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RESUMEN
La mastitis bovina es una de las enfermedades mas serias que impactan la produccion de
lacteos, con Staphylococcus aureus como uno de sus principales culpables. El presente
estudio tuvo como finalidad analizar el efecto del propdleo acuoso en pruebas de
laboratorio como un tratamiento alternativo contra esta bacteria, la investigacion se llevd
a cabo con un disefio aleatorio que incluyé cuatro tratamientos: tres diferentes
concentraciones de propoleo (10, 15y 20 mg/mL) y un grupo de control positivo que
contenia cefalexina, utilizando pruebas de difusion en medio sélido para evaluar los
diametros de inhibicion. Los resultados indicaron que todas las concentraciones de
propbleo mostraron actividad antimicrobiana, estableciendo una relaciéon dependiente de
la dosis, sin embargo, la concentracién de 20 mg/mL resulto ser la mas efectiva entre los
extractos analizados, aunque no superd al antibiotico comercial, el analisis de los datos
revel6 diferencias estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos (p < 0.
0001), lo que demuestra la efectividad del propdleo como un agente antimicrobiano
natural. Como conclusién, se establece que el propdleo acuoso tiene potencial como
opcidn terapéutica para el tratamiento de la mastitis en vacas, ayudando a disminuir el
uso de antibidticos, mitigando el riesgo de resistencia bacteriana y promoviendo practicas

de ganaderia mas sostenibles.

Palabras clave: Mastitis, propoleo, Staphylococcus aureus
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ABSTRACT
Bovine mastitis is one of the most serious diseases impacting dairy production, with
Staphylococcus aureus being one of its main culprits. This study aimed to analyze the
effect of aqueous propolis in laboratory tests as an alternative treatment against this
bacterium. The research was conducted using a randomized design that included four
treatments: three different concentrations of propolis (10, 15, and 20 mg/mL) and a
positive control group containing cephalexin. Solid medium diffusion tests were used to
evaluate inhibition diameters. The results indicated that all propolis concentrations
showed antimicrobial activity, establishing a dose-dependent relationship. However, the
20 mg/mL concentration proved to be the most effective among the analyzed extracts,
although it did not surpass the commercial antibiotic. Data analysis revealed statistically
significant differences between the various treatments (p < 0.0001), demonstrating the
effectiveness of propolis as a natural antimicrobial agent. In conclusion, aqueous propolis
has potential as a therapeutic option for treating mastitis in cows, helping to reduce
antibiotic use, mitigate the risk of bacterial resistance, and promote more sustainable

livestock practices.

Keywords: Mastitis, propolis, Staphylococcus aureus

Xiv



CAPITULO I
INTRODUCCION

La industria lactea es considerada un pilar fundamental en la agricultura mundial,
pues, incorpora nutrientes esenciales, medios de subsistencia y aportaciones econémicos a
la sociedad, ademas que, en el sector alimentario tiene importancia multifacética. No
obstante, su sostenibilidad esta afectada por la aparicion de enfermedades infecciosas que
conllevan pérdidas econdémicas para los productores, siendo la mastitis una de ellas, ya que
se considera una enfermedad significativa que perturba frecuentemente a los rebafios
lecheros (Brki¢ y Puvaca, 2024).

La industria lactea actia como un motor econdmico vital, sustentando millones de
medios de vida en los sectores de produccion, procesamiento, distribucion y venta minorista.
Tanto en las economias desarrolladas como en las que estan en desarrollo, la produccion
lechera ofrece oportunidades de empleo, generacion de ingresos y desarrollo rural,
contribuyendo asi significativamente a la estabilidad socioecondémica (Sanchez, 2018).

Por otro lado, la mastitis se considera la enfermedad de produccién mas importante
en la ganaderia lechera, lo que provoca una considerable ineficiencia productiva con
importantes consecuencias economicas, reduciendo la produccion y el rendimiento y
causando mortalidad, lo que resulta en grandes pérdidas anuales en la granja, lo que conlleva
un aumento en los costos de los alimentos para los consumidores (Kibebew, 2017). Segun
Hogeveen et al., (2019) anualmente, aproximadamente entre el 20% y el 40% de las vacas
lactantes experimentan uno 0 mas casos de mastitis clinica.

Desde hace mucho tiempo, la mastitis se ha tratado a través de antibidticos, sin
embargo, el uso prolongado de estos ha fomentado la resistencia antimicrobiana, un

problema global que afecta tanto al bienestar animal como de las personas (Camacho, 2023).



El tratamiento convencional basado en antibidticos ha generado preocupacion por el
aumento de bacterias resistentes y la presencia de residuos en los productos lacteos, lo que
afecta la salud publica y la confianza de los consumidores (Martinez, 2022). Ademas, el
acceso a estos tratamientos es limitado para pequefios productores debido a barreras
econdmicas y de capacitacion, mientras que la regulacion de residuos de antibidticos en
productos lacteos no es estricta en el pais (Pineda et al., 2024).

En este contexto, surge la necesidad de explorar soluciones mas naturales como el
propdleo, sustancia resinosa producida por las abejas con propiedades antimicrobianas y
antiinflamatorias, ha demostrado potencial en el tratamiento de infecciones (Rodriguez et al.,
2020). Dado el crecimiento de la apicultura en Ecuador, el propdleo podria convertirse en
una alternativa accesible y eficaz para combatir la mastitis bovina.

Por consiguiente, la presente investigacion tiene como objetivo buscar alternativas
naturales que puedan reducir la dependencia de los antibidticos mediante el uso del propdleo,
puesto que, al ser una sustancia de origen natural con propiedades antimicrobianas y
antiinflamatorias, ofrece una solucion accesible para pequefios productores ecuatorianos,
quienes a menudo no tienen acceso a tratamientos como antibioticos.

Asi mismo, este estudio fomenta la sinergia entre la apicultura y la ganaderia,
sectores claves en el desarrollo rural del pais. Ademas de los beneficios directos para estos
sectores, con el uso del propbéleo como alternativa a los antibidticos se contribuye a la
proteccién del medio ambiente (Salatino, 2022). La reduccion en el uso de antibioticos ayuda
a disminuir la contaminacién del suelo y del agua, ya que muchos residuos farmacoldgicos

pueden persistir en el ecosistema, afectando a la flora y fauna locales.



CAPITULO 11

OBJETIVOS

2.1 Objetivo General
Evaluar el efecto del propoleo in vitro de la mastitis bovina en cultivos de la

bacteria Staphylococcus aureus.

2.2. Objetivos Especificos:

e Caracterizar la actividad antimicrobiana del propoleo frente a los principales
patdgenos causantes de mastitis bovina, mediante pruebas in vitro, para identificar
su potencial como agente terapéutico alternativo.

e Identificar la concentracion de propdleo mas eficiente en el crecimiento de la bacteria

Staphylococcus aureus en cultivos in vitro.

2.3. HipOtesis
e Hipdtesis nula (HO): No existen diferencias significativas en la inhibicion del
crecimiento de Staphylococcus aureus entre los tratamientos evaluados en cultivos

in vitro.
e Hipdtesis alterna (Ha): Existen diferencias significativas en la inhibicion del
crecimiento de Staphylococcus aureus entre los tratamientos evaluados en cultivos

in vitro.



CAPITULO 111

ESTADO DEL ARTE

3.1 Staphylococcus aureus como Principal Agente Etioldgico

Las bacterias responsables de la mastitis se encuentran en diversos entornos, por lo
que varian en sus métodos de propagacion, infeccion y manejo, el Staphylococcus aureus y
el Streptococcus agalactiae estan principalmente vinculados a ubres afectadas, dafios en los
pezones y la colonizacion del canal del pezon, propagadndose de una vaca a otra y de un
cuarto a otro durante el ordefio o poco después. Los patdgenos ambientales (coliformes,
Streptococcus uberis y Pseudomona aeruginosa) son comunes en los habitats de los
animales, especialmente en condiciones humedas (barro) y/o con gran cantidad de materia
organica (excrementos, sobras de comida como forrajes o granos humedos, etc.) (Galli et al.,
2019)

En particular, S. aureus se ha consolidado como uno de los principales agentes
etioldgicos de la mastitis cronica, dado que posee multiples mecanismos que favorecen la
adherencia al epitelio mamario, la formacién de biopeliculas y la evasion del sistema
inmunitario. Estas caracteristicas le permiten persistir en el hospedero, generar infecciones
recurrentes y mostrar menor respuesta a los tratamientos convencionales. Su capacidad para
establecer infecciones subclinicas prolongadas convierte a las vacas infectadas en reservorio
dentro de los hatos, favoreciendo la transmision silenciosa durante ordefios consecutivos
(Abdellaoui et al., 2020).

Los patdgenos ambientales como los coliformes Streptococcus uberis y Pseudomona
aeruginosa se encuentran habitualmente en el entorno de los animales, especialmente en

condiciones hiumedas y en materiales con alta carga organica, como barro, excremento etc.



Adicionalmente, investigaciones recientes han demostrado que la interaccion entre
los patdgenos contagiosos y el ambiente puede potenciar el riesgo de infeccion. Factores
como la humedad excesiva, la mala ventilacion, el estrés térmico o la sobre carga bacteriana
en la cama incrementan la susceptibilidad de la glandula mamaria y facilita la instalacion de
microorganismos oportunistas. En este contexto, S. aureus representa un desafio particular,
ya que su persistencia en el hato y su capacidad de adaptacion contribuyen al mantenimiento
de ciclos de infeccion incluso cuando se controlan adecuadamente los patégenos ambientales

(Aiemsaard et al., 2011).

3.1.1 Staphylococcus aureus Participacion en Casos Clinicos y Subclinicos

Diversos estudios sefialan que S. aureus es uno de los agentes mas frecuentes en la
mastitis clinica, registrando prevalencias que van aproximadamente del 42.9% al 74%. Estas
variaciones dependen del tipo de manejo, las condiciones ambientales y las técnicas
utilizadas para el diagnostico (Villalobos, 2017). Ademas, esta bacteria no solo se transmite
con facilidad durante el ordefio, sino que también posee multiples genes de virulencia que
aumentan su capacidad de causar dafio. Entre lo mas reportado se encuentran hla (hemolisina
alfa), presente entre el 49.09% y el 100% de los aislados; hbl (hemolisina beta), detectado
en un 60% a 84.9%; y blaZ (beta-lactamasa), identificado en el 92.73% de las cepas. Estos
genes le permiten adherirse, invadir y deteriorar el tejido mamario lo que complica su control

y eliminacion (Asanza et al., 2024).

La presencia de cepas de S. aureus con resistencia antimicrobiana resulta
especialmente preocupante. Estudios recientes reportan que hasta el 64% de los aislados
presentan perfiles de multirresistencia, y mas del 20% portan el gen mecA, responsable de
codificar la proteina PBP, la cual confiere resistencias a los antibioticos beta-lactamicos,

incluida la meticilina y otros antimicrobianos de amplio espectro. Esto representa un riesgo



significativo tanto para la sanidad animal como para la salud publica, ya que las cepas que
poseen este gen suelen mostrar opciones terapéuticas mas limitadas y una mayor capacidad
de persistencia en el hospedero (Vélez et al., 2019).

En los casos de mastitis, el Staphylococcus aureus ocasiona una inflamacion visible
en la ubre, la cual se manifiesta con enrojecimiento, calor, dolor y cambios en la leche, tales
como grumos o variaciones en el color, dichas infecciones suelen ser severas y dolorosas;
aunque pueden responder en parte al tratamiento, es probable que haya episodios de recaidas,
la gravedad de la infeccion esta relacionada con la virulencia de la cepa y la condicién
inmunoldgica del animal (Gussmann et al., 2019).

En las formas subclinicas, el agente permanece en el tejido mamario sin provocar
signos aparentes, pero se observa un aumento en el conteo de células somaéticas en la leche,
son las mas complicadas de identificar, y su relevancia radica en que constituyen una fuente
constante de contagio dentro del rebafio, la leche de vacas afectadas por mastitis subclinica
puede no mostrar cambios evidentes, pero su calidad es inferior y puede influir en la

produccién de productos lacteos (Sachuk et al., 2019).

Varios estudios han evidenciado que S. aureus es responsable de una parte
considerable de los casos de mastitis subclinica en comparacion con otros patdgenos, su
capacidad de adaptarse al entorno mamario y eludir la respuesta inmune del huésped le
permiten durar un periodo prolongado (Kumari et al., 2020). Por lo tanto, es fundamental
realizar monitoreos regulares a través de pruebas diagnosticas como el CMT o el cultivo
bacteriolégico para detectar estos casos silenciosos y gestionar la propagacién del agente

(De Olives et al., 2020).



3.1.2 Mecanismos de Patogenicidad y Persistencia en la Glandula Mamaria

La capacidad patogena de S. aureus se fundamenta en una diversidad de elementos
que le permiten adherirse, penetrar y mantenerse en el interior de la glandula mamaria, entre
estos elementos estan las proteinas que facilitan su adhesion a las células epiteliales del tejido
mamario, asi como la produccion de toxinas que dafian estas células y provocan una
respuesta inflamatoria, estos mecanismos no solo causan dafio en los tejidos, sino que
también complican la eliminacién del microorganismo por parte del sistema inmunoldgico
del hospedador (Michael et al., 2023).

Diversos estudios sefialan que S. aureus contintan siendo uno de los agentes mas
relevantes en la mastitis contagiosa aportando de un 20% al 40% de los casos en sistemas
lecheros. Su impacto se relaciona con la capacidad del microorganismo para establecerse de
manera eficiente en la glandula mamaria y generar infecciones de curso prolongado
(Barkema et al., 2006). El proceso infeccioso suele iniciar cuando la bacteria accede al canal
del pezon y se adhiere a las células epiteliales, aprovechando microlesiones presentes en el
tejido. Esta adherencia esta mediada por proteinas de superficie especializadas, entre las que
se destacan aquellas con afinidad por fibronectina y fibrindgeno, como FnbA y CIfA que
favorecen la colonizacion inicial y facilitan el establecimiento del patdgeno en el hospedero
(Balouiri et al., 2016).

Diversas investigaciones han demostrado que una proporcion considerable de los
aislamientos de S. aureus asociados a mastitis bovina presentan genes que favorecen la
adhesion y la colonizacién, entre ellos fnbA y cIfA, los cuales se han identificado en
alrededor del 70% de las cepas estudiadas (Bedruddin, 2023). La expresion de estas
proteinas facilita la instauracion de infecciones persistentes y promueve la formacién de

biofilms, estructuras que se desarrollan en las primeras 48-72 horas y que reducen de manera



significativa la accién de as antimicrobianos, con disminuciones de eficacia que pueden
alcanzar entre el 60 y 80% (Brito et al., 2024).

La capacidad de formar biofilm constituye uno de los mecanismos de patogenicidad
mas determinantes, pues crea un microambiente que restringe tanto la penetracion del
antibiotico como la respuesta inmunitaria del hospedero (Bujiiakova y Karahutova, 2024).
Bajo estas condiciones, la efectividad de un antibiotico como la penicilina puede disminuir
entre un 50% y un 70%, favoreciendo que cerca del 25-35% de los cuadros clinicos
evolucionen hacia procesos cronicos (Dario, 2024)

Otro factor relevante es la presencia de proteinas A (SpA), cuya interaccion con
inmunoglobulinas IgG inhibe la opsonizacion y reduce la fagocitosis por parte de los
neutrofilos. Se ha reportado que esta interferencia inmunitaria puede alcanzar niveles
cercamos al 45%, y que su regulacion durante infecciones prolongadas contribuye ain mas
a la evasién inmunoldgica (Chakraborty, 2019). Adicionalmente, la produccion de toxinas
como la a-hemolisina (Hla) promueve apoptosis en células epiteliales y neutrofilos,
facilitando la internalizacion del patdgeno en comportamientos intracelulares donde puede
persistir por periodos prolongados (Espinoza y Mier, 2013).

La capacidad de invasion intracelular, observada en hasta el 40% de los aislados
clinicos, se relaciona directamente con la recurrencia pos tratamiento, alcanzando tasas
cercanas al 30% debido a la limitada penetracion e antibidticos en estos nichos (Avellan
etal.,, 2019). Asimismo, la presencia de entero toxinas termoestables (SEA-SEE),
identificadas en alrededor del 20% de las cepas, contribuye al dafio tisular y representa un
riesgo para la inocuidad alimentaria, ya que pueden resistir procesos térmicos como la
pasteurizacion (Bujnakova y Karahutova, 2024).

La progresion hacia cuadros cronicos se asocia con cambios estructurales en el tejido

mamario; por ejemplo, se ha documentado que entre el 60% de los alveolos afectados



desarrollan fibrosis tras 4-6 semanas, generando atrofia irreversible y reducciones en la
produccidn lactea que oscilan entre el 25% y el 45% (Foster et al., 2014). A esto se suman
factores extrinsecos como el estrés calorico, que puede aumentar la susceptibilidad a la
infeccion en un 20% al comprometer la funcion de neutrofilos, y practicas inadecuadas de
ordefio, que elevan la incidencia de nuevos casos hasta un 35% (Gongcalves, 2018).

El manejo terapéutico también influye de manera determinante. Tratamientos
antimicrobianos incompletos, especialmente aquellos menos de cinco dias, sean asociado
con tasas de recaida cercana al 40% (Bedruddin, 2023).

A nivel molecular, aproximadamente el 75% de las cepas bovinas portan el gen aur,
responsables de codificar la aureolisina, una proteasa que facilita la invasion y el dafio tisular
(Espinoza y Mier, 2013).

La presencia de cepas resistentes a meticilina (MRSA), en particular del linaje
CC398, ha sido reportada en proporciones del 10-20% en distintos paises europeos,
mostrando resistencia a B-lactamicos y tetraciclinas y complicando significativamente el
manejo clinico. Frente a este panorama, estrategias innovadoras como vacunas multivalentes
dirigidas a antigenos como CIfA y Hla han mostrado reducciones de hasta el 50% en la
persistencia bacteriana en estudios de campo, lo que abre una via prometedora para mejorar
el control de la mastitis bovina (Jafari, 2019).

Un aspecto crucial para la persistencia de S. aureus es su habilidad para formar
biopeliculas, estas estructuras compuestas por maltiples células funcionan como una barrera
gue disminuye la eficacia de los antibidticos y desinfectantes, lo que permite a las bacterias
sobrevivir tanto en el ambiente como dentro de los conductos mamarios. Asimismo, algunas
cepas pueden infiltrarse en las células epiteliales, donde se mantienen a resguardo del sistema

inmunologico y de los tratamientos antimicrobianos (Michael et al., 2023).



La capacidad de S. aureus para ajustarse y resistir las defensas del huésped
transforma la mastitis provocada por este agente patdégeno en un problema cronico que
resulta complicado de manejar, su presencia en el rebafio no solo logra perpetuar las pérdidas
en produccion, sino que también plantea un reto constante para los programas de control
sanitario, por esta razon, es fundamental entender sus mecanismos patogenicos para

desarrollar enfoques mas eficientes en prevencion y tratamiento (Michael et al., 2023).

3.1.3 Desafios por Resistencia Antimicrobiana en S. aureus

La resistencia a los antimicrobianos en Staphylococcus aureus constituye uno de los
mayores obstaculos en el manejo de la mastitis en vacas, la utilizacién excesiva o incorrecta
de antibioticos en la industria lactea ha facilitado la aparicion de cepas resistentes, entre las
cuales se encuentran las llamadas MRSA (Staphylococcus aureus resistente a meticilina),
estas variantes son particularmente complicadas, ya que no solo son dificiles de tratar, sino
que también conllevan un riesgo potencial para la salud publica debido a su capacidad de
transmitirse a través de los animales (Bitrus et al., 2018).

Las cepas resistentes poseen mecanismos a nivel molecular que destruyen los efectos
de los antibidticos o evitan su accion sobre las bacterias, entre estos mecanismos se
encuentran la modificacién de los puntos de accién del farmaco, la generacién de enzimas
como las B-lactamasas y la creacion de biopeliculas que obstaculizan la entrada de los
medicamentos, disminuyendo de manera considerable la efectividad de los tratamientos
tradicionales y obliga a la busqueda de opciones terapéuticas mas viables (Church y
McK:illip, 2021).

Uno de los hallazgos mas relevantes en la investigacion sobre S. aureus bovino
resistente a los antibioticos, en el contexto de la mastitis, es la identificacién de cepas con

resistencia simultanea a varios grupos de antimicrobianos. Estas cepas, catalogadas como
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multirresistentes, presentan resistencia al menos a tres tipos de antibioticos, lo que reduce de
manera considerable las alternativas terapéuticas disponibles (Islam et al., 2025). Estudios
también han reportado la presencia de cepas con MDR (Multidrug-Resistant) y mdltiples
regiones del mundo, lo que evidencia que se trata de un problema de alcance global y resalta
la necesidad de adoptar estrategias responsables de uso y manejo de antimicrobianos
(Bujnakova y Karahutova, 2024).

Ante esta situacion, es fundamental adoptar un enfoque racional en el uso de
antibidticos y desarrollar programas de vigilancia de la resistencia bacteriana en las
explotaciones lecheras, la exploracion de tratamientos alternativos, como productos
naturales con propiedades antimicrobianas, surge como una opcion prometedora para
manejar las infecciones por S. aureus sin contribuir a la resistencia (Church y McKillip,

2021).

3.2 Alternativas naturales a los antibidticos convencionales en el tratamiento de la
mastitis bovina

El creciente interés por alternativas terapéuticas no convencionales en el tratamiento
de la mastitis bovina se ha intensificado debido a las preocupaciones globales relacionadas
con la resistencia antimicrobiana y la presencia de residuos de antibioticos en la leche. En
este contexto, diversas lineas de investigacion han explorado opciones de origen natural que
puedan ofrecer tratamientos eficaces, sostenibles e inocuos, reduciendo la dependencia de
los antimicrobianos tradicionales. Entre estas alternativas destacan el uso de extractos de
plantas medicinales, probioticos, bacteridéfagos y otros compuestos de origen bioldgico, los
cuales representan areas emergentes con resultados prometedores (Islam, 2025).

Dentro de las propuestas de origen vegetal, las plantas medicinales con actividades

antimicrobianas y antiinflamatorias han recibido particular atencion. Diversas especies han
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mostrado eficacia tanto in vitro como in vivo frente a patdgenos claves involucrados en la
mastitis bovina, incluyendo Staphylococcus aureus y Streptococcus uberis. Los compuestos
bioactivos presentes en estas plantas pueden actuar mediante mecanismos novedosos, lo que
podria contribuir a superar algunos de los retos asociados a la resistencia bacteriana

(Benbassat, 2025).

Otra estrategia de interés es el uso de probi6ticos, microorganismos benéficos
capaces de modular el microbiota local de la glandula mamaria. Su incorporaciéon puede
favorecer el equilibrio microbiano, estimular la inmunidad local y competir directamente
con los patdgenos, lo que se traduce en una reduccién del riesgo de infeccion y una menor
severidad de los cuadros clinicos. Ensayos recientes han demostrado mejoras en la incidencia
y evolucidn de las mastitis tras la administracion de cepas probi6ticas especificas (Gobierno

de México, 2019).

Los bacteri6fagos representan igualmente una alternativa natural innovadora. Estos
virus, altamente especificos, infectan y destruyen Unicamente a determinadas bacterias, lo
que permite atacar a los agentes etioldgicos sin afectar al microbiota benéfico. La llamada
“terapia de fagos” ha mostrado eficacia frente a cepas de S. aureus y otros microorganismos
comunmente asociados a la mastitis, convirtiéndose en una herramienta potencial para

enfrentarse infecciones persistentes o resistentes a antibidticos (Islam, 2025).

Adicionalmente, los péptidos antimicrobianos (PAM) constituyen un componente
central de la inmunidad innata en los bovinos y han demostrado una actividad significativa
frente a S. aureus, incluyendo cepas resistentes a multiples farmacos. Su eficacia se debe
tanto a su capacidad de desestabilizar la membrana bacteriana, provocando lisis celular,
como a su accién sobre procesos intracelulares esenciales, lo que dificulta la aparicion de
resistencia bacteriana (Criscuolo, 2019). En bovinos, péptidos como la B-defensinas, las

catelicidinas BMAP y la lactoferricina presentan actividad comprobada contra S. aureus y
12



pueden inhibir la formacion de biopeliculas, uno de los principales mecanismos que
favorecen la persistencia de la mastitis cronica (Huan, 2020). Ademas, se ha observado que
ciertos compuestos naturales, como los presentes en el propoleo, pueden potenciar la accion
de los PAM al modular la respuesta inmune local y favorece la destruccion bacteriana, lo
que los convierte en estrategias complementarias prometedoras para el manejo de mastitis

sin antibioticos (Bankova, 2024).

3.3 Caracteristicas del propoleo

El propdleo es una resina de tonalidad obscura que muchos describen como un rojo
profundo con matices verdosos. Su sabor es muy particular, generalmente considerado agrio
y ligeramente picante. Por esta razon, suele consumirse en forma liquida, disuelto en alcohol.

Su textura es dificil de definir, ya que cambia segun la temperatura: en general se lo
considera una masa sélida en algo pegajosa. Guerrero (2015) sefiala que sus caracteristicas
fisicas pueden variar segun la region donde se produce. Sin embargo, de manera mas general,
puede describirse como una masa flexible que, al congelarse se vuelve muy dura

(Carvajal,2016).

3.3.1 Utilidad del propdleo en animales

El propdleo es un compuesto natural producido por las abejas a partir de resinas
vegetales. Sus componentes como flavonoides, terpenos y acidos fendlicos le otorgan
propiedades que pueden ser aprovechadas en la ganaderia bovina; este actia como un
estimulando natural de las defensas. En vacas, esto puede ayudar a reducir la incidencia de
enfermedades comunes, especialmente en etapas criticas como la transicion, el posparto o
en terneros durante las primeras semanas (Bankova, 2024).

Extractos etandlicos de propdleo han mostrado ser bactericidas contra cepas de S.
aureus aisladas de vacas con mastitis. En un estudio in vitro, una concentracion de 1mg/mL

de EEP fue capaz de eliminar por completo poblaciones de S. aureus de hasta 10’ UFC/mL.
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Este mismo estudio observé que cuando las bacterias estaban en la leche (en lugar de medios
de cultivo), la dosis bactericida era mayor, lo que sugiere que los componentes de la leche

interfieren con la actividad del propoleo (Abdellaoui et al., 2020).

3.3.2 Potencial Terapéutico del Propdleo Acuoso

Es un material creado por las abejas Apis mellifera a partir de resinas y sustancias
vegetales con una textura pegajosa, para obtener el propdleos como resultado final, las abejas
mezclan sus secreciones salivales, cera y polen, prefieren recoger las resinas durante las
horas mas célidas del dia, ya que son mas suaves y faciles de manejar, las obtienen raspando
con su mandibula y utilizando sus patas para moldearlas en pequefias bolas que colocan en
sus corbiculas, este material se usa como un antibidtico natural, ayudando a defenderse
contra bacterias, virus y hongos, ademas de mantener la colmena limpia (Vasquez et al.,
2012).

El extracto acuoso de propdleo retiene una fraccion significativa de compuesto
hidrosolubles, entre ellos flavonoides, &cidos fendlicos y antioxidantes naturales, los cuales
conferirian propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias, inmunomoduladores vy
cicatrizantes (Bedruddin, 2023).

3.3.3 Composicion Quimica y Propiedades Bioldgicas del Propdleo

La composicion quimica del propéleo varia dependiendo de la flora local de donde
las abejas recolectan las resinas. Sin embargo, en términos generales, se compone de
flavonoides, acidos fenolicos, terpenos, aceites esenciales, y ésteres, que son los
responsables de sus propiedades bioldgicas (Rodriguez et al., 2020).

Los flavonoides, en particular, son conocidos por su potente actividad antimicrobiana y
antioxidante, inhibiendo el crecimiento de bacterias y protegiendo los tejidos contra el dafio

oxidativo (Wozniak et al., 2023).
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Los acidos fenolicos son compuestos solubles en agua que se encuentran en el
propdleo y que tienen gran relevancia por sus efectos beneficiosos. Entre los méas conocidos
estan el acido cafeico, el acido ferulico y el acido p-cumarico. Estas moléculas muestran
propiedades antioxidantes, antivirales y antiinflamatorias (Dario, 2024). Segun estudios,
pueden neutralizar radicales libres y disminuir los dafios celulares causados por el estrés
oxidativo.

Los taninos son polifenoles de alto peso molecular con efectos astringentes,
antimicrobianos y antioxidantes. Por otro lado, los polisacaridos bioactivos presentes en el
propdleo estan relacionados con la estimulacion del sistema inmunoldgico, promoviendo la
actividad y proliferacion de macrofagos y linfocitos La combinacion de taninos y
polisacaridos ayuda a proteger al organismo frente a agentes patdgenos y a regular procesos
inflamatorios (Villalobos, 2017).

El propdleo también contiene aminoacidos esenciales y no esenciales, junto con otros
antioxidantes menores. Estas sustancias participan en la defensa de las células contra los
radicales libres, aumentando el valor nutricional del propdleo y reforzando su capacidad de
proteger frente al estrés oxidativo y al envejecimiento.

Esta investigacidn, ademas, sugiere que en diferentes regiones han demostrado que
el propdleo tiene un amplio espectro de accion antimicrobiana, capaz de combatir bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas, asi como hongos y algunos virus, esto lo convierte en una
alternativa viable al uso de antibidticos en animales de produccién, especialmente en
infecciones como la mastitis bovina (Wozniak et al., 2023).

Segun Sforcin, (2016) el propdleo ha demostrado una alta eficacia contra varios de
los patdgenos mas comunes que causan mastitis, como Staphylococcus aureus, Escherichia

coli y Streptococcus agalactiae. Resientes estudios mostraron que el extracto de propéleo
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inhibe el crecimiento de estos microorganismos, reduciendo significativamente la carga
bacteriana en las glandulas mamarias afectadas por la mastitis (Stojanovi¢ et al., 2020).

Esta capacidad para combatir las infecciones bacterianas sin inducir resistencia
antimicrobiana es uno de los aspectos mas atractivos del propéleo (Sforcin, 2016). Ademas
de su actividad antibacteriana, el propdleo también tiene propiedades antiinflamatorias, que
pueden ayudar a reducir la inflamacion asociada a la mastitis, su accion en el sistema
inmunoldgico ha sido estudiada, demostrando que puede modular la respuesta inmune, lo
que podria ser beneficioso en la prevencion de recaidas o infecciones recurrentes en el
ganado lechero (Wozniak et al., 2023).

En la medicina veterinaria, el uso del propdleo ha sido estudiado como tratamiento
para diversas enfermedades infecciosas en animales de produccién, se ha utilizado en
infecciones de la piel, enfermedades respiratorias y, en los Gltimos afios, se ha explorado su
uso en la salud mamaria de las vacas lechera, el estudio sugiere que el propoleo podria
reducir el uso de antibiéticos en el manejo de la mastitis, disminuyendo asi la incidencia de
residuos de medicamentos en la leche y mitigando el problema de la resistencia
antimicrobiana (Sforcin, 2016).

En Ecuador, el propoleo tiene un gran potencial de aplicacion en la ganaderia debido
al crecimiento de la apicultura y la disponibilidad de esta sustancia, su uso en el tratamiento
de la mastitis podria no solo mejorar la calidad de la leche, sino también generar una mayor
sinergia entre la apicultura y la ganaderia, dos sectores importantes para la economia rural

del pais (Rodriguez et al., 2020).

3.3.4 Mecanismo de Accién del Propdleo Sobre Bacterias Gram Positivas
Las bacterias Gram positivas, por ejemplo, Staphylococcus aureus, tienen una pared

celular que es gruesa y esta formada en su mayor parte de peptidoglucano; esta es el objetivo
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principal de los compuestos antimicrobianos naturales, el propéleo lleva a cabo su efecto
antibacteriano por medio de varios mecanismos sinérgicos, lo cual disminuye la posibilidad
de que surja resistencia bacteriana (Campos et al., 2020).

La modificacion de la integridad de la membrana citoplasmatica, que se produce
cuando los compuestos fenolicos interactian con los lipidos de la membrana, provocando
pérdida del potencial eléctrico y fuga de iones, es uno de los procesos mas relevantes.
Asimismo, la galangina y la pinocembrina, que son flavonoides, bloquean las enzimas
necesarias para la replicacion de las bacterias, como la RNA polimerasa y la DNA girasa.
Esto imposibilita que se produzcan acidos nucleicos (Gebara et al., 2002).

El propdleo, ademas, causa deterioro oxidativo en las bacterias por medio de la
produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que conlleva a la desnaturalizacién
de proteinas y a la peroxidacion lipidica, la inhibicién del crecimiento bacteriano o la muerte
celular son el resultado de estos efectos, lo cual evidencia que el propbleo ejerce como un
poderoso y multifuncional agente antimicrobiano contra las bacterias Gram positivas

(Bankova, 2024).

3.4 Estudios In Vitro del Propdleo Frente a Staphylococcus aureus

El propdleo ha probado ser efectivo contra Staphylococcus aureus, una bacteria
dafina que causa varias infecciones en la piel, el sistema respiratorio y el sistema digestivo,
segun varios estudios in vitro. Las investigaciones de Bouchelaghem et al., (2018) mostraron
que los extractos acuosos de propdleo disminuyen considerablemente el crecimiento de
cepas de S. aureus, lo cual se demuestra con la reduccién del didmetro en la zona de
inhibicién cuando se hacen pruebas de difusidn en agar.

Ademas, investigaciones de de Sa Assis et al., (2022) revelaron que el propodleo

acuoso disminuye la creacion de biopeliculas bacterianas, algo importante porque las
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biopeliculas son una forma de resistencia a los agentes antimicrobianos convencionales, los
hallazgos sefialaron que los componentes fendlicos del extracto obstaculizan la produccién
de polisacaridos extracelulares, los cuales son fundamentales para la estructura de la
biopelicula (Benbassat, 2025).

El propdleo acuoso tiene la capacidad de aumentar el efecto de antibidticos
convencionales, lo que es otro hallazgo importante, se logra a través de una accion sinérgica
que posibilita disminuir las dosis necesarias, esto indica que el propoleo podria utilizarse
como un coadyuvante terapéutico para tratar infecciones por Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA), lo cual seria una opcién natural y esperanzadora ante el

problema en aumento de la resistencia bacteriana (Bouchelaghem, 2022).

3.5 Funcion del etanol en el propdleo

El propdleo esta formado por una mezcla compleja de resinas, ceras y sustancias
fenolicas que, por su estructura quimica, no se disuelven bien en agua. Esto ocurre
especialmente con los flavonoides y los acidos fenolicos, que son los principales
responsables de sus efectos bioldgicos. Varios autores coinciden en que el etanol es el
solvente mas eficaz para liberar estos componentes, gracias a su polaridad intermedia 'y a
su capacidad para atravesar la matriz resinosa del propoleo (Bankova, 2024).

Asimismo, se ha documentado que el uso de etanol no solo incrementa el
rendimiento de compuestos bioactivos, sino que también favorece su biodisponibilidad.
Cuando el propoéleo se formula como extracto hidroalcohdlico, el organismo puede
absorber con mayor facilidad sustancias como el acido cafeico, la pinocembrina, la
quercetina o el artepilin C, dependiendo del origen botanico. Segin Sforcin y Bankova,
(2011) la extraccion hidroalcoholica produce un extracto mas estable y més rico en

flavonoides, lo que se traduce en una mayor actividad antioxidante, antimicrobiana y
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antiinflamatoria. En consecuencia, el etanol potencia las propiedades terapéuticas del
propdleo al liberar y preservar de manera mas eficaz los compuestos responsables de su
actividad bioldgica.

De acuerdo con Garcia et al.,, (2013) , los extractos etanolicos mantienen la
estabilidad de los compuestos activos durante periodos prolongados, aspecto crucial para
aplicaciones medicinales o de investigacion. Esta estabilidad también permite dosificaciones
precisas en presentaciones liquidas como gotas o sprays, resultando mas practico que trabajar

con propdleo crudo o en forma resinosa.

3.6 Ventajas del Uso de Propdleo Acuoso Frente a Otras Formas de Presentacion

El propbleo se puede presentar en varias formas de extraccion; entre las mas
frecuentes estan el extracto acuoso y el extracto etandlico, no obstante, el empleo del
propdleo acuoso brinda beneficios importantes, en particular en las aplicaciones médicas y
farmacoldgicas (Isidorov et al., 2022). Desde el enfoque farmacotécnico, el propo6leo acuoso
tiene una biocompatibilidad mas alta y una citotoxicidad mas baja, lo que hace posible que
se pueda incluir en productos como soluciones oftalmicas, colutorios, ungiientos y cremas

(Bhargava et al., 2021).
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS
4.1. Materiales e insumos

e Balanza analitica de laboratorio ADAM
e Autoclave N_BIOTECK
e Incubadora N_BIOTECK

e McFarland Densitometro - BIOSAN

4.2. Reactivos
e Mannitol Salt Agar BBL
e Mannitol Salt Broth TMMedia
e Cefalexina

e Mueller Hinton Agar - MHA TMMedia

4.2.1 Material Biologico
e Propdleo

e Cepas de Staphylococcus aureus

4.2.2 Materiales de Laboratorio
e Puntas azules
e Puntas amarillas
e Hisopos de madera de 10 cm
e Cajas Petri
e Tubos de ensayo de 10 mL

e Mecheros
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e Micropipeta de 10 pl—100 pl

e Frascos Boeco de 1000 mL

4.3. Generalidades de la investigacion
4.3.1. Ubicacién

El experimento se realizd en la provincia de Imbabura en la ciudad de Ibarra,
Ecuador, en los laboratorios de microbiologia y biotecnologia en la Pontificia Universidad
Catdlica del Ecuador, Escuela de Ciencias Agropecuarias y Ambientales sede Ibarra. Esta se
encuentra a una Latitud de 0° 21’ 10.8” N y una Longitud: 78° 06’ 41.8” W, a una altitud

de 2200 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m)

Figura 1.

Ubicacion geografica de los laboratorios en la PUCE-I
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Nota. El grafico representa la ubicacion de la sede universitaria donde se realizo el ensayo,

este grafico se obtuvo do por medio de ArcGIS.

4.4. Analisis Estadistico
4.4.1. Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA), en el cual se aplicaron 4
tratamientos con 5 repeticiones, eso nos da un total de 20 unidades experimentales. Cada
unidad experimental tuvo 5 tomas de muestras, teniendo asi 100 muestras para toda la
investigacion, los 4 tratamientos presentaron un nivel de inclusion del propéleo y el testigo
el cual fue cefalexina pura antibiotico comercial, por lo tanto, la investigacion queda de la

siguiente forma:

e Disefio experimental: Disefio completamente al azar (DCA)
e Numero de tratamientos: 4

e Repeticiones por tratamientos: 5

e Unidades experimentales totales: 20

e Muestras por unidad experimental: 5

e Muestras totales: 100

Este disefio fue seleccionado segun la investigacién realizada por Balourl et al., ya
qgue es ampliamente utilizado en ensayos in vitro de actividad antimicrobiana, ya que
controla la variabilidad inherente de las muestras bioldgicas y facilitar el analisis estadistico

de los datos mediante ANOVA (Balourl, Sadiki, & Ibnsouda, 2016).

El procesamiento estadistico se realizd0 mediante el software XLSTAT (version
2023.2.0;1411; 1D de licencia: b1672737- bf0f-472b-a655-46d8039fd975) para realizar el

ANOVA, asegurando resultados eficientes y exactos de los datos.
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4.4.2 Tratamientos

Los tratamientos descritos en la Tabla 1 fueron los aplicados para el desarrollo de
este estudio, este se realizo aplicando diferentes concentraciones de propéleo junto con un
control positivo (Cefalexina). Cefalexina es un antibiotico con un Unico principio activo
cefalexina mono hidrato, este es un antibidtico p-lactamico perteneciente a las cefalosporinas
de 1° generacion, caracterizado por su accion bactericida al inferir con la sintesis de la pared
celular bacteriana (Rossi A. L., 2019). Este antibiotico fue seleccionado como control
positivo por su gran eficacia en eliminar bacterias Gram positivas asociadas a mastitis bovina
destacando: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae,

Streptococcus uberis (Bankova, 2024).

Los extractos de propéleo se evaluaron en las siguientes concentraciones 10 mg/ml
propéleo acuoso; 15 mg/ml propoleo acuoso; 20 mg/ml propoleo acuoso.
Concentraciones similares han sido empleadas en investigaciones con propoéleo, respaldando

su eficacia para la inhibion de la bacteria S. aureus (Ali, 2015).

Tabla 1.

Factores de estudio

TRATAMIENTO DESCRIPCION
T1 10 mg/ml propdleo acuoso
T2 15 mg/ml propdleo acuoso
T3 20 mg/ml propébleo acuoso
T4 1 mg/ml Cefalexina pura
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4.4.3 Esquema del Analisis de Varianza
A continuacion, se muestra el andlisis de varianza (ANOVA) aplicado para

determinar diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos evaluados.

Esquema Anélisis de

Varianza
Fuente de variacion Grados de
libertad
(ah
Tratamientos 3
Error experimental 16
Total 19

4.4.3.1 Andlisis Funcional
e Prueba de normalidad Shapiro Wilks
e Coeficiente de variacion

e Comparacién multiple de medias de Tukey al 5%

4.5 Manejo Especifico del Experimento

4.5.1 Extraccion del Propoéleo acuoso

Para asegurar la eficiencia del proceso, el propdleo crudo fue previamente sometido
a congelacion durante una hora, con el fin de facilitar su fragmentacion y aumentar la
superficie de contacto con el solvente, tal como recomiendan estudios clasicos de
extraccion botanica (Bankova, 2024). Posteriormente, el material congelado se triturd
manualmente hasta obtener particulas pequefias.

Para la extraccion se utilizé etanol, debido a que este solvente posee alta capacidad
de solubilizacion de flavonoides, compuestos fendlicos y resinas bioactivas presentes en el
propdleo (Garcia, 2013). La relacion sélido-liquido empleada fue de 1:10 (mg/mL), una
proporcion reconocida como éptima para maximizar la eficiencia extractiva en matrices

resinosas (Huan, 2020). El propdleo triturado se colocé en frascos de vidrio &mbar
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previamente esterilizados, y se adiciono el volumen correspondiente de etanol al 70 %,
debido a que esta concentracion favorece la extraccion de compuestos polares y

semipolares sin arrastrar excesivas ceras (Sforcin y Bankova, 2011).

La mezcla se mantuvo en maceracion durante 2 dias a temperatura ambiente,
protegida de la luz, con agitacion manual diaria para favorecer la transferencia de masa
entre la fase solida y el solvente. La maceracion prolongada permite una difusion gradual
de los compuestos bioactivos hacia el medio etanélico, proceso ampliamente descrito en
estudios de extraccion de productos naturales (Rossi et al., 2019). Finalizado el tiempo de
maceracion, el extracto fue filtrado mediante papel de filtro para eliminar particulas de
cera, residuos sélidos y otras impurezas insolubles.

El solvente etandlico fue eliminado mediante calentamiento en bafio Maria
controlado a una temperatura maxima de 50 °C, a fin de evitar la degradacion de
flavonoides sensibles al calor (Huan, 2020). EI concentrado resultante se diluyd con agua
destilada hasta alcanzar el volumen final deseado, obteniéndose asi un extracto acuoso apto
para el ensayo, particularmente para pruebas de actividad antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus, microorganismo frente al cual el propéleo ha demostrado eficacia

significativa (Barkema et al., 2018).

4.5.2 Aislamiento de Staphylococcus aureus

4.5.2.1 Recoleccion de Muestras de Leche
Se realizd bajo condiciones estériles para preservar la integridad de las muestras y minimizar
la contaminacion. Las vacas seleccionadas fueron examinadas previamente para verificar la
presencia de signos clinicos o subclinicos de mastitis, como inflamacion en la ubre,
alteraciones en la composicion de la leche o una reduccion en la produccion (Cheng &

Han, 2020).
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Como método de diagnostico preliminar se utilizo la prueba CMT, debido a su
capacidad para identificar de forma rapida la incidencia de esta enfermedad en el ganado
bovino (Rossi et al., 2018). Para cada muestra se combinaron volumenes iguales de 2 mL
de leche provenientes de cada cuarto mamario con el reactivo CMT en una paleta de cuatro
divisiones disefiada para esta prueba. La mezcla se agitd suavemente durante 10 segundos
y la reaccion fue evaluada visualmente dentro de los siguientes 30 segundos (Jamali et al.,
2018).

La clasificacién se realizé conforme a los pardmetros planteados en la tabla 2

Tabla 2.

Clasificacion del CMT para Seleccion de Muestras.

Resultado Interpretacion

Negativo No mastitis (bajo RCS)

Posible mastitis subclinica (ligero aumento de células

Trazas somaticas)
1+ Mastitis subclinica leve
2+ Mastitis subclinica moderada
3+ Mastitis subclinica severa

Nota: Adaptado de National Mastitis Council (2017).

Antes de realizar la recoleccion, los pezones de cada cuarto mamario fueron
desinfectados cuidadosamente para retirar cualquier rastro de suciedad y microorganismos
presentes en la superficie. Como parte del procedimiento, se eliminaron los primeros
chorros de leche de cada cuarto con el fin de evitar que posibles contaminantes del canal
del pezon ingresaran en la muestra (Rossi, 2018). Una vez obtenido el diagndstico, se
identificd al animal del cual se extraeria la muestra y se continu6 con la recoleccién
utilizando frascos estériles. Se deposité un volumen aproximado de 10 mL y las muestras
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fueron mantenidas en refrigeracion para conservar la viabilidad de los microorganismos

(Avellan et al., 2019).

4.5.2.2 Métodos de identificacion de Staphylococcus aureus

4.5.2.2.1 Aislamiento e identificacién Microbiol6gica de S. aureus utilizando
Manitol Salado

Para el aislamiento de S. aureus en muestras de leche con mastitis, se utiliz6 agar
manitol salado (AMS) como medio selectivo, ya que permite inhibir el crecimiento de
microorganismos distintos a los estafilococos. En este medio, los estafilococos coagulasa-
positivos, como S. aureus, son capaces de fermentar el manitol, originando colonias de
color amarillo acompafiadas de halos igualmente amarillos debido a la variacion del pH
(Pasachova, 2019). EI AMS se prepar6 disolviéndolo en agua destilada y posteriormente se
esterilizd en autoclave durante una hora y media. Luego, se distribuyeron 20 mL en placas

Petri estériles y se dejaron solidificar a temperatura ambiente.

Posteriormente, se inocul6 1 mL de la muestra de leche en cada placa se realizé un
raspado en forma de zigzag y estas fueron incubadas a 37 °C durante un periodo de 24
horas. La aparicion de colonias amarillas con un halo del mismo tono permitié reconocer
de manera preliminar la presencia de S. aureus, evidenciando su caracteristica capacidad

de fermentar el manitol (Tsegmed Pringle, 2012)

4.6 Variable independiente

La concentracién de propdleo utilizada en el tratamiento:

e Dosis 10 mg/ml

e Dosis 15 mg/ml
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e Dosis 20 mg/ml

4.7 Variable dependiente

e El crecimiento bacteriano en los cultivos in vitro, medido en términos de la inhibicién

o proliferacion de la bacteria Staphylococcus aureus.

La proliferacion bacteriana de Staphylococcus aureus fue analizada usando la
técnica de difusion en medio so6lido, un método comin para evaluar la eficacia
antimicrobiana de compuestos tanto naturales como artificiales.

Para llevar a cabo esto, se reactivaron las cepas bacterianas que habian sido
previamente reconocidas en un medio nutritivo e incubadas a 37°C durante un lapso de
24 horas. Luego, la suspension bacteriana se ajustd a una densidad similar a la norma 0.5
de McFarland, lo cual es aproximadamente equivalente a una concentracion de 1 .5 x
108 UFC/ml.

Una vez que la suspension fue estandarizada, se sembr0 a través de un método de
extension sobre placas de agar Mueller-Hinton, empleando un hisopo estéril para
garantizar que el in6culo se distribuyera de manera uniforme sobre la superficie del
medio.

A continuacion, se colocaron discos estériles que contenian diferentes
concentraciones del extracto acuoso de propoleo (10, 15 y 20 mg/ml), ademés de un
disco con cefalexina (1 mg/ml) que funcion6 como control positivo.

Las placas se incubaron a 37° C durante un dia. Al finalizar la incubacion, se
registraron los didmetros de los halos de inhibicidn (en milimetros) alrededor de cada
disco, utilizando un calibrador digital para medir.

La interpretacion del crecimiento bacteriano se realizo de la siguiente manera:
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Halo de inhibicion presente — actividad antimicrobiana (inhibicion del
crecimiento).

Sin halo — crecimiento bacteriano sin efecto de inhibicion.

Este método se basa en el protocolo estandarizado establecido por el Instituto de
Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI), que proporciona las pautas para la evaluacion
de la susceptibilidad antimicrobiana mediante la técnica de difusion en disco (CLSI,

2023).

CAPITULOV

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Prueba de Normalidad de Shapiro-Wilks y Homogeneidad de Varianza de
Levene.

Luego de realizar la prueba de normalidad de Shapiro-Wilks y la prueba de
homogeneidad de varianza de Levene; podemos observar en la Tabla 3 que 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 3.

Prueba de Normalidad y Homogeneidad de Varianzas.

Shapiro - test Levene - test
Variable Observaciones Promedio DeS\{lacmn w p-Value F p-Value
estandar

Ensayo 1 —

24 horas 20 21,76 7,09 0,956 0,462 0,065 0,978
Ensayo 2 —

48 horas 20 21,67 7,01 0,959 0,521 0,600 0,625
Ensayo 3 -

72 horas 20 21,95 7,19 0,959 0,528 0,641 0,599
Ensayo 4 —

96 horas 20 21,53 7,31 0,959 0,527 1,508 0,250
Ensayo 5 —

120 horas 20 21,75 7,21 0,985 0,982 2,035 0,150
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Los resultados de este estudio, que muestran normalidad y homogeneidad de
varianzas (p > 0,05), son coherentes con lo descrito en investigaciones previas sobre la
actividad antimicrobiana del propoleo. Bankova et al. (2016) sefialan que los ensayos
microbiologicos con propoleo suelen presentar baja dispersion y distribucion cercana a la
normal debido a la estabilidad de sus compuestos fendlicos. De igual forma, Kujumgiev et
al. (2018) reportan varianzas homogéneas y coeficientes de variacion reducidos en pruebas
de inhibicion bacteriana, lo que respalda el uso de ANOVA. (Ruegg, 2017) también destaca
que la reproducibilidad de los extractos de propoleo favorece distribuciones paramétricas
consistentes. En conjunto, estos antecedentes confirman que el comportamiento estadistico

encontrado en la presente investigacion es congruente.

5.2 Analisis de la Variable Ensayo 1 a las 24 horas
Luego del andlisis de varianza realizado para el Ensayo 1, en la Tabla 4 se
evidencia que existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos evaluados

(p < 0.0001).

Tabla 4.

Analisis de varianza del didametro de los halos de inhibicion obtenidos en el primer ensayo

realizado a las 24 horas de incubacion.

p-values
Fuente GL Suma de Cuadr_ados F Pr>F signification
cuadrados medios

codes
Modelo 3 944.01 314.67 472.97 <0,0001 Fkx
Total corregido 19 954.66
Tratamiento 3 944.01 314.67 472.97 <0,0001 Fxx
Error 16 10.64 0.67

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)
Signification codes: 0 <*** <0.001 <**<0.01<*<0.05<.<01<°<1

Promedio (mm) 21.76
CV (%) 3.75
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El modelo explica practicamente toda la variabilidad observada en los datos, lo que
refleja un efecto marcado de los tratamientos sobre el didmetro del halo de inhibicion. EI
error experimental fue bajo y el coeficiente de variacion (3,75%), confirmando que las
diferencias detectadas no se deben al azar, sino al efecto real de cada tratamiento sobre la

respuesta microbiologica.

5.2.1 Prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey al 5% del Ensayo 1 a

las 24 horas

La prueba de Tukey permitio agrupar los tratamientos en cuatro rangos estadisticos
diferenciados. La cefalexina (1 mg/mL) presentd el mayor efecto inhibitorio, seguida por el
propdleo a 20 mg/mL. Posteriormente se ubico la concentracion de 15 mg/mL, mientras

que el menor efecto correspondid al propoéleo a 10 mg/mL.

Estos resultados evidencian un comportamiento dosis-dependiente del propdleo, donde el

incremento de concentracién aumenta el diametro del halo de inhibicién bacteriana.

Figura 2.

Porcentaje de inhibicion de la bacteria aplicando la prubea Tukey al 5%.

d

Porcentaje de inhibicion bacteriana
S

Tratamientos
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Segun el analisis estadistico mediante la prueba de Tukey al 5%, se identificaron
cuatro rangos de significancia en los tratamientos evaluados. La Cefalexina 1 mg/mL
mostré el mayor porcentaje de inhibicion bacteriana (31,688%), ubicandose en el primer
lugar, en el segundo rango se ubico el propéleo a 20 mg/mL, con una inhibicion de
24,214%. Estos resultados concuerdan con los reportados por Cetin et al. (2010), quienes
encontraron que extractos de propdleo al 20% m/v generan halos de inhibicion
significativamente mayores frente a Staphylococcus aureus y E. coli, en comparacién con
concentraciones inferiores. De manera similar, (Tsegmed Pringle, 2012) demostraron que
el propdleo al 20% presenta la actividad antibacteriana mas elevada en comparacion con
10% y 5%.

El siguiente rango de significancia lo alcanz6 la concentracion de 15 mg/mL, con
una inhibicién de 17,538%. Aunque esta dosis mostré un efecto intermedio, fue
estadisticamente inferior al 20 mg/mL. Resultados equivalentes fueron obtenidos por
(Sforcin, J.M., & Bankova, V., 2011) quienes observaron que concentraciones de propéleo
al 15% mantienen actividad relevante, pero disminuyen frente a concentraciones del 20—

25%, indicando una clara relacion dosis-respuesta.

Finalmente, el rango mas bajo correspondid al propdleo 10 mg/mL, cuyo efecto de
inhibicién (13,612%) fue el menor entre los tratamientos. Este comportamiento coincide
con los experimentos de Marcucci (2017) y (Dario, 2024) quienes determinaron que
concentraciones al 10% poseen actividad antibacteriana limitada debido a la menor
disponibilidad de compuestos fendlicos. Asimismo, Lima et al. (2014) confirmaron que
incrementos desde 10% hasta 20% producen aumentos proporcionales en la inhibicion de

S. aureus.
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En conjunto, estos resultados respaldan una relacién dosis-dependiente del
propoleo, donde el incremento desde 10 mg/mL — 20 mg/mL mejora notablemente el

efecto inhibitorio.

5.3 Analisis de varianza del Ensayo 2 a las 48 horas
El andlisis de varianza evidencid diferencias altamente significativas entre tratamientos (p
< 0,0001) Tabla 5. El coeficiente de variacion fue bajo (2,69%), indicando alta precision

experimental y consistencia en las mediciones del diametro del halo de inhibicion.

Tabla 5.

Analisis de varianza de la variable mediciones de halos de inhibicion del Ensayo 2

p-values

Suma de Cuadrado N

Fuente GL ! u . > F Pr>F  significatio
cuadrados medios

n codes
Modelo 3 928.807 309.602 910.917 <0,0001 Frx
Total corregidc 19 934.245
Tratamiento 3 928.807 309.602 910.917 <0,0001 Fxx
Error 16 5.438 0.340

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)
Signification codes: 0 < *** < 0.001 <**<0.01<*<0.05<.<0.1<°<1

Promedio (mm) 21.67
CV (%) 2.6908164

5.3.1 Prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey al 5% del Ensayo 2 a

las 48 horas

La prueba de Tukey separé los tratamientos en cuatro grupos estadisticamente distintos.

La cefalexina (1 mg/mL) presentd el mayor diametro de inhibicion, seguida por el
propbleo a 20 mg/mL. En un nivel intermedio se ubicd la concentracion de 15 mg/mL,

mientras que el menor efecto correspondio al prop6leo a 10 mg/mL.
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Figura 3.

Prueba de comparacién multiple de promedios de Tukey al 5% de la variable

40

Porcentaje de inhibicién bacteriana

10 mg/ml propdleo

CEFALEXINA 1mg/ml 20 mg/ml propédleo 15 mg/ml propdleo T4

T1 T2 T3

TRATAMIENTOS

El comportamiento observado confirma nuevamente una relacion dosis-respuesta del

propdleo sobre la inhibicion bacteriana a las 48 horas de incubacién.

Resultados similares han sido descritos por (Villalobos, 2017) quien reporta mayor
actividad antimicrobiana en concentraciones altas de propéleo. Asimismo, Velazquez et al.
(2022) y (Bedruddin, 2023) indican que la disminucion de concentracion reduce
progresivamente el efecto inhibitorio debido a la menor disponibilidad de compuestos

fendlicos activos.

En consecuencia, el incremento de la concentracion de propéleo aumenta la capacidad

inhibitoria bacteriana, manteniendo el mismo patrén observado en el primer ensayo.
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5.4 Analisis del Ensayo 3 a las 72 horas

El anélisis de varianza evidencio diferencias altamente significativas entre tratamientos (p
< 0,0001) (Tabla 6). El coeficiente de variacion (3,89%) indico adecuada precision
experimental, confirmando consistencia en las mediciones del diametro del halo de
inhibicion.

Tabla 6.

Analisis de varianza de la variable mediciones de halos de inhibicion de la Ensayo 3

p-values
Fuente GL Suma de Cuadrgdos F Pr>F  significatio
cuadrados medios

n codes
Modelo 3 969.829 323.276 442.637 <0,0001 Ak
Total corregidc 19 981.514
Tratamiento 3 969.829 323.276 442.637 <0,0001 falall
Error 16 11.685 0.730

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)
Signification codes: 0 < *** < 0.001 <**<0.01<*<0.05<.<0.1<°<1

Promedio (mm) 21.95
CV(%) 3.893308963

La mayor parte de la variabilidad total es explicada por el efecto del tratamiento, lo
cual evidencia una respuesta marcada de los tratamientos sobre la variable evaluada. El nivel
de error experimental fue reducido y el coeficiente de variacion (3,89%) indica una alta
precision y uniformidad en las mediciones, de modo que los resultados obtenidos reflejan de

manera confiable el comportamiento real de los tratamientos en este ensayo.

5.4.1 Prueba de comparacién multiple de promedios de Tukey al 5% del Ensayo 3
La comparacién maltiple de promedios mediante la prueba de Tukey al 5%

permitio establecer cuatro rangos de significancia entre los tratamientos evaluados. El

valor més alto correspondi0 al tratamiento de referencia, con un porcentaje de inhibicion

de 31,850%, Unicamente utilizado como punto comparativo para ordenar los rangos.
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Figura 4.

Prueba de comparacion multiple de promedios

CEFALEXINA 1mg/ml 15 mg/ml propéleo 10 mg/ml propéleo
1 20 mg/ml propdleo T3 T4

T2

TRATAMIENTOS

La prueba de Tukey agrupd los tratamientos en cuatro niveles estadisticamente

distintos.

El tratamiento de referencia presentd el mayor didmetro de inhibicion, seguido por

el propdleo a 20 mg/mL, posteriormente el de 15 mg/mL y finalmente el de 10 mg/mL.

El patron observado mantiene la tendencia concentracion dependiente registrada en
los ensayos anteriores, donde el incremento de concentracion produce mayor inhibicion

bacteriana.

Resultados comparables han sido reportados por Diaz-Suyo y Proafio (2021) y
Vallejo Arguello (2015), quienes observaron aumentos progresivos de la actividad
antimicrobiana del propdleo conforme se incrementa su concentracion. De manera similar,

Kujumgiev et al. (2018) y (Bedruddin, 2023) describen que incluso concentraciones bajas
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conservan actividad inhibitoria, aunque significativamente menor debido a la menor

disponibilidad de compuestos fendlicos activos.

En conjunto, los resultados a las 72 horas confirman la estabilidad del efecto
antibacteriano del propoéleo y la persistencia del comportamiento dosis-respuesta observado

en los ensayos previos.

5.5 Analisis de varianza del Ensayo 4 a las 96 horas

El anélisis de varianza correspondiente al Ensayo 4 evidenci6 diferencias
estadisticas entre tratamientos (p < 0,0001) (Tabla 7). Aunque el coeficiente de variacion
aumento a 6,56%, se mantuvo dentro de limites aceptables, indicando consistencia

experimental en las mediciones del diametro del halo de inhibicion.
Tabla 7.

Analisis de varianza de la variable mediciones de halos de inhibicién del Ensayo 4

p-values
Fuente GL Suma de Cuadrf':tdos F Pr>F significatio
cuadrados medios

n codes
Modelo 3 1000.918 2.000 408.585 <0,0001 falall
Total corregidc 19 1013.984
Tratamiento 3 1000.918 333.639 408.585 <0,0001 Hokk
Error 16 13.065 2.000

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)
Signification codes: 0 < *** <0.001 <**<0.01<*<0.05<.<01<°<1

Promedio (mm) 21.53
CV(%) 6.567961928
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5.5.1 Prueba de comparacién multiple de promedios de Tukey al 5% del Ensayo 4 a

las 96 horas

La prueba de Tukey permiti¢ diferenciar cuatro grupos estadisticos.
El tratamiento de referencia presentd el mayor didmetro de inhibicion, seguido por el

propoleo a 20 mg/mL, posteriormente el de 15 mg/mL y finalmente el de 10 mg/mL.

A las 96 horas se mantiene el mismo orden observado en los ensayos previos,

evidenciando persistencia del efecto inhibitorio del propdleo en el tiempo.

Figura 5.

Prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey al 5% del Ensayo 4

inhibicion bacteriana

Porcentaje de

Estudios como los de Diaz-Suyo y Proafio (2021) y Vallejo Argliello (2015)
describen un comportamiento similar, donde el aumento de concentracion incrementa la

inhibicidn bacteriana. Asimismo, (Barkema H, W., Maicelo, J., & Corroto, F., 2018)
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indican que extractos de menor concentracion conservan actividad, aungue con menor

intensidad debido a la reduccién de compuestos fendlicos activos.

En conjunto, los resultados confirman que el efecto antibacteriano del propéleo se

mantiene a las 96 horas y contindia mostrando un patron dependiente de la concentracion.

5.6 Analisis de varianza del Ensayo 5 a las 120 horas

En el andlisis de varianza realizado para el Ensayo 5, se vuelve a observar que los
tratamientos generan diferencias altamente significativas, con un p < 0.0001 que reafirma

la existencia de diferencias significativas entre tratamientos.

Tabla 8.

Analisis de varianza de la variable mediciones de halos de inhibicién del Ensayo 5

p-values
Fuente GL Suma de Cuadrfidos F Pr>F  significatio
cuadrados medios

n codes
Modelo 3 977.659 325.886 466.864 <0,0001 falall
Total corregidc 19 088.827
Tratamiento 3 977.659 325.886 466.864 <0,0001 Fxk
Error 16 11.169 0.698

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)
Signification codes: 0 < *** <0.001 <**<0.01<*<0.05<.<01<°<1

Promedio (mm) 21.75
CV(%) 3.840773195
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La casi totalidad de la variabilidad fue atribuida al efecto del tratamiento, lo que
refleja una respuesta marcada de los tratamientos sobre la variable evaluada en este ensayo.
El coeficiente de variacion (3,84%) fue bajo, lo que indica una alta precision y uniformidad
en las mediciones, asegurando que las diferencias observadas son consistentes y reflejan

fielmente el efecto real de cada tratamiento.

5.6.1 Prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey al 5% del Ensayo 5 a
las 120 horas

La prueba de Tukey diferencio cuatro grupos estadisticos.
El tratamiento de referencia present6 el mayor didmetro de inhibicion, seguido por el

propdleo a 20 mg/mL, posteriormente el de 15 mg/mL y finalmente el de 10 mg/mL.

Figura 6.

Prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey al 5% del Ensayo 5

Porcentaje de inhibicién bacteriana

CEFALEXINA 1mg/m| /
’ o Hmesm 20 mg/mi propélea T3 T4

TRATAMIENTOS

A las 120 horas se mantiene el mismo orden observado en todos los ensayos
previos, lo que evidencia persistencia del efecto inhibitorio del propoleo durante todo el

periodo de incubacion.
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Estudios como los de Diaz-Suyo y Proafio (2021) y Vallejo Argiello (2015)
describen un comportamiento similar, donde el incremento de concentracion aumenta la
inhibicidn bacteriana. Asimismo, (Benbassat, 2025) reporta que concentraciones bajas

conservan actividad, aunque de menor intensidad.

En conjunto, los resultados confirman un comportamiento concentracion
dependiente y estable en el tiempo del efecto antibacteriano del propéleo frente a

Staphylococcus aureus bajo condiciones in vitro.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

El propoleo acuoso presentd actividad antibacteriana frente a Staphylococcus
aureus en condiciones in vitro, evidenciada por la formacion de halos de inhibicién durante

todos los ensayos realizados.

Se comprobo una relacion concentracion dependiente, donde el incremento de la
concentracion aument6 el diametro del halo de inhibicion. La concentracion de 20 mg/mL
mostré el mayor efecto dentro de los tratamientos con propdleo, manteniéndose por debajo

pero cercano al antibidtico de referencia.

El anélisis estadistico mediante ANOVA y la prueba de Tukey al 5% evidencid
diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,0001), confirmando que la respuesta
observada se debe al efecto de las concentraciones evaluadas. Los coeficientes de variacién

bajos indicaron adecuada precision experimental.

Los resultados obtenidos demuestran que el propdleo acuoso posee actividad
antibacteriana contra Staphylococcus aureus y puede considerarse un candidato con
potencial para estudios posteriores orientados al desarrollo de alternativas para el control

de mastitis bovina.
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CAPITULO VII

RECOMENDACIONES

Realizar estudios in vivo en ganado bovino para evaluar la eficacia del propdleo
acuoso bajo condiciones reales, considerando pardmetros clinicos de mastitis, respuesta del

animal, posibles reacciones adversas y comparacion con tratamientos convencionales.

Emplear concentraciones cercanas a 20 mg/mL en investigaciones posteriores,
debido a que esta dosis mostro la mayor inhibicidn frente a Staphylococcus aureus. Se
recomienda evaluar diferentes formulaciones y comparar su efecto con antibioticos de uso

habitual para determinar su desempefio relativo.

Profundizar en la caracterizacion quimica del propoleo utilizado, ya que su
actividad antimicrobiana depende del origen botanico. La identificacion de flavonoides,
acidos fendlicos y otros compuestos bioactivos permitiria relacionar su composicion con la

actividad antibacteriana observada.

Evaluar la estabilidad del extracto en el tiempo, considerando almacenamiento,

temperatura y exposicion a la luz, con el objetivo de estimar su vida Gtil potencial.

Estudiar la posible interaccion entre propoleo y antibidticos comerciales mediante
pruebas de sinergismo, para determinar si su combinacion permite reducir dosis del

antibiotico.

Desarrollar estudios aplicados orientados a evaluar su posible uso en sistemas
productivos, incluyendo pruebas de campo, estabilidad del producto, vias de

administracion y aceptacion por parte de los productores.
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Anexo 1.

ANEXOS

Datos Finales Obtenidos tras el estudio.

HALO DE INHIBICION (mm) DIAMFTRO

CODIGO |REPETICION | ENSAYO 1 | ENSAYO 2 | ENSAYO 3 | ENSAYO 4 | ENSAYO 5 |PROMEDIO|
I 31,48 31,32 30,06 2096 30,88
I 30,36 31,33 31,32 31,02 30,34
CDNIRDL m 32,05 31,98 32,00 33,80 33,51 3181
v 33,12 32,36 32,87 31,90 33,02
v 31,23 31,32 32,01 31,95 32,15
I 14,01 13,08 1433 13,63 14,03
DOSIS 1 I 14,56 14.97 14,00 13,46 13,92
PROPOLEQ m 13,03 13,64 1325 14.02 1433 1335
10mg/ml v 12,56 12,08 13.01 12,75 12,09
v 12,09 132 13.01 12,46 12,58
I 1722 16,60 16,00 16,19 17.07
DOSIS 2 I 18,07 17.73 14,61 16,11 17,33
PROPOLEQ m 19,56 17,08 18,05 17,86 1821 1744
15mg/ml v 1723 1% 17,05 1754 17,32
v 16,50 16,00 17.05 1726 17,38
I 249 23,81 2571 24,03 23,39
DOSIS 3 I 23,32 23,19 25,02 24,65 23,36
PROPOLEQ m 2345 23,36 2451 24,03 24.36]  24.13
20mg/'ml IV 24,31 23,99 2451 23,75 23,64
i 24 60 38 23,63 24,07 2462
AnNexo 2.

Preparacion de las cajas Petri
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Anexo 3.

Preparacion de los materiales
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Anexo 5.

Identificacion de Muestras Positivas Empleando Agar Sangre

Anexo 6.

Enumeracion de Cajas Petri
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Anexo 7.

Halos de inhibicion dosis empleada 20g/ml
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Anexo 8.

Halos de inhibicion dosis empleada 15g/ml
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Anexo 9.

Halos de inhibicion dosis empleada 10g/ml
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Anexo 10.

Halos de inhibiciéon control positivo Cefalexina
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Anexo 11.

Halos de inhibicioén sin dosis
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Anexo 12.

Esterilizacion de las puntas utilizadas

67



Anexo 13.

Siembra de la Bacteria Staphylococcus aureus.

68



Anexo 14.

Siembra de la Bacteria Staphylococcus aureus
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