, the application of lower concentrations of the extracts at 0.001 %, 0.01 %,
0.1 %, 0.5 % and 1 % was carried out to determine the minimum inhibitory concentration against
E. coli, since in view of this activity it can be considered that the plant has an important source of
compounds with antimicrobial activity, presenting a minimum inhibitory concentration of 0.01 %.

Keywords: Taraxacum officinale, Dandelion, E. coli, S. aureus, S. agalactiae
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I. INTRODUCCION

Antes del siglo XX, los productos naturales ocuparon el primer lugar para tratamiento de
diversas enfermedades, sin embargo, poco a poco fueron desplazados por la industria
farmacéutica para el desarrollo de drogas sintéticas, en particular por la produccion industrial
de antibidticos (Azuero, 2015). Las propiedades curativas de las plantas medicinales actuan de
manera natural, la cual busca tener efectos sin causar agresiones al organismo, cumpliendo la
funcion de estimulacion de defensas en lugar de reemplazarlas y que sea de manera eficaz,
prolongada y sin generar efectos secundarios (Ayala, 2019).

Hoy en dia los avances cientificos y la tecnologia, permiten estudiar los principios activos
de plantas medicinales que vienen siendo utilizadas desde tiempos remotos, situacion que nos
acerca a solucionar problemas en el campo de la salud (Ramos, 2013); puesto que existe la
tendencia marcada del uso irracional de antibidticos con destino farmacéutico y como
promotores de crecimiento, situacion que obligo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
a prohibir el uso de los antibidticos promotores de crecimiento (APC) debido a la resistencia
antibacteriana que estos generan y al dafio que causan en salud publica (Shiva, y otros, 2012).

Por lo tanto, en los ultimos afios, la sociedad ha experimentado de manera general el retorno
y empleo de la medicina ancestral para curar o aliviar enfermedades de origen infeccioso,
siendo los pioneros los fitofArmacos por sus principios activos, inocuos y eficaces, bajos indices
de toxicidad y costos reducidos a diferencia de los productos sintéticos (Gallegos, 2016).

Considerando lo antes mencionado, el objetivo del presente estudio es determinar si
Taraxacum officinale presenta actividad antimicrobiana frente a bacterias causantes de mastitis
subclinica bovina como Streptococcus, Staphylococcus y Escherichia coli.

Fundamento tedrico

La mastitis subclinica en la mayoria de sistemas de produccion lechera genera pérdidas
econdmicas cuantiosas debido a dafios en la glandula mamaria que genera pérdida de leche por
incremento en el recuento de células somaticas, estableciendo un impacto negativo en la
produccion, bienestar animal y la calidad de leche destinado al consumo humano (Coronel y
Espinoza, 2017). La resistencia antimicrobiana que han desarrollado las bacterias lleva consigo
una limitante en el control y tratamiento de las principales bacterias tales como, Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae y Escherichia coli, causantes de mastitis subclinica, motivo
por el cual se incentiva a investigaciones en el ambito de la Fito farmacologia que ayuden a
disminuir la ineficacia que han generado las mutaciones bacterianas, asi lo indica (Martinez,
Cruz y Moreno, 2013).

La mastitis subclinica es muy prevalente, siendo 15 a 40 veces mas representativa que la
mastitis clinica, estadisticamente, constituye hasta un 75 % de pérdidas econdmicas en la
produccion lechera, la patologia no se detecta facilmente por medio del examen visual y fisico
(palpacion), pues el animal no manifiesta signos de infeccion ni cambios visibles en la leche;
aunque la composicion lactea como pH, concentracion de iones y nimero de células somaticas
son alteradas, la enfermedad puede permanecer inadvertida por largos periodos siendo una
fuente de infeccidn para otras vacas (Almeida, 2015).

En la ultima década, existe un incremento en la incidencia de infecciones causadas por
bacterias gram positivas como gram negativas, las mismas que presentan alta resistencia a los
antimicrobianos de origen sintético, lo que representa un problema de salud publica a nivel
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mundial, por otra parte, los antibioticos convencionales en numerosas investigaciones han sido
considerados como cancerigenos y teratogenos por su toxicidad residual (Reafio, 2014), por
ello se realizan estudios con numerosas innovaciones provenientes de la medicina
complementaria con el objeto de reducir el uso de antibidticos en terapias de origen infeccioso
y como promotores de crecimiento (Palomo y Garcia, 2014).

Las plantas medicinales son excelentes fuentes para la busqueda de nuevos farmacos con
actividad antimicrobiana, considerando que los productos naturales poseen mayor diversidad
molecular que la derivada de los procesos de sintesis quimica (Voigt, et al., 2013); por otra
parte (Grosso, 2010) indica que las aplicaciones en Medicina Veterinaria de los principios
activos de plantas medicinales son multiples y poseen actividad especifica (antiinflamatoria,
antibacteriana, anti fngica, antiparasitaria, diurética, colagoga, entre otras); sin embargo, es
necesario que estas plantas presenten un conjunto de especificaciones que aseguren su calidad
microbioldgica, entre ellas deben garantizar inocuidad, es decir que se encuentren libres de
microorganismos patogenos (Barros, 2015), y que no contengan residuos toéxicos que ocasionen
efectos adversos o negativos en los pacientes.

El Taraxacum officinale (diente de ledn) ha sido considerado como una fuente importante
de compuestos efectivos, entre ellos los hepatoprotectores utilizados para el tratamiento de la
hepatitis, cirrosis, ictericia, diarrea, gota, inflamacién abdominal, reumatismo, célculos
vesiculares y renales (Favari, et al., 2013), ademds (Castafieda y Miranda, 2018) le atribuye
actividad analgésica; por lo que se concluye que varias plantas medicinales de uso ancestral en
el Ecuador constituyen una fuente promisoria de compuestos quimicos con diversas
aplicaciones farmacologicas.

II. MATERIALES Y METODOS

El ensayo se llevd a cabo en el Canton Déleg, Azuay, Ecuador. Debido a sus condiciones
topograficas y altura sobre el nivel del mar, la temperatura promedio anual es de 13.45 °C.
Déleg forma parte de la cuenca alta del Rio Paute y su centro poblado se encuentra a una altura
de 2680 m.s.n.m.

En el presente estudio se consider6 una poblacion de 1809 vacas en produccion, estimando
para ello una muestra de 207 UBA a partir de un intervalo de confianza del 98,9 % (Z= 2.58)
un valor de incertidumbre (p=0.1) y un error experimental de 0.05. De los 828 cuartos mamarios
en estudio, se obtuvieron un total de 70 vacas positivas a partir de las pruebas de campo, con
un total de 90 cuartos infectados de mastitis subclinica. Se realizé un DCA para cada tipo de
bacteria tomando en cuenta: 2 métodos de extraccion de principios activos de Taraxacum
officinale: Percolacion- Soxhlet. 4 concentraciones diferentes de las extracciones de
Taraxacum officinale (5 %, 10 %, 15 % y 20 %). 2 tratamientos TO: cepas certificadas ATCC
de bacterias presentes en leche.T1 Bacterias Nativas de la leche positivas al CMT y TR. 3
repeticiones por cada cepa y cada concentracion, para evaluar la actividad antimicrobiana y la
concentracion minima inhibitoria del extracto mediante halos de inhibicion en placa. Total 567
cultivos, de los cuales 72 cultivos corresponden al TO y 495 al T1.

Obtencion del extracto de Taraxacum officinale: Se emplearon dos métodos para la
obtencion del extracto de Taraxacum officinale: Método por percolacion: se pesoé 110.122 gr
de hojas liofilizadas de T. officinale y se afiadi6 1756 ml de alcohol al 70 % se macer6 durante
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8 dias cubiertos de la luz, al cabo de ese lapso se obtuvo 1100 ml de extracto, el mismo que fue
rotaevaporado (procedimiento de combinacién de bafio calefactor y una generacion de presion
al vacio que evita la ebullicion por medio de rotaciones) en la cual se trabajo a 90 rpm y con
una temperatura de 78 °C para extraer el alcohol de la solucion obteniendo finalmente 479 del
mismo y 325 ml de extracto total. Método Soxhlet: se tomo6 89.09 gr de materia seca de hojas
de T. officinale secada por estufa de aire forzado a 25 °C por un lapso de 72 horas, agregando
950 ml de alcohol etilico al 96 % para el arrastre de principios activos de la muestra, se obtuvo
752 ml de extracto y se rotaevapor6 a 75 °C para la extraccion de alcohol, adquiriendo 14 ml
de extraccion total.

Purificacion del extracto de Taraxacum officinal: Los extractos obtenidos por los
métodos de percolacion y Soxhlet fueron sometidos a un proceso de purificacion mediante la
técnica de filtracion al vacio aplicando papel filtro de membrana acetato de celulosa de 0,2 pm
para la eliminacion de impurezas, posteriormente la solucion se colocd en tubos estériles y
fueron almacenados a una temperatura de -20 °C hasta su uso.

Toma de muestras de leche: Para la toma de muestras se seleccion6 hembras bovinas que
se encontraban en produccion, la prueba de campo CMT se utilizo para detectar la presencia de
agente causal, continuando con el empleo de la tira reactiva para el recuento de células
somaticas, finalmente las muestras positivas se trasladaron al laboratorio con el fin de
identificar los microorganismos causantes de mastitis bovina mediante cultivo microbioldgico.

Cultivo microbioldgico: Por cada cuarto afectado se realizo la siembra en tres medios de
cultivo para la determinacion del agente microbiano de acuerdo al crecimiento bacterioldgico,
es decir, se sembrd en medio EMB, agar Manitol y agar Sangre, una vez finalizada la siembra,
las cajas Petri se sellaron con papel parafilm y se incub6 a 37 °C por 24 horas. Posterior a la
incubacion se procedié a dar lectura del crecimiento bacteriano analizando las Unidades
Formadoras de Colonias (UFC), finalmente se destinaron para la realizacion de antibiogramas.

Preparacion de concentraciones: A los extractos purificados obtenidos por los métodos
de percolacion y Soxhlet se adicioné agua estéril ultra pura para la preparacion de
concentraciones al 5 %, 10 %, 15 % y 20 % los mismos que fueron almacenados en tubos
estériles y conservados a -20 °C hasta el momento de su uso; posteriormente las soluciones
fueron transferidas a los discos estériles marca OXOID para evaluar la susceptibilidad
antimicrobiana. Adicionalmente, se evaluo las concentraciones al 0,01 %, 0,1 %, 0,5 %y 1 %
de los extractos obtenidos por los métodos de percolacion y Soxhlet mediante discos de
sensibilidad.

Antibiogramas: Las bacterias fueron sembradas por la técnica de siembra masiva o en
césped en cajas Petri que contienen Agar Miiller Hinton, este procedimiento parti6 de una placa
de cultivo en crecimiento activo que con ayuda de un hisopo estéril, se tomd 5 colonias que
fueron diluidas en 500 pl de suero fisioldgico; posterior a la siembra se procedid a colocar los
discos de sensibilidad que conllevo extracto de T. officinale en distintas concentraciones 5 %,
10 %, 15 % y 20 % realizando tres repeticiones por cada cepa bacteriana y se incubd a 37 °C
por 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se procedio a la interpretacion de
resultados donde se evalud la concentraciéon minima inhibitoria mediante el didmetro de halo
de inhibicion. De igual manera, se procedio a realizar antibiogramas con tres repeticiones por
cada cepa bacteriana a las concentraciones de 0,01 %, 0,1 %, 0,5 % y 1 % y se evalu6 segln lo
descrito anteriormente.
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III. MATERIALES Y METODOS

Determinacion de mastitis subclinica bovina en el Canton Déleg mediante pruebas de
campo: De una poblacion de 207 UBA, en estado de produccién, se procedio al andlisis de
muestras de leche utilizando CMT y TR, encontrando que 70 muestras tuvieron reaccion
positiva a las dos pruebas de campo, determinando asi una prevalencia de 33,81 % de mastitis
subclinica bovina en el canton Déleg.

Caracterizacion de bacterias causantes de mastitis subclinica bovina mediante
métodos microbiolégicos: La caracterizacion de las bacterias presentes en las muestras de
leche en tres medios de cultivo selectivo y diferencial para su respectivo crecimiento bacteriano,
se identifico Escherichia coli en agar EMB, Staphylococcus aureus en agar Manitol y
Streptococcus agalactiae en agar Sangre acorde a las caracteristicas de crecimiento de las
colonias bacterianas y viraje de los medios de cultivo. Segun (Rodriguez & Muiioz , 2017) en
un estudio realizado manifiestan que las bacterias con mayor prevalencia en mastitis subclinica
son bacterias gram negativas, entre estas las mds representativas son Escherichia coli y
Klebsiella spp, sin embargo, el autor aclara que existen otras bacterias que predominan y son
las causantes de esta patologia que ocasionan grandes pérdidas en la produccion lechera, entre
estas estan las bacterias de los géneros Staphylococcus sp y Streptococcus sp.

Los numeros representan rangos de crecimiento bacteriano, asi 1= sin crecimiento, 2= 0 <
a 10.000 UFC, y, 3=0>a 10.000 UFC; para cada uno de los medios de cultivo, en el agar EMB
65 muestras que corresponden al 72 % no presentaron crecimiento, 14 muestras que
corresponden al 16 9% presentaron crecimiento bacteriano medio y 11 muestras,
correspondiendo al 12 % presentaron alto crecimiento de Escherichia coli. En el agar Manitol
se observo que 30 muestras no presentaron crecimiento, lo que corresponde al 33 %, 8 muestras
que corresponden al 9 % presentaron crecimiento medio y 52 muestras presentaron crecimiento
alto, lo que corresponde al 58 % de presencia de Staphylococcus aureus. Finalmente, en el agar
Sangre se obtuvo 31 muestras correspondientes al 35 % que no presentaron crecimiento, 11
muestras con crecimiento medio, que corresponde al 12 % y 48 muestras correspondientes al
53 %, con alto crecimiento de Streptococcus agalactiae.

Relacion en efectividad entre pruebas de campo CMT y TR para determinacion de
mastitis subclinica: La relacion de la efectividad de la aplicacion de las pruebas de campo
CMT y TR, no existe diferencia significativa en cuanto a la determinacion de la patologia
puesto que las dos presentan curvas de identificacion similares, lo cual concuerda con (Yanez,
2018) que afirma que el uso de CMT es la prueba de mayor aplicacion para bovinos en
produccion en la determinacion de mastitis subclinica, al igual que otros tipos de pruebas entre
ellas las tiras reactivas que a comparacion con CMT presentan mayor sensibilidad, sin embargo,
la efectividad en la determinacidon de mastitis subclinica es igual para las dos pruebas de campo.

Relacion de efectividad entre pruebas de campo y métodos microbioldgicos: La
efectividad en determinacion de agentes etiologicos causantes de la mastitis bovina entre las
pruebas de campo CMT y TR aplicadas de manera inmediata y, por otra parte, mediante pruebas
microbioldgicas realizadas en laboratorio mediante la siembra directa de muestra lactea en tres
tipos de medios de cultivo: EMB, Manitol y Sangre, donde se di6 el crecimiento bacteriano de
E. coli, S. aureus'y S. agalactiae; obteniendo como resultados que la relacion entre CMT y TR
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con el agar EMB tuvieron una diferencia altamente significativa (P= 0,001), las pruebas CMT
con el agar Manitol presentd una diferencia no significativa en determinacion de la patologia
(P=0,062) y con TR (P= 0,939), finalmente en relacién con el agar Sangre, la prueba CMT
presentd una diferencia significativa (P= 0,028) pero con TR no presentd una diferencia
significativa (P= 0,531); resultados que se obtuvieron mediante la prueba no paramétrica de
rangos de signos de Wilcoxon.

Promedios de los diametros de halos de inhibicion segiun el método de extraccion
frente a las bacterias en estudio: La actividad antimicrobiana del extracto de T. officinale
sobre las cepas certificadas en estudio por medio de dos métodos de extraccion, mediante la
extraccion por Soxhlet, el extracto al 100 % formd un halo de inhibicion de 24,67 mm y con el
extracto por percolacion presentd un halo de 23,67 mm que conlleva a una inhibicion total de
crecimiento bacteriano para Escherichia coli, no obstante para Staphylococcus aureus formé
un halo de 9,67 mm y de igual manera con el extracto por percolacion con su halo de 7,33 mm,
poco significativo para determinar actividad antibacteriana contra la cepa y de igual manera
para Streptococcus agalactiae presentd un halo de 5,67 mm y 4,33 mm de los dos tipos de
extracto descartando asi la actividad de T. officinale para estas dos ultimas cepas. En una
investigacion realizada por (Henao, Muifioz, Rios, Padilla, & Giraldo, 2009) afirman que la
obtencion de los extractos vegetales ya sea por métodos de percolacion o Soxhlet, no
demuestran una diferencia significativa en cuanto a actividad antimicrobiana, puesto que los
dos métodos son técnicas seguras y eficientes que no alteran la composicion de los extractos es
decir no volatilizan ni degradan los metabolitos secundarios que otorgan dicha accion.

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria: En la figura N° 1, se muestra la
concentracion minima inhibitoria mediante el punto méximo de la curva de la regresion
cuadratica formada, la cual corresponde a una concentracion de 0.74 % con un halo de
inhibicion de 20,5 mm como se puede observar en la figura.

Concentracion Minima Inhibitoria
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Figura 1: Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria
Fuente: Elaborado por el autor.

Promedios de los diametros de halos de inhibicion segun el método de extraccion
frente a las bacterias presentes en muestras de leche: Los promedios de los halos de
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inhibicion del extracto de 7. officinale al 100 % frente a las cepas cultivadas de las muestras de
estudio, unicamente present6 actividad antimicrobiana para E. coli y no se observo actividad
para S. aureus 'y S. agalactiae.

Promedios de los diametros de halos de inhibicion segin el método de extraccion
frente a las bacterias presentes en muestras de leche: La tabla N.°1 muestra los promedios
de halos de inhibicion para cada una de las concentraciones establecidas, frente a las muestras
de estudio de E. coli; cabe mencionar que para las otras cepas encontradas S. aureus y S.
agalatiae no se realiz6 el andlisis a diferentes concentraciones debido a que no presentaron
actividad a la concentracion al 100 %. Estos resultados de promedios de halos de inhibicion a
las concentraciones del 100 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 1 %, 0.5 %, 0.1 % y 0.01 % para E. coli
presentan el mismo comportamiento inhibitorio en placa, tanto para las muestras de estudio
como para las cepas certificadas.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
PROMEDIOS
0.01% | 0.1% 0.5% 1% 5% 10% 15% | 20%
Escherichia coli | 23.86 = 23.95 24.13 23.78 23.71 | 23.65 2352 24.13

Tabla 1: Promedios de concentraciéon minima inhibitoria
Fuente: Elaborado por el autor.

IV.  CONCLUSIONES

Se concluye que la actividad antimicrobiana del extracto de 7. officinale sobre las cepas
certificadas en estudio por medio de dos métodos de extraccion, presentd una inhibicion total
de crecimiento bacteriano para Escherichia coli, no obstante se descarta la actividad
antimicrobiana para Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae, en cuanto a las pruebas
microbioldgicas realizadas en el laboratorio se concluye que la relacion entre CMT y TR con
Escherichia coli tuvieron una diferencia altamente significativa (P= 0,001), las pruebas CMT
con Staphyococcus aureus presentd una diferencia no significativa (P=0,062) y con TR (P=
0,939), finalmente en relacién con Streptococcus agalactiae, la prueba CMT presentd una
diferencia significativa (P= 0,028) pero con TR no presenté una contradiccion significativa
(P=0,531).
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