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RESUMEN

La mastitis bovina, ocasionada principalmente por Staphylococcus aureus, compromete
la integridad del tejido mamario, disminuye las propiedades y volumen de produccion
lactea, lo que conlleva pérdidas econdmicas en la ganaderia lechera debido a los costos
de tratamientos, la menor productividad y el descarte de animales. La creciente resistencia
de S. aureus a los antibioticos complica su manejo, aumentando la necesidad de
alternativas sostenibles. Esta investigacion evalud el potencial inhibitorio de extractos de
Eucalyptus globulus (eucalipto) y Salvia rosmarinus (romero) como alternativas para el
control de esta patologia. A través de un Disefio Completamente al Azar (DCA) con 18
unidades experimentales por planta (6 tratamientos: 500, 250, 125, 62.5 y 31.25 mg/mL,
junto con un control positivo de Shotapen), con 3 repeticiones cada uno. Se trabaj6 con
cepas de S. aureus (1.5x10"8 UFC/mL) provenientes de muestras de leche de vacas
infectadas. La inhibicién del crecimiento bacteriano se midié por espectrofotometria
después de 18 horas, analizandose con ANOVA y Tukey (a = 0.05). Los extractos de E.
globulus y S. rosmarinus a 500 mg/mL inhibieron el 84.2% y 76.1% del crecimiento
bacteriano, respectivamente. Este efecto se atribuye a compuestos bioactivos como el 1,8-
cineol y el &cido carnosico. Estos hallazgos destacan el potencial de ambos extractos
vegetales como alternativas para reducir la carga bacteriana y contrarrestar la resistencia
antimicrobiana en el manejo de mastitis bovina, contribuyendo a un manejo mas
responsable.

Palabras clave: Salvia rosmarinus, Eucalyptus globulus, Staphylococcus aureus,
actividad antimicrobiana, resistencia antimicrobiana, mastitis bovina, extractos vegetales.
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ABSTRACT

Bovine mastitis, primarily caused by Staphylococcus aureus, impairs udder health, milk
quality, and yield, leading to economic losses in dairy farming due to treatment costs,
reduced productivity, and animal culling. The increasing antimicrobial resistance of S.
aureus to conventional antibiotics necessitates sustainable treatment alternatives. This
study assessed the antimicrobial efficacy of Eucalyptus globulus and Salvia rosmarinus
extracts for mastitis control. A completely randomized design was employed, with 18
experimental units per plant (6 concentrations: 500, 250, 125, 62.5, 31.25 mg/mL, and a
positive control, Shotapen antibiotic), each with three replicates. S. aureus strains (Se
trabajo con cepas de S. aureus (1.5x10"8 CFU/mL) from mastitis-affected milk were
tested, with bacterial growth inhibition measured by spectrophotometry after 18 hours
and analyzed using ANOVA and Tukey’s test (a = 0.05). At 500 mg/mL, E. globulus and
S. rosmarinus extracts inhibited 84.2% and 76.1% of bacterial growth, respectively, due
to bioactive compounds like 1,8-cineole and carnosic acid. These findings underscore the
potential of these extracts as natural alternatives to reduce bacterial load and address
antimicrobial resistance in bovine mastitis management, supporting sustainable dairy
practices.

Keywords: Salvia rosmarinus, Eucalyptus globulus, Staphylococcus aureus,
antimicrobial activity, antimicrobial resistance, bovine mastitis, plant extracts.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El sector lacteo mundial afronta un desafio sanitario y costoso debido a la mastitis
bovina, una patologia inflamatoria de la glandula mamaria cuyo principal agente causal
es Staphylococcus aureus (Cremonesi et al., 2018). Esta enfermedad compromete el
rendimiento productivo, las propiedades nutricionales de la leche y afecta las condiciones
de vida del ganado (Ruegg, 2017). En Ecuador, su prevalencia alcanza el 74.7% en hatos
lecheros, con pérdidas econdmicas de hasta $2,949.8 por explotacion, asociadas a
disminuciones del 10-45% en produccion, 2-5% en contenido graso y hasta 10% en
caseina, ademéas de dafios en el tejido mamario (He et al., 2020; Vayas, 2021). La
resistencia antimicrobiana de S. aureus, con un 36.8% de cepas resistentes a penicilina y
un 70% de reduccion en la eficacia de tratamiento debido a la formacion de biofilms,
problematica exacerbada por la administracion indiscriminada de antibiéticos (Sharma et
al., 2024; Molineri et al., 2021).

El desarrollo de alternativas terapéuticas naturales es crucial para contrarrestar la
resistencia antimicrobiana y promover un manejo sostenible de la mastitis bovina.
Extractos de Eucalyptus globulus y Salvia rosmarinus, con compuestos activos como 1,8-
cineol y &cido carndsiso, han mostrado potencial antimicrobiano al afectar la membrana
celulary los biofilms de S. aureus (Cimanga et al., 2019; Ojeda et al., 2013). Sin embargo,
la evidencia sobre su eficacia contra cepas aisladas de mastitis bovina es limitada,
subrayando la necesidad de investigaciones que validen su aplicacién como alternativas

0 complementos a los antibiéticos.

La investigacion analizé la capacidad inhibitoria de extractos obtenidos con etanol
de E. globulus y S. rosmarinus contra cepas de S. aureus de origen bovino con diagndstico
de mastitis, comparandolos con un antibiotico comercial (Shotapen), para consolidar su

potencial como alternativas terapéuticas naturales.

El estudio se desarroll6 con hojas de E. globulus y S. rosmarinus recolectadas en
la zona de El Angel, ubicada en la provincia del Carchi, se procesaron mediante
maceracion dinamica y concentracion en rotavapor para obtener extractos etanélicos que

preserven sus compuestos bioactivos como 1,8-cineol y acido carndsico. Se implemento
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un esquema de Disefio Completamente al Azar (DCA) que incluyd 6 tratamientos
(concentraciones de 31.25 a 500 mg/mL y un control positivo con Shotapen) y 3
repeticiones, totalizando 18 unidades experimentales por planta. Las bacterias de S.
aureus utilizadas fueron obtenidas de muestras de leche con diagndstico positivo de
mastitis, confirmado mediante la prueba de California Mastitis Test (CMT), su
identificacion se realizd6 mediante Tincion diferencial de Gram, pruebas bioquimicas
(coagulasay catalasa) y secuenciacion del gen 16S. La inhibicidn bacteriana se midi6 por
espectrofotometria a 625 nm en ensayos de microdilucion en caldo, calculando el
porcentaje de inhibicion y crecimiento bacteriano. Los datos obtenidos fueron procesados
mediante ANOVA, prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, complementando con anélisis
de comparacion multiple de Tukey al 5% usando XLSTAT.

Los extractos de E. globulus y S. rosmarinus inhibieron significativamente el
crecimiento de S. aureus, alcanzando una eficacia méxima de 83.93% y 75.68% a 500
mg/mL, respectivamente, frente al 91.44% del antibi6tico. El andlisis de susceptibilidad
determind que los valores de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) oscilaban entre

31.25 a 500 mg/mL, evidenciando una relacion dosis-respuesta.

Se concluydé que los extractos de E. globulus y S. rosmarinus demostraron
actividad antimicrobiana prometedora contra S. aureus de mastitis bovina, sugiriendo su
viabilidad como alternativas naturales para reducir la dependencia de antibioticos y
mitigar la resistencia bacteriana. Se recomienda optimizar los intervalos de evaluacion en
tiempos cortos para determinar su tiempo Optimo de reaplicacion, identificar la
contribucion especifica de cada principio activo con HPLC, evaluar su eficacia contra
cepas resistentes como MRSA vy alternar su uso con antibioticos para minimizar la

resistencia bacteriana.
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CAPITULO I

OBJETIVOS
2.1 Objetivo General

e Evaluar el efecto antibidtico de los extractos de las plantas medicinales
medicinales Romero (Salvia rosmarinus) y Eucalipto (Eucalyptus globulus) sobre
cepas de Staphylococcus aureus aisladas de bovinos con mastitis, en condiciones

de laboratorio.

2.2 Objetivos Especificos
e Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los extractos de Romero
(Salvia rosmarinus) y Eucalipto (Eucalyptus globulus) sobre cepas de

Staphylococcus aureus.

e Comparar la eficacia antibacteriana de los extractos de Romero y Eucalipto con

un tratamiento convencional sobre cepas de Staphylococcus aureus.

2.3 Hipotesis
e Hipotesis Alternativa: Los extractos de las plantas medicinales Romero (Salvia
rosmarinus) y Eucalipto (Eucalyptus globulus) tienen efecto antibi6tico sobre
cepas de Staphylococcus aureus aisladas de bovinos con mastitis en condiciones

de laboratorio.

e Hipdtesis Nula: Los extractos de las plantas medicinales Romero (Salvia
rosmarinus) y Eucalipto (Eucalyptus globulus) no tienen efecto antibiotico sobre
cepas de Staphylococcus aureus aisladas de bovinos con mastitis en condiciones

de laboratorio.
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CAPITULO 11l

ESTADO DEL ARTE
3.1 Mastitis Bovina

3.1.1 Etiologia e Impacto Productivo

La inflamacién mamaria en bovinos representa una reaccion patologica del tejido
glandular productor de leche ante la penetracion bacteriana por el canal del pezén
(Bujnakova & Karahutova, 2024). Entre los agentes etiol6gicos mas comunes que forman
parte de las bacterias Gram positivas se encuentran Staphylococcus aureus (responsables
de 30-40% de los casos) y Streptococcus agalactiae (10-15%), y bacterias Gram
negativas como Escherichia coli (5-10%), ademas de otros patdégenos como Klebsiella
spp. Yy Mycoplasma bovis, que ingresan a través del esfinter del pezén cuando superan las

defensas naturales de la ubre como leucocitos y lactoferrina (Cremonesi et al., 2018).

La inflamacion resultante es mediada por citocinas proinflamatorias que
incrementan la permeabilidad vascular, facilitando la llegada de neutréfilos y proteinas
plasmaticas al tejido afectado, esto provoca dafios a las células epiteliales secretoras,
reduciendo la produccion de leche entre un 20-50%, incrementa la concentracion de
células somaticas y modifica significativamente su composicién debido a la disfuncion
de la bomba de Na+/K+ ATPasa (Nobrega et al., 2018).

Segun estudios recientes, el 20% y 30% de las vacas lecheras presentan casos de
mastitis durante la lactancia (Bujiidkova & Karahutova, 2024). Derivando en la reduccion
productiva (10-25% en casos subclinicos, hasta el 50% en casos severos), descarte de
leche, costos veterinarios y aumento de 2.5 veces en riesgo de descarte prematuro; en

donde ademas la inocuidad del producto se ve comprometida (Ashraf & Imran, 2018).

La mastitis también tiene un impacto significativo en la salud animal, ya que la
inflamacidn crénica puede generar dafios irreversibles en la glandula mamaria, afectando
la longevidad productiva de las vacas, y asi la respuesta inmune local puede exacerbar el
dafio tisular si no se controla adecuadamente, subrayando la importancia de un

diagnostico y control oportuno (Bedruddin, 2023).
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3.1.2 Factores de Riesgo

Entre sus principales agentes causales se clasifican en dos grupos
epidemioldgicos: patdgenos contagiosos y ambientales, entre los primeros destacan S.
aureus y S. agalactiae, responsables de la mayor parte de los cuadros de mastitis del tipo
contagioso, se transmiten fundamentalmente durante los procesos de ordefio a través de
equipos contaminados o manipulacion inadecuada, por otro lado, los patégenos
ambientales como E. coli y Klebsiella spp. proliferan en entornos con deficiente higiene,

siendo particularmente problematicos en vacas recién paridas (Jamali et al., 2018).

Existen ademas algunos microorganismos oportunistas como Pseudomonas
aeruginosa, levaduras y Prototheca spp. pueden provocar casos esporadicos de mastitis,
no obstante, en hatos con graves deficiencias de higiene, estos agentes tienen el potencial
de desencadenar brotes severos (Chakraborty et al., 2019). Estos agentes suelen ingresar
a través de tratamientos intramamarios mal aplicados o equipos contaminados, por lo que
su control requiere identificacion precisa mediante cultivos bacteriol6gicos o técnicas

moleculares para prevenir la resistencia antimicrobiana (Ashraf & Imran, 2018).

Entre los factores de manejo y ambiente, las précticas de ordefio inadecuadas se
establecen como variables significativas, considerando que los equipos mal
desinfectados, pezoneras contaminadas y falta de higiene en los operarios incrementan
hasta en un 60% la probabilidad de infeccion. (Zeryehun & Abera, 2017). EI ambiente
también juega un papel crucial, debido a que mantener camas himedas, acumulacion de
estiércol y areas de descanso sucias favorecen la proliferacion de bacterias ambientales
(Barkema et al., 2015).

Con respecto a los factores del huésped, la susceptibilidad a la mastitis varia segin
factores genéticos, edad y condicién fisioldgica, donde razas como Holstein que son
seleccionadas por alta produccion lactea son mas propensas a infecciones intramamarias

que razas como la Jersey (Jamali et al., 2018).

Las vacas multiparas presentan mayor riesgo debido a la dilatacion crénica del
conducto del pezén y dafios acumulativos en el parénquima mamario, siendo el periodo
de transicion de 3 semanas antes y después del parto es critico debido a la
inmunosupresion fisiologica y el balance energético negativo, en donde ademas
deficiencias nutricionales en selenio y vitaminas A 'y E comprometen la respuesta inmune,

facilitando la colonizacion bacteriana (Wheeler et al., 2012).
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3.1.3 Diagnostico y Clasificacion

La mastitis clinica presenta un espectro de severidad claramente diferenciable en
tres categorias. El grado I se considera leve, limitandose a alteraciones en la composicion
lactea, destacando la aparicion de coagulos, fibras o cambios en la coloracion, sin
evidencia de inflamacion mamaria, en el grado I, se combinan estas anomalias lacteas
con signos locales marcados como edemas, hipertermia, dolor a la palpacion y eritema en
el cuarto afectado, finalmente, en casos graves como grado I11, se refleja sintomatologia
sistémica pronunciada, incluyendo hipertermia (>39.5°C), taquicardia, deshidratacion,
anorexia y postracion, indicativos de posible sepsis (Karlsmose et al., 2013). La
distribucion epidemioldgica muestra que, en promedio, el 65% de los casos corresponden
a las formas leves/moderadas, mientras solo 7% alcanzan gravedad (Zeryehun & Abera,
2017).

La mastitis subclinica es una variante asintomatica, considerada como el mayor
desafio diagnostico en hatos lecheros debido a que su identificacion requiere métodos
especializados, como el recuento de células somaticas [RCS] (>200,000 células/mL) y la
alcalinizacion lactea (pH >6.8) (L6pez, 2022). Estudios demuestran su alta prevalencia,
presentando un 40% de incidencia en hatos sin control, ademas, su impacto es silencioso,
reduciendo un 15-25% en produccion lactea (1-3 kg/vaca/dia) (Wheeler et al., 2012). La
prueba CMT se establece como herramienta fundamental para su diagnéstico temprano,
mostrando un 92% de sensibilidad cuando el RCS supera 400,000 células/ml (Rossi et
al., 2018).

La mastitis cronica conduce a cambios histopatologicos definitivos, produciendo
fibrosis glandular, atrofia alveolar y pérdida de parénquima funcional (Ashraf & Imran,
2018). Estos cuadros se asocian a RCS persistentemente elevados (>500,000 células/mL)
y formacidn de biofilms bacterianos que reducen la eficacia antibi6tica al 30%, en donde
particularmente las cepas de S. aureus productoras de beta-lactamasas desarrollan
resistencia en el 65% de los casos cronicos, explicando las altas tasas de descarte (Jamali
etal., 2018).

Su diagnostico requiere un enfoque que aplique una evaluacién clinica, analisis
de laboratorio y tecnologias avanzadas, empleando un sistema de puntuacion de la
inflamacion mamaria, técnicas de termografia infrarroja para detectar alteraciones en los
patrones de temperatura y ultrasonografia para evaluar la integridad del tejido glandular

(Rossi et al., 2018). Con respecto al analisis lacteo el RCS se recomienda medir
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biomarcadores especificos como la lactoferrina y la N-acetil-p-D-glucosaminidasa para
determinar el dafio epitelial, en donde también es necesario incorporar en conjunto
metodologias de biologia molecular, destacando la PCR multiplex que permite identificar
simultaneamente patdgenos como S. aureus, S. agalactiae y E. coli para establecer

patrones de resistencia y seleccionar terapias dirigidas (Ruegg, 2017).

3.1.4 Prevalencia e Incidencia en Ecuador

Instituto Nacional de Estadistica y Censos [INEC] (2024), mediante el analisis
realizado por ESPAC, en 2023 la produccion lactea nacional registra un volumen total de
5.5 millones de litros, representando la region Sierra el 77.7% de la produccién, la Costa
con 18.3% y la Amazonia con 4%, en donde en promedio una vaca en la Sierra presenta
un rendimiento de 7.7 litros/vaca, reportandose en ese afio un total de 841,529 cabezas

ordefadas.

Un estudio realizado en la zona de El Chaco, ubicado en la provincia de Napo,
Espinoza & Mier (2013) evaltan 174 producciones lecheras mediante el test de CMT,
analizando 5490 cuartos mamarios de 1485 vacas, reflejan una tasa de afectacion de
mastitis del 49.98% en los cuartos positivos al test, con 1183 animales afectados, en donde

la incidencia de S. aureus es de 12.80%.

En Manabi, un estudio realizado por Avellan et al. (2019) analizaron la incidencia
de casos subclinicos de mastitis en 280 bovinos durante seis meses, mediante CMT,
estableciendo que la prevalencia fue de 38.57%, afectando principalmente al 93.52% de
vacas multiparas en los primeros 100 dias de lactancia, este elevado porcentaje se atribuye

a las malas practicas de ordefio.

En Carchi, provincia reconocida debido a su produccion diaria de 4,751,697 litros
de leche, la mastitis representa un desafio significativo con pérdidas anuales del 4.73%,
en donde se evaluaron fincas de los cantones de Tulcan, Huaca y Montdfar, reportandose
una incidencia de mastitis del 32%, lo que resalta la urgencia de implementar medidas de

control més efectivas para mitigar las pérdidas econémicas (Chamorro, 2023).

En Imbabura, Mora (2023) analiza ocho haciendas que excedian los parametros
establecidos en la norma técnica ecuatoriana para indicadores de calidad, especificamente
en RCS y carga bacteriana (UFC). Mediante pruebas CMT, se determina una incidencia
de mastitis del 83.3% con S. aureus identificado como agente causal principal a través de

pruebas microbiologicas.
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3.1.5 Impacto Econémico

La mastitis bovina constituye un problema econémico significativo para las fincas
lecheras. En Ecuador, Bravo et al. (2024) reportan una incidencia de mastitis subclinica
y clinica del 49.42% en los Rios, con pérdidas promedio de $127.05 por vaca, mientras
que Vayas (2021) estima $2625.43 por ganaderia en Chimborazo (2014-2016) debido a

reduccion de volumen, costos de tratamiento y el descarte de vacas de alto valor genético.

A nivel internacional, Bruno et al. (2024) demuestran que el tratamiento de
mastitis clinica con ceftiofur refleja costos de tratamiento por caso de $343 y los casos no
tratados presentan costos de $550, subrayando la necesidad de implementar
intervenciones tempranas y eficaces para mitigar las pérdidas econdémicas. En el caso de
Puerto et al. (2021), cuantifico las consecuencias productivas y financieras de vacas
Holstein, sefialando pérdidas productivas entre 382-989 kg y caidas de $228 y $470 por

vaca en ganado Holstein, con reducciones de utilidad bruta de $516-$722.

Rodriguez et al. (2024) evaltan el uso de nisina como tratamiento en vacas en la
primera semana de lactancia, determinando que el costo medio de un caso subclinico fue
de $170 y de un caso clinico de $521, sin embargo, la nisina genera un beneficio
economico promedio de $19 por caso positivo para CMT, siendo rentable en el 93 % de
los casos analizados, lo que resalta el potencial de alternativas innovadoras para un

manejo mas eficiente de la enfermedad.

En el caso de China, He et al. (2020) reportan que los casos de mastitis clinica
ocasionan pérdidas mensuales por granja entre $12,000 y $76,000, influenciadas por la
prevalencia, el tiempo de tratamiento y la produccién diaria de leche. Por otra parte,
dentro de sistemas de produccidn finlandeses, Heikkila et al. (2012) estiman costos de
mastitis clinica de $223 a $1076.42 por vaca, dependiendo de la dase de lactancia y las
decisiones de sacrificio prematuro, que incrementan los costos en un 28%, representando

aproximadamente el 20% de las pérdidas totales.

Estos estudios evidencian las consecuencias financieras directas que la mastitis
bovina genera en sistemas de produccién lechera y su rentabilidad, subrayando el papel
de S. aureus debido a su capacidad de adaptacion y persistencia en los hatos lecheros
gracias a su habilidad para formar biofilms, convirtiéndolo en agente causal de especial

preocupacion (Azwanida, 2015).
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3.2 Staphylococcus aureus como Agente Causal

3.2.1 Rol en Casos de Mastitis Bovina

S. aureus forma parte del grupo de bacterias Gram positivas, siendo su reservorio
optimo la glandula mamaria afectada, generando mastitis tanto de forma clinica como
subclinica, debido a la produccion de toxinas y enzimas que dafian de manera irreversible
al tejido mamario (Cheng & Han, 2020). Esta capacidad patogénica manifiesta su

relevancia como agente causal.

Investigaciones demuestran una elevada prevalencia de S. aureus en mastitis
clinica, con tasas que oscilan entre el 42.9% y 74%, variando notablemente de acuerdo a
los entornos de tratamiento, factores ambientales y metodologias de diagndstico, ya que,
esta bacteria ademas de transmitirse facilmente durante el ordefio, también cuenta con
varios genes de virulencia, entre ellos el gen hla (hemolisina alfa) se encuentra en el
49.09% al 100% de los aislados, hlb (hemolisina beta) en el 60% al 84.9%, y blaZ (beta-
lactamasa) en el 92.73% de las cepas que le permiten fijarse, penetrar y deteriorar el tejido

mamario, dificultando su control y erradicacion (Islam et al., 2025).

Es alarmante el nimero de cepas de S. aureus con perfiles de resistencia
antimicrobiana, dado que, en estudios recientes, hasta el 64% de cepas aisladas
manifestaron multirresistencia, y mas del 20% portan el determinante genético mecA,
encargado de codificar la proteina PBP2 y conferir resistencia a antibidticos beta-
lactdmicos, incluyendo meticilina y otros antimicrobianos de amplio espectro,
constituyendo un riesgo critico para la sanidad animal y publica, ya que las cepas
portadoras de este gen presentan opciones terapéuticas limitadas y mayor persistencia en
el hospedero (Monistero et al., 2018).

El abordaje terapéutico convencional para los casos de mastitis por S. aureus se
fundamenta en emplear antibidticos como B-lactamicos, macrélidos y tetraciclinas, pero
su eficacia se ve afectada por cepas multirresistentes capaces de formar biofilms, las
cuales intervienen como barreras que impiden la penetracion de antibiéticos, conduciendo
a que el huésped presenta infecciones crénicas que requieran tratamientos prolongados
(Azmi et al., 2019).

La presencia de cepas de de S. aureus resistentes a meticilina presenta una
amenaza significativa debido a la posibilidad de transmision zoonética, aunque la

deteccion del gen mecA es un marcador clave para su identificacion, ademas, existen
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cepas que muestran resistencia sin portar este gen, lo que dificulta su diagnostico y
tratamiento, siendo fundamental ajustar métodos fenotipicos y genotipicos para un
diagndstico puntual (Tesfaye et al., 2021). Estos hallazgos resaltan la urgencia de
promover estrategias que optimicen el uso de antibioticos y fomenten el desarrollo de

terapias innovadoras para el control eficaz de la mastitis bovina.

3.2.2 Mecanismos de Patogenicidad y Colonizacion Croénica

S. aureus es responsable de aproximadamente el 20-40% de los casos de mastitis
contagiosa en hatos lecheros, debido a su capacidad para colonizar la glandula mamaria
y establecer infecciones persistentes (Monistero et al., 2018). La colonizacion comienza
con la invasion del canal del pezdn, donde las cepas patdgenas aprovechan micro lesiones
para adherirse al epitelio mediante proteinas de superficie especializadas, incluyendo la
adhesion FnbA (fibronectina de union A) y el factor de unién CIfA (proteina de union al
fibrindgeno A) (Oliver & Murinda, 2012).

Estudios han identificado que el 70% de los aislamientos bacterianos obtenidos
de casos de mastitis bovina portan genes de adhesion como fnbA y cIfA, lo que facilita
infecciones cronicas (Zaatout et al., 2020). Estas proteinas promueven la formacion de
biofilms en 48-72 horas, estructuras que reducen la eficacia de los antibidticos en un 60—
80% al proteger a las bacterias tanto del sistema inmunitario como la penetracion de los

antimicrobianos (Scherr et al., 2014).

La formacion de biofilms es un mecanismo critico de patogenicidad, ya que crea
un microambiente que limita la penetracion del antibidtico y la accion inmune (Argudo
et al., 2019). Estudios muestran que los biofilms de S. aureus en mastitis bovina
disminuyen la eficacia de antibiéticos como la penicilina en un 50-70%, contribuyendo

a que el 25-35% de las infecciones evolucionen a mastitis crénica (Melchior et al., 2023).

La proteina A (SpA) de S. aureus se une a anticuerpos IgG, reduciendo la
opsonizacion en un 45% vy dificultando la fagocitosis por neutrofilos, mientras que su
regulacién negativa durante infecciones persistentes disminuye la visibilidad ante el
sistema inmune en un 55% (Foster et al., 2014). Ademas, S. aureus produce toxinas como
la a-hemolisina (Hla), que induce apoptosis en neutréfilos y células epiteliales mamarias,
permitiendo la internalizacion bacteriana en nichos intracelulares donde puede persistir

durante semanas (Fraunholz & Sinha, 2012).
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La internalizacion en células epiteliales mamarias, observada en el 40% de las
cepas clinicas, esta asociada con recidivas pos tratamiento, ya que las bacterias evaden
los antibidticos intracelularmente, esta capacidad se ha relacionado con tasas de

recurrencia del 30% en mastitis tratada (Argudo et al., 2019).

Las enterotoxinas termoestables (SEA-SEE), presentes en el 20% de las cepas de
mastitis bovina, contribuyen al dafio tisular y representan un riesgo para la seguridad
alimentaria al resistir la pasteurizacion, afectando potencialmente las propiedades
sanitarias de los derivados lacteos (Argudin et al., 2010). La transicion a infecciones
cronicas genera fibrosis en el 60% de los alveolos mamarios afectados tras 4-6 semanas,
con atrofia irreversible del tejido secretor que reduce la produccidn lactea en un 25-45%
(Rainard et al., 2018).

Factores ambientales, como el estrés por calor, incrementan la susceptibilidad a la
mastitis en un 20% al suprimir la funcion de neutrofilos, mientras que précticas de ordefio

inadecuadas elevan las tasas de nuevas infecciones en un 35% (Fraunholz & Sinha, 2012).

El tratamiento incompleto con antibi6ticos (menos de 5 dias) esta asociado con
una tasa de recaida del 40%, exacerbando la persistencia bacteriana (Roy & Keefe, 2012).
El 75% de las cepas bovinas portan el gen aur, que codifica la aureolisina, una proteasa

que facilita la invasion tisular al degradar proteinas del huésped (Pietrocola et al., 2017).

La prevalencia de cepas resistentes a meticilina (MRSA), particularmente del
linaje CC398, alcanza el 10-20% en Europa, mostrando resistencia a [3-lactdmicos y
tetraciclinas, lo que complica el tratamiento (Crombé et al., 2013). Estrategias
innovadoras, como vacunas multivalentes dirigidas contra antigenos como CIfA y Hla,
han reducido la persistencia bacteriana en un 50% en ensayos de campo, ofreciendo una

opcidn terapéutica viable para el manejo integral de mastitis (Argudo et al., 2019).

3.2.3 Resistencia Antimicrobiana

Se considera a S. aureus como patdgeno de gran relevancia para la salud global
por su destacable habilidad de generar resistencia frente a mdltiples agentes
antimicrobianos, utilizando proteinas de adhesion de la matriz extracelular (MSCRAMM)
para adherirse a tejidos y formar biofilms, lo que facilita la colonizacion y la resistencia

a tratamientos (Pietrocola et al., 2017).

26



Las proteinas MSCRAMM, como CIfA y FnbA, permiten una adhesion inicial
que promueve la formacion de biofilms, reduciendo la eficacia de los antibi6ticos en un
60-80% (Otto, 2013). Los patrones de resistencia varian segun factores geogréficos y
epidemioldgicos, destacando la necesidad de monitoreo constante de la susceptibilidad
antimicrobiana (Oliver & Murinda, 2012).

Las cepas de MRSA representan una amenaza significativa debido a su resistencia
a antibidticos como meticilina y penicilina, ya que, en hospitales de América Latina, las
cepas de MRSA muestran prevalencias de resistencia del 40-70%, con perfiles
especificos para cepas hospitalarias (HA-MRSA), comunitarias (CA-MRSA) y asociadas
a animales (LA-MRSA) (Guzméan-Blanco et al., 2014).

En mastitis bovina, S. aureus esta presente en aproximadamente el 25-35% de los
casos, siendo dificil de erradicar debido a su alta resistencia antimicrobiana. Estudios en
Ameérica Latina reportan resistencias a penicilina (70-85%), eritromicina (15-25%) y
tetraciclina (10-20%) en cepas aisladas de mastitis bovina (Poutrel et al., 2018; Craft et
al., 2019). En México, las cepas muestran resistencia a penicilina en un 60% y a
amoxicilina con &cido clavulanico en un 25%, reflejando la presién selectiva en entornos

ganaderos (Miranda et al., 2015).

En aislamientos de granjas en México, los biofilms reducen la eficacia de los
antibidticos en un 50-70%, favoreciendo la persistencia bacteriana en infecciones
intramamarias (Toledo et al., 2021). Cepas de mastitis subclinica en cuartos mamarios
son mas susceptibles a antibidticos (65-75%) que las aisladas de leche de tanque (50—

60%), lo que indica una mayor presion selectiva en cepas ambientales (Ruegg, 2017).

El perfil gendmico de estos aislamientos confirma la circulacion de determinantes
de resistencia, inckuyendo los genes mecA, tetK, tetM, gyrA y gyrB en cepas de mastitis

bovina en México evidencia la complejidad genética del problema (Miranda et al., 2015).

La resistencia antimicrobiana incrementa los costos de tratamiento, la duracion de
las infecciones y el riesgo de mortalidad en entornos ganaderos. Estudios estiman que las
infecciones por S. aureus resistente aumentan los costos de tratamiento debido a la

necesidad de terapias prolongadas y alternativas (Barkema et al., 2015).
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3.3 Uso de Alternativas Naturales

3.3.1 Fundamento del Uso de Alternativas Naturales

Ciertas especies vegetales poseen potencial terapéutico debido a su contenido de
metabolitos secundarios bioactivos con propiedades farmacoldgicas beneficiosas para el
bienestar tanto de humanos como de animales (Paz et al., 2018). Los avances en estudios
empiricos han impulsado la investigacion de estos metabolitos bioactivos, fomentando el
desarrollo de nuevos agentes terapéuticos derivados de plantas medicinales (Bardales et
al., 2020).

Las plantas sintetizan metabolitos primarios, como aminoécidos, lipidos, glucidos
y acidos organicos, esenciales para su crecimiento y procesos fisioldgicos basicos, en
contraste, los metabolitos secundarios, que constituyen menos del 10% de la biomasa
vegetal, cumplen funciones defensivas, produciendo compuestos con propiedades
organolépticas o tdxicas que protegen contra herbivoros, patdégenos y competencia
interespecifica (Tian et al., 2018).

Por ejemplo, los terpenos, presentes en aproximadamente el 65% de las plantas
medicinales, han inhibido el crecimiento de patégenos como E. coli y Clostridium
perfringens en un 85-90% en ensayos in vitro, mientras que los alcaloides muestran una

eficacia del 70% contra parasitos intestinales en animales (Wink, 2015).

Desde la antigiiedad, las plantas medicinales han sido una herramienta clave para
tratar enfermedades, con un estimado del 35% de las 422,000 especies vegetales
mundiales utilizadas con fines terapéuticos, segun registros etnobotanicos globales
(Razzok et al., 2025). En regiones en desarrollo, el 75% de las comunidades rurales
dependen de la fitoterapia como primera linea de tratamiento para humanos y animales,
debido a su accesibilidad y costos hasta un 80% menores que los farmacos sintéticos (Paz
etal., 2018).

En el sector ganadero, la fitoterapia se ha consolidado como una alternativa
valiosa para aprovechar los principios activos de plantas medicinales, especialmente en
comunidades con acceso limitado a medicamentos convencionales, por ejemplo, en
comunidades andinas, infusiones de Mentha piperita han reducido la incidencia de

diarreas en terneros en un 42%, mientras que extractos acuosos de Ruta chalepensis han
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logrado una tasa de recuperacion del 87% en casos de carbunco sintomatico en bovinos

tras aplicaciones topicas (Bardales et al., 2020).

3.3.2 Aplicacidn de Alternativas Naturales en el Tratamiento Animal

Numerosos estudios respaldan el uso de extractos vegetales como alternativas en
el tratamiento animal, en Argentina, en la provincia de Catamarca evaluaron especies
como Allium sativum L. que al ser macerada y administrada de forma oral ha demostrado
éxito para el tratamiento de parasitos intestinales, reduciendo la incidencia de diarreas; la
aplicacion de Baccharis coridifolia determind su efectividad para el control de

ectoparasitos en aves de produccion (Martinez & Jiménez, 2017).

En México, se identificaron al menos 20 especies medicinales utilizadas en el
tratamiento animal, como es el caso de Artemisa absinthium L., empleada para afecciones
gastrointestinales relacionadas con pardsitos internos, destacando su actividad in vitro
contra S. aureus y Candida albicans; otro ejemplo destacado en este estudio es la
aplicacion de extractos metandlicos y aceites esenciales de Ocimum basilicum L frente

bacterias como E.coli y S. aureus (Uriostegui, 2015).

Investigadores de la Universidad Autonoma de Nueva Ledn de México, evalué la
suplementacion con aceite de orégano en la dieta de cabras lecheras, reflejandose una
reduccion de hasta un 65% en las emisiones de metano durante la fermentacion ruminal
y un aumento del 15% la concentracion de acidos grasos volatiles, compuestos esenciales

para la sintesis lactea y el crecimiento animal (Lopez, 2022).

En cuanto a aplicaciones etnoboténicas, se ha documentado el uso tradicional de
plantas como Salvia rosmarinus y Eucalyptus globulus en infecciones animales, en el
caso de E. globulus al demostrar su capacidad antifungica ante Candida albicans, con una
inhibicidn de crecimiento del 90% (Mena Zablah, 2018).

Por su parte, S. rosmarinus reportd halos de inhibicion de 23 mm contra E. coli y
una CMI de 2 mg/mL contra Clostridium perfringens, patégeno relevante en infecciones
gastrointestinales animales (Veenstra et al., 2021), consolidandolas como candidatas

prometedoras para el desarrollo de tratamientos naturales en el sector ganadero.
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3.4 Potencial Terapéutico de Eucalyptus globulus y Salvia rosmarinus

3.4.1 Propiedades Medicinales de Eucalyptus globulus
Figura 1.

Eucalyptus globulus.

Nota. Adaptado de iNaturalistEc (2014).

Eucalyptus globulus, denominado popularmente como eucalipto, es un arbol
utilizado histéricamente en sistemas meédicos ancestrales debido a sus mdultiples
aplicaciones terapéuticas, diversas culturas han utilizado sus hojas y tallos para tratar
enfermedades respiratorias como bronquitis, asma, resfriados y congestion nasal,
aplicandose de manera empirica a través de infusiones, vapores, compresas o preparado
especialmente como aceite esencial al poseer capacidad antimicrobiana para atravesar la

membrana celular de bacterias (Wu et al., 2024).

También ha sido aplicado como antiinflamatorio y como analgésico,
demostrandose mediante un andlisis fitoquimico que E. globulus contiene monoterpenos,
glucdsidos cianogénicos y triterpenos, los cuales son los encargados de la produccion de
citoquinas inflamatorias, relacionado también con el proceso de melanogénesis y la
formacion de radicales libres; aplicandose bafios medicinales para tratar enfermedades de
la piel (Almas et al., 2021).

Tras la caracterizacion de E. globulus mediante cromatografia gaseosa acoplada a
espectrometria de masa se determind que su componente principal es 1,8-cineol con un

86,1%, entre sus otros componentes se determind la presencia de o-cimene con 4,9%, o-
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pineno con 3,8 %, y-terpineno con 2,2 % y a-terpineno con 1,6 %; siendo una mezcla
compleja de monoterpenos, destacando fenoles aromaticos, Oxidos terpénicos, ésteres,
éteres, alcoholes, aldehidos, cetonas y otros terpenos como el limoneno (Kacaniova et al.,
2024).

Estudios han demostrado que 1,8-cineol exhibe propiedades antimicrobianas
efectivas contra diversos microorganismos patdgenos, incluyendo bacterias Gram
positivas y Gram negativas, asi como accion inhibitoria frente a hongos y virus,
considerandose como un potencial tratamiento que ha presentado sinergia con
antibidticos convencionales como penicilina o gentamicina, en donde gracias a su
capacidad para permeabilizar la membrana celular se han obtenido resultados positivos

contra Salmonella (Hoch et al., 2023).

Al evaluarse contra bacterias resistentes a la meticilina como S. aureus se
determind que los floroglucinoles presentes en E. globulus inhiben el crecimiento
bacteriano al actuar sobre la membrana celular bacteriana, dificultando su capacidad para
formar biofilms, ademas, se aplicd en heridas de ratos, demostrando que su aplicacion
acelera la cicatrizacion, por lo que deberia aprovecharse como una alternativa eficaz y

sostenible para combatir la resistencia antimicrobiana (Jiang et al., 2025).

3.4.2 Mecanismo de Accién del Principio Activo: 1-8, cineol

El 1,8-cineol, también conocido como eucaliptol, es un monoterpeno 6xido
presente en los extractos y aceites esenciales de E. globulus, que contribuye
significativamente a sus propiedades antibacterianas y antiinflamatorias (Kacaniova et
al., 2024). Su mecanismo de accion contra S. aureus se basa en la disrupcion de la
estructura membranosa bacteriana, proceso que incrementa la porosidad de la membrana,
causando la fuga de contenidos intracelulares y la pérdida de viabilidad celular (Cimanga
etal., 2019).

A nivel molecular, el 1,8-cineol inhibe enzimas bacterianas clave relacionadas con
la formacién de la pared celular, como aquellas involucradas en la biosintesis del
peptidoglicano, debilitando la integridad estructural de S. aureus y aumentando su

susceptibilidad a la lisis osmética (Hoch et al., 2023).

Un estudio reportdé que el 1,8-cineol a 0.25 mg/ml reduce la sintesis de
peptidoglicano en un 30%, comprometiendo la estabilidad de la pared celular (Li et al.,

2015). Ademas, este compuesto induce estrés oxidativo al promover la formacion de

31



radicales libres de oxigeno (ROS), los cuales provocan alteraciones en el ADN vy las
proteinas bacterianas, conduciendo a la muerte celular. ElI dafio mediado por ROS
incremento la peroxidacion lipidica en un 25% en S. aureus expuesto a 1 mg/ml de 1,8-
cineol (Santos et al., 2018).

Los efectos antiinflamatorios del 1,8-cineol, aunque menos relevantes
directamente para su accion antibacteriana, complementan su potencial terapéutico al
modular la respuesta inmune del huésped, inhibiendo la via del factor nuclear kappa B
(NF-xB), disminuyendo la sintesis de mediadores inflamatorios entre un 50-70% en
cultivos celulares humanos, lo que podria mitigar la inflamacion asociada con infecciones
por S. aureus (Wu et al., 2024).

En aplicaciones respiratorias, el 1,8-cineol exhibe efectos mucoliticos vy
broncodilatadores, destacando su versatilidad al reducir la hipersecrecién de mucina en
un 30% en modelos de células bronquiales, facilitando potencialmente la eliminacion de
colonizaciones bacterianas en infecciones respiratorias, teniendo una rapida absorcion por
via inhalatoria al tener una biodisponibilidad del 95% en tejidos pulmonares (Sudhoff et
al., 2015).

3.4.3 Mecanismo de Accion de 1,8-Cineol Sobre S. aureus

La actividad antibacteriana del 1,8-cineol contra S. aureus, incluidas las cepas
MRSA, se centra principalmente en la disrupcion de la membrana celular bacteriana, al
integrarse en la bicapa lipidica y de esta forma alterar su fluidez y aumentar su

permeabilidad, provocando la fuga de iones y macromoléculas (Hoch et al., 2023).

Investigaciones han demostrado que el 1,8-cineol a 0.5% volumen/volumen
incrementa la permeabilidad de la membrana en un 50% en 1 hora, resultando en una
reduccion de 3 log en la viabilidad de S. aureus, esta disrupcién membranaria afecta el
potencial electroquimico, esencial para la produccién de ATP y la supervivencia celular
(Cimanga et al., 2019).

El 1,8-cineol también induce estrés oxidativo en S. aureus al promover la
acumulacion de ROS, superando las defensas antioxidantes de la bacteria (Santos et al.,
2018). Investigaciones documentaron un incremento del 35% en los niveles de ROS en
S. aureus expuesto a 1 mg/ml de 1,8-cineol, lo que lleva a la peroxidacion lipidica y dafio
al ADN, este dafio oxidativo amplifica la disrupcion inicial de la membrana,

contribuyendo a una muerte bacteriana rapida (Li et al., 2015).
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Ademas, cuenta con la capacidad de inhibir procesos metabdlicos clave, como la
sintesis de peptidoglicano y la replicacion del ADN, actuando sobre enzimas como MurA
y topoisomerasa |1, de esta forma reduciendo la integridad de la pared celular en un 25—

40% e inhibiendo la division bacteriana (Barbosa et al., 2016).

3.4.4 Propiedades Medicinales de Salvia rosmarinus

Figura 2.

Salvia rosmarinus.

Nota. Adaptado de iNaturalistEc (2022).

Planta aroméatica empleada ampliamente de forma terapéutica para el tratamiento
de resfriados, afecciones musculares como expectorante y para tratar erupciones cutaneas,
destacando especialmente por su actividad antibacteriana y anticancerigena,

considerandose esta planta como un potencial farmacologico (lvanova et al., 2025).

Estudios han demostrado que esta planta posee actividad antibacteriana contra
Salmonella, E.coli, S. aureus y también contra hongos como C. albicans, al generar
alteraciones estructurales en la envoltura celular microbiana mediante el aumento de su
permeabilidad, ademas, los estudios toxicolégicos determinaron que la dosis letal del
extracto debe ser superior a 2000 mg/kg de peso, justificando su potencial aplicacion en

el futuro como nueva alternativa (Castafio et al., 2010).

Romero contiene principalmente alcanfor con un valor del 33,61%, 1,8-cineol con

22,22% y a-tuyona con 21,43%, ademas de otros compuestos como canfeno y borneol,
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en estudios con células de higado de rata, el aceite no mostré efectos nocivos en
concentraciones bajas, pero causé dafio celular en dosis muy altas, sugiriendo que a pesar
de las excelentes propiedades del aceite como antioxidante, antiinflamatorio y de apoyo
a enfermedades neurodegenerativas, dosis elevadas pueden resultar toxicas,

especialmente para el higado (El Euch et al., 2019).

3.4.5 Mecanismo de Accion del Principio Activo: Acido Carnosico

El acido carnosico, un diterpeno fenolico abundante en S. rosmarinus, exhibe
propiedades antioxidantes y antibacterianas a través de mecanismos distintos (Birtic et
al., 2015). Su accién antioxidante principal implica la activacion de la via Keap1/Nrf2,
donde el acido carndsico alquila residuos de cisteina en Keapl, liberando Nrf2 para su
translocacion nuclear, esto induce la expresion de enzimas antioxidantes como la hemo
oxigenasa-1y la glutation S-transferasa, aumentando la capacidad antioxidante celular en

un 40-60% en modelos neuronales (Satoh et al., 2013).

En modelos de neurodegeneracion, el acido carndsico reduce la apoptosis
neuronal al inhibir la activacién de caspasa-3 en un 40%, protegiendo contra patologias
como Alzheimer y Parkinson (Ojeda et al., 2013). Su modulacion de la homeostasis del
calcio, reduciendo picos intracelulares en un 25%, refuerza su rol neuroprotector

(Hassanpour et al., 2025).

Aunque es conocido principalmente por su neuroproteccion, la actividad
antibacteriana del acido carndsico contra S. aureus complementa su perfil terapéutico,
sugiriendo aplicaciones duales en el manejo de infecciones e inflamacion (Vazquez et al.,
2016).

3.4.6 Mecanismo de Accion de Acido Carndsico Sobre S. aureus

El &cido carndsico manifiesta actividad antibacteriana contra S. aureus al provocar
una despolarizacion del potencial de membrana, esta disrupcion afecta la produccion de
ATP y el flujo de nutrientes, comprometiendo la supervivencia bacteriana (Ojeda et al.,
2013). La lipofilia del compuesto facilita su interaccion con la bicapa lipidica bacteriana,

aumentando la permeabilidad en un 25% (Moreno et al., 2015).

El acido carndésico inhibe bombas de eflujo, reduciendo la capacidad de S. aureus
para expulsar antibioticos (Nieto et al., 2018). Estudios muestran que disminuye la
actividad de bombas de eflujo en un 35%, potenciando la eficacia de la gentamicina en 3
veces contra MRSA (Vazquez et al., 2016).
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Su actividad antibiofilms es notable al reducir su biomasa, inhibiendo la
produccion de polisacaridos y el quorum sensing, en donde analisis microscopicos
revelan una reduccion del 40% en el grosor y densidad del biofilm, interrumpiendo la
capacidad de S. aureus para formar comunidades estructuradas (Satoh et al., 2013). Esto
es particularmente efectivo contra biofilms de MRSA, donde los antibioticos

convencionales suelen fallar (Birtic et al., 2015).

El efecto pro-oxidante del acido carndsico en bacterias, a diferencia de su rol
antioxidante en células eucariotas, incrementa los niveles de ROS en un 30%, superando
las defensas antioxidantes de S. aureus y causando dafio por peroxidacion lipidica y
proteinas (Ojeda et al., 2013). Su estabilidad quimica y resistencia a enzimas bacterianas
como las B-lactamasas lo convierten en un agente antimicrobiano prometedor, ya que su
capacidad para mantener actividad en presencia de proteinas séricas refuerza su potencial

terapéutico (Vazquez et al., 2016).
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS
4.1 Materiales

4.1.1 Maquinas

e Balanza electronica ADAM

e Autoclave N_BIOTECK

e Molino de cuchillas Retsch GM 200
e Incubadora N_BIOTECK

e Deshidratador MEMMERT

e Rotavapor R-210 BUCHI

e Espectrofotometro EPOCH BIOTEK
e Bomba de filtracion BIOBASE

4.1.2 Reactivos
e Etanol 99%

e Shotapen Virbac (Antibiotico)
e Mannitol Salt Agar BBL
e Nutrient Broth TMMedia

4.1.3 Material Bioldgico
e Eucalipto (Eucalyptus globulus)

e Romero (Salvia rosmarinus)
e Cepas de Staphylococcus aureus

4.1.4 Materiales de Laboratorio

e Placa de micro titulacion de 96 pocillos
e Cajas Petri de100 mm x 15 mm

e Tubos de ensayo de 10 mL
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e Mechero Bunsen

e Frascos Boeco de 1000 mL
e Embudo Buchner

e Pipeta de rango 0.5-10 pl

e Pipeta de 100 pl

Matraz Erlenmeyer de de 500 mL

4.2 Zona de Estudio
4.2.1 Fase de Campo

Se realizd6 la recoleccion de Eucalyptus globulus y Salvia rosmarinus,
denominadas cominmente como eucalipto y romero, respectivamente, como etapa inicial
para la obtencién de extractos de alta calidad. Se seleccionaron hojas sanas sin presencia
de ningln tipo de dafio o deterioro; posteriormente, fueron trasladadas al laboratorio bajo

condiciones controladas para evitar su degradacion (Billia et al., 2014).

El trabajo de campo se realizd en la parroquia EI Angel (cantdn Espejo, Carchi),

en las zonas georreferenciadas presentadas en la Figura 3.
Figura 3.

Distribucion Geogréfica del Area de Estudio en la Parroquia El Angel, canton Espejo
(Carchi, Ecuador).

g .
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PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR:
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IBARRA
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jvia rosmarimes ) Y EUCALIPTO (Encahyphes globulie /J
S 5 5
ESFECIES VEGRTALR E E TESIS | SOBRE CEPAS DE Staphylococcus awrews  AISLADAS
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pUCC o vezns

| __ASESOR _|PhD. RUBEN DEL TORO
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Salvia rosmarims

Nota. Adaptado de Google Maps (2025).

37



Ademas, las coordenadas geogréaficas de los sitios de recoleccion se detallaron en
la Tabla 1.

Tabla 1.

Coordenadas de Recoleccion de Cada Especie Vegetal.

Especie Latitud Longitud Altitud (msnm)
Eucalyptus globulus 0°61°08.127’N 77°,94°7.344°W 2,934.2858535 m
Salvia rosmarinus 0°61°18.248°N 77°94°5.887°W 2,940.1396708 m

Nota. Adaptado de Google Maps (2025).

4.2.2 Fase de Laboratorio
Las muestras vegetales obtenidas en campo fueron procesadas en las instalaciones
de los laboratorios de la Pontificia Universidad Cato6lica del Ecuador-lbarra, cuya

ubicacion se especifico en la Figura 4.
Figura 4.

Ubicacion Geogréfica de los Laboratorios de la PUCE-Ibarra (provincia de Imbabura,
Ecuador).

Mirador San”®
Miguel Arcangel

Nota. Adaptado de Google Maps (2025).
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4.3 Variables

4.3.1 Variable Independiente

Extractos etandlicos de Eucalyptus globulus y Salvia rosmarinus: Estas plantas
fueron seleccionadas por estudios previos que demostraron su actividad
antimicrobiana frente a cepas bacterianas, donde su disponibilidad local en la
region del Carchi y su relevancia medicinal justificaron su inclusion (de Oliveira
etal., 2019).

Cepas de S. aureus: Seleccionadas como modelo bacteriano por ser el principal
agente causal de mastitis bovina, con alta prevalencia y resistencia a antibioticos
(Ruegg, 2017).

4.3.2 Variable Dependiente

Porcentaje inhibicion bacteriana: Se determiné midiendo los cambios en la
densidad optica (DO) a 625 nm en ensayos de microdilucion en caldo, en ausencia
de extractos vegetales a las 18 horas para evaluar el comportamiento de la cepa
sin intervencion de los extractos vegetales. De esta forma se establecié la curva
de crecimiento estdndar de S. aureus mediante un espectrofotdmetro de
microplacas (Elshikh et al., 2016).

Porcentaje crecimiento bacteriano: Se calculd evaluando la disminucion de
crecimiento de S. aureus bajo la influencia de extractos etanolicos de E. globulus
y S. rosmarinus en concentraciones que variaron de 31.25 mg/mL a 500 mg/mL,
las diluciones seriadas se aplicaron en microplacas de 96 pocillos, y después de
18 horas de incubacion, se determind la inhibicion comparando la ausencia de
crecimiento visible con un control positivo (antibidtico), utilizando mediciones de
densidad éptica (Balouiri et al., 2016).

4.4 Analisis Estadistico

4.4.1 Disenio Experimental

El estudio empled un Disefio Completamente al Azar (DCA) para evaluar las

variables de interés de forma independiente en cada planta (E. globulus y S. rosmarinus).

Cada planta se analizé por separado, con su propio conjunto de unidades experimentales,

garantizando la independencia de los efectos.

39



Este disefio fue seleccionado porque es ampliamente empleado en ensayos in vitro
de actividad antimicrobiana, ya que controla la variabilidad inherente de las muestras
bioldgicas y facilitar el anélisis estadistico de los datos mediante ANOVA (Balouiri et
al., 2016).

El procesamiento estadistico se realizd mediante el software XLSTAT (version
2023.2.0;1411; 1D de licencia: b1672737- bfOf-472b-a655-46d8039fd975) para realizar

el ANOVA, asegurando un procesamiento eficiente y preciso de los datos.

4.4.2 Repeticiones
Se aplicaron 3 repeticiones por tratamiento, justificadas mediante un andlisis de

potencia estadistica con un nivel de significancia de 0.05 (Faul et al., 2007).

4.4.3 Unidades Experimentales
Cada planta (E. globulus y S. rosmarinus) se evalué de forma individual bajo un
DCA, con un total de 18 unidades experimentales por planta, aplicAndose 6 tratamientos,

cada uno con 3 repeticiones.

4.4.4 Tamafio de Unidad Experimental
El disefio experimental consideré 18 unidades por planta, donde cada unidad
experimental consistié en 3 pocillos con su respectiva concentracion. Se emplearon 3

placas de 96 pocillos para cumplir con las 3 repeticiones.

4.4.5 Tratamientos

Los tratamientos descritos en la Tabla 2 fueron los aplicados para el desarrollo de
este estudio, incluyendo diferentes concentraciones de extractos vegetales junto con un
control positivo (Shotapen). Shotapen es un antibiotico compuesto por penicilina G
procaina (100 000 UI), penicilina G benzatinica (100 000 Ul), dihidroestreptomicina base
200 mg y excipiente c.b.p. 1 mL (Virbac, 2021). Este farmaco fue seleccionado como
control positivo por ser el antibidtico mas utilizado en la zona por productores lecheros
debido a su mecanismo de accion sinérgica que combina la inhibicidn de la sintesis de la
pared celular bacteriana con la interferencia en la sintesis proteica, alcanzando niveles
terapéuticos en 4 horas y manteniéndolos por 72 horas, su administracion en dosis unicas

reduce el estrés en el ganado (Biogéneses-Bago, 2021).

Los extractos etandlicos de E. globulus y S. rosmarinus se evaluaron en las

siguientes concentraciones de 500, 250, 125, 62.50, 31.25 mg/mL, su seleccion se baso
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en protocolos estandarizados para evaluar la actividad antibacteriana in vitro, este rango
permite determinar CMI y caracterizar la relacion dosis-respuesta frente a la bacteria
objetivo (Balouiri et al., 2016). Las diluciones seriadas utilizadas son ampliamente
aceptadas en ensayos de susceptibilidad antimicrobiana, ya que cubren un espectro
amplio desde dosis altas hasta bajas, facilitando la identificacion de efectos inhibitorios
significativos y la comparacion con estudios previos (Tariq et al., 2019). Ademas,
concentraciones similares han sido empleadas en investigaciones con extractos vegetales,
respaldando su utilidad para detectar actividad bioldgica en sistemas in vitro (Sienkiewicz
etal., 2013).

Tabla 2.

Descripcion de Tratamientos.

Tratamiento Descripcion
T1 500 mg/mL
T2 250 mg/mL
T3 125 mg/mL
T4 62.50 mg/mL
T5 31.25 mg/mL
T6 Antibidtico

4.4.6 Esquema del Analisis de Varianza
La Tabla 3 presentd el ANOVA empleado en este estudio para cada especie
vegetal estudiada, lo que permitié establecer la existencia de diferencias estadisticamente

significativas entre los distintos tratamientos evaluados.
Tabla 3.

Esquema del ANOVA para las Especies Vegetales Evaluadas.

Fuente de Variacién Grados de Libertad (E. globulus) Grados de Libertad (S. rosmarinus)

Total 17 17
Tratamientos 5 5
Error 12 12

Nota. Ambas especies vegetales siguieron el mismo disefio experimental, evaluandose de forma individual.
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4.4.7 Analisis Funcional

e Prueba de normalidad Shapiro Wilk
o Coeficiente de variacion
e Comparacion multiple de medias de Tukey al 5%

4.5 Manejo Especifico del Experimento

4.5.1 Recoleccion de Plantas

La zona de investigacion se delimité en la parroquia El Angel (cantén Espejo,
provincia de Carchi), tras la confirmacion de la presencia de las especies de interés:
romero y eucalipto. Esta zona fue seleccionada como sitio de recoleccion debido a la
disponibilidad de ambas plantas en condiciones adecuadas para su estudio. Para
garantizar la calidad de las muestras, se recolectaron hojas sanas, libres de dafios y en
estado Optimo de desarrollo para asegurar una alta concentracion de metabolitos

secundarios (Bilia et al., 2014).

La seleccion de romero y eucalipto se justificd por su relevancia en el contexto
ecuatoriano, donde su combinacién permitié aprovechar recursos locales con un
equilibrio entre facilidad de cultivo, rentabilidad y aplicaciones medicinales (de Oliveira
et al., 2019). En el caso del romero, que requiere un bajo mantenimiento y tiene un alto
valor comercial en la industria de aceites esenciales, mientras que el eucalipto, a pesar de
ser una especie introducida, sigue siendo econdémicamente viable por su répido

crecimiento (Flores et al., 2020; Palacios et al., 2019).

Para garantizar una mayor concentracion de aceites esenciales, se recolectaron
exclusivamente hojas en etapa juvenil, ya que durante esta etapa la planta se encuentra en
pleno desarrollo vegetativo, produciendo metabolitos secundarios que incrementaron la
sintesis y acumulacion de estos compuestos, en este caso, se buscé maximizar el

contenido de 1,8-cineol y acido carnésico (Antezana, 2017).

Ademas, con el fin de preservar la integridad de las muestras, las hojas
recolectadas fueron almacenadas en bolsas de papel para evitar la acumulacion de
humedad que podria promover el desarrollo de microorganismos contaminantes capaces

de afectar la calidad de las muestras (Bilia et al., 2014).
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4.5.2 Extraccion de Compuestos Bioactivos de Eucalyptus globulus y Salvia
rosmarinus

Tras la recoleccion de muestras, se procedio a trasladarlas a los laboratorios de
PUCE-I para su limpieza, la cual consistié en un lavado minucioso con agua destilada
esterilizada para eliminar suciedad y la presencia de microorganismos en la superficie.
Posteriormente, se deshidrataron a una temperatura de 40°C durante 8 horas para
minimizar la degradaciéon de compuestos volatiles de ambas plantas, ya que temperaturas
superiores a 50°C pudieron reducir hasta un 30% el contenido de metabolitos volatiles
(Brglez et al., 2016).

Después de confirmar el estado de las hojas tras el secado, se procesaron por
separado en un molino de cuchillas, obteniendo una muestra homogénea para maximizar
el area de interaccién que tendria con el solvente (Duarte et al., 2020). Entre cada
molienda, se realiz6 una limpieza exhaustiva del molino, previniendo asi posibles
transferencias cruzadas entre las muestras. Se pesaron 60 g de cada planta y se colocaron

en bolsas de papel.

Como medio de extraccién se emple6 el método de maceracion dindmica debido
a que permite una extraccion eficiente de compuestos bioactivos, polifenoles y otros
metabolitos secundarios de manera exhaustiva y preservando la integridad molecular de
los principios activos, se considerd que su principal cualidad radica en el movimiento

constante del solvente (Duarte et al., 2020).

En este caso, se empled como solvente al etanol, al ser un solvente no téxico
ampliamente utilizado para extractos de plantas destinadas a aplicaciones farmacéuticas
o alimentarias, siendo capaz de extraer una amplia gama de compuestos, y ademas se
caracteriza por ser un solvente con facilidad de evaporacién, simplificando el proceso de

concentracion del extracto (Sanchez et al., 2015).

Para la extraccion de cada muestra, se emplearon 60 g de cada planta, que se
colocaron dentro de un frasco Boeco junto con una proporcién de planta:solvente del
1:10, agitados durante 24 horas a una velocidad de 250 rpm para garantizar una mezcla
homogénea sin generar turbulencia excesiva, adecuada para proporcionar una agitacion
moderada que mejoré la extraccion de compuestos favoreciendo la disrupcion de los
tejidos vegetales e incrementando la difusion del solvente para una extraccion mas

completa (Nolazco et al., 2020).
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El extracto se filtrd usando un embudo equipado con papel filtro y una bomba de
vacio para separar el material vegetal del solvente. El residuo sélido resultante se
reprocesd mediante extracciones adicionales, con el objetivo de garantizar una extraccion
completa y maximizar el rendimiento al combinar los resultados finales de cada filtracion
(Akinboye et al., 2024). El etanol se eliminé mediante un rotavapor a 40°C para eliminar
el etanol y concentrar los compuestos bioactivos, ajustdndose a una rapidez de rotacion
de 60 rpm (escala 4/10) y un condensador a -4°C mediante un sistema de refrigeracion.

Este proceso continud hasta recuperar efectivamente el solvente y obtener un
extracto con consistencia sélida, que se almacend en frascos ambar estériles, protegidos

de la luz para evitar la fotodegradacion de compuestos activos (Santos et al., 2018).

Con el fin de asegurar la calidad y estandarizacién de los extractos obtenidos, se
implementé un control de rendimiento de extraccion con el objetivo de evaluar su
eficiencia tras la maceracidn dinamica, se comparé con valores reportados por plantas
aromaticas, donde rangos de 5-25% fueron comunes en extractos etandlicos (Rahman et
al., 2022). Para este estudio, se considerd aceptable un rendimiento >5%, asegurando la
eficacia del proceso.

4.5.3 Aislamiento de Staphylococcus aureus

4.5.3.1 Recoleccion de Muestras de Leche

El muestreo se realizo en la parroquia de La Libertad (canton Espejo, Carchi), se
realizd bajo condiciones estériles para preservar la integridad de las muestras y minimizar
la contaminacion. Las vacas seleccionadas fueron evaluadas previamente para detectar
signos clinicos o subclinicos de mastitis, como inflamacién de la ubre, cambios en la
composicion de la leche o disminucién en el volumen de produccion (Cheng & Han,
2020).

Como herramienta de diagndéstico preliminar se emple6 CMT con el fin de
identificar de manera rapida la incidencia de esta patologia en el ganado vacuno (Rossi et
al., 2018). Para cada muestra se procedio a mezclar volumenes iguales de 2 mL de leche
procedente de cada cuarto mamario con el reactivo CMT en una paleta de cuatro pocillos,
especifica para el test, en donde la mezcla se agito suavemente durante 10 segundos, y la

reaccion se evalué visualmente en un plazo de 30 segundos (Jamali et al., 2018).
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La clasificacion de los hallazgos se realiz6 conforme a los parametros establecidos
en la Tabla 4.

Tabla 4.

Clasificacion del CMT para Seleccion de Muestras.

Resultado Interpretacion
Negativo No mastitis (bajo RCS)
Posible mastitis subclinica (ligero aumento de
Trazas ) n
células soméaticas)

1+ Mastitis subclinica leve
2+ Mastitis subclinica moderada
3+ Mastitis subclinica severa

Nota. Adaptado de National Mastitis Council (2017). Negativo (sin gelificacion), Trazas (ligera viscosidad), 1+
(gelificacion leve), 2+ (gelificacion moderada), 3+ (gelificacion marcada).

Antes de la recoleccion, los pezones de cada cuarto mamario se limpiaron
minuciosamente para eliminar suciedad y microorganismos superficiales, como parte del
protocolo, se descartaron los primeros chorros de leche de cada cuarto para evitar la

inclusion de contaminantes presentes en el canal del pezon (Rossi et al., 2018).

Tras el diagndstico, se identificd el animal al que se tomaria la muestra y se
procedié con la recoleccion empleando frascos estériles, colocandose un volumen
aproximado de 10 ml y se mantuvieron refrigeradas para preservar la viabilidad de los
microorganismos (Avellan et al., 2019).

4.5.3.2 Métodos de Identificacion de Staphylococcus aureus

4.5.3.2.1 Aislamiento e Identificacién Microbioldgica de S. aureus Empleando Agar
Manitol Salado

Para el aislamiento de S. aureus a partir de muestras de leche con mastitis, se
empled agar manitol salado (AMS) como medio selectivo para inhibir microorganismos
no estafilococos, en este caso, los estafilococos coagulasa-positivos como S. aureus
fermentaron el manitol, generando colonias amarrillas con halos del mismo color debido
al cambio de pH (Pasachova et al., 2019). Se disolvio el AMS en agua destilada y se
autoclavo durante una hora y media. Se vertieron 20 ml en placas Petri estériles,

dejandolas solidificar a temperatura ambiente.
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Se inoculd 1 ml de la muestra de leche en las cajas Petri, incubandose a 37 °C
durante 24 a 48 horas, identificAndose la presencia de colonias amarillas rodeadas de un
halo amarillo, facilitando la identificacion preliminar de S. aureus al que reflejar su

capacidad fermentativa caracteristica (Tsegmed et al., 2012).

4.5.3.2.2 Tincion de Gram

La identificacion bacteriana se realizo mediante la técnica de tincion de Gram,
método diferencial que permite clasificar microorganismos segun las caracteristicas de su
pared celular, para esta prueba, se utilizo cristal violeta, lugol, alcohol y safranina, en
donde se procedi6 a colocar una gota de agua estéril sobre un portaobjetos limpio, en el
cual se realizd un frotis con una colonia pura, que fue fijada al pasarla por la llama,
después, se procedio a seguir con el protocolo expuesto en la Tabla 5 para la aplicacién

de cada reactivo y su respectivo lavado (Corrales & Caycedo, 2020).
Tabla 5.

Protocolo Estandar de Tincion de Gram Empleado.

Reactivo Tiempo de aplicacion
Cristal violeta 1 min
Lugol 1 min
Alcohol acetona 15s
Safranina 30s

Nota. Adaptado de Corrales & Caycedo (2020).

Tras dejar secar el portaobjetos con la muestra, se observo bajo microscopio
Optico a 100x con aceite de inmersion, identificando cocos Gram-positivos de color
violeta agrupados en racimos, esta agrupacion caracteristica es tipica de S. aureus, debido

a su pared celular gruesa rica en peptidoglicano (Asanza et al., 2024).

4.5.3.2.3 Prueba de Catalasa

La prueba de catalasa permitié confirmar la actividad enzimatica de catalasa,
caracteristica de S. aureus, el protocolo consistio en depositar una gota de solucién de
H20: al 4%, mezclandola con una colonia pura usando un aplicador estéril. La formacion
inmediata de burbujas indicé un resultado positivo, confirmando la descomposicion de

H:0: en agua y oxigeno (Poutrel et al., 2018).

46



4.5.3.2.4 Prueba de Coagulasa

Evalud la capacidad de S. aureus para producir la enzima coagulasa, esta enzima
fue la encargada de producir la coagulacion del plasma sanguineo, en donde un resultado
positivo se confirmo tras varias horas de incubacion, al observarse la formacion de

coagulos en la muestra de sangre (Duquesne et al., 2015).

4.5.3.2.5 Identificacion molecular de S. aureus
La muestra se envio al laboratorio IDgen ubicado en la ciudad de Quito para la
caracterizacion genética empleando el método de cédigo de barras del gen 16S, con el fin

de determinar si la bacteria correspondio a S. aureus. El procedimiento fue el siguiente:

e Tomando una muestra de aproximadamente 100 mg de la muestra se extrajo el
ADN, en donde su calidad e integridad se evaluaron a traves de espectrofotometria

de microvolumen y analisis en gel de agarosa al 1%.

e Posteriormente, el ADN se ajusto a una concentracion aproximada de 20 ng/ul,
adecuada para su posterior por PCR, utilizando los cebadores 16S: 27F/1492R [1].

e EIl producto amplificado por PCR se purifico para su secuenciacion mediante el
método SANGER, las cuales fueron refinadas y ensambladas utilizando

herramientas bioinformaticas especializadas.

e Finalmente, la secuencia ensamblada se compard con las bases de datos de
nucleotidos disponibles en el GenBank del NCBI para obtener una identificacion

taxondmica precisa del microorganismo (IDgen, 2025).

4.5.4 Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) Mediante
Diluciones Seriadas de Extractos Totales de Eucalyptus globulus y Salvia rosmarinus

Para la determinacidn de CMI, se realizé un protocolo estandarizado de diluciones
seriadas empleando los extractos totales de cada planta. Inicialmente, se mezclaron 500
mg de cada extracto en un volumen de 1 mL en frascos de vidrio estériles, obteniendo
una solucion madre de 500 mg/mL, posteriormente, se prepararon diluciones seriadas con
el fin de alcanzar las concentraciones finales que serian evaluadas, que consistieron en
500, 250, 125, 62.5, 31.25 mg/mL, estas concentraciones fueron empleadas porque
permitieron evaluar un rango amplio de actividad antimicrobiana, desde dosis altas (500
mg/mL) para detectar la maxima eficacia de los extractos, hasta dosis bajas (31.25

mg/mL) cercanas a los umbrales de actividad bioldgica, siendo fundamental para

47



determinar CMI en ensayos in vitro (Balouri et al., 2016). Este rango, basado en
diluciones seriadas, fue utilizado en estudios de susceptibilidad antimicrobiana, ya que
facilito la identificacion de efectos dosis-respuesta (Yusuf et al., 2022).

Figura 5.

Diluciones Seriadas de los Extractos Totales de Eucalyptus globulus y Salvia rosmarinus.
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Este estudio se evalué empleando espectrofotometria en placas de 96 pocillos
debido a su alta sensibilidad y capacidad para analizar multiples concentraciones de forma
simultanea y reproducible en la cuantificacién del crecimiento bacteriano mediante
densidad optica (DO) a 625 nm, meétodo ideal para ensayos de microdilucion con

extractos vegetales (Li et al., 2015).

El in6culo bacteriano se prepar6 cultivando S. aureus en AMS a 37°C durante 24
horas, una colonia pura se transfirié a 5 mL de Nutrient Broth, ajustando una turbidez en
base a la escala de McFarland (absorbancia de 0.08-0.10 a 625 nm, 1.5x10"8 UFC/mL)
usando un espectrofotometro, esta estandarizacién garantiz6 una concentracion
bacteriana uniforme, primordial para minimizar variaciones en los resultados (Instituto
de Normas Clinicas de Laboratorio [CLSI], 2018). En placas de 96 pocillos, se afiadieron
10 uL correspondientes a cada concentracion del extracto junto con 100 pL de la
suspension bacteriana, alcanzando un volumen total de 110 uL en cada pocillo, 6ptimo

para lecturas precisas y compatibilidad con lecturas de microplacas (Li et al., 2015).

Se incluyeron cuatro controles: (a) control del solvente, para detectar efectos del
vehiculo; (b) control del crecimiento bacteriano (ino6culo en Nutrient Broth), para medir
el crecimiento sin inhibicion; (c) control positivo de antibidtico, para validar la
sensibilidad de la cepa; y (d) control de esterilidad (solo Nutrient Broth), para confirmar
la ausencia de contaminacion. Los ensayos se incubaron a 27°C durante 18 horas. La

absorbancia se midio a 625 nm en un lector de microplacas a 0 y 18 horas, promediando
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tres réplicas por tratamiento para garantizar robustez estadistica (Elshikh et al., 2016). Se
calcul6 considerando la correccion por interferencia cromatica de los extractos, aplicando

la siguiente ecuacion:
Ecuacion 1.

Porcentaje de Inhibicion de Extractos.

% inhibicién:(l — (%)) x 100

Donde:
e DO18h: Densidad dptica de pocillo a las 18 h después de la inoculacion.
e DOOh: Densidad optima de pocillo a las 0 h después de la inoculacion.

e DOC18h: Densidad 6ptima de pocillo de control de crecimiento a las 18 h después

de la inoculacion.

e DOCOh: Densidad 6ptima de pocillo de control de crecimiento a las 0 h después

de la inoculacion.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Resultados y Discusién

5.1.1 Caracterizacion Microbioldgica de S. aureus

La obtencidn de cepas bacterianas se efectu6 mediante siembra de muestras de
leche positivas a mastitis en Agar Manitol Salado, medio selectivo que permite su
diferenciacion. Tras 24 horas de incubacion a 37°C, se identificaron colonias circulares
de color amarillo dorado, rasgo tipico por fermentacion ya que acidifica el medio de
cultivo al alterar su indicador de pH (Tsegmed et al., 2012), tal como se muestra en la
Figura 6.

Figura 6.

Aislamiento de Bacteria en Manitol Salado Agar.

5.1.2 Pruebas Bioquimicas

La confirmacion de S. aureus se realizd mediante una serie de pruebas
bioguimicas estandarizadas. La tincion de Gram revel6 cocos Gram-positivos debido a su
caracteristico color purpura, atribuible a la capacidad de fijacion de cristal violeta en su
densa capa de peptidoglicano, diferenciandolos de bacterias Gram-negativas que poseen
una pared mas delgada (Tong et al., 2020).
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La prueba de catalasa result6 positiva, evidenciada por la formacién de burbujas
de oxigeno al aplicar peroxido de hidrégeno, lo que indica la presencia de la enzima
catalasa, un mecanismo de defensa contra el estrés oxidativo tipico de S. aureus (Javed et
al., 2023). Por su parte, la prueba de coagulasa, marcada por la formacion de coagulos,
confirmd la capacidad de la bacteria para producir coagulasa libre, que transforma el

fibringeno en fibrina, un rasgo especifico de esta especie (Becker et al., 2020).

La Figura 7 muestra la disposicion caracteristica en racimos de S. aureus, similar

a uvas, reflejo de la division celular en multiples planos (Tong et al., 2020).
Figura 7.

Identificacion de Colonia Bacteriana Mediante Tincion de Gram.

5.1.3 Identificacion molecular de S. aureus

La muestra codificada como IDgen B864 fue analizada mediante la técnica de
PCR dirigida al fragmento del gen 16S. En la Figura 8 del gel de agarosa al 1%, se observa
una banda clara definida con un tamafio aproximado de 1500 pares de bases (pb),
correspondiente al producto esperado. En la corrida electroforética, MM representa el
marcador de peso molecular que sirvié como referencia, CN el control negativo (sin
amplificacion para descartar contaminacion), y B864 mostré una amplificacion especifica
de la muestra analizada, confirmando la fiabilidad del analisis (IDgen, 2025). La banda
definida en el gel de agarosa al 1% indica una amplificacion exitosa y especifica, mientras
que el control negativo sin amplificacion descarta falsos positivos, reforzando la
fiabilidad del examen (Woo et al., 2022).

51



Figura 8.

Identificacion de Gel de Agarosa al 1% con Productos de PCR para el Fragmento 16S.

MM CN B864

Nota. Adaptado de IDgen (2025).

Segun el analisis de secuenciacion, el fragmento amplificado present6 una identidad del
100% con la especie Staphylococcus aureus, confirmando su identificacion molecular,
esta informacidn se detalla en la Tabla 6, validando la precision de la secuenciacién al

alinearse con bases de datos gendémicos (accesion CP123853.1).
Tabla 6.
Resultados de la Identificacion Molecular de la Muestra B864.

Caodigo Idgen Muestra Longitud Organismo % de identidad N Accesion

B864 Tubo CC 100.0 Staphylococcus aureus 100 CP123853.1
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5.1.4 Prueba de Normalidad de Shapiro-Wilks y Homogeneidad de Varianzas de
Levene.

En la Tabla 7 se presentan los analisis estadisticos de normalidad ( prueba de
Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianzas (test de Levene) aplicados a las variables de
porcentaje de crecimiento e inhibicion bacteria de los extractos de E. gloublus y S.
rosmarinus. Los valores de p>0.05 en la prueba de normalidad sugieren una distribucion
normal de los datos, mientras que los valores de p >0.05 en el test de Levene confirman

la homogeneidad en las varianzas.
Tabla 7.

Prueba de Normalidad y Homogeneidad de Varianzas.

Shapiro_test Levenne_test
Variables Observaciones Media  Desv. tipica W p-value F p-value
% CRECIMIENTO BACTERIANO (Eucalyptus globulus) 18 36,010 20,266 0,982 0,969 0,677 0,649
% INHIBICION BACTERIANA (Eucalyptus globulus) 18 63,754 20,067 0,962 0,649 0,834 0,550
% CRECIMIENTO BACTERIANO (Salvia rosmarinus) 18 38,461 18,357 0,965 0,699 0,537 0,745
% INHIBICION BACTERIANA (Salvia rosmarinus) 18 61,539 18,357 0,965 0,699 0,537 0,745

Estos hallazgos son consistentes con estudios de actividad antimicrobiana de
extractos vegetales, donde la normalidad y homogeneidad de los datos son esenciales para

garantizar la robustez estadistica (Mulyaningsih et al., 2018).

La baja variabilidad, al reflejar una desviacion estandar de18.357 y 20.266 indican
una alta consistencia en las mediciones, atribuible a la estandarizacion de los ensayos de
microdilucién en caldo, el uso de etanol como solvente y la calibracién del indculo
bacteriano (1.5x10"8 UFC/mL, escala McFarland 0.08-0.10 a 625 nm), que minimiza las
interferencias en las mediciones de absorbancia (Do et al., 2019).

5.1.5 Variable Dependiente de Porcentaje de Crecimiento Bacteriano

5.1.5.1 Analisis de Varianza de la Variable Porcentaje de Crecimiento Bacteriano
Mediante Aplicacion de Dosis de Extracto Total de Eucalipto (Eucalyptus globulus).

Luego del anlisis de varianza, en la Tabla 8, se evidencia una variacion altamente
significativa (p<0.0001) entre las diferentes concentraciones evaluadas (dosis de extracto
total de E. globulus) en la variable porcentaje de crecimiento bacteriano. El valor

promedio de crecimiento bacteriano de S. aureus es de 36.010%. El coeficiente de
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variacion (CV) de 2.707%, sugiere una escasa variabilidad en los valores, en relacion con

la media.
Tabla 8.

Analisis de Varianza de Variable de Porcentaje de Crecimiento Bacteriano del Extracto

Total de Eucalyptus globulus.

p-values
Suma de Cuadrados o
Fuente GL ] F Pr>F signification
cuadrados medios
codes
Modelo 5 6970,495 1394,099 1466,838 <0,0001 falaed
Total, corregido 17 6981,900
Tratamientos 5 6970,495 1394,099 1466,838 <0,0001 Fhx
Error 12 11,405 0,950

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Signification codes: 0 < *** <(0.001 <**<0.01<*<005<.<0l1l<°<1
Promedio (%) 36,010

CV (%) 2,707

El bajo CV refleja la alta precision de mediciones, debido a la estandarizacién de
la extraccion y el uso de etanol como solvente, que optimiza la solubilidad de compuestos
bioactivos como 1,8-cineol (Cimanga et al., 2019). Estos hallazgos presentan similitud
con los reportados por Mulyaningsih et al. (2018), que documentaron diferencias
significativas en el crecimiento bacteriano de S. aureus con extractos etanolicos de E.

globulus, atribuyendo su actividad a 1,8-cineol.

5.1.5.2 Comparacion Multiple de Promedio de la Variable Porcentaje de
Crecimiento Bacteriano Mediante la Utilizacion de Extracto Total de Eucalyptus
globulus Sobre la Bacteria S. aureus, Aislada de Bovinos con Mastitis.

La prueba de comparacion multiple de promedio mediante Tukey al 5%, muestra
que existen 6 rangos de significancia, como se muestra en la Figura 9. Cada barra indica
su grupo de significancia, representada por letra diferentes. El tratamiento que menor
crecimiento bacteriano alcanzo fue el tratamiento en el que se aplico antibidtico con un
valor 8.557%, de los tratamientos en estudio del extracto total de E. globulus que menor
porcentaje de crecimiento de S. aureus fue el tratamiento de 500 mg/mL; con un valor de

16.070%. En donde la concentracion de 500 mg/mL perteneciente al grupo e refleja el
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porcentaje con menor crecimiento. En el caso del antibidtico, identificado como f presentd

la mejor capacidad para inhibir el crecimiento bacteriano.
Figura 9.

Porcentaje de Crecimiento Bacteriano del Extracto Total de Eucalyptus globulus sobre

S. aureus.
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Reflejandose un aumento progresivo en el crecimiento bacteriano conforme se
reducia la concentracion del extracto, confirmando un efecto dependiente de la dosis. A
la maxima concentracién evaluada de 500 mg/mL se observé un crecimiento bacteriano
de 16.07%,, el cual aumentd a 31.21% a 250 mg/mL, 42.34% a 125 mg/mL, 53.57% a
62.5 mg/mLy 64.3% a 31.25 mg/mL. Esta relacion dosis-respuesta indica que la actividad
antimicrobiana del extracto disminuye conforme se reduce su concentracién, fenémeno
comunmente descrito en estudios de compuestos antimicrobianos, donde la eficacia

depende directamente de la dosis aplicada (Cushnie & Lamb, 2015).

Por otro lado, el antibidtico destaco al tener el menor crecimiento bacteriano, con
un valor de 8.55%, evidenciado una eficacia superior al extracto total de E. globulus, no
obstante, el extracto total presentd un valor significativo de inhibicion de 84%, lo que
sugiere un potencial antimicrobiano relevante, especialmente a concentraciones mas
altas. Los datos crudos de absorbancia utilizados para calcular estos porcentajes se

presentan en el Anexo 16.

La relacion dosis-dependiente, indica que el efecto antibacteriano se intensifica

con mayores concentraciones, probablemente debido al 1,8-cineol, que altera la
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permeabilidad estructural de la envoltura celular microbiana (Cimanga et al., 2019).
Comparado con estudios previos, Mulyaningsih et al. (2018) reportaron un 78% de
inhibicion, equivalente a un 22% de crecimiento, ligeramente superior a nuestro 16.07%
a 500 mg/mL.

Asimismo, la actividad antibacteriana observada coincide con investigaciones
previas, en donde, Bachir & Benali (2012) reportaron que los componentes activos de E.
globulus redujeron la proliferacion de S. aureus hasta un 20% a concentraciones altas.
Alvarado et al. (2019) observaron un crecimiento bacteriano de 22% con un extracto
hidroalcohdlico a 500 mg/mL, ligeramente superior al 16.07% aqui reportado,
posiblemente por variaciones en la cepa bacteriana o la composicion quimica del extracto,
influenciada por el origen geografico de la planta. Hualca & Meregildo (2021) indicaron
un crecimiento bacteriano de 18 y 25% a concentraciones del 100% y 50%, reforzando la

relacion dosis-respuesta.

Ademas, Uriol & Espinoza (2019) reportaron un crecimiento de ~12% con un
extracto etandlico al 100% frente a S. aureus resistente a oxaciclina, comparable al
control positivo de vancomicina, que presentd un 10%, destacando el potencial del
extracto en cepas especificas. Elangovan & Mudgil (2023) observaron un crecimiento
reducido al 15% contra MRSA, subrayando su relevancia en contextos de resistencia

antimicrobiana.

El uso de etanol como solvente optimizé la extraccion de compuestos bioactivos,
como el 1,8-cineol, terpenoides y fenoles, responsables de la actividad antibacteriana
(Cimanga et al., 2019). La maceracién dinamica empleada en este estudio maximizo el
rendimiento al intensificar la interaccion solvente-material vegetal, superando métodos
estaticos (Ait-Ouazzou et al., 2011). La polaridad intermedia del etanol permitid
solubilizar una amplia gama de metabolitos secundarios, a diferencia de solventes no

polares como el hexano (Azmir et al., 2013).
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5.1.5.3 Analisis de Varianza de la Variable Porcentaje de Crecimiento Bacteriano
Mediante Aplicacion de Dosis de Extracto Total de Romero (Salvia rosmarinus).

La Tabla 9 determina diferencias altamente significativas entre los distintos
tratamientos evaluados (dosis de extracto total de S. rosmarinus), en la variable porcentaje
de crecimiento bacteriano, en donde el valor promedio de los tratamientos en la variable
antes mencionada es de 38.461 % en el crecimiento bacteriano de S. aureus. El CV se
encuentra en el rango de 3.139 % respecto del promedio, indicando baja dispersion.

Tabla 9.

Analisis de Varianza de Variable de Porcentaje de Crecimiento Bacteriano del Extracto

Total de Salvia rosmarinus.

p-values
Suma de Cuadrados o
Fuente GL ] F Pr>F signification
cuadrados medios
codes
Modelo 5 5710,911 1142,182 783,844 <0,0001 il
Total corregido 17 5728,397
Tratamientos 5 5710,911 1142,182 783,844 <0,0001 fale
Error 12 17,486 1,457

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Signification codes: 0 < *** < (0.001 <**<(0.01<*<005<.<0l1l<°<1
Promedio (%) 38,461

CV (%) 3,139

El ANOVA confirma que las dosis de S. rosmarinus tienen un efecto significativo
en el crecimiento bacteriano. El &cido carndsico presentes en el extracto, inhiben la
formacion de biofilms y la expresion génica bacteriana, contribuyendo a su actividad
antimicrobiana (Nakagawa et al., 2020). Estos resultados son consistentes con Jafari &
Hossein (2019), quienes reportaron un 30% de crecimiento (70% de inhibicién),

ligeramente superior a nuestro 24.31% a 500 mg/mL.
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5.1.5.4 Comparacion Multiple de Promedio de la Variable Porcentaje de
Crecimiento Bacteriano Mediante la Utilizacion de Extracto Total de Romero
(Salvia rosmarinus) Sobre la Bacteria S. aureus, Aislada de Bovinos con Mastitis.
Esta prueba mediante Tukey al 5% identifico la existencia de 6 rangos de
significancia. Entre todos los tratamientos evaluados, el menor crecimiento bacteriano se
observd en el tratamiento con antibiotico con un valor 8.557%, de los tratamientos en
estudio del extracto total de S. rosmarinus que menor porcentaje de crecimiento de S.

aureus fue el tratamiento de 500 mg/ml; con un valor de 24,313%.
Figura 10.

Porcentaje de Crecimiento Bacteriano del Extracto Total de Salvia rosmarinus sobre S.

aureus.

100,000
o
c
8
8 80,000
]
o)
=]
g 60,000 I
ES . -
T
5 40,000 I
[«5)
© a b
2 (5 =
< 20,000 d
c
3 ¢ f
g 0,000

31.25  62.5mg/ml 125 mg/ml 250 mg/ml 500 mg/ml Antibidtico

mg/ml
Tratamientos dosis de extracto total de Romero

Se refleja un aumento progresivo en el crecimiento a concentraciones menores,
confirmando la relacion dosis-dependiente. El tratamiento de 500 mg/mL, presentd un
crecimiento bacteriano de 21,47 %, en el caso de 250 mg/mL aumento al 32,96 %, a
medida que las concentraciones disminuyeron el crecimiento aumento progresivamente,
125 mg/mL con 48.21%, 62.5 mg/mL con 53.67% y 31.25 mg/mL con 60.26%.

Con respecto al crecimiento bacteriano del antibiotico empleado, se obtuvo un
valor de 8.55%, presentando una mayor eficacia que el extracto de S. rosmarinus, no
obstante, el resultado obtenido a 500 mg/mL es significativo al presentar una inhibicién

superior al 75%. Estos resultados concuerdan con estudios previos, Figueroa (2018)
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reporté un crecimiento bacteriano de 30% para el aceite esencial de S. rosmarinus al
100%, significativamente mayor que el 10% de oxacilina, sugiriendo una menor potencia
frente a antibidticos tradicionales.

Nakagawa et al. (2020) indicaron que extractos hidroalcoholicos de romero
contienen compuestos de carnosol y acido carndsico, que suprimen la regulacion de genes
clave y previenen la formacion de biofilms en S. aureus, presentando resultados del 25%
a concentraciones de 20 ug/mL, explicando la actividad observada a 500 mg/mL.
Rodenas et al. (2018) observaron un crecimiento bacteriano de 40% al 25%, 35% al 50%

y 22% al 75%, respaldando la relacion dosis-respuesta.

Gonzélez et al. (2023) reportaron un crecimiento de 18% con un extracto
etandlico, clasificado como altamente sensible debido compuestos fendlicos como el
acido carndsico. Ademas, un estudio de 2021 evalud el extracto etandlico de S.
rosmarinus a 30 mg/mL, contra S. aureus ATCC 25923, indicando una alta sensibilidad
de esta cepa a los extractos de romero (Birtic et al., 2015). Sin embargo, Veenstra &
Johnson (2021) sugieren que S. rosmarinus actia principalmente como agente
bacteriostatico, lo que podria explicar su menor eficacia frente al antibiético.

El etanol como solvente facilitd la obtencion de compuestos fenolicos clave,

especialmente el &cido carnésico y rosmarinico (Moreno et al., 2015).
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5.1.6 Variable Dependiente de Inhibicién Bacteriana

5.1.6.1 Analisis de Varianza de la Variable Porcentaje de Inhibicién Bacteriana

Mediante Aplicacién de Dosis de Extracto Total de Eucalipto (Eucalyptus globulus).

En la Tabla 10 se observan diferencias altamente significativas para los

tratamientos en estudio (dosis extracto total de Eucalyptus globulus), en esta variable de

porcentaje de inhibicidn bacteriana se determind que el valor promedio es de 63,754% y

el coeficiente de variacion de 1,580, respecto del promedio.

Tabla 10.

Analisis de Varianza de Variable de Porcentaje de Inhibicién Bacteriana del Extracto

Total de Eucalyptus globulus.

p-values
Suma de Cuadrados o
Fuente GL ] F Pr>F signification
cuadrados medios
codes
Modelo 5 6833,631 1366,726 1346,469 <0,0001 il
Total corregido 17 6845,811
Tratamientos 5 6833,631 1366,726 1346,469 <0,0001 fale
Error 12 12,181 1,015

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Signification codes: 0 < *** < (0.001 <**<(0.01<*<005<.<0l1l<°<1

Promedio (%)
CV (%)

63,754
1,580

60



5.1.6.2 Comparacion Multiple de Promedio de la Variable Porcentaje de Inhibicion
Bacteriana Mediante la Utilizacién de Extracto Total de Eucalyptus globulus Sobre
la Bacteria S. aureus, Aislada de Bovinos con Mastitis.

La Figura 11 determina que existen 6 rangos de significancia. La mayor eficacia
inhibitoria se observd en el grupo tratado con antibidtico, alcanzando un valor de
91,443%, de los tratamientos en estudio del extracto total de Eucalyptus globulus que
menor porcentaje de crecimiento de S. aureus fue el tratamiento de 500 mg/ml; con un
valor de 83,930%.

Figura 11.

Porcentaje de Inhibicion Bacteriana del Extracto Total de Eucalyptus globulus sobre S.

aureus.
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Se presenta una relacion inversamente proporcional entre la concentracién del
extracto y su actividad antimicrobiana, observandose un patrén de disminucion gradual,
desde un 83.93% de inhibicion a 500 mg/mL, seguido de 66.83% a 250 mg/mL., 57.66%
a 125 mg/mL, 46.43% a 62.5 mg/mL hasta 36.23%. con 31.25 mg/mL con Al contrario,
el antibidtico presentd un valor de 91.44%, destacando con una eficacia superior al
extracto total de E. globulus, no obstante, el extracto total present6 un valor significativo
de inhibicién de 84%.

Estos hallazgos son consistentes con Escandon & Pavon (2023), quienes reportan
una inhibicion del 80% con aceites esenciales de E. globulus a concentraciones >75%,

con mayor efectividad en extractos refinados.
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Uriol & Espinoza (2019) observaron una inhibicion de 85% con extractos
etandlicos al 100%, sugiriendo que la actividad se mantiene independientemente del
método de extraccion, por la presencia de 1,8-cineol y terpenos. Sharma et al. (2024)
reportaron una inhibicion de 80%, destacando el efecto de disrupcién en la membrana
bacteriana. Yéafiez & Cuadro (2014) identificaron a 1,8-cineol (43.36%) como un

componente clave, logrando inhibiciones de 80-90% a concentraciones altas.

La alta inhibicion a 500 mg/mL sugiere un potencial antimicrobiano relevante,
especialmente contra cepas no resistentes. Las variaciones en los reportes cientificos
pueden atribuirse a variaciones en el perfil fitoquimico, influenciado por factores
ambientales o0 métodos de extraccion (Montero et al., 2019). El uso de etanol al 99% y la
maceracion dindmica garantizaron una eficiente recuperacion de metabolitos bioactivos
(Azmir et al., 2013).

5.1.6.3 Analisis de Varianza de la Variable Porcentaje de Inhibicién Bacteriana
Mediante Aplicacion de Dosis de Extracto Total de Romero (Salvia rosmarinus).

En la Tabla 11 se observan diferencias altamente significativas entre los
tratamientos evaluados (dosis extracto total de Salvia rosmarinus). Para la variable de
porcentaje de inhibicion bacteriana se determino que el valor promedio es de 61.539% y

el coeficiente de variacién de 1.962, respecto del promedio.
Tabla 11.

Analisis de Varianza de Variable de Porcentaje de Inhibicion Bacteriana del Extracto

Total de Salvia rosmarinus.

p-values
Suma de Cuadrados o
Fuente GL ) F Pr>F signification
cuadrados medios
codes
Modelo 5 5710911 1142,182 783,844 <0,0001 falale
Total corregido 17 5728,397
Tratamientos 5 5710911 1142,182 783,844 <0,0001 Hkk
Error 12 17,486 1,457

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Signification codes: 0 < *** < 0.001 <**<0.01<*<0.05<.<0l1<°<1
Promedio (%) 61,539

CV (%) 1,962
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5.1.6.4 Comparacion Multiple de Promedio de la Variable Porcentaje Inhibicion
Bacteriana Mediante la Utilizacion de Extracto Total de Salvia rosmarinus Sobre la
Bacteria S. aureus, Aislada de Bovinos de Leche con Mastitis.

En la Figura 12 se identifican 6 rangos de significancia. EI mayor efecto
inhibitorio fue el control positivo con antibiotico con un valor 91,443%, de los
tratamientos en estudio del extracto total de Salvia rosmarinus que menor porcentaje de

crecimiento de S. aureus fue el tratamiento de 500 mg/mL, con un valor de 75,687%.

Figura 12.

Porcentaje de Inhibicion Bacteriana del Extracto Total de Salvia rosmarinus sobre S.

aureus.
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En lo que respecta a S. rosmarinus, una dosis de 500 mg/mL reflej6 una inhibicion
bacteriana de 75.68%, en 250 mg/mL la inhibicion disminuy6 a 64.25%, 125 mg/mL con
51.79%, 62.5 mg/mL con 46.33% y 31.25 mg/mL con 39.73%., confirmando su dosis-
respuesta al disminuir de forma progresiva. El antibidtico presentdé mayor eficacia con
una inhibicion de 91.44%, no obstante, el extracto total presentd un valor significativo de
inhibicién de 75%.

Gonzaélez et al. (2023) reportaron una inhibicion de 85% con extractos etanolicos,
atribuida a compuestos fendlicos como el acido carnosico. Abdellaoui et al. (2020)
observaron una inhibicion de 70% con aceites esenciales, sugiriendo que los extractos

etandlicos son mas efectivos debido a los fenoles.
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Rodenas et al. (2018) confirmaron la relacion dosis-respuesta con inhibiciones de
60% al 25%, 70% al 50% y 78% al 75%. El Euch et al. (2019) reportaron inhibiciones de
65-85% a concentraciones de 3,4 a 27 mg/mL, con una actividad dosis-dependiente

similar.

Figueroa (2018) sugirié que S. rosmarinus podria usarse como coadyuvante en el
manejo de infecciones causadas por S. aureus, reduciendo la dependencia de antibioticos
y mitigando la resistencia antimicrobiana. Nakagawa et al. (2020) destacaron que el &cido

carndsico inhibe la formacion de biofilms, potenciando su uso en infecciones crénicas.

La menor eficacia frente al antibiotico (91,44%) apoya la hipétesis de un efecto
bacteriostatico (Veenstra & Johnson, 2021). El etanol y la maceracion dinamica

optimizan la obtencién de principios activos (Azmir et al., 2013).

5.1.7 Uso de Etanol como Solvente para Extraccién y Diluciones Seriadas

El etanol fue seleccionado como solvente para la extraccién y dilucién de los extractos
de E. globulus y S. rosmarinus debido a su capacidad para solubilizar metabolitos
secundarios bioactivos, como el 1,8-cineol y el acido carnésico, y su compatibilidad con
ensayos microbioldgicos por su escasa toxicidad y volatilidad (Do et al., 2019). La
maceracion dinamica optimizo la extraccion al aumentar la interaccion entre el solvente
y la muestra vegetal, mejorando el rendimiento de compuestos activos (Azmir et al.,
2013) La polaridad del etanol con un indice 5.2 permitié extraer tanto compuestos polares

como no polares, superando a solventes como el agua o el hexano (Moreno et al., 2015).

Las diluciones seriadas garantizaron la estabilidad de los compuestos activos,
permitiendo una evaluacion precisa de la relacién dosis-respuesta, al compararlo con
otros solventes, el etanol ofrece ventajas en seguridad y practicidad, siendo biodegradable
y de bajo costo, lo que lo hace ideal para aplicaciones farmacoldgicas y veterinarias (Do
et al., 2019). Estudios como Sharma et al. (2024) y Gonzélez et al. (2023) respaldan el

uso de etanol para obtener extractos antimicrobianos eficientes.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Los extractos obtenidos de Eucalyptus globulus y Salvia rosmarinus demostraron
una actividad antimicrobiana significativa contra Staphylococcus aureus aislado
de muestras de leche procedentes de bovino afectados por mastitis. La
concentracion de 500 mg/mL fue la més efectiva, con E. globulus logrando una
inhibicién bacteriana del 83,93% (crecimiento bacteriano del 16,07%), mientras
que S. rosmarinus logré un 75,68% (crecimiento bacteriano del 12,15%). Estos
resultados destacan el potencial de sus compuestos activos, como el 1,8-cineol en
E. globulus y el acido carnosico en S. rosmarinus, que afectan la integridad de la
membrana bacteriana y los procesos metabélicos bacterianos, respectivamente,
posicionandolos como alternativas prometedoras para el manejo de mastitis

bovina.

Los extractos de E. globulus y S. rosmarinus mostraron actividad antimicrobiana
en el rango de concentraciones evaluado (31.25 a 500 mg/mL), con una relacién
dosis-dependiente evidente. La concentracion de 500 mg/mL demostro ser la mas

eficaz para ambas especies.

El uso de antibidtico exhibié mayor eficacia antibacteriana, con una inhibicion
bacteriana superior del 91,44% (crecimiento bacteriano del 8,55%), superando a
ambos extractos en todas las concentraciones. No obstante, a 500 mg/mL, E.
globulus (83,93% de inhibicion) y S. rosmarinus (75,68% de inhibicion)
exhibieron una actividad antimicrobiana prometedora, sugiriendo su potencial
como complementos al tratamiento convencional para reducir la dependencia de
antibidticos y mitigar el riesgo de resistencia bacteriana, gracias a la accion de

compuestos como el 1,8-cineol y el &cido carnésico.
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CAPITULO VII

RECOMENDACIONES

Se sugiere realizar estudios analiticos, mediante técnicas como la cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), para aislar y evaluar la contribucion individual
del 1,8-cineol (E. globulus) y el &cido carnosico (S. rosmarinus) a la actividad
antimicrobiana observada. Esto permitira esclarecer sus mecanismos de accion y

optimizar su uso en formulaciones terapéuticas

Se propone implementar un esquema terapéutico rotatorio que combine
antibidticos con extractos de E. globulus y S. rosmarinus en el tratamiento de
mastitis recurrente en bovinos, esta estrategia podria disminuir el uso prologado
de antibidticos, disminuyendo el riesgo de resistencia bacteriana, y aprovechar la

actividad antimicrobiana de los compuestos vegetales.

Se recomienda aplicar las mismas concentraciones evaluadas en este estudio
(rango de 500 mg/mL a 31.25 mg/mL) optimizando los intervalos de evaluacion
en intervalos cortos (cada 6-8 horas) para determinar el tiempo dptimo de
reaplicacion que mantenga la inhibicion bacteriana sin permitir el crecimiento

bacteriano.

Se recomienda evaluar los extractos contra cepas clinicas de MRSA para evaluar
su eficacia en escenarios de resistencia aplicandose in vivo en casos de mastitis
bovina y consolidar la evidencia cientifica generada en este estudio y explorar su

potencial aplicacion.
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ANEXOS

Anexo 1.

Datos Finales Obtenidos Tras el Estudio.

% % % CRECIMIENTO %
CONCENTRACIONES| TRATAMIENTOS | REPETICIONES CRECIMIENTO | INHIBICION BACTERIANO (S. INHIBICION
BACTERIANO (E. ) (s.
(E. globulus) | globulu s) rosmerinus) rosmerinus)
500 mg/ml
250 mg/ml
3,00 1,00 42,34 57,66 48,21 51,79
125 mg/ml 3,00 2,00 41,41 58,59 48,83 51,17
3,00 3,00 43,27 56,73 47,59 52,41
4,00 1,00 54,39 45,61 54,70 45,30
62.5 mg/ml 4,00 2,00 52,85 47,15 51,92 48,08
4,00 3,00 53,47 46,53 54,39 45,61
5,00 1,00 64,28 35,72 60,27 39,73
31.25 mg/ml 5,00 2,00 63,66 36,34 59,34 40,66
5,00 3,00 64,98 36,64 61,19 38,81
6,00 1,00 8,10 91,90 8,10 91,90
Antibidtico 6,00 2,00 9,55 90,45 9,55 90,45
6,00 3,00 8,02 91,98 8,02 91,98
Anexo 2.

Maceracién Dinamica Para la Obtencién de Extractos Totales.

84



Anexo 3.

Filtracion Tras la Maceracion de Cada Planta.

Anexo 4.

Evaporacion del Solvente Empleando Rotavapor.

Anexo 5.

Obtencion Final de Extractos Totales.
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AnNexo 6.

Lectura de Placa Mediante Espectrofotometro.

Anexo 7.

Preparacion de Agar Manitol Salado Para Siembra de Muestras.

Anexo 8.

Identificacion de Muestras Positivas Empleando Agar Manitol Salado.
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Anexo 10.

Identificacion Molecular de Staphylococcus aureus.

Nombre del Proyecto: Identificacién molecular de bacterias - Karla Pozo.

en

Mdemtificacion Molecular

Informe No.: A-757
Técnico Responsable: Soffa Garrido, Ing.
Fecha: 28/03/2025

Av. De los Granados E14-285 y Eloy Alfaro

Teléfone: 0998982450

e-mail: idgen.ecuador@gmail.com

R.U.C. 1713443479001

Informe de Resultados

Tabla Resumen de Resultados

Cédigo . . . % de ° L.
IDgen Muestra | Longitud | Calidad Organismo Fragmento identidad N2 Accesidn
B864 | Tubo CC 1,305 100.0 Staphylococcus aureus 165 100.00 CP123853.1
// %é;_me
. P L2 —
. / 4
/ Firma autorizada
Francisco Javier Flores Flor, PhD.
Propietario IDgen
Anexo 11.

Secuencia Cruda de Staphylococcus aureus.

>B864 _16S 2 2 2 reads from B864_16S assembled using Geneious

AAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCA
CCGTAGCATGCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGTCGAG
TTGCAGACTACAATCCGAACTGAGAACAACTTTATGGGATTTGCTTGACCTC
GCGGTTTCGCTGCCCTTTGTATTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAAAT
CATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCAC
CGGCAGTCAACTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGCTTAAGGG
TTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGAC
AACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCCGAAGGGGAAGGCTCTATCTCTA
GAGTTGTCAAAGGATGTCAAGATTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAAT
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TAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT
CAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGC
ACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGG
ACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCACATCAGCGT
CAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTG
CGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTT
TCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACT
TAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGC
CACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGAT
TAGGTACCGTCAAGATGTGCACAGTTACTTACACATATGTTCTTCCCTAATA
ACAGAGTTTTACGATCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTC
AGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCT
GGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGC
ATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGAT
CCATCTATAAGTGACAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCA
AAATATTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAG
GTAGGTTA

Anexo 12.

Inoculacién de la Bacteria en Caldo Nutritivito.
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Anexo 13.

Desarrollo de Escala de McFarland.

Anexo 14.

Prueba de Catalasa.

Anexo 15.

Elaboracion de Protocolo de Tincion de Gram.
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Anexo 16.

Absorbancia Ajustada de los Extractos de E. globulus y S. rosmarinus, Repeticion 1, 2y

3.

Absorbancia concentraciones | E. globulus Control positivo nm
ajustada de los | mg/mi

extractos R1

Concentracion 1 | 500 mg/ml 0,16 | 0,21 | 0,18 | 0,08 | 0,11 | 0,08 | 625
Concentracion 2 | 250 mg/ml 0,31 {0,33 | 0,31 | 0,09 | 0,07 | 0,10 | 625
Concentracion 3 | 125 mg/ml 0,46 | 0,45 | 0,47 625
Concentracion 4 | 62.5 mg/ml 0,58 | 0,58 | 0,58 625
Concentracion 5 | 31.25 mg/ml 0,69 0,67 | 0,7 625
Absorbancia concentraciones | E. globulus Control positivo nm
ajustada de los | mg/mi

extractos R2

Concentracion 1 | 500 mg/ml 0,16 | 0,18 | 0,19 | 0,08 | 0,09 | 0,13 | 625
Concentracion 2 | 250 mg/ml 0,34 | 0,33 | 0,37 | 0,12 [ 0,09 | 0,10 | 625
Concentracion 3 | 125 mg/ml 0,46 | 0,41 | 0,45 625
Concentracion 4 | 62.5 mg/ml 0,57 | 0,53 | 0,57 625
Concentracion 5 | 31.25 mg/ml 0,68 | 0,71 | 0,67 625
Absorbancia concentraciones | E. globulus Control positivo nm
ajustada de los | mg/mi

extractos R3

Concentracion 1 | 500 mg/ml 0,22 (0,15 | 0,16 | 0,09 | 0,07 | 0,05 | 625
Concentracion 2 | 250 mg/ml 0,37 | 0,31 | 0,34 | 0,12 | 0,10 | 0,09 | 625
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Concentracion 3 | 125 mg/ml 0,5 |0,43 |0,47 625
Concentracion 4 | 62.5 mg/ml 0,58 | 0,55 | 0,57 625
Concentracion 5 | 31.25 mg/ml 0,7 |0,69 | 0,67 625
Absorbancia concentraciones | S. rosmarinus Control positivo nm
ajustada de los | mg/mi

extractos R1

Concentracion 1 | 500 mg/ml 0,22 | 0,27 | 0,27 | 0,08 | 0,11 | 0,08 | 625
Concentracion 2 | 250 mg/ml 0,37 | 0,38 | 0,39 | 0,09 |0,07 | 0,10 | 625
Concentracion 3 | 125 mg/ml 0,51 | 0,53 | 0,52 625
Concentracion 4 | 62.5 mg/ml 06 |[055 |06 625
Concentracion 5 | 31.25 mg/ml 0,64 | 0,64 | 0,67 625
Absorbancia concentraciones | S. rosmarinus Control positivo nm
ajustada de los | mg/mi

extractos R2

Concentracion 1 | 500 mg/ml 0,27 | 0,26 | 0,26 | 0,08 | 0,09 | 0,13 | 625
Concentracion 2 | 250 mg/ml 0,39 | 0,35 | 0,36 | 0,12 [ 0,09 | 0,10 | 625
Concentracion 3 | 125 mg/ml 0,53 [ 0,53 | 0,52 625
Concentracion 4 | 62.5 mg/ml 0,58 | 0,55 | 0,54 625
Concentracion 5 | 31.25 mg/ml 0,64 0,62 | 0,65 625
Absorbancia concentraciones | S. rosmarinus Control positivo nm
ajustada de los | mg/mi

extractos R3

Concentracion 1 | 500 mg/ml 0,26 | 0,27 | 0,27 | 0,09 | 0,07 | 0,05 | 625
Concentracion 2 | 250 mg/ml 0,39 (0,43 | 0,41 | 0,22 | 0,10 | 0,09 | 625
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Concentracion 3 | 125 mg/ml 0,54 { 0,53 | 0,5 625
Concentracion 4 | 62.5 mg/ml 0,59 | 0,59 | 0,58 625
Concentracion 5 | 31.25 mg/ml 0,66 | 0,62 | 0,68 625
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