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RESUMEN
Ante la problemática del uso indiscriminado de antibióticos en el tratamiento de mastitis bovina y la presencia de estos en la leche que es consumida por la población, pudiendo ocasionar algunos problemas de resistencia, se hace necesaria la búsqueda de nuevas alternativas de tratamiento que actúen contra los principales agentes causales de esta enfermedad en bovinos y las plantas medicinales podrían ser utilizadas para este fin. El objetivo de esta investigación es: determinar la efectividad antibiótica in vitro de la Muña (Minthostachys mollis), Ayazapatilla (Ayac zapatilla), Canchalagua (Schkuhria pinnata) y Wira wira (Gnaphalium vira vira) frente a bacterias causantes de mastitis bovina y proponer un producto antibacteriano alternativo para su tratamiento. Para esto se aislarán bacterias de muestras de leche obtenidas de vacas que presentan mastitis clínica, paralelamente se obtendrán los extractos etanólicos de plantas antes mencionadas, se utilizara el método de difusión en agar para la determinación de la efectividad antibacteriana y el protocolo del Instituto de investigación de la Amazonia Peruana para la elaboración del producto antibacteriano. Se espera que algunas de las plantas tengan efectividad antibacteriana frente a los patógenos causantes de mastitis y que el producto propuesto, pueda ayudar en la terapéutica de esta enfermedad y así ayudar a disminuir el uso de antibióticos.
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ABSTRACT

Given the problem of the indiscriminate use of antibiotics in the treatment of bovine mastitis and the presence of these in the milk wich is consumed by the population, it is necessary to search for new treatment alternatives that act against the main causative agents of this disease in cattle. The medicinal plants could be used for this purpose. The objective of this research is to determine the in vitro antibiotic effectiveness of Muña (Minthostachys mollis), Ayazapatilla (Ayac zapatilla), Canchalagua (Schkuhria pinnata) and Wira wira (Gnaphalium vira vira) against pathogens that cause bovine mastitis and propose an alternative antibacterial product for its treatment. For this, bacteria from milk samples of cows that present clinical mastitis will be isolated, in parallel, the ethanolic extracts of plants and the larva pulverization mentioned above will be obtained, the agar diffusion method will be used for the determination of the antibacterial effectiveness and the protocol of the Research Institute of the Peruvian Amazon for the preparation of the antibacterial product. It is expected that some of the plants have antibacterial effectiveness against the pathogens causing mastitis and that the proposed product may help in the treatment of this disease and in that way help reduce the use of antibiotics.
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I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
La leche de vaca es uno de los alimentos de mayor consumo por la población, pues constituye una fuente de nutrientes que son aprovechados por niños y adultos. Según la Federación Panamericana de Lechería el consumo promedio de leche en América latina es de 130 litros por habitante por año, siendo Uruguay quien encabeza la lista, pues consume 240 litros por habitante por año, le sigue Costa Rica y Argentina que consumen 200 litros por habitante por año, en el caso de Perú el consumo de leche es de aproximadamente 80 litros por habitante por año, en la ciudad de Puno este consumo llega a los 25 litros por habitante por año (Perulactea, 2018). Estos datos evidencian que existe un consumo significativo de leche a nivel internacional, nacional y local con tendencia a incrementarse debido a que es fuente de proteínas, minerales y carbohidratos necesarios en una dieta equilibrada.
Es así que la producción lechera, es una de las actividades más importantes del país por la gran demanda de los consumidores. La región Puno, constituye una de las mayores zonas productoras de leche a nivel del sur del país,  en enero del 2018  se reportó 10 mil 255 toneladas de producción de leche fresca, incrementándose en 16,4%, comparado con enero del año pasado (Costa et al., 2018), parte de esta producción es destinada a satisfacer la demanda local y a la elaboración de subproductos como el queso que se distribuyen a nivel local y regional. 
La mastitis es un proceso inflamatorio de la glándula mamaria causada por patógenos como el Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Mycoplasma sp, Corynebacterium bovis, Escherichia coli, Klebsiella sp, Pseudomonas sp, Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae y Enterococcus sp ( Pérez y Ganoza, 2017), que penetran a la glándula mamaria a través del canal del pezón. La mastitis   existe en dos presentaciones: una  clínica  que muestra signos evidentes de inflamación e infección y otra  subclínica que no evidencia sintomatología alguna, siendo ésta la más perjudicial, pues se modifica la composición de la leche (Fernández et al., 2012). Para el tratamiento de la mastitis, es importante la identificación del agente causal, lo cual no se realiza por diferentes factores, es así que algunas veces se hace uso de antibióticos de manera empírica, lo que podría ocasionar resistencia a los antibióticos en algunas bacterias.  Debido a que esta enfermedad disminuye la producción láctea, los propietarios recurren a tratamientos agresivos haciendo uso de diferentes antibióticos, los cuales, algunas veces, no son administrados correctamente, porque se interrumpe los periodos de terapia y no se respetan los tiempos de retiro de la leche, constituyendo una de las causas para la aparición de microorganismos resistentes a la terapia antibacteriana.
Tomando en cuenta que una de las vías de eliminación de los antibióticos es la leche, y que pueden ser evidenciados en esta, y así lo demuestra un estudio realizado en Lima (Salas et al., 2013) donde se encontraron restos de antibióticos en el 45% de las muestras analizadas, constituyendo esto un riesgo para la salud publica ya que podría causar alergias y resistencia de las bacterias. La organización Mundial de la Salud (2017), en las Directrices sobre el uso de antibioticos de importancia médica en animales destinados a la producción de alimentos, recomienda una reduccion general de estos en animales de produccion,  con el fin de reducir la resistencia de las bacterias a los antibioticos.
Se sabe que la resistencia a los antibacterianos es un problema mundial, por ejemplo, en España se determinó la sensibilidad antibiótica del Staphylococus  aureus en personas sanas, encontrándose una resistencia del 87.1% a la fenoximetilpenicilina y una resitencia del 11.4% a la azitromicina (Llor et al., 2018). En Latinoamérica, en países como Colombia también se evidencia resistencia antibiótica del Staphylococu  aureus, el cual fue del 49.6% resistente a la Meticilina además  se encontró resistencia múltiple a la gentamicina, ciprofloxacina y clindamicina (Pérez y et al., 2010). A nivel Nacional se tiene el reporte del Instituto Nacional de Salud (2012), donde informa sobre la resistencia del 84% del Staphylococu  aureus frente a la oxacilina y 99%  frente a la penicilina.  En la ciudad de Puno ya se evidencia el problema de resistencia a los antibióticos, Apaza (2017), en un estudio realizado en el Hospital Regional Manuel Núñez Butrón encontró cepas de Staphylococus y E. coli resistentes en un 100% a antibióticos como la  penicilina y ácido nalidixico respectivamente. Teniendo en cuenta que estos antibióticos también son utilizados en la ganadería, para el tratamiento de enfermedades como la mastitis y como promotores de crecimiento, es posible que ya se esté generando cepas resistentes a causa del mal uso de antibióticos en animales.
Ante la problemática del uso indiscriminado de antibióticos en el tratamiento de la mastitis bovina se hace necesaria la búsqueda de nuevas alternativas de tratamiento que actúen contra los principales agentes causales de mastitis en bovinos. Como el uso de   plantas medicinales que pueden ser tan eficaces como los productos sintéticos, por ejemplo, el orégano que según Acosta, Hernandez, y Posada, (2017) tiene propiedades bactericidas frente a la Escherichia coli, que es uno de los agentes etiológicos de la mastitis bovina. Todo esto con el fin de disminuir los residuos de antibióticos en la leche y sus derivados.


II. JUSTIFICACIÓN
Siendo la leche y sus derivados, alimentos que son incluidos en la dieta diaria de la población, se hace necesario garantizar que estos puedan llegar a los consumidores sin elementos que con el tiempo perjudique su salud, es decir leche y subproductos sin restos de antibióticos y libre de bacterias. Teniendo en cuenta que las trazas de antibióticos pueden aparecer en la leche debido a tratamientos inadecuados de enfermedades infecciosas como la mastitis, se hace necesario proponer otras alternativas de terapia más inocuas que puedan garantizar la calidad de los alimentos. Es importante resaltar que los residuos de antibióticos, como las penicilinas, en leche y subproductos son perjudiciales para la salud publica ya que podrían ocasionar procesos alérgicos en los consumidores, además, estas trazas de antibióticos son las causantes de la aparición de microorganismos resistentes a los mismos, generando fallas en los tratamientos posteriores, tanto en seres humanos como en animales. La resistencia de los microorganismos a los antibióticos es a nivel mundial y nuestra localidad no es ajena a esos efectos, es así que en pacientes del Hospital Manuel Núñez Butrón ya se evidencian microrganismo resistentes a antibióticos (Apaza, 2017), que frecuentemente se utilizan en la ganadería lechera, razón por la cual se propone buscar otra alternativa terapéutica.
Es importante resaltar que la mastitis causa pérdidas  económicas importante, perjudicando a los productores, donde la magnitud del problema va a depender de diferentes factores inherentes ala producción, como el tamaño del establo, la producción promedio de las vacas, el número de partos y el estado de la lactancia, entre otros factores. Es claro que el mayor impacto económico que tiene la mastitis sobre la rentabilidad de un establo, es por la leche que se pierde por mermas en la producción, la leche de descarte por los tratamientos y la que se deja de producir, ya que la vaca no recupera su producción potencial. Esta pérdida puede llegar a representar hasta un 65% de los costos relacionados con el tratamiento de una mastitis, lo que significa que el 35% restante se reparte entre otros factores que también afectan la rentabilidad de las explotaciones lecheras, de tal forma que cada uno de ellos tendría una menor participación comparado con la pérdida en leche (Ceballos-Marquez, 2015).
La Medicina Tradicional desde tiempos ancestrales ha permanecido en las sociedades debido a los múltiples beneficios que otorga a la salud de las personas, el uso de plantas medicinales  ha sido reconocido por los organismos internacionales, como  la OMS (2014) que establece estrategias para promover la reglamentación y supervisión de la medicina tradicional garantizando que esta pueda ser de calidad. En este espacio se busca acceder a nuevas alternativas de prevención y tratamiento de enfermedades como la mastitis, con el fin de disminuir el uso de antibióticos sintéticos cuyos residuos perjudican la salud pública, además de disminuir considerablemente los costos de tratamiento para los productores que es una de las mayores razones por la cual, las persones recurren a la medicina tradicional ya que las grandes empresas farmacéuticas se encargan de encarecer los productos terapéuticos con el fin de obtener mayores ganancias.
Existe evidencia del uso de Medicina tradicional para la prevención y tratamiento de la mastitis, como por ejemplo el uso del ajo para elaborar una sustancia antiséptica para las ubres en bovinos (Moscoso, 2011), de igual manera Leal (2014), comprobó la eficacia de la salvia y la caléndula en el tratamiento de la mastitis bovina, razones por las cuales se cree que plantas medicinales de la zona del altiplano podrían servir para el mismo propósito, sobre todo si se tiene como referencia de que plantas del altiplano presentan actividad antibacteriana frente a gérmenes causantes de mastitis bovina como es el caso del Gnaphalium vira vira (De la Cruz, 2014), planta originaria de la región del Altiplano.

III. HIPOTESIS
Hipótesis general
       Los extractos etanolicos vegetales, tienen efecto antibacteriano in vitro contra agentes causantes de la mastitis bovina.
Hipótesis especifica
· El extracto etanólico de la Muña (Minthostachys mollis), Ayazapatilla (Ayac zapatilla), Canchalagua (Schkuhria pinnata) y Wira wira (Gnaphalium vira vira) tiene efecto antibiotico in vitro, contra agentes causantes de la mastitis bovina.
· El producto  a base de extracto etanólico de una de las plantas, Muña (Minthostachys mollis), Ayazapatilla (Ayac zapatilla), Canchalagua (Schkuhria pinnata) o Wira wira (Gnaphalium vira vira) tiene efecto antibiotico in vitro contra agentes causantes de la mastitis bovina.
IV.	OBJETIVOS
Objetivo general
Determinar el efecto antibiótico de extractos etanólicos vegetales, sobre bacterias causantes de mastitis bovina y proponer un producto antibacteriano alternativo.
Objetivos específicos
1.  Determinar la efectividad antibiotica in vitro de la Muña (Minthostachys mollis), Ayazapatilla (Ayac zapatilla), Canchalagua (Schkuhria pinnata) y Wira wira (Gnaphalium vira vira), frente a bacterias causantes de  mastitis bovina.
2. Determinar la actividad antibiotica in vitro del producto  alternativo a base del extracto etanolico de Muña (Minthostachys mollis), Ayazapatilla (Ayac zapatilla), Canchalagua (Schkuhria pinnata) o Wira wira (Gnaphalium vira vira), frente a bacterias causantes de mastitis bovina.
V.	ANTECEDENTES
        Los andes del Perú son grandes centros de diversidad donde desde la existencia de las culturas pre colombinas, el hombre andino ha convivido en estrecha relación con su medio y recursos, aprendiendo a manejarla para obtener sus alimentos, vestimenta, vivienda y salud (Huamantupa et al., 2011). Las comunidades campesinas en nuestra región utilizan su sabiduría propia en la crianza de animales domésticos, basadas en las experiencias de prácticas milenarias existe un gran conocimiento sobre el uso de plantas medicinales tanto para su salud como para sus animales. Según su cosmovisión tienen remedios prácticamente contra todas las enfermedades que afectan a los animales, o sea las hierbas, minerales, remedios de origen animal y otros productos de origen humano, son utilizados para el tratamiento de enfermedades que afectan a sus animales obteniendo en muchos casos resultados favorable (Quiso, 2014).
	El uso de las plantas medicinales en el tratamiento de las diferentes patologías en animales y humanos, es muy usual, tal es el caso de la Drosera capillaris, cuyo extracto metanólico fue sometido frente a Mycobacterium tuberculosis causante de la tuberculosis, teniendo este extracto una actividad inhibitoria en el crecimiento del microorganismo (Alvarado, Delgado, Trevisan, & Pereira, 2010). De la misma manera en otra investigación   con las plantas Bauhinia sp., Sambucus nigra, Eichhornia crassipes y Taraxacum officinale se comprobó su efectividad frente a patógenos de importancia clínica como Enterococcus faecium resistente a vancomicina, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae,,Providencia rettgeri, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus β-lisina y Candida albicans, resultando que los extractos de la plantas antes mencionadas, podrían ser una alternativa de tratamiento para las enfermedades nosocomiales (Rodriguez, Zarate, & Sanchez, 2017). Se tiene información de que la corteza del fuste de Cedrela adorata L. (cedro) que es utilizada por la población para el tratamiento del asma, como vermífuga, antibacteriana demostraron que estos presentan actividad antibacteriana frente a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Shigella sp., Salmonella enterica y Enterobacter aerogene; destacándose los resultados obtenidos frente al Staphylococcus aureus, para el extracto hexánico de cedro (Pereira et al., 2013).
	En Colombia, tomando como base la tradición oral de los campesinos de la región norte, se realizó un estudio donde se evaluó la actividad antibacteriana in vitro del extracto etanólico y hexánico de hojas de C. moschata, frente a microrganismos de interés clínico tales como Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonie y Escherichia coli, quienes presentan altas tasas de resistencia, acompañados de una mayor morbilidad y mortalidad en pacientes con infecciones asociadas a la atención en salud, obteniendo resultados satisfactorios (Alvaro Del Castillo, Molinares, Campo, y Martínez, 2017). Por otro lado, reportes científicos han demostrado que la Morinda citrifolia L (noni) presenta actividad antimicrobiana frente a un gran número de bacterias y hongos patógenos, como E. coli, S. aureus y Candida sp (Aliuska Castillo, Pascual, Cunhanune, Lorente, & Cañete, 2014). También los extractos de C. citratus, T. minutos y Elionurus sp. demostraron efecto contra las bacterias relacionadas con la mastitis. Así, para el control de la resistencia microbiana, se sugiere su uso como un tratamiento alternativo de enfermedades infecciosas y para reemplazar a los antibióticos convencionales (Lambrecht et al., 2013).
       Sin embargo, actualmente para el tratamiento de la mastitis en bovinos se hace uso de antimicrobianos que también son utilizados en la terapia de patologías en humanos, siendo la leche  una vía natural de eliminación para estos y sus metabolitos,  cuya cantidad presente va a depender de la dosis y vía de administración,  pueden influir en la inducción de resistencia microbiana, desórdenes de la flora intestinal y reacciones alérgicas en personas que consumen esta leche (Salas et al.,2013).
Este uso indiscriminado de antibióticos para el tratamiento de  mastitis en bovinos ha llevado a la a parición de microorganismos resistentes que indirectamente también afecta la salud de los seres humanos pues la terapéutica instaurada muchas veces no tiene el efecto deseado (Quesada, et al, 2016). Las causas de esta pérdida de eficacia provienen, entre otras, de la mala utilización de los antimicrobianos en todos los ámbitos de la salud (uso innecesario, dosis bajas, tratamientos cortos, intervalos incorrectos, diagnóstico erróneo), a lo que se le debe sumar en medicina veterinaria el uso de los antimicrobianos (Marchetti, 2013).
Hay que tomar en cuenta que diversos esquemas terapéuticos, con diferentes grados de rendimiento se han empleado en distintas circunstancias y latitudes; cada uno de ellos con resultados favorables, pero no exentos de efectos secundarios, planteándose desafíos permanentes en busca de la mejor terapia. Uno de ellos en  la miel de abejas diluida al 30% (p/p) y aplicada en forma de dipping para el control de la mastitis bovina y la prevención de neoinfecciones con los menores efectos secundarios (Moraleda y Molina, 2005). 
En un trabajo de investigación se evaluaron extractos fitoterapéuticos, con capacidad antibacteriana reportada, contra tres bacterias causantes de mastitis, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae y Escherichia coli. Los extractos empleados fueron obtenidos de Thymus vulgaris, Calendula officinalis y Salvia officinalis. Los hallazgos in vitro revelaron efecto bactericida de la  Calendula officinalis frente a las bacterias antes mencionadas (Leal, 2014). 
En otra investigación se evaluó la aplicación de antisépticos en la desinfección de pezones posordeño, se comparó extracto obtenido de la especie Tagetes minuta, con un antiséptico comercial en un rebaño, el objetivo fue prevenir las nuevas infecciones intramamarias. Los resultados fue que no existió diferencia significativa entre ambos tratamientos lo que significa que  el uso de extractos de plantas medicinles en la desinfección de pezones pos ordeño, puede ser útil a los sistemas de producción de leche agroecológica (Schiavon et al., 2011).
Lizcano y Vergara (2008), determinaron el efecto antimicrobiano de extractos etanólicos vegetales y aceite esencial obtenidos a partir de 4 especies vegetales, las cuales fueron Valeriana pilosa, Hesperomeles ferruginea, Myrcianthes rhopaloides y Passiflora manicata frente a microorganismos patógenos como la Escherichia coli, Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus, obteniendo resultados positivos.
Los extractos como los etanolicos, hidroalcoholicos o acuosos de plantas medicinales como la  Momordica charantia L. poseen potencial terapéutico avalado científicamente, lo cual posibilita su empleo en el tratamiento de diversas enfermedades. La obtención de un extracto estandarizado es de gran importancia y posibilita su reproducción a escala industrial en la obtención de un ingrediente farmacéuticamente activo (Salomón, López, y Gonzales, 2011).
Haciendo uso de plantas medicinales es posible elaborar cremas o ungüentos que tengan propiedades terapeuticas, asi lo demostro un trabajo realizado en Cuba donde se elaboro una crema a base de plantas medicinales que contienen clorofila, carotenos y vitaminas C y E, tomandose como base que la clorofila a causa de su actividad anabólica en las plantas, es capaz de ejercer alguna acción estimulante sobre la regeneración celular, particularmente sobre la epitelial, la que sumada a las reconocidas acciones restauradoras de los carotenos y vitaminas C y E pudieran sinérgicamente dar lugar a una cicatrización más rápida y de mejor calidad (González-Quevedo, Sotolongo, Quert, Corral, & Batista, 2001). En otro trabajo se evaluo la actividad cicatrizante de formulaciones semisólidas elaboradas con diferentes concentraciones de extracto etanólico de cera de caña , en ratones con heridas en el área dorsal escapular. Se utilizó la crema de pantenol al 5 % como control positivo, obteniendose como resultado que las formulaciones de cremas que contenían 5 y 10 % de extracto etanólico de cera de caña mostraron los mejores efectos cicatrizantes de heridas en ratones, comparables a los alcanzados con la crema de pantenol al 5 % (Tillan, 2004).



VI.	MARCO TEORICO
La mastitis bovina es la inflamación de la glándula mamaria, es considerada la enfermedad infecciosa más común de la vaca especializada en producción de leche. Según el grupo de expertos  de la Federación Internacional de Lechería, se puede presentar de una forma clinica o subclinica, la forma clínica de la mastitis se caracteriza por inflamación con calor, dolor, rubor y aumento de tamaño de la glándula mamaria(Ramirez et al., 2018).
La mastitis es una patología que se desencadena por múltiples factores, esta alteración puede afectar la calidad de leche y ocasionaría perdidas económicas  a los productores, razón por la cual estos hacen uso indiscriminado de muchos antibióticos (Mera Andrade et al., 2017).
En países cercanos como Colombia se encontró una prevalencia de mastitis clínica del 2.0% y mastitis subclínica 43.4%. El grupo estafilococo coagulasa-negativo  fue el principal patógeno encontrado en el 46.7% de los aislamientos, seguido de Staphylococcus aureus 31.1% y presentaron un alto grado de resistencia a penicilina G y a la eritromicina (Sanchez et al., 2018).
A nivel nacional en un estudio realizado en Abancay se encontró una prevalencia de mastitis subclínica en vacas que  fue 72.3% donde los principales patógenos causantes fueron Staphylococcus aureus y E. coli (Gómez et al, 2015).
En el ámbito local, en un estudio realizado en la provincia de Melgar se determinó la presencia de mastitis clínica en los hatos ganaderos de un 62,26%  (Mamani, 2014) evidenciándose la presencia de la enfermedad en la zona y por consiguiente el uso indiscriminado de antimicrobianos que podrían estar afectando la salud de los consumidores finales. 
La mastitis es un proceso inflamatorio de la glándula mamaria causada por patógenos como el Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Mycoplasma sp, Corynebacterium bovis, Escherichia coli, Klebsiella sp, Pseudomonas sp, Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae y Enterococcus sp ( Pérez y Ganoza, 2017), que penetran a la glándula mamaria a través del canal del pezón. Sin embargo  en otras regiones como en Pichincha- Ecuador la etiologia puede vartiar y encontrar solo: Staphylococcus aureus, Corynebacterium, Streptococccus Pseudomonas sp.   (Acuña, y Rivadeneira, 2008).
El uso extensivo de antibióticos es una práctica comúnmente realizada para aumentar la producción pecuaria. Así, la crianza animal demanda una fuerte presión selectiva para prevenir brotes de infecciones pero que también podría resultar en la emergencia de cepas multidrogoresistentes. La presencia de drogas residuales representa un riesgo adicional para la salud humana, considerando además de la resistencia antes mencionada, los casos de reacciones adversas o alérgicas en personas hipersensibles a antibióticos  (Arenas y Melo, 2018).
El consumo de leche contaminada con residuos de antibióticos es un problema de salud pública emergente a nivel mundial, de ahí la importancia del control de la presencia de residuos de antibióticos en los alimentos para evitar la aparición de resistencia a estos antibióticos en el ser humano(Salas et al., 2013).
La Medicina Tradicional se utiliza ampliamente en todo el mundo y se la aprecia por diversos motivos. En la Conferencia Internacional sobre Medicina Tradicional para los Países de Asia Sudoriental, celebrada en febrero de 2013, la Directora General de la OMS, Dra. Margaret Chan, declaró que “las medicinas tradicionales de calidad, seguridad y eficacia comprobada contribuyen a asegurar el acceso de todas las personas a la atención de salud. Para muchos millones de personas, los a base de hiervas, los tratamientos tradicionales y los prácticos de las medicinas tradicionales representan la principal fuente de atención sanitaria, y a veces la única”(OMS, 2014). La Medicina Veterinaria no esta exenta a esta forma de terapeutica, tratando de encontrar nuevos principios activos que cumplan con una actividad farmacologica similar a las de uso sintetico.
El método empleado para la elaboración de los extractos de la planta es la maceración, utilizado como método de extracción en práctica de campo en productos naturales. Macerar es colocar la muestra en el solvente escogido y dejarla unos días (Pulido & Cruz, 2013), posteriormente se procede al filtrado con un filtro Whatman de 0,45 µm. El filtrado obtenido es utilizado para los experimentos. La concentración es calculada mediante la desecación en la estufa (A. Delgado, Núñez, Aguilera-valle, Palacio, & Salas-romero, 2016).
El material vegetal a procesar  se lava y desinfecta con una solución de hipoclorito de sodio 2 %, se seca a la sombra a temperatura ambiente extendiéndose en bandejas perforadas, volteándose a diario durante 7 días; luego se somete a temperatura de 60 °C durante 1 h en estufa con circulación de aire (Pereira et al., 2013)
Diferentes métodos de laboratorio pueden ser usados para determinar In vitro la susceptibilidad de bacterias ante agentes microbianos, pero estos no son igualmente sensibles o no se basan en los mismos principios, permitiendo que los resultados sean influenciados por el método seleccionado, los microorganismos usados y el grado de solubilidad de cada compuesto evaluado. Los métodos para evaluar la actividad antibacteriana están clasificados, en tres grupos principales: Métodos de difusión (Kirby Bauer), métodos de dilución y bioautografía, un cuarto método es el análisis conductimetrico, el cual detecta el crecimiento microbiano como un cambio en la conductividad eléctrica o impedancia del medio de cultivo ( Ramirez & Marin, 2009).
El metodo de Kirby Bauer para determinar la sensibilidad de los microorganismos es un método cualitativo, que se caracteriza por ser fácilmente estandarizable y que está indicado para microorganismos no exigentes de crecimiento rápido. Fundamento: el método de disco difusión consiste en depositar en la superficie de una placa de agar MH previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel de filtro impregnados con los diferentes antibióticos. Tan pronto el disco impregnado en antibiótico se pone en contacto con la superficie húmeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibiótico difunde por el agar, formándose un gradiente de concentración. Transcurridas 18 a 24 horas de incubación, los discos pueden o no aparecer rodeados por una zona de inhibición de crecimiento bacteriano (Taroco, Seija, & Vignoli, 2008).
Para la recoleccion de la planta y la elaboracion de los extractos, se toma como referencia el trabajo realizado con la Verbena officinalis, donde se recolectaron únicamente las hojas, las cuales fueron cortadas con tijeras hasta alcanzar una cantidad superior a 5 kg, las cuales se colocaron en una superficie limpia, separadas unas de otras. Durante el secado se mantienen a temperatura ambiente, en un lugar aireado, cubierto y seco. Completado el secado, las hojas se trituraron manualmente hasta obtener una cantidad de 500 g y a partir de ahí se obtuvo el extracto necesario para las pruebas.
La calidad final de los productos fitoterápeuticos depende de factores que se inician desde la identificación correcta de la especie, manejo del cultivo, cosecha y beneficio. Entre los factores que afectan la calidad del producto final se encuentran las variaciones de clima, suelo, época de cosecha, características genéticas de la planta, condiciones de secado y tiempo de almacenamiento ( Delgado, Sánchez, & Bonilla, 2016).
Para la elaboración de medicamentos a base de material vegetal se debe tomar en cuenta que existen diferentes métodos para extraer los principios activos contenidos en dicha planta, los cuales necesitan de un líquido extractivo que va a depender del procedimiento técnico y de la naturaleza química del principio activo. La maceración es uno de ellos y se refiere al contacto prolongado durante cierto tiempo de la droga con el menstruo constituyendo un conjunto homogéneamente mezclado en el cual el menstruo actúa simultáneamente sobre todas las proporciones de la droga, circulando a través en todas las direcciones y sentidos y disolviendo sus principios activos hasta producirse una concentración en equilibrio con la del contenido celular.  Es el procedimiento de extracción más simple, al conjunto de droga más solvente se lo protege de la luz, para evitar posibles reacciones y debe agitarse continuamente (tres veces por día, aproximadamente); el tiempo de maceración es diverso, las distintas Farmacopeas prescriben tiempos que oscilan entre cuatro y diez días. A partir de este método no se consigue el agotamiento de las sustancias extraídas(Carrion & Garcia, 2010) .




VII.	METODOLOGÍA
        7.1 Lugar de Estudio
          Las   muestras, para la identificación de los microorganismos causantes de mastitis serán del establo del CE Chuquibambilla y de los productores aledaños, la identificación de los microorganismos, la efectividad antibiótica in vitro de las plantas medicinales y la elaboración del producto final se realizará, en el Laboratorio Veterinario del sur (LABVETSUR). El análisis fitoquimico de las plantas medicinales se realizará en el Laboratorio de Farmacognosia y en el laboratorio de Química de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la Universidad Nacional de San Marcos. 

7.2 Población y tamaño de muestra
Población
Vacas de raza Brown suis, de crianza semiextensiva. Plantas medicinales.
Tamaño de Muestra
Para determinar los microorganismos existentes se necesitarán 4 muestras de leche por vaca con mastitis clínica, de un total de 6 vacas enfermas. 
En las pruebas de difusión en Agar, se realizarán 4 repeticiones de cada uno de los extractos etanolicos, frente a los microorganismos aislados de la leche con mastitis (Gatica & Gesche, 2007)
Identificación de las bacterias causantes de mastitis bovina. 
· Para el aislamiento e identificación de las especies bacterianas, se procederá de acuerdo al protocolo establecido en el manual de Procedimientos de laboratorios del INS (Instituto Nacional de Salud , Zurita, 2013). 
· Las muestras de leche, se cultivarán en medios de cultivos primarios; selectivos y diferenciales para cada grupo bacteriano; como agar manitol salado para cocos Gram positivos, McConkey para bacilos Gram negativos, MRS para bacilos acido lácticos y agar sangre para bacilos Gram positivos. 
· La identificación se realizará por observación macroscópica de las unidades formadoras de colonia, considerando las características culturales y particularidades como: tamaño, forma, color, bordes, superficie y elevación, para luego repicarlas en nuevos medios de cultivo fértiles y obtener cepas puras, así mismo, se realizará la coloración Gram, como parte de la identificación microscópica. 
· También, se utilizarán métodos bioquímicos específicos para bacterias gram positivas y gram negativas de acuerdo a protocolos establecidos. 
· Para la identificación de cepas que son dudosas se emplearán los sistemas API. Para el aislamiento e identificación de las especies bacteriana, se usará estadística descriptiva para los porcentajes de microrganismos existentes en vacas infectadas con mastitis.
7.3 Analisis fitoquimico
Dentro de las técnicas analíticas frecuentemente usadas para la cuantificación de metabolitos secundarios se encuentra la espectrofotometría de absorción, la cual se fundamenta en que las moléculas absorben las radiaciones electromagnéticas y, a su vez, la cantidad de luz absorbida depende de forma lineal de la concentración, cumpliendo con la ley de Lambert y Beer. Para hacer este tipo de medidas se emplea un espectrofotómetro de absorción, en el que se selecciona la longitud de onda de máxima absorción de la solución y luego se mide la cantidad de luz absorbida por la misma a diferentes concentraciones (Skoog, West, Holler, y Crouch, 2015).
7.4 Descripción de la metodología por cada objetivo
7.4.1 Determinar la efectividad antibiotica in vitro de la Muña (Minthostachys mollis), Ayazapatilla (Ayac zapatilla), Canchalagua (Schkuhria pinnata), Wira wira (Gnaphalium vira vira) en la terapia de la mastitis bovina.
· La efectividad antibiótica de la Muña, Ayazapatilla, Canchalagua y Wira wira se determinara experimentalmente por el proceso de extracción etanólica en una proporción de 1:10 (g/mL,), donde los extractos se destilaran utilizando un evaporador rotativo a una temperatura de 56 °C y la presión de 600 mmHg  (Voigt Mota et al., 2013).
· Los extractos serán sometidos a una prueba de actividad antibiotica, para lo cual, se utilizará la técnica de difusión en agar con discos de papel filtro de 7 mm de diámetro previamente esterilizados (Sacsaquispe, 2002).
· Los discos, se impregnarán con una alícuota de 10 µL. Las pruebas se realizaran por cuadriplicado (Roque & Espinosa, 2017). Se considerará como unidad experimental los discos de papel filtro impregnado con solución del extracto etanólico de las plantas a evaluar. 
· La variable dependiente será el halo de inhibición, la eficacia antibacteriana de los extractos etanólicos se analizará por inhibición del crecimiento bacteriano en milímetros alrededor del disco de papel filtro en el medico de cultivo. La variable independiente será la concentración del extracto. 

7.4.2 Proponer un producto antibacteriano alternativo para la terapia de la mastitis bovina.
Para la elaboración del producto antibacteriano alternativo para la mastitis bovina, se procederá de la siguiente manera: 
· Los extractos etanolicos obtenidos de las diferentes plantas medicinales serán mezclados con glicerina vegetal, alcanfor, mentol y salicilato de metilo (Rengifo, 2010). 
· Posteriormente se evaluará la actividad antimicrobiana por el método de difusión en placa (Sacsaquispe, 2002).
·  Las pruebas se realizarán por cuadriplicado. Se considerará como unidad experimental los discos de papel filtro impregnado con la solución de extracto más glicerina a diferentes concentraciónes.

7.5 Análisis Estadistico
 La variable dependiente será el halo de inhibición, la eficacia antibacteriana de la solución se analizará por inhibición del crecimiento bacteriano en milímetros.
Las eficacias de las propiedades antibacterianas de las plantas medicinales, y del producto final, serán descritas con promedios y desviaciones estándar de los halos de inhibición en milímetros. Adicionalmente, se comprobará el tratamiento con mejor eficacia a través de la prueba de ANOVA y el método de Tukey para comparaciones múltiples. La evaluación de la eficacia según el tipo de extracción será evaluada con una prueba de T student por cada planta medicinal. Todas las pruebas estadísticas serán analizadas con el software STATA 15 ® (STATA Corp, Station College and TXT, USA), con un nivel de significancia del 0.05. 
7.6 Tabla de recolección de datos
	Objetivo
	Método
	Instrumento

	Determinar la efectividad antibiotica in vitro de la Muña (Minthostachys mollis), Ayazapatilla (Ayac zapatilla), Canchalagua (Schkuhria pinnata) y Wira wira (Gnaphalium vira vira), frente a bacterias causantes de  mastitis bovina.

	Técnica de difusión en agar
	Tamaño de halo

	Determinar la actividad antibiotica in vitro del producto  alternativo a base del extracto etanolico de Muña (Minthostachys mollis), Ayazapatilla (Ayac zapatilla), Canchalagua (Schkuhria pinnata) o Wira wira (Gnaphalium vira vira), frente a bacterias causantes de mastitis bovina.

	Protocolo del Instituto de investigación de la Amazonia Peruana
	Tamaño de halo



VIII.	 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

	ACTIVIDADES
	TIEMPO(meses)

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	

	1. Busqueda de la información 
	X
	
	
	
	
	
	

	2. Toma de muestras
	
	X
	
	
	
	
	

	3. Aislamiento de patógenos
	
	X
	X
	
	
	
	

	4. Trabajo con plantas   medicinales
	
	
	X
	X
	X
	
	

	5. Procesamiento de resultados
	
	
	
	
	X
	X
	

	6. Redacción del informe
	 
	 
	 
	 
	X
	X
	






IX.	PRESUPUESTO
	Rubro
	Unidad de medida
	Cantidad
	Precio Unitario
	Precio sub Total

	1.Personal
	Laboratorista
	1
	800
	800.00

	2.Materiales
	
	
	
	

	Reactivos
	
	
	
	

	Agar Mac Conkey
	Fco. X 500 g.
	1
	192.9
	192.9

	Agar Mueller Hinton
	Fco. X 500 g.
	1
	251.9
	251.9

	Caldo Mueller Hinton
	Fco. X 500 g.
	1
	750
	750

	API 20 E
	Caja X 100 Uni
	1
	450
	450

	API 20 NE
	Caja X 100 Uni
	1
	450
	450

	API 20 Strp
	Caja X 100 Uni
	1
	450
	450

	Agar Manitol salado
	Fco. X 500 g.
	1
	266.6
	266.6

	Agra Casoy Tripticase (TSA)
	Fco. X 500 g.
	1
	305.4
	305.4

	Agar MRS p/lactobacillus
	Fco. X 500 g.
	1
	522.9
	522.9

	Materiales
	
	
	
	

	Placas Petri de 100 mm d.
	Unidad
	100
	5.5
	550

	Tips x 10 uL X 100
	Unidad
	1
	150
	150

	Tips x 100 uL X 100
	Unidad
	2
	150
	300

	3.Servicios
	
	
	
	

	Servivio de Laboratorio
	Unidad
	2
	500
	1,000.00

	Transporte
	Unidad
	2
	100
	200.00

	Impresión
	Unidad
	2000
	0.1
	200

	4.Imprevistos
	
	
	
	500.00

	TOTAL
	7,339.70
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XI.	ANEXO: MATRÍZ DE CONSISTENCIA
	Interrogantes específicas
	Hipótesis especificas
	Objetivos específicos
	Variables
	Indicadores
	Métodos
	Prueba Estadística 

	¿Las plantas medicinales tendrán efecto antibiótico in vitro, frente a bacterias causantes de mastitis bovina? 






























¿El preparado propuesto, tendra efecto antibacteriano?

	El extracto etanólico de la Muña (Minthostachys mollis), Ayazapatilla (Ayac zapatilla), Canchalagua (Schkuhria pinnata) y Wira wira (Gnaphalium vira vira) tiene efecto antibiotico in vitro, frente a bacterias causantes de mastitis bovina..


El producto a base de extracto etanólico de una de las plantas, Muña (Minthostachys mollis), Ayazapatilla (Ayac zapatilla), Canchalagua (Schkuhria pinnata) o Wira wira (Gnaphalium vira vira) tiene efecto antibiotico in vitro frente a bacterias causantes de mastitis bovina.

	Determinar la efectividad antibiotica in vitro de la Muña (Minthostachys mollis), Ayazapatilla (Ayac zapatilla), Canchalagua (Schkuhria pinnata) y Wira wira (Gnaphalium vira vira), frente a bacterias causantes de mastitis bovina.




Determinar la actividad antibiotica in vitro del producto  alternativo a base del extracto etanolico de Muña (Minthostachys mollis), Ayazapatilla (Ayac zapatilla), Canchalagua (Schkuhria pinnata) o Wira wira (Gnaphalium vira vira), frente a bacterias causantes de mastitis bovina.

	Efectividad antibacteriana frente a los patógenos causantes de mastitis bovina





























Efectividad antibacteriana frente a los patógenos causantes de mastitis bovina














	Tamaño de halo.

































Tamaño de halo.
	Difusión en Agar.

































Difusión en Agar.
	Prueba de ANOVA, prueba de Tukey, Prueba de T Student. 





























Prueba de ANOVA, prueba de Tukey, Prueba de T Student.
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