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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se centrd en la evaluacion de la actividad antibidtica de los
extractos vegetales totales de Chamico (Datura stramonium) y Floripondio (Brugmansia arborea)
frente a Staphylococcus xylosus, una bacteria oportunista asociada a casos de mastitis bovina,
patologia que genera importantes pérdidas econdmicas y afecta el bienestar animal. Las especies
vegetales seleccionadas pertenecen a la familia Solanaceae, reconocida por su contenido de
compuestos bioactivos con potencial antimicrobiano, proponiéndose, asi como una alternativa
sostenible frente al uso de antibioticos convencionales.

Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA) con seis tratamientos y tres repeticiones,
totalizando 18 unidades experimentales. La actividad antimicrobiana se evalud utilizando cinco
concentraciones de extracto (500 mg/ml, 250 mg/ml, 125 mg/ml, 62.5 mg/ml y 31.25 mg/ml),
aplicadas sobre cultivos de S. xylosus aislados de casos clinicos. Los extractos se obtuvieron
mediante maceracion dindmica con metanol al 99% como solvente.

El ensayo se realizd en placas de 96 pocillos, donde se aplicaron las diferentes concentraciones de
extracto junto con el indculo bacteriano. Se incluyd un control positivo con antibiético. El
crecimiento bacteriano se determind mediante espectrofotometria, midiendo la densidad éptica a
0y 18 horas.

Los valores promedio de absorbancia para B. arborea fueron de 0.26, 0.32, 0.45, 0.55 y 0.75; y
para D. stramonium, de 0.28, 0.34, 0.47, 0.58 y 0.76, correspondientes a las concentraciones
mencionadas. Una menor absorbancia indic6 una mayor inhibicion bacteriana. El analisis
estadistico, realizado mediante la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, ANOVA y prueba de
Tukey al 5%, reveld diferencias significativas entre tratamientos, destacando una leve mayor
eficacia del extracto de Brugmansia arborea frente a la cepa bacteriana evaluada.

Palabras clave: Staphylococcus coagulasa negativa, infecciones intramamarias bovinas, Control
de mastitis bovina, metabolitos secundarios, extractos de plantas medicinales
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ABSTRACT

This research aimed to evaluate the antibiotic activity of total plant extracts from Chamico (Datura
stramonium) and Floripondio (Brugmansia arborea) against Staphylococcus xylosus, an
opportunistic bacterium associated with bovine mastitis, a condition that causes economic losses
for producers and negatively affects animal welfare. The selected plant species belong to the
Solanaceae family, known for their bioactive compounds with antimicrobial potential, making
them a promising sustainable alternative to conventional antibiotics.

A completely randomized design (CRD) was used with six treatments and three replicates,
resulting in a total of 18 experimental units. Antimicrobial activity was evaluated at five extract
concentrations (500 mg/ml, 250 mg/ml, 125 mg/ml, 62.5 mg/ml, and 31.25 mg/ml), applied to S.
xylosus strains isolated from clinical cases of bovine mastitis. The total extracts were obtained
through dynamic maceration using 99% methanol as the solvent.

The assay was conducted in 96-well polystyrene plates, where each well received bacterial
inoculum along with the respective extract concentration. A positive control using a commercial
antibiotic was included. Bacterial growth was measured at 0 and 18 hours using spectrophotometry
to determine the optical density in each well.

Average absorbance values for B. arborea were 0.26, 0.32, 0.45, 0.55, and 0.75, while for D.
stramonium they were 0.28, 0.34, 0.47, 0.58, and 0.76, respectively, across the tested
concentrations. Lower absorbance values indicated higher bacterial inhibition. Statistical analysis
using the Shapiro—Wilk normality test, ANOVA, and Tukey’s test at a 5% significance level
revealed significant differences among treatments, highlighting a slightly greater antibacterial
efficacy of Brugmansia arborea extract against the tested bacterium.

Keywords: Coagulase-negative Staphylococcus, Bovine intramammary infections, Mastitis
control, Plant secondary metabolites, Medicinal plant extracts
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1 INTRODUCCION
El uso de los antibioticos ha permitido curar y tratar enfermedades en personas y animales,
en la ganaderia la mastitis bovina es un problema muy frecuente que afecta a los productores de
leche y el tratamiento se basa principalmente en la administracion de antibioticos, sin embargo, el
uso indebido ha provocado el desarrollo de bacterias resistentes a los antibidticos o también
denominadas como superbacterias convirtiéndose en un problema importante en el mundo (Cruz
et al., 2007).

Esta resistencia bacteriana es considerada como uno de las mayores amenazas que enfrenta
la salud humana y la sanidad animal. En el 2019, se ha calculado la cantidad de 5 millones de
muertes humanas que estan vinculadas con la resistencia antibacteriana lo que se convierte en un

impacto preocupante a nivel mundial (Murray et al., 2022).

En el siguiente trabajo de investigacion se evaluo el efecto antibiotico in vitro del extracto
de las plantas Datura stramonium y Brugmansia arborea frente a la bacteria Staphylococcus
xylosus aislado de mastitis bovina. La mastitis bovina es la inflamacion de las glandulas mamarias
causada por bacterias y es la enfermedad mas frecuente en la industria lactea en todo el mundo.
Esta enfermedad reduce notablemente la produccion de leche, ademas de su calidad, afecta
negativamente la salud del animal provocando pérdidas econdmicas significativas a los

productores (Calderén y Rodriguez, 2008).

La infeccidn de mastitis bovina causada por Staphylococcus xylosus y el aumento constante
de la resistencia antibacteriana, ha enfatizado la necesidad de encontrar alternativas naturales a los
antibioticos convencionales. Por tal motivo, las plantas surgen como una alternativa altamente
eficaz debido a sus propiedades antinflamatorias, antimicrobianas y anti fungicas que sus
compuestos activos poseen, ademas se estima que solo entre 5y 15 por ciento de 250 mil plantas
medicinales han sido investigadas para este propdsito dejando en evidencia el gran potencial de
las plantas sin explorar para la busqueda de nuevos tratamiento y elaboracion de farmacos (Rivas
etal., 2016).



Staphylococcus xylosus es una bacteria que pertenece al grupo de Staphylococcus
coagulasa negativa (SCN), implicada en casos de mastitis subclinicas bovina persistente, es un
agente etioldgico emergente que ha tomado relevancia debido a que se ha encontrado resistencia
a los antibidticos convencionales dificultando el tratamiento y manejo en bovinos con infecciones
de esta bacteria lo que genera un desafio en los sistemas de produccién de leche (Velasquez et al.,
2020).

La mastitis subclinica es un problema silencioso que genera pérdidas econdémicas
considerables para los productores, debido a que, no muestra signos en los animales que se pueda
observar facilmente, por lo tanto, es necesario hacer un test de mastitis para determinar el conteo
de células somaticas (CCS) presentes en la leche y poder confirmar la patologia. En los sistemas
de produccion lactea se valora que al menos 1/3 de toda la poblacion bovina lechera sufre de
mastitis, de los cuales el 10 por ciento es mastitis clinica y el 90 por ciento representa la mastitis

subclinica (Ormaza y Rueda, 2021).

En este contexto, la incidencia de casos de mastitis subclinica por Staphylococcus
coagulasa negativa a incrementado en conjunto con la resistencia bacteriana, es por esto que se
busca nuevas alternativas naturales basado en propiedades bioactivas de plantas. Por lo tanto, este
estudio estd enfocado en la evaluacion de extractos de las plantas Datura stramonium y
Brugmansia arborea frente a la bacteria Staphylococcus xylosus en donde se determind la
concentracion minima inhibitoria bacteriana y el rendimiento del extracto total, sugiriendo una

alternativa eficaz que puede aportar a la sostenibilidad y a la produccién lactea.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo general
Evaluar el efecto antibidtico in vitro del extracto de las plantas Chamico (Datura
stramonium) y Floripondio (Brugmansia arborea) frente a (Staphylococcus xylosus) causante de

la mastitis bovina.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar microbioldgicamente la bacteria Staphylococcus xylosus aislada de mastitis
bovina.

e Determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) del extracto de las plantas Chamico
(Datura stramonium) y Floripondio (Brugmansia arborea) frente a Staphylococcus
xylosus.

e Determinar el rendimiento del extracto total de las plantas Chamico (Datura stramonium)
y Floripondio (Brugmansia arborea) obtenido mediante la maceracion dinamica.

2.3 HIPOTESIS
Ho: La bacteria (Staphylococcus xylosus) no muestra sensibilidad frente a los extractos de las
plantas Chamico (Datura stramonium) y Floripondio (Brugmansia arborea).

Ha: La bacteria (Staphylococcus xylosus) muestra sensibilidad frente a los extractos de las plantas

Chamico (Datura stramonium) y Floripondio (Brugmansia arborea).
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3 ESTADO DEL ARTE
3.1 Mastitis

La mastitis bovina es una enfermedad inflamatoria de las glandulas mamarias producida
por bacterias de naturaleza endémica, es decir que se presenta de manera constante en una region
geogréfica a lo largo de todo el afio, por lo que genera grandes pérdidas econdmicas para la
industria lactea (Mufioz, 2014). Ademas, la mastitis puede presentar casos clinicos o subclinicos
y como mediada de control se emplean antibidticos como tratamientos de las infecciones, a pesar
de que estos medicamentes han beneficiado a disminuir la incidencia de mastitis, el uso indebido
ha provocado la aparicion de cepas resistentes como los Staphylococcus spp que son bacterias
principales en casos de mastitis lo que ha generado que se reduzca considerablemente la eficiencia

del tratamiento y la tasa de curacion (Jimenez et al., 2020).

La mastitis provoca grandes pérdidas econdmicas y gran desafio para los productores,
debido a varios factores como la reduccién de produccion lactea como su calidad, mayores gastos
en insumos y tratamientos, desecho de leche no apta para el consumo, ademas del descarte de
bovinos con problemas de mastitis, por lo general esta enfermedad es producida por préacticas
inadecuadas de ordefio y la falta de higiene antes, durante y después del ordefio que afectan
negativamente a la salud de las glandulas mamarias de los bovinos (Otero et al., 2024).

El manejo efectivo de la mastitis involucra un enfoque integrado y orientado a reducir los
casos de infecciones intramamarias de los bovinos de produccion de leche, en lugar de solo limitar
a los tratamientos de las infecciones, la implementacién de practicas que incluyan estrategias
adecuadas desde la seleccion de los animales hasta aspectos mas especificos como la genética,
nutricion y la alimentacion, este enfoque es clave para garantizar y mitigar la presencia de mastitis

y pérdidas econdémicas (Andresen, 2001).



3.1.1 Fases de la infeccion bacteriana de la mastitis bovina

De acuerdo con Gasque (2015), las etapas de la infeccidn bacteriano se dividen en:

e Fase de invasion bacteriana: Esta fase ocurre cuando bovino entra en contacto con
microorganismos patdgenos que ingresan por el conducto del pezén e infectan el tejido
intramamario.

e Fase de colonizacion o infeccidn: Los microorganismos colonizan los alvéolos mamarios
encargados de la produccion de la leche, las bacterias se adhieren al tejido mediante
biofilms que les brinda proteccion contra el sistema inmunoldgico y comienza a proliferar.

e Fase de respuesta inflamatoria: El sistema inmunoldgico del animal como respuesta a la
infeccion activa la respuesta inflamatoria aumentando el flujo sanguineo en el area afectada
para lograr reclutar leucocitos para combatir las bacterias y como consecuencia provoca el
aumento en el conteo de células somaticas, en esta fase es muy comun signos como rubor,
tumor, calor, dolor.

e Fase dafo tisular: Si el tratamiento no se realiza a tiempo y persiste por tiempos
prolongados las bacterias pueden dafiar el epitelio mamario, un tejido que recubre los
alvéolos de las glandulas mamarias, provocando la disminucion de la produccion lactea.

e Fase de resolucion o cronicidad: En esta fase si el tratamiento y el sistema inmunolégico
fue efectivo el tejido se regenera, por otra parte, si la infeccion no se tratd adecuadamente
puede volverse cronica con botes recurrentes o generar atrofia glandular a lo largo del

tiempo.

3.2 Meétodos de deteccion y diagnostico de mastitis

3.2.1 Observacion clinica directa

De acuerdo con Contrino (2009), consiste en examinar mediante la observacion y el tacto
del tejido mamario, tanto de los cuartos anteriores como posteriores para detectar cualquier
anomalia como hinchazon, dolor, calor o lesiones, ademas de notar cambios en la apariencia de la
leche como el color, olor, consistencia que pueden ser visibles a simple vista en casos de mastitis

clinica, sin embargo, no es posible evidenciar estos signos en casos de mastitis subclinicas.



3.2.2 Prueba de California Mastitis Test (CMT)

Es una prueba rapida y econdmica de campo que consiste en determinar la presencia de
mastitis subclinica, por efecto de la reaccion quimica entre el reactivo del producto y el ADN de
las células somaticas principalmente leucocitos presentes en la leche debido a la infeccion que el
sistema inmunoldgico combate se precipita un gel viscoso en la paleta de prueba de mastitis
confirmando o no la presencia de la patologia, por lo tanto mientras mayor sea la reaccion con

leucocitos mayor grado de viscosidad se presenta (Huang y Kusaba, 2022).

3.2.3 Cultivo bacteriologico

El cultivo bacterioldgico se lo realiza en laboratorios, esto consiste en sembrar una muestra
previamente identificada con presencia de mastitis e incubarla para poder observar el crecimiento
bacteriano y determinar la bacteria que lo estd causando, esto permite identificar el agente
etiologico especifico ademas de evaluar la sensibilidad a antibidticos, este procedimiento es mas
lento y conlleva mas costo, sin embargo, permite dar un tratamiento méas concreto para eliminar la

patologia (Colorado et al., 2018).

3.2.4 Conductividad eléctrica de la leche

Esta técnica suele ser utilizada como complemento para monitorear la presencia de mastitis
subclinica, mediante sensores que mide la conductividad eléctrica que tiene la leche, en
condiciones normales la conductividad es de 4.0 — 5.0 mS/cm, la inflamacion altera la
permeabilidad de las membranas celulares provocando el aumento de los niveles de sodio (Na*) y
cloruro (CI"), mientras que reduce los iones de potasio (K*), como consecuencia al aumentar los
iones de sodio y cloruro sube la conductividad eléctrica sobrepasando los 5.0 mS/cm indicando la

presencia de infeccion (Norberg et al., 2004).

3.3 Agentes causantes de mastitis

De acuerdo con Sindhu et al. (2024), a pesar de que se han logrado catalogar mas de 200
especies microbianas como causantes de mastitis, solo un namero limitado se aisla con mas
frecuencia mediante estudios en laboratorios especializados se ha logrado reconocer mas de 150
especies de bacterias Grampositivos y Gramnegativos entre los patdégenos mas comunes
Grampositivos se encuentra los Staphylococcus y Streptococcus, por otro lado, las bacterias

patdgenas Gramnegativos mas prevalentes incluyen Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae.



Ademas, a través de procedimientos de laboratorio ha permitido separar estos
microrganismos en patdgenos contagiosos, ambientales y oportunistas segin su relacion
epidemioldgica con la enfermedad y su predisposicién para causar la infeccion, con este contexto
la bacteria Staphyloccus aureus es la predominante en causar mastitis contagiosa, mientras que la
bacteria Escherichia coli es muy frecuente en mastitis ambientales y las bacterias oportunistas de
coagulasa negativa como Staphylococcus xylosus, S. simulans entre otros, son recurrentes en

causar infecciones persistentes en los bovinos de produccién lactea (Bedolla, 2017).

3.3.1 Agentes contagiosos

En la produccion de leche los patdgenos causantes de mastitis contagiosa principales
incluyen Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactie, Corynebacteroum spp. y Mycoplasma
spp. estos microorganismos pueden transmitirse de vaca a otra debido a que le animal es el propio
reservorio de estas bacterias, la infeccion se da basicamente al momento del ordefio cuando los

cuartos anteriores o posteriores entran en contacto con los patégenos (Mufioz et al., 2012).

3.3.2 Agentes ambientales

Los patdgenos causantes de la mastitis ambientan estan relacionados con microorganismos
provenientes propiamente del ambiente al que estd expuesto el animal, los méas frecuentes son
Escherichia coli, Klebsiella spp., Streptococcus uberis, este tipo de infecciones es un reto
importante para los productores, que a pesar de implementar altos estandares de buenas préacticas
de manejo del hato lechero y reduciré la presencia de patdgenos contagiosos, la bacteria
ambientales forman parte natural del ecosistema del establo y no se puede lograr eliminarlas en su
totalidad (Garcia, 2016).

3.3.3 Agentes oportunistas

Los patdgenos oportunistas como los Staphylococcus de coagulasa negativa (SCN), son
conocidos por ser causantes mayoritariamente casos de mastitis subclinicas persistentes o de larga
duracion afectando negativamente la salud del animal con dafios en los tejidos secretores y la
calidad de la leche, se aprovechan de factores como vacas con un sistema inmunoldgico debilitado,
vacas primiparas, exceso de estrés, lesiones en la piel del pezén, manejo inadecuado de ordefio
ademas de la falta de desinfeccion de la sala de ordefio y uso indebido de antibidticos (Bonetto,
2019).



3.4 Tipos de mastitis
3.4.1 Clinica

La forma de presentacion de la mastitis clinica es facilmente reconocible, debido a que
manifiesta signos visibles que afectan a las glandulas mamarias e incluso al estado fisico del
bovino, generalmente se observa fiebre, pérdida de apetito, inflamacion notoria en las ubres,
enrojecimiento, incomodidad y dolor al tacto, abscesos y en casos mas graves necrosis, por otra
parte, en la leche se puede observar cambios en la apariencia o color de la leche, presencia de
grupos o coagulos con sangre ( Departamento Administrativo Nacional de Estadistica [DANE],
2014).

3.4.2 Subclinica

La mastitis subclinica es mucho mas frecuente que la mastitis clinica, se caracteriza por no
presentar signos visibles, sin embargo, manifiesta un conteo de células sométicas (CCS) elevado
lo que impacta negativamente a la produccion de la leche como a su calidad alterando su
composicién quimica, convirtiéndola en la que mas perdidas economias genera al productor
(Demontier et al., 2024). Alrededor del 80% de las bajas econdmicas estan relacionas directamente
con la mastitis subclinica, debido a la reduccion en la produccion total de leche, la vaca al no
presentar signos de la enfermedad produce leche aparentemente en buen estado, no obstante, solo
se puede detectar con pruebas fisicoquimicas o con el conteo de células somaticas mediante
California Mastitis Test (CMT) (lfiguez, 2020).

3.5 Tratamientos y control de mastitis

De acuerdo con Herrera (2018), para lograr evitar y controlar los casos de mastitis en un
sistema de produccion lactea es necesario tener ciertas consideraciones que los ganaderos han
implementado practicas rutinarias que favorecen a la reduccion de infecciones intramamarias
como la desinfeccion de los pezones preordefio - postordefio , seguimiento e identificacion
temprana como descarte de animales con tendencia a padecer de mastitis con mucha frecuencia,
puesto que estos animales infectan al resto de bovinos, correcto mantenimiento de los equipos y
materiales utilizados en el ordefio y uso de antibioticos supervisado por profesionales cuando sea
necesario para combatir infecciones, debido a estas practicas se ha conseguido disminuir los

efectos negativos de estos microorganismos en la produccién lactea, y deja en evidencia que una



rutina adecuada de ordefio cuida la salud del animal y la calidad de la leche y como consecuencia

la rentabilidad de la produccién.

La deteccion temprana es la clave para mejorar la tasa de recuperacion completa de los
animales afectados por la infeccion intramamaria sin dejar secuelas debido al dafio del tejido
producido por las bacterias, por lo que es fundamental detectar los factores que estan provocando
mastitis en los animales y tomar medidas para controlar las fuentes de contaminacion, el
tratamiento de las infecciones intramamarias depende de la forma en que esta se presenta, sea
clinica o subclinica y el objetivo principal es eliminar el microorganismo y restaurar la salud del
tejido afectado con la finalidad de disminuir las pérdidas econdémicas que deriva de la reduccion
de la cantidad y calidad de la leche, ademas del descarte de animales por complicaciones de la
infeccion (Khelaf et al., 2018).

De acuerdo a Pyorélé (2011), los tratamientos debido a que es de origen bacteriano se hace
muy comun la utilizacion de antibidtico de los cuales se destaca dos formas de administra, la
administracion intramamaria que se enfoca en la zona local de la infeccidn, es decir que se aplica
directamente el medicamento dentro del canal del pezdn bovino y actla localmente en la glandula
mamaria infectada y la administracion sistémica que se aplica intramuscular para que se disperse
en el torrente sanguineo distribuyéndose por todo el cuerpo del animal y de esta manera
combatiendo la infeccion, los principias activos mas utilizados para el control de las infecciones

intramamarias son la penicilina, cefalosporinas, tetraciclinas, macrélidos y aminoglucdésidos.

Los antibi6ticos como las penicilinas, cefalosporinas tienen la capacidad de inhibir la
sintesis de la pared celular la cual estd compuesta por peptidoglicano y su funcién es brindar
proteccidn a la bacteria, estos antibidticos inhiben las enzimas transpeptidasas que se encargan de
unir y formar los enlaces del peptidoglicano, sin estos enlaces la pared celular se debilita y se
rompe provocando la muerte de la bacteria, por otro lado, los macrolidos, tetraciclinas o
aminoglucoésidos tienen la capacidad de inhibir la sintesis de proteinas de la bacteria, estos
antibidticos interfieren en la produccién de proteinas esenciales necesarias para su supervivencia,
crecimiento, desarrollo y division celular lo que afecta al metabolismo bacteriano o directamente

provocando su muerte (Calvinho, 2015).

Los tratamientos se pueden realizar en dos segmentos en el ciclo productivo de los bovinos

como el tratamiento de vacas secas este procedimiento se realiza al finalizar el ultimo ordefio de
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la vaca, se realiza una desinfeccién de los cuartos para aplicar antibi6tico intramamrio disponibles
para terapias de vacas secas Y finalmente sellar el pezén con yodo, este tratamiento tiene mucha
ventaja, debido a que se puede utilizar antibidticos de liberacion lenta y prolongada sin la
preocupacion de residuos del producto en la leche, por otro lado, el tratamiento durante el periodo
de lactancia no se recomienda hacerlo una terapia prolongada debido al riesgo de contaminacion
del antibiotico en la leche, sin embargo, se lo hace cuando el conteo de células somaticas sobrepasa

los limites permitidos en casos de mastitis clinica (Scaramelli y Gonzéle, 2005).

En el Ecuador la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 9:2012 regula la calidad y
requisitos de la leche cruda que deben cumplir para poder ser destinada al consumo humano y a la
industria lactea, el conteo de las células somaéticas sirve como indicador de la salud de las glandulas
mamarias y la calidad higiénico — sanitario de la leche, por lo tanto, esta normativa estable el limite
de conteo de células somaticas de 500.000 cél/ml, ademas este valor se homologa con estandares
internacionales y estable criterios para clasificar la leche segun su calidad, evaluar y determinar su
eficiencia para el procesamiento industrial y establecer parametros en el sistema de pago en la
cadena lactea dependiendo del estado de la leche ( Instituto Ecuatoriano de Normalizacion [INEN],
2012).

3.6 Staphylococcus xylosus

Es una bacteria Gram positiva en forma de cocos agrupada en racimo que pertenece al
grupo de los Staphylococcus coagulasa negativa (SCN) o también conocidos como Staphylococcus
no aureus (NAS) y es considerado como un agente etiolégico emergente, es decir potenciales
bacterias responsables de provocar infecciones intramamarias 0 casos de mastitis subclinica
persistentes en bovinos, esta bacteria es considerada como un patégeno oportunista que ademas
puede comportarse como un patégeno ambiental, debido a que tiene la capacidad de sobrevivir en
superficies del medio ambiente como en el agua, suelo, equipos de ordefio que pueden contaminar
las ubres (Somaticell, 2021).

Los Staphylococcus coagulasa negativa como el Stphylococcus xylosus se han convertido
en un tema mas relevante en estudios de mastitis bovina, debido a que estos patdgenos pueden
ingresar por el conducto galactoforo e infectar la ubre provocando infecciones muy resistentes por
periodos considerables de tiempo y con una terapia muy complicada, se ha encontrado que estas

bacterias han desarrollado resistencia a los antibiéticos en aislamientos bacterianos de casos de
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mastitis subclinicas por lo que ha generado interés en el impacto sobre el uso de antibidticos y la

evolucion de la resistencia bacteriana en el ganado (Castafieda et al., 2024).

El impacto por la infeccion de los Staphylococcus no aureus en la salud de las glandulas
mamarias bovina puede ser severa, se ha encontrado que en casos de mastitis subclinica
persistentes con tendencia a complicaciones el 12.6% esta presente la bacteria Staphylococcus
xylosus, ademas se ha detectado Staphylococcus simulans, sciuri, warneri, chromogenes, agnetis
entre otros que se han sido identificados con mas prevalencia en pruebas de recuento de células

somaticas altas (AxonVet, 2020).

De acuerdo con Jiménez et al. (2020), en un estudio donde ese evalud la resistencia
antimicrobiana de 101 cepas de Staphylococcus spp que se han aislado de mastitis bovina y
expuesto a diferentes antibidticos como oxacilina, cefoxilina, penicilina, ampicilina para
determinar la resistencia antimicrobiana la cantidad de 65 cepas de Staphylococcus aureus y 36
cepas de Staphylococcus coagulasa negativa (SCN) presentan genes resistentes a los antibioticos.

La implementacion mas estratégica de programas de control de mastitis en los ultimos afios
ha generado una disminucion de la incidencia general de la mastitis clinica generada por
Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae, sin embargo patdgenos como los
Staphylococcus coagulasa negativa han ido en aumento tomando una mayor relevancia en el

control de mastitis subclinica (Navarro, 2019).

3.7 Resistencia Bacteriana

Los antibioticos son farmacos que son empleados principalmente para tratar infecciones
producidas esencialmente por bacterias, la resistencia a estos compuestos se genera cuando la
bacteria expuesta muta o se adapta como respuesta al uso de estos medicamentos, por lo tanto, las
bacterias precisamente son las que desarrollan resistencia no los seres humanos o animales
provocando que el tratamiento sea mas complicado de tratar y como consecuencia la mortalidad
aumente a diferencia de la que no presentan resistencia (Organizacion Mundial de la Salud [OMS],
2020).

La resistencia bacteriana se refiere a la capacidad que tiene un microorganismo para poder
tolerar condiciones fisicoquimicas y biolégicas adversas, por lo tanto, cuando existe un cambio en

la sensibilidad bacteriana de una agente que antes ha demostrado ser eficaz, se considera que este
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microorganismo ha desarrollado algln tipo de mecanismo que le permite evadir y resistir al
compuesto antibiotico, de esta manera muchos microorganismos que originalmente eran
susceptibles pueden volverse insensibles a través de mutaciones o por medio de adquisiciones

genéticas que codifican la resistencia y compartir con otros microorganismos (Garcia, 2006).

De acuerdo con Zendajas et al. (2014), desde un enfoque gendémico, la resistencia
bacteriana de los Staphylococcus spp surge esencialmente debido a la seleccion natural por
mutaciones que se desarrollan aleatoriamente, ademas de ser inducida artificialmente por el uso
inadecuado o excesivo de antimicrobianos lo que ejerce gran presion selectiva sobre una

determinada poblacion de bacterias

Estas mutaciones espontaneas pueden ser compartidas a través de la division celular cuando
la bacteria se reproduce y divide su ADN obteniendo una copia completa de la informacion
genética incluyendo la resistencia antibidtica adquirida dentro de una poblacién bacteriana, por
otro lado, la trasferencia horizontal de genes permite que la resistencia adquirida tenga una rapida
propagacion dentro de una poblacién bacteriana o incluso entre bacterias no relacionadas mediante
la conjugacion bacteriana comparten el material genético extracromosomico o también conocido
como plasmidos de resistencia que se forman independientemente del ADN bacteriano (Sanchez
etal., 2012).

3.8 Alternativa antibiotica

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud [OMS] (2020), en la actualidad tanto
la salud publica como la sanidad animal se enfrenta a una creciente preocupacion debido al
desarrollo de bacterias patdgenas resistentes a los antimicrobianos convencionales, varios
medicamentos disponibles han perdido su efectividad en el tratamiento de infecciones bacterianas,
ademas el desarrollo de nuevos medicamentos se ven limitadas por los altos costos de produccion,
espectro de accion limitada o posibles efectos secundarios que se podria producir en los individuos,

es por esto que se prioriza la busqueda alternativas que superen estas limitaciones.

Las plantas medicinales y sus extractos han sido utilizadas por mucho tiempo a lo largo de
la historia por la humanidad, el uso de las plantas en su gran mayoria se ha realizado de manera
empirica, tradicional o cultural, sin embargo, en la actualidad se han llevado a cabo muchos analisis

logrando establecer una base cientifica que respalda la efectividad de las especies vegetales
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utilizadas tomando una mayor importancia el estudio de nuevas fuentes vegetales con actividad

antibidtica (Collaguazo y Marquez, 2022).

Las plantas producen metabolitos como flavonoides, taninos, acido fendlicos entre otros
que se les atribuyen accion antibacteriana, antifungica, para defenderse del medio exterior
desempefiando un papel fundamental para limitar el crecimiento bacteriano o eliminarlos, estos
compuestos han logrado demostrar la capacidad de desestabilizar la membrana celular de las

bacterias haciéndola permeable y causar la muerte (Bandoni et al., 2009).

En las dltimas décadas la utilizacion de productos naturales como extractos y aceites
esenciales con fines terapéuticos ha ido en aumento, convirtiéndose cada vez mas en una opcion
viable para el tratamiento de infecciones a nivel mundial, es por esto que muchas organizaciones
fomentan la iniciativa del uso de productos naturales con respaldo cientifico que demuestren su
efectividad en tratamientos patoldgicos y que no causen riesgos para los pacientes (Torres et al.,
2017).

3.9 Plantas con propiedades antibidticas

Segun el Proyecto Solanum del Inventario de Biodiversidad Planetaria [PBI] (2025), las
especies vegetales de la familia Solanaceae comprende un amplio grupo de plantas alrededor de
90 géneros y 3000 — 4000 especies que estan distribuidas a nivel mundial cuenta con una gran
diversidad en habitat, morfologia y ecologia, incluye desde arboles perennes, arbustos, enredaderas
y hiervas anuales, ademas morfoldgicamente presentan una gran variedad en muchas de sus
caracteristicas propias y distintivas de sus flores y frutos, dentro de esta familia se encuentra la

especie vegetal Datura stramonium y Brugmansia arbdrea.

La familia Solanaceae se caracteriza por poseer alcaloides como la atropina, escopolamina,
hiosciamina, ademas, posee flavonoides, taninos, terpenoides que han demostrado ser eficaz contra
microorganismo patdgenos y plagas, la presencia de péptidos antimicrobianos (AMP) como
inhibidores de proteasa, péptidos similares a la tionina y vicilina que producen estas plantas de
manera natural como defensa y proteccion contra virus, bacterias y hongos ha despertado el interés
para el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos, puesto que estos compuestos tienen la
capacidad de dafar la membrana celular de los microorganismos y causar la muerte (Afroz et al.,
2020).
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3.10 Chamico (Datura stramonium)
3.10.1 Descripcidn geografica y botanica

Es una planta silvestre originaria de América, pero actualmente se encuentra ampliamente
distribuida en todo el mundo, ademas es una planta de facil acceso, debido a que son colonizadores
naturales de campos agricolas, generalmente se encuentran en regiones templadas célidas o
subtropicales con elevaciones de 2500m.s.n.m, prefieren regiones con precipitaciones abundantes,
pero pueden crecer en suelos arenosos sin problema, por otro lado, botanicamente pertenece a la
familia Solanaceae, es una hierba anual arbustiva puede alcanzar una altura de 60cm a 120cm, las
hojas son grandes y dentadas aproximadamente de 20cm su flor tiene forma de embudo y mide
alrededor de 6¢cm, ademas posee un fuerte olor caracteristico, el fruto es una capsula muy espinosa
que posee en su interior las semillas de color marron, su tallo es robusto con disefio simple y su

raiz es larga y ramificada (Mukherjee, 2013).

En latabla 1, se muestra la clasificacion taxondmica detallada de la especie vegetal Datura
stramonium utilizada en el presente estudio donde se puede observar su reino, division, clase,

orden, familia, género y especie.

Tabla 1

Clasificacion taxondmica de Datura stramonium

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Solanales

Familia Solanaceae

Género Datura

Especie Datura stramonium

Nota. Adaptado de: Al-Snafi (2017)

3.10.2 Usos tradicionales
D. stramonium es una planta ampliamente utilizada por comunidades locales debido a sus
diferentes atributos medicinales empleando el extracto de sus hojas para tratar problemas en la

piel, heridas o lesiones, ademas el extracto de sus flores son empleadas para calmar el dolor de
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oido, por otra parte, el aceite de su fruto se utiliza para aliviar dolores corporales por golpes debido
a su efecto antinflamatorio, las semillas son empleadas como purgantes, para aliviar la tos, la fiebre
y el asma, la D. stramonium constituye una de las fuentes natural de antioxidantes y compuestos
fotoquimicos con una amplia actividad microbiana. lo que sugiere un potencial diverso en

aplicaciones medicinales y terapéuticas (Sayyed, 2013).

3.10.3 Composicién quimica

Datura stramonium presenta una amplia gama de metabolitos secundarios en su
composicion quimica de interés farmacoldgico, dentro de sus compuestos mas relevantes incluyen
alcaloides, saponinas, taninos, esteroides, flavonoides, fenoles y glicidos, lo que otorga su efecto
analgésico, antioxidante, antimicrobiano, insecticida que ademé&s de su actividad sinérgica
potencia y aumenta su espectro de accion (Al-Snafi, 2017). Esta abundante composicion quimica
evidencia las diferentes propiedades medicinales que se atribuyen a esta planta convirtiéndose en
una planta de importancia en estudios en la farmacologia moderna y en amplias aplicaciones
terapéuticas (Rubio, 2016).

Datura stramonium a pesar de ser una planta conocida por sus propiedades terapéuticas
presenta un elevado contenido de alcaloides tropanicos principalmente hiosciamina, atropina y
escopolamina los cuales en dosis elevadas 0 no controladas produce midriasis, taquicardia,
convulsiones o incluso en casos mas graves la muerte, la toxicidad esta presente en toda la planta,
sin embrago sus semillas generalmente contienen la mayor cantidad de alcaloides, la intoxicacion
se puede manifestar tanto por via oral como por absorcién cutanea o inhalacion de sus compuestos
activos, sin embargo, la misma actividad que lo hace toxica la convierte en una opcion relevante
por sus propiedades terapéuticas en condiciones controladas como efecto analgésico,

antiespasmaodico o antimicrobiano (A¢imovié, 2025).

3.11 Floripondio (Brugmansia arborea)
3.11.1 Descripcion geografica y botanica

Es una planta que se encuentra distribuida en América, Africa, Australia y Asia, en
Sudamérica se ha reportado su presencia en paises como Ecuador, Peru, Chile, Bolivia y Brasil
generalmente habita en regiones hiimedas o secas con elevaciones de 3700m.s.n.m, sin embargo,
puede desarrollarse en altitudes mas bajas sin ningln inconveniente, por otro lado, botanicamente

es considero una planta arbustiva de la familia Solanaceae, puede alcanzar hasta 11m de altura, su
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tallo es semilefioso, sus hojas son grandes y ovaladas, las flores son de color blanco y en forma de
trompeta con una fuerte fragancia caracteristica, sus raices son profundas y fibrosas (Kim et al.,
2023).

En la tabla 2, se muestra la clasificacion taxondmica detallada de la especie vegetal
Brugmansia arborea utilizada en el presente estudio donde se puede observar su reino, division,

clase, orden, familia, género y especie.

Tabla 2

Clasificacion taxondmica de Brugmansia arborea

Reino Plantae

Filo Tracheophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Solanales

Familia Solanaceae

Genero Brugmansia

Especie Brugmansia arborea

Nota. Adaptado de: Global Biodiversity Information Facility [GBIF], (2023)

3.11.2 Usos tradicionales

Es una planta que ha sido utilizado ampliamente debido a sus efectos antiinflamatorios,
antisépticas, sedante y analgésico, a lo largo de los afios se ha empelado en la medicina tradicional
para aliviar dolores corporales, tratamiento del acné y otros problemas dermatolégicos, ademas de
promover la cicatrizacién de heridas o lesiones en la piel, debido a que sus compuestos se
encuentran distribuido en toda la planta es utilizado tanto las hojas como las flores para lograr
estos efectos beneficios para la salud convirtiéndose en una opcion eficaz en tratamientos

medicinales (Pérez et al., 2025).

3.11.3 Composicidén quimica

Brugmansia arbdrea presenta una amplia variedad de metabolitos secundario entre las que
mejor se destaca son los alcaloides tropanicos, esteroides, flavonoides y terpenos, todos estos
metabolitos son considerados de interés en el campo de la medicina y la toxicologia, debido a sus

efectos beneficios para la salud y su diversidad en aplicaciones terapéuticas (Romero et al., 2023).
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Brugmansia arborea es considerado una fuerte terapéutica efectiva debido a sus
compuestos activos, sin embargo, contiene elevadas cantidades de alcaloides tropanicos como la
escopolamina, atropina, hiosciamina, anisodamina que en dosis no controladas produce
desorientacion, taquicardia, dilatacion pupilar, convulsiones, coma o la muerte, la toxicidad esta
presente en toda la planta y a pesar de que los mismos compuestos activos que contiene lo hacen
peligrosa, ademas de uso delicado también lo confieren propiedades medicinales valiosas en
condiciones controladas como anestésico, sedantes, antiespasmodica o antimicrobiana (Qiang et
al., 2016).

3.12 Extraccion de extracto vegetal

De acuerdo con Gonzalez (2004), la extraccion del extracto vegetal consiste en la
separacion de compuestos especificos o generales presentes en la planta mediante un disolvente
en su mayoria se utiliza un solvente organico lo que promueve un mejor rendimiento, debido a que
penetra el material vegetal y remueve los compuestos de una manera delicada y sin dafarlos

manteniendo su integridad quimica de los compuestos activos.

3.12.1 Extraccion sélida — liquido

Este procedimiento se lleva a cabo mediante el contacto del solido que es la parte del
material vegetal triturado con el liquido que es la parte del solvente para la extracciéon de los
compuestos solubles integrados en la composicion solida, obteniendo un liquido o extracto

conformado por los principios activos disueltos en el solvente (Tituafia et al., 2018).

3.12.2 Maceracién dindmica

La maceracion dindmica de acuerdo con Tituafa et al. (2018), es un método que consiste
en mezclar y mantener en contacto prolongado con agitacion constante del material vegetal con el
solvente formando una mezcla homogénea en el cual el solvente actla sobre todas las fracciones
del material vegetal logrando disolver sus compuestos activos en todo el liquido y finalmente

obteniendo una concentracién deseada

La maceracion dindmica para extraer los compuestos activos de plantas es el método mas
aplicado, efectivo, rapido y menos costoso puede variar su rendimiento dependiendo del tipo de
solvente y su concentracion, tiempo de maceracion, tamafio de la particula vegetal, proporcién
utilizada solido- liquido o temperatura esto dependera si los compuestos son termo sensibles o

termo estables, por lo que a temperatura ambiente suele ser la méas utilizada debido a que los
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solventes utilizados son muy volatiles provocando su evaporacion por lo que es necesario contar

un mecanismo de reflujo como en el método Soxhlet (Valdez et al., 2022).



CAPITULO IV

4 MATERIALES Y METODOS
4.1 Materiales

4.1.1 Muestras bioldgicas

Extracto de las plantas (Datura stramonium y Brugmansia arborea)

e Bacteria aislada (Staphylococcus xylosus)

4.1.2 Equipos de laboratorio
e Autoclave modelo NB-1080 N-Biotek
e Horno deshidratado modelo BJPX-Spring
e Triturador de cuchillas modelo GM 200
e Agitador magnético modelo MSH-30D
e Rotavapor modelo Buchi R-215
e Ultrasonido modelo WiseClean
e Cdamara de flujo modelo N-Biotek
e Balanza modelo ADAM — PW 254
e Incubadora de células
e Espectrofotometro modelo Genesys 20
e Espectrofotometro para micro placas
e Centrifuga

e Microscopio

4.1.3 Materiales de laboratorio
e Placas de 96 pocillos de fondo plano
e Cajas Petri
e Tubos de ensayo
e Asa bacteriologica
e Vaso de precipitacion
e Iman para agitador magnético
e Kit de tincion Gram (cristal violeta, safranina, alcohol, agua destilada)

e Gotero
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Embudo

Porta y cubre objetos
Asa de siembra
Mechero

Pipeta

Papel aluminio
Papel filtro

Tijeras

Libreta de apuntes
Esfero

Pateta de para test de mastitis

Reactivos

Metanol

California Mastitis Test (CMT)
Agar — Mannitol salt

Caldo nutritivo — Nutrient broth
Plasma sanguineo

Perdxido de hidrégeno

Antibiotico*

Metodologia

Disefo experimental
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Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar (DCA), donde se evaluaron las

variables establecidas en seis tratamientos, cinco concentraciones de extracto total de cada especie

vegetal Brugmansia arborea y Datura stramonium (T1= 500mg/ml; T2= 250mg/ml; T3=
125mg/ml; T4= 62.5mg/ml; T5= 31.25mg/ml) y T6= antibiotico (Chozo y Cobefas, 2022).

Ademas, constd con tres repeticiones, obteniendo un total de dieciocho unidades experimentales

por planta. Para validar los datos obtenidos se utilizaron analisis estadisticos mediante el programa
XLSTAT 2023.2.0.1411 identificador (licencia) b1672737-472b-a655-46d8039fd975 donde se
realizo las pruebas de Shapiro Wilk, ANOVA vy Tukey con nivel de significancia de alfa 0.05%
(Lumivero, 2025).
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4.2.2 Variables
4.2.2.1 Variables independientes
e Extracto metandlico de las especies vegetales Datura stramonium y Brugmansia arborea

e Bacteria Staphylococcus xylosus

4.2.2.2 Variables dependientes

e 9% de inhibicion bacteriana

Se determind mediante el ensayo de concentracion minima inhibitoria de la bacteria
Staphylococcus xylosus evaluada en placas de 96 pocillos de fondo plano midiendo la densidad
Optica en el espectrofotdmetro a 625nm a las 0 horas y 18 horas después de la incubacién (Quave
et al., 2008).

e 9% de crecimiento bacteriano

Se determino el crecimiento bacteriano mediante la utilizacion de placas de 96 pocillos de
fondo plano midiendo la densidad dptica empleando el espectrofotometro a 625nm a las 0 horas y

18 horas después de la incubacion (Corzo, 2012).

En la tabla 3, se muestran los tratamientos realizados con los extractos totales de las

especies en estudio a las diferentes concentraciones de trabajo.

Tabla 3

Tratamientos

Extracto total de la ) Concentracion
] Tratamientos
especie vegetal (mg/ml)
T1 500,00
T2 250,00
_ T3 125,00
Brugmansia arborea
T4 62,50
T5 31,25
T6: Antibiotico
T1 500,00

Datura stramonium
T2 250,00
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T3 125,00
T4 62.50
TS5 31.25

T6: Antibidtico

En la tabla 4, se registran las unidades experimentales, para cada especie vegetal se trabajo
con tres repeticiones con la finalidad de garantizar la confiabilidad de los resultados y permitir un
andlisis estadistico adecuado de la actividad antibiotica evaluada.

Tabla 4
Total de unidades experimentales para el ensayo para cada especie vegetal

Tratamientos Repeticiones

Tl 3

T2 3

T3 3

T4 3

T5 3

T6: Antibiotico 3

Total U. E 18

En la tabla 5, se presenta el esquema del analisis de varianza (ANOVA) que se utiliz6 en
el presente trabajo de investigacion, indicando las fuentes de variacion y los grados de libertad con

la finalidad de encontrar la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos.

Tabla5
Esquema del ANOVA

Grados
Fuentes de
o de
variacion _
libertad

Total 17
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Tratamiento 5
Error 12

4.2.3 Recolecta de material vegetal e identificacion taxonomica

La siguiente investigacion se realizé en los laboratorios de la Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador, ubicada en la Provincia de Imbabura en la ciudad de Ibarra (Figura 1), la
cual se encuentra a una elevacion de 2221m.s.n.m a una latitud de 0°21°01"°N y longitud
78°06°24""W con una temperatura de alrededor de 17°C con precipitaciones de 763.0mm (Recalde

y Arciniegas, 2023).

Figura 1

Zona donde se llevo a cabo la investigacion
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Nota. La figura 1, muestra la ubicacion donde se llevé a cabo la investigacion. Tomado de Google
Earth y disefiado mediante el programa QGIS 3.42.2 (2025)
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Las especies vegetales Datura stramonium (latitud 0°13°58" "N y longitud 78°15"14""W,
2543m.s.n.m) y Brugmansia arborea (latitud 0°14°00""N y longitud 78°15°05""W, 2586m.s.n.m)
pertenecientes a la familia Solanaceae fueron recolectadas en la Provincia de Imbabura, canton
Otavalo, parroquia El Jordan (Figura 2), que se encentra a una elevacion de 2565m.s.n.m, ubicado
geograficamente a una latitud 0°13°43""N y longitud 78°15°49"W con una temperatura promedio
de 14°C con precipitaciones de 1897mm (Gobierno Autonomo Descentralizado Municipal de
Otavalo [GAD Otavalo], 2025).

Figura 2
Zona donde se llevé a cabo la recoleccion de las especies vegetales
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Nota. La figura 2, muestra la ubicacion donde se realiz6 la recoleccion de las especies vegetales
en estudio. Tomado de Google Earth y disefiado mediante el programa QGIS 3.42.2 (2025)

Los especimenes vegetales Datura stramonium y Brugmansia arbdrea fueron
seleccionados para esta investigacion, debido a que, se fundamentd en estudios previos donde se
reporta actividad antimicrobiana como resultado de los compuestos activos presentes en la planta.
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Los compuestos activos que posee estas plantas como los alcaloides, flavonoides,
terpenoides, saponinas, taninos, acidos fendlicos entre otros, contribuyen a su actividad
antimicrobiana, debido a que, estos compuestos forman parte del sistema natural de defensa de la
planta contra insectos, animales, hongos y bacterias, ademas, la actividad sinérgica entre estos

compuestos produce un efecto potente contra diversos microorganismos (Gonzalez et al., 2020).

De acuerdo con Ledn et al. (2011), las plantas Datura stramonium y Brugmansia arborea
se encuentran generalmente en la region andina, crece de forma natural en bordes de caminos
rurales - urbanas, pastizales y terrenos descuidados, desarrollandose desde los 1.500 y 2.800
m.s.n.m, razon por la cual fueron seleccionadas para su recoleccién y posterior estudio en el
presente trabajo, considerando su disponibilidad en el entorno local y su facilidad de acceso en

zonas de crecimiento natural.

Una vez identificadas mediante el diagnostico morfolégico, las plantas fueron recolectadas
y almacenadas cuidadosamente en fundas de papel kraft para su posterior traslado al laboratorio.
De igual manera, se tomaron tres muestras que fueron destinadas como ejemplares para el herbario
de la PUCE-I para su identificacién taxondmica. Las muestras vegetales fueron sometidas a un
proceso de desinfeccion con alcohol al 70% con la intencion de eliminar restos de polvo y cualquier
material no deseado de esta manera asegurar la calidad de las hojas y flores para su posterior
analisis.
4.2.4 Extraccién de compuestos activos

Para la obtencion de extractos vegetales se llevé a cabo utilizando el método de la
maceracion dinamica segun el procedimiento de Duarte et al. (2019), que consiste en deshidratar
la especie vegetal, luego obtener particulas mas pequefias para poder macerar con un solvente y
finalmente extraer el solvente utilizado para obtener el extracto deseado, de este modo las especies
vegetales Datura stramonium y Brugmansia arborea fueron deshidratadas a 50°C con ayuda del
horno deshidratador con flujo de aire y posteriormente el material vegetal seco se trituro utilizando
el molino de cuchillas hasta obtener un polvo homogéneo. Por ultimo, se peso y se conservo en

bolsas de papel con su respectiva identificacion.

Para la obtencion de los extractos de las plantas en estudio se utilizé el método de la

maceracion dinamica y como solvente se emple6 metanol, debido a que, permite la extraccion
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delicada de una gran variedad de compuestos activos presentes en el material vegetal sin alterar su

composicion y de esta manera aprovechar el rendimiento total del extracto (Taborda et al., 2018).

Para cada especie vegetal se utilizd una proporcion de 1:10 (peso/volumen), es decir que
por cada 1 g de material vegetal seco y triturado se agregara 10 ml de metanol. Con esta relacion
se prepard 60 g con 600 ml de metanol para proceder con la maceracion dinamica haciendo uso de
un agitador a 250 rpm durante 24 horas a temperatura ambiente, este procediendo se realizé tres
veces. Al finalizar las primeras 24 horas se llevo a cabo la primera filtracion con la finalidad de
reservar el contenido liquido y separar el material sélido, esto se ejecutd dos veces mas bajo las

mismas condiciones (Monagas et al., 2022).

Luego de finalizar las tres filtraciones y almacenar en un frasco de vidrio el contenido
liquido total de las filtraciones, se continuo con la evaporacién del metanol utilizando un rotavapor
a 40°C hasta obtener el extracto concentrado, para finalmente depositarlo en un recipiente de boca
ancha para su analisis (Urien, 2013).

Para determinar la eficiencia del extracto se estimo mediante la férmula de rendimiento, la
formula se expreso en porcentaje donde se calcula la relacion entre la cantidad de extracto seco
obtenido y la cantidad de material vegetal utilizado. Expresion matematica descrita en la ecuacion
1 (Solis, 2023).

La ecuacion 1, muestra la formula que se utilizd para determinar el porcentaje de
rendimiento del extracto total de las especies vegetales empleados en el presente estudio,
considerando la relacion entre el peso del extracto seco obtenido y el peso del material vegetal

utilizado expresado como porcentaje.

gramos de extracto seco obtenido

Rendimiento (%) = ( > x 100

gramos de material vegetal utlizado

Ecuacion 1. Porcentaje de rendimiento del extracto total adaptado de: Solis (2023).
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4.2.5 Procedimiento para el cultivo y aislamiento de la bacteria Staphylococcus xylosus
4.25.1 Toma de la muestra

La muestra de leche con mastitis bovina (latitud 0°17°07"°N y longitud 78°14°10""W,
2542m.s.n.m) fue recolectada en la Provincia de Imbabura, canton Otavalo en la parroquia San

Juan de llumén (Figura 3), para posteriormente ser trasladado a los laboratorios de la PUCEI

Figura 3

Zona donde se llevo a cabo la recoleccion de la muestra de leche
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Nota. La figura 3, muestra la ubicacion donde se realiz6 la recoleccion de la muestra de leche para
el aislamiento de la bacteria S. xylosus. Tomado de Google Earth y disefiado mediante el programa
QGIS 3.42.2 (2025)

Para su recoleccion se empled la metodologia descrita por Griffioen et al. (2021), antes de
la recoleccion de la muestra primero se procedi6 a limpiar la zona con agua, se realizd una prueba
de California Mastitis Test (CMT), que consiste en agregar aproximadamente 2 ml de leche y de
reactivo en la paleta de cuatro pocillos para mastitis, seguidamente se agito para observar si existe

algin cambio en la consistencia de la leche dando como resultado la presencia de gel que se adhiere
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al fondo en el pocillo del cuarto posterior derecho. Una vez identificado se recolecto y se almaceno

en un cooler con refrigerante para su posterior analisis en el laboratorio de microbiologia

En la tabla 6, se muestra una valoracion de resultados de la prueba CMT, donde se observa
los diferentes grados de la infeccion permitiendo identificar el nivel de gravedad de la enfermedad

segun la viscosidad y el conteo de células somaticas (CCS/ml).

Tabla 6

Valoracion de resultados de la prueba CMT

Grado CMT Viscosidad CCS/ml
Negatvo (N) Nmguna : la mezcla permanece en estado liquido. <200.000
Trazas (I)  Leve: Se forma una precipitacion en el piso de la paleta que desaparece rapido. 200000 - 500.000
1(+) Leve moderada: Existe mayor precipitacion pero no se forma gel 400.000 - 1.500.000
2 (++) Moderada: El precipitado de la mezcla se torna denso y en el centro de la paleta. 800.000 - 5.000.000
3 (+++) Severa: Se forma un gel muy espeso que se adhiere a la pared de la paleta. >5.000.000

Nota. Valoracion de prueba de California Mastitis Test adaptado de: Echeverri et al. (2010)

4.2.5.2 Cultivo de la bacteria Staphylococcus xylosus

Para el cultivo y aislamiento de la bacteria Staphylococcus xylosus se utilizo el agar
mannitol salt que es un medio de cultivo selectivo, debido a su alta concentracion de sal que crea
un ambiente favorecedor para Staphylococcus, evitando el crecimiento y desarrollo de otras
bacterias, ademas contiene un indicador de pH que cambia de color rojo a amarillo que se puede
observar a simple vista a causa de la fermentacion del manitol producida por los Staphylococcus

presentes en el medio de cultivo (Britanialab, 2021).

El cultivo y aislamiento de la bacteria se realizd mediante el procedimiento de Vidal et al.
(2024). Se preparé agar mannitol salt con agua destilada como detalla las indicaciones del
fabricante que recomienda agregar 111 g de agar en 1000 ml de agua destilada. Con esta
observacion se prepar0 8 cajas petri con 20 ml de agar en cada una dando en total 160 ml de agua
destilada a ser utilizado con 17.76 g de agar. Para la obtencion de las cantidades a utilizar se realizo
una regla de tres segun el fabricante 111g de agar se necesita en 1000ml de agua destilada, por lo

tanto, en 160ml de agua destilada se necesitd 17.76g de agar.

111g = 1000ml
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160ml x 111g
1000ml

=17.76g

Una vez preparada las cantidades exactas se mezcld en un vaso de vidrio adecuado para
esterilizar en la autoclave a 121°C junto con las cajas petri envueltas en papel durante 1 hora. Una
vez que finalizo la esterilizacion se colocd un mechero para evitar la posibilidad de contaminacion,
luego se procedi6 a agregar los 20 ml de agar en las cajas petri y esperar a que se solidificara para
agregar 1 ml de la muestra de leche con la ayuda de la micro pipeta en las cajas petri para

finalmente enviarlas a la incubadora a 37°C durante 24 horas.

4.2.5.3 Aislamiento de la bacteria Staphylococcus xylosus

Para obtener colonias puras se procedio a realizar un cultivo con Nutrient Broth en tubos
de ensayo siguiendo el procedimiento de Almeida y Rojas (2020), se prepar6 Nutrient Broth segun
las especificaciones del fabricante 13.0 g en 1000 ml de agua destilada. Se prepard 2 tubos de
ensayo por cada caja petri utilizadas para el cultivo que fueron 8, obteniendo 16 tubos de ensayo
en total con 10 ml de agua destilada en cada tubo, sumando la cantidad de 160 ml de agua destilada
a ser utilizado con 2.08 g de Nutrient Broth. Para la obtencion de las cantidades a utilizar se realizo
una regla de tres segun el fabricante 13g de agar se necesita en 1000ml de agua destilada, por lo

tanto, en 160ml de agua destilada se necesit6 2.08g de agar.
13g = 1000ml

160ml x 13.0g
1000ml

= 2.08g

Luego de preparar las cantidades calculadas se procedio a distribuir los 10ml con la micro
pipeta en cada tubo de ensayo seguidamente se coloco en la autoclave para esterilizar a 121°C por
1 hora. Una vez que se cumplio el tiempo determinado se continuo con el retiro de las cajas petri
de la incubadora y la seleccion de 1 a 2 colonias previamente cultivadas de 24 horas para ser
incorporadas en los tubos de ensayo con la ayuda del asa bacteriologica y un mechero para evitar

la contaminacion y finalmente colocar en la incubadora a 37°C durante 24 horas.

Una vez cumplido el tiempo requerido se procedio a retirar los tubos de ensayo de la
incubadora y con la ayuda de un mechero y un asa bacterioldgica se realizo la siembra en estrias

para favorecer el crecimiento de colonias individuales en cajas petri previamente preparadas para
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Su uso con agar manitol salt y de esta manera aislar la bacteria para ser utilizada para los estudios

posteriores.

4.2.6 Caracterizacion morfologica y bioquimica de Staphylococcus xylosus
4.2.6.1 Prueba de tincion Gram

El procedimiento de la prueba de tincion Gram se utiliz6 bacterias cultivadas 24 horas antes
con la finalidad de poder identificar a que grupo pertenece la bacteria en estudio, puesto que los
Staphylococcus pertenecen al grupo de bacterias Gram positivo, basicamente se puede observar
con la ayuda de un microscopio la tincién de la pared celular de color violeta caracteristico de estas
bacterias por lo tanto, se realizé un frotis colocando una colonia de bacteria tomada con el asa
bacterioldgica esterilizada con la ayuda del mechero y con la ayuda de un gotero se colocé 1 gota
de agua destilada en un portaobjetos, luego se fijé la muestra con calor para poder agregar el cristal
violeta y dejar reposar durante un minuto, posteriormente se lava con agua destilada y se agrega
lugol para fijar el colorante durante un minuto, luego se enjuago con agua destilada, posteriormente
se decoloro con el uso de alcohol seguidamente se lavd con agua destilada y finalmente se agrego
safranina dejando actuar durante un minuto y lavando con agua destilada el resultado se procedio

a visualizar con el uso del microscopio (Corrales y Lozano, 2020).

4.2.6.2 Prueba de catalasa

Se colocd en un portaobjetos dos gotas de peroxido de hidrogeno al 30%, luego se tomd
una muestra de la colonia bacteriana de 24 horas con el asa bacteriol6gica previamente esterilizada
y se mezcld con las gotas de perdxido de hidrogeno que al entrar en contacto se forman burbujas
de oxigeno debido a la reaccién entre la enzima catalasa y el peréxido de hidrégeno que se

descompone en agua y oxigeno molecular. (Fernandez et al., 2010).

4.2.6.3 Prueba de coagulasa

Previamente a la prueba se realiz6 la extracciéon de sangre y se centrifugo a 3000rpm
durante 10 minutos para separar el plasma de las demas fracciones para ser utilizada en el ensayo.
En un tubo de ensayo esteéril se agreg6 0.5 ml de plasma sanguineo, luego se inoculo el plasma con
una colonia de la bacteria con el asa bacteriologica y finalmente se llevo a la incubadora a 37°C
durante 4 horas. Debido a que la bacteria Staphylococcus xylosus pertenece al grupo de coagulasa

negativa no se pudo observar la formacién coagulos en el tubo de ensayo (Palavecino, 2002).
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En la tabla 7, se muestra las relaciones de las pruebas bioquimicas realizadas a la bacteria
S. xylosus, detallando las reacciones positivas (+) y negativas (-) observadas que confirman su

caracterizacion microbioldgica.

Tabla 7

Reacciones obtenidas de las pruebas bioquimicas realizadas a la bacteria Staphylococcus

xylosus
Bacteria Tincién Gram Catalasa Coagulasa
+ + -
Staphylococcus Cocos en racimos color Formacion de No hay presencia de
xylosus violeta, Gram positiva burbujas O coagulos

Nota. Adaptado de: Ibarguren y Monteavaro (2019)

4.2.7 Caracterizacion molecular de la bacteria Staphylococcus xylosus

Para la caracterizacién molecular se enviaron tres muestras de la bacteria en cajas petri al
laboratorio especializado I1Dgen- Identificacion Molecular en Quito, para el estudio de
identificacion molecular se realiz6 la extraccion de ADN, amplificacion de barcode, secuenciacion
estandar, ensamblaje de productos de PCR y busqueda en base de datos. Utilizaron la metodologia

de identificacion molecular por barcoding 16S para bacterias (Garrido, 2025).

De acuerdo con Garrido (2025), el procedimiento para realizar la caracterizacion molecular de la
bacteria Staphylococcus xylosus es la siguiente:

e Extraccion del ADN utilizando la cantidad de 100mg de muestra, evaluando la integridad
y calidad del ADN mediante el uso de espectrofotometria y observacién en gel de agarosa
1%.

e Sediluyé el ADN a 20ng/uL para lograr amplificar mediante PCR utilizando los siguientes
primers 16S: 27F/1492R.

e Con anterioridad fue purificado el PCR para la secuenciacién a través del método
SANGER.
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e Para terminar la secuencia que se lograron obtener fueron limpiadas y ensambladas
mediante programas bioinformaticas que permitieron comparar con la base de datos de

GenBank del NCBI para determinar su taxonomia.

4.2.8 Establecimiento de la actividad bioldgica de los extractos de las especies vegetales

Los extractos obtenidos de las especies vegetales Datura stramonium y Brugmansia
arborea fueron utilizados en las pruebas de microdilucion, razon por la cual se preparé 500 mg de
extracto en un frasco de vidrio y se incorpord 1 ml de metanol para poder obtener la concentracion
madre, posteriormente se envio al ultrasonido, para obtener una solucion homogénea
posteriormente se elaboraron 5 dilucién seriadas tomando 0.5 ml de cada concentracion y
agregando 0.5 ml de metanol para conseguir las concentraciones establecidas las cuales
corresponde a las siguientes 500, 250, 125, 62.5, 31.25 mg/ml de cada extracto vegetal (Gonzélez
y Palacios, 2017).

4.2.9 Evaluacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y crecimiento bacteriano

mediante el método de microdilucion

De acuerdo con Argote (2017), la concentracion minima inhibitoria representa la menor
concentracion de un agente antimicrobiano ya sea un antibidtico o un extracto vegetal para detener
el crecimiento bacteriano en un periodo de tiempo de incubacion. Para realizar las pruebas de CMI
se tomé como referencia el procedimiento de Arends et al. (2020), los ensayos fueron realizados
en placas de 96 pocillos de fondo plano, previamente a los ensayos se preparé el inéculo bacteriano
tomando colonias de 24 horas e incorporando en tubos de ensayo con 10 ml de Nutrient Broth para
ser incubadas y posteriormente ser utilizadas, finalmente se ajusto la bacteria en la escala de
McFarland 0.5 que permite medir la concentracion o cantidad de bacterias en suspension mediante
el espectrofotometro estandarizado a 625 nm para alcanzar una absorbancia de 0.08 — 0.1 lo que

equivale a 1.5x108 UFC/mI necesarios para el estudio.

Una vez ajustado el inoculo bacteriano y preparada las diluciones seriadas de los extractos
vegetales se procedié a realizar el montaje de las placas incorporando 100 pL de inoculo
estandarizado de bacterias y 10 pL de extracto vegetal obteniendo una cantidad total de 110 puL en
cada pocillo, ademas se realiz6 el montaje de cuatro controles: inoculo bacteriano mas metanol

como control vehiculo, Nutrient Broth con inoculo bacteriano como control negativo, Nutrient
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Broth con inoculo bacteriano més antibiotico como control positivo y Nutrient Broth solo como

control del medio, todo el ensayo se realizo por triplicado (Sierra et al., 2020).

Finalmente se procedié a realizar la lectura mediante el lector de microplacas a las 0 horas
a 625 nm, luego se incubo las placas de 96 pocillos por un periodo de 18 horas, posteriormente se
realiz6 la nueva lectura de las placas para poder recopilar los datos de la absorbancia y poder
determinar la inhibicion y el crecimiento bacteriano (Corzo, 2012). Los datos de CMI se
registraron mediante la expresion matematica descrita en la ecuacion 2 utilizando los promedios

del porcentaje de inhibicion obtenidos en las pruebas realizadas (Quave et al., 2008).

En laecuacion 2, se muestra la férmula utilizada para el calculo del porcentaje de inhibicion
bacteriana por los extractos vegetales, donde se considera la densidad oOptica a las O horas y 18

horas después de la incubacion.

L DOp 18h — DOp Oh
%Inhibicion | 1 — (DOcv 18h — DOcv Oh) x 100

Ecuacion 2. Porcentaje de actividad inhibitoria de los extractos vegetales adaptado de: Quave et
al. (2008)

donde:

DOp 18h: densidad oOptica del pocillo de prueba a 18 horas luego de la inoculacion.

DOp Oh: densidad Optica del pocillo de prueba a 0 horas luego de la inculpacion

DOcv 18h: densidad dptica del pocillo de control vehiculo a 18 horas luego de la inoculacion.
DOcv 0Oh: densidad éptica del pocillo de control vehiculo a 0 horas luego de la inhalacion.

4.2.10 Diagrama de flujo del procedimiento de extraccion de extracto total mediante
maceracion dinamica
En la figura 4, se muestra los pasos secuenciales de la extraccion del extracto total de las
especies vegetales mediante la maceracion dinamica, desde la recoleccion y secado del material
vegetal, su trituracion, maceracién con metanol con agitacion constante, hasta la filtracion y

concentracion del extracto.



Figura 4

Diagrama de flujo del procedimiento de extraccidn del extracto total mediante maceracion

Inicio

\4
Recoleccion y desinfeccion

dindmica

Deshidratacion vegetal (50°C)

Trituracion de material vegetal seco

\ 4
Pesaje del material vegetal (60g)

Adicidon de metanol en proporcion 1:10

Agitacion contante a 250rpm a temperatura ambiente durante 24 h (3 veces)

Filtracion del extracto mediante bomba de filtracidn (3 veces)

Y
Concentracion del extracto mediante rotapavor (40°C)

Almacenamiento del extracto concentrado en un frasco de vidrio de boca ancha

Fin
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4.2.11 Diagrama de flujo del procedimiento de aislamiento de la bacteria S. xylosus

En la figura 5, se muestra el procedimiento de manera secuencial del aislamiento de la
bacteria Staphylococcus xylosus, desde la toma de la muestra, siembra y resiembra en medio de
cultivo, incubacion, identificacion de colonias con caracteristicas de la bacteria, pruebas
preliminares en el laboratorio e identificacion molecular para determinar la presencia de la

bacteria.

Figura 5

Diagrama de flujo del procedimiento de aislamiento de la bacteria Staphylococcus xylosus
Inicio

\4

Prueba de CMT

Recoleccion de la muestra de leche

Siembra de 1ml de la muestra en agar Mannitol salt en cajas petri

A 4
Incubacion a 37°C por 24 horas

Observacion de colonias con caracteristicas de la bacteria

Resiembra de colonias en Nutrient Broth en tubos de ensayo

\ 4
Incubacion a 37°C por 24 horas

\ 4
Siembra con asa bacteriologica de forma estriada en agar Mannitol salt en cajas petri

\ 4
Realizacion de pruebas bioguimicas preliminares

A\ 4
Identificacién molecular en laboratorio especializado (IDgen)




)

Almacenamiento en refrigeracion a 4°C

Fin
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CAPITULO V

5. RESULTADOS Y DISCUSION
4.3 Obtencion e identificacion taxonomica de las especies vegetales
Para esta investigacion se recolectaron ocho muestras vegetales de cada especie Datura

stramonium y Brugmansia arborea.

En la tabla 8, se muestra el lugar donde se llevo a cabo la recoleccidn de las especies
vegetales para este estudio. Se detalla la familia, especie y nombre comdn de las plantas utilizadas
en el presente estudio, ademés se puede observar la zona geografica con sus respectiva

coordenadas y altura (m.s.n.m).

Tabla 8

Area de recoleccion de especies vegetales

. _ Nombre Lugar de Altura
Familia Especie ) . Coordenadas
comun recoleccion (m.s.n.m)
El Jordéan - latitud 0°13'58'N y
Datura ) )
Solanaceae _ Chamico Otavalo - 2543 longitud
stramonium
Imbabura 78°15"14"W
) El Jordan - latitud 0°14°00""'N y
Brugmansia ) ) )
Solanaceae Floripondio Otavalo - 2586 longitud
arborea
Imbabura 78°15°05"'W

La identificacion taxondmica de las especies vegetales se realizd mediante una clave
dicotomica y el diagnostico morfolégico que consiste en observar y comparar caracteristicas
propias o distintivas de la especie vegetal con criterios preestablecidos, por lo tanto, se logra
establecer que la especie Brugmansia arborea se caracteriza particularmente por poseer flores
colgantes en forma de trompeta generalmente de color blanco, puede alcanzar una altura de 3-6 m,
posee hojas grandes ovaladas y con fruto liso sin espinas (Garcia, 2018). Por otra parte, la especie
Datura stramoniun se caracteriza por poseer frutos espinosos que contienen pequefias semillas de
color marrén, puede alcanzar una altura de 1.5 m, sus hojas son grandes de forma dentada, sus

flores son en forma de embudo y generalmente de color morado (Troiani et al., 2017).



38

En la figura 6, se observa una muestra vegetal de la especie Brugmansia arborea que se
recolecto durante el trabajo de campo y fue cuidadosamente depositada en el herbario de la
Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador — Ibarra, de esta manera garantizando su conservacion
y disponibilidad para futuras referencias taxondmicas, ademés sirve como material de evidencia

utilizado en el desarrollo del presente estudio.

Figura 6

Muestra vegetal Brugmansia arborea

Nota. Muestra vegetal depositada en el herbario de la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador

— Ibarra

En la figura 7, se observa una muestra vegetal de la especie Datura stramonium que se
recolecto durante el trabajo de campo y fue cuidadosamente depositada en el herbario de la
Pontificia Universidad Catolica del Ecuador — Ibarra, de esta manera garantizando su conservacion
y disponibilidad para futuras referencias taxonomicas, ademas sirve como material de evidencia

utilizado en el desarrollo del presente estudio.

Figura7

Muestra vegetal Datura stramonium
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Nota. Muestra vegetal depositada en el herbario de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador
- Ibarra

4.4 Obtencion de los extractos totales de las especies vegetales

Se logré obtener extractos metanolitos de cada especie vegetal en estudio tanto de
Brugmansia arborea como de Datura stramonium, en la tabla 9, se observa la cantidad de extracto
total obtenido y el rendimiento que se expresa en porcentaje partiendo de la cantidad de 60 g de
material vegetal seco utilizado, aplicando la expresién matematica Ecuacion 1 se determind el
porcentaje de rendimiento del extracto total de cada una de las especies vegetales. Se puede
observar el porcentaje de rendimiento obtenido de 61.38% para la especie vegetal Datura

stramonuim y 32.5 % para la especie vegetal Brugmansia arborea.

Tabla9
Porcentaje de rendimiento del extracto total

Material vegetal utilizado Extracto seco obtenido  Rendimiento

(9) (9) (%)

Especie vegetal

Datura

) 60 36.83 61.38
stramonium

60 19.5 325
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Brugmansia

arbérea

De acuerdo con Caisapanta (2019), en su investigacion con extracto total de la especie
vegetal Brugmansia suaveolens perteneciente al mismo género y familia que la especie vegetal en
estudio encontrd un rendimiento total mediante la maceracion con alcohol al 70°GL de 29.87%,
mientras que el rendimiento obtenido de Brugmansia arborea es de 32.5% demostrando su alto

contenido de compuestos activos presentes en la planta.

Por otro lado, en un estudio realizado por Flores et al. (2019), con extracto hidroalcohdlico
de Datura stramonium reporto un rendimiento total de 22.50% un porcentaje menor al extracto
metanolico con un porcentaje de 61.38%. Por lo que demuestra que el metanol es un solvente mas
adecuado para extraer compuestos activos segin Cuesta y Mogrovejo (2020), indica que el
metanol es mas eficiente para solubilizar una amplia gama de compuestos activos, ademas debido
a su alta volatilidad es mas sencillo la remocion mediante la evaporacion obteniendo un extracto

concentrado con mejor rendimiento.

4.5 Ildentificacion morfologica de la bacteria Staphylococcus xylosus aislada de mastitis
bovina mediante la prueba de tincion Gram

En la figura 8A, se puede observar los resultados obtenidos de la prueba de tincion Gram
realizado es el laboratorio, donde se muestra la coloracion violeta tipica de las bacterias Gram
positivas vista desde el microscopio, ademas se puede visualizar que se presenta en forma de cocos
agrupada en racimos, mientras que en la figura 8B, se muestra una comparacién similar a los

reportados previamente por The World's Largest Gut Microbe Bank (2017).

Figura 8
Resultados tincion Gram de la bacteria Staphylococcus xylosus

A B
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4.6 Prueba de catalasa de la bacteria Staphylococcus xylosus

En la figura 9A, se puede observar los resultados obtenidos en el laboratorio de la prueba
de catalasa. Los Staphylococcus son considerados como catalasa positiva debido a que
descomponen el perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno debido a la presencia de la enzima
catalasa, por lo tanto, al realizar una prueba de catalasa se pueden observar la formacion de
burbujas, mientras que en la figura 9B, se muestra una comparacion con datos previamente

documentado por Gonzélez y Garcia (2012).

Figura 9

Prueba de catalasa de la bacteria Staphylococcus xylosus

A B
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4.7 Prueba de coagulasa

En la figura 10A, se puede observar los resultados obtenidos en la prueba de coagulasa
realizado en el laboratorio, debido a que la bacteria Staphylococcus xylosus pertenece al grupo de
coagulasa negativa no se pudo observar la formacion de coagulos en el tubo de ensayo, mientras
que en la figura 10B, se muestra una comparacion de la prueba positiva y negativa reportada
previamente por Sosa et al. (2022).

Figura 10

Prueba de coagulasa de la bacteria Staphylococcus xylosus

A B
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4.8 ldentificacién molecular de la bacteria Staphylococcus xylosus

En la tabla 10, se puede observar el c6digo B802 en donde se logré identificd la presencia
de la bacteria Staphylococcus xylosus con una calidad de 98.2 del fragmento 16S y con un 100%
de identidad.

Tabla 10

Identificacion molecular del aislado bacteriano

Cadigo ) ) _ % de )
Muestra Longitud Calidad Organismo Fragmento ) N° Accesion
IDgen identidad
Tubo
ensayo Staphylococcus
B802 1371 98.2 16S 100 NR_036907.1
CC2 xylosus
()

Nota. Elaborado por: Garrido (2025).
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4.9 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y porcentaje de
crecimiento bacteriano por el método de microdilucion

En la tabla 11, se puede observar el crecimiento bacteriano de Staphylococcus xylosus a
diferentes concentraciones del extracto total de Brugmansia arborea. En donde se puede
evidenciar que el tratamiento con menor crecimiento bacteriano fue el antibidtico con un promedio
de 13.17%, con respecto a las concentraciones evaluadas, el tratamiento con 500mg/ml fue el mas
efectivo demostrando el menor crecimiento bacteriano con 23.91% seguido de la concentracion
250mg/ml con un valor de 33.16%. De esta manera se puede evidenciar que a mayor concentracion

del extracto utilizado el crecimiento bacteriano es menor.

Tabla 11
Porcentaje de crecimiento bacteriano del extracto total de la especie vegetal Brugmansia
arborea
. Concentracion o . Promedio Desviacion
Extracto Tratamientos Crecimiento bacteriano (%
(mg/mL) (%0) (%) Estandar
Repeticion Repeticion Repeticion
1 2 3
T1 500 24.54 22.86 24.32 23.91 0.91
Brugmansia T2 250 30.34 37.04 32.09 33.16 3.48
arborea T3 125 42.25 39.26 39.04 40.18 1.79
T4 62.5 51.11 51.67 43.69 48.82 4.45
T5 31.25 70.31 66.88 66.26 67.82 2.18
T6: Antibidtico - 13.66 12.21 13.64 13.17 0.83

En la tabla 12, se puede observar la inhibicion bacteriana de Staphylococcus xylosus a
diferentes concentraciones del extracto total de Brugmansia arborea. En donde se puede
evidenciar que el tratamiento con mayor inhibicidn bacteriano fue el antibiético con un promedio
de 86.83%, con respecto a las concentraciones evaluadas, el tratamiento con 500mg/ml fue el mas
efectivo demostrando la mayor inhibicion bacteriana con un promedio de 76.09%, seguido de la
concentracion 250mg/ml con un valor de 66.84%. De esta manera se puede evidenciar que a mayor

concentracion del extracto utilizado la inhibicion bacteriana también sera mayor.
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Tabla 12

Porcentaje de inhibicion bacteriana del extracto total de la especie vegetal Brugmansia arborea

. Concentracion S . Promedio Desviacion
Extracto  Tratamientos (mg/m) Inhibicién bacteriano (%0) (%) Estandar
Repeticion Repeticion Repeticion
1 2 3
T1 500 75.46 77.14 75.68 76.09 0.91
Brugmansia T2 250 69.66 62.96 67.91 66.84 3.48
arborea T3 125 57.75 60.74 60.96 59.82 1.79
T4 62.5 48.89 48.33 56.31 51.18 4.45
5 31.25 29.69 33.12 33.74 32.18 2.18
T6: Antibiotico - 86.34 87.79 86.36 86.83 0.83

En la tabla 13, se puede observar el crecimiento bacteriano de Staphylococcus xylosus a
diferentes concentraciones del extracto total de Datura stramonium. En donde se puede evidenciar
que el tratamiento con menor crecimiento bacteriano demostro ser el antibi6tico con un promedio
de 13.17%, con respecto a las concentraciones evaluadas, el tratamiento con 500mg/ml fue el mas
efectivo demostrando el menor crecimiento bacteriano con 24.40% seguido de la concentracion
250mg/ml con un valor de 34.61%. De esta manera se puede evidenciar que a mayor concentracion

del extracto utilizado el crecimiento bacteriano es menor.

Tabla 13
Porcentaje de crecimiento bacteriano del extracto total de la especie vegetal Datura stramonium

Extracto  Tratamientos CO?;Z?:\:S'O” Crecimiento bacteriano (%) PI’O(I;;:)dIO Désst\gr?g;orn
Repeticion Repeticion Repeticion
1 2 3
T1 500 25.85 23.36 23.98 24.40 1.30
Datura T2 250 31.68 38.96 33.18 34.61 3.84
stramonium T3 125 43.62 47.37 40.72 43.90 3.33
T4 62.5 54.04 59.65 47.93 53.87 5.86
5 31.25 70.75 69.01 66.79 68.85 1.98
T6: Antibidtico - 13.66 12.21 13.64 13.17 0.83

En la tabla 14, se puede observar la inhibicion bacteriana de Staphylococcus xylosus a
diferentes concentraciones del extracto total de Datura stramonium. En donde se puede evidenciar

que el tratamiento con mayor inhibicidn bacteriano fue el antibiético con un promedio de 86.83%,
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con respecto a las concentraciones evaluadas, el tratamiento con 500mg/ml fue el mas efectivo
demostrando la mayor inhibicién bacteriana con un promedio de 75.60%, seguido de la
concentracion 250mg/ml con un valor de 65.40%. De esta manera se puede evidenciar que a mayor

concentracion del extracto utilizado la inhibicion bacteriana también serd mayor.

Tabla 14

Porcentaje de inhibicion bacteriana del extracto total de la especie vegetal Datura stramonium

. Concentracion o . Promedio Desviacion
Extracto  Tratamientos (mg/m) Inhibicién bacteriano (%0) (%) Estandar
Repeticion Repeticion Repeticion
1 2 3
T1 500 74.15 76.64 76.02 75.60 1.30
Datura T2 250 68.32 61.05 66.82 65.40 3.84
stramonium T3 125 56.38 52.63 59.28 56.10 3.33
T4 62.5 45.96 40.35 52.07 46.13 5.86
T5 31.25 29.25 30.99 33.21 31.15 1.98
T6: AntibiGtico - 86.34 87.79 86.36 86.83 0.83

4.9.1 Prueba de normalidad de Shapiro — Wilk y Homocedasticidad de varianza de levene
Luego de realizar el test de Shapiro - Wilk y el contraste de test de Levene, que se observa

en la tabla 15, se puede afirmar que los valores previenen de una distribucion normal.

Tabla 15

Prueba de normalidad y homocedasticidad

Shapiro_test Levene_test

Variable Observaciones Media Desv. tipica W  p-value F  p-value

% crecimiento

bacteriano

(Brugmansia

arborea) 18 37.843 18.200 0.954 0.487 0.461 0.798
% inhibicion

bacteriano

(Brugmansia

arborea) 18 62.157 18.200 0.954 0.487 0.461 0.798
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% crecimiento

bacteriano

(Datura

stramonium ) 18 39.800 19.143 0.977 0.920 1.039 0.439
% inhibicion

bacteriano

(Datura

stramonium ) 18 60.201 19.143 0.977 0.920 1.040 0.438

Nota. Shapiro_test y Levene_test p-value > 0.05

4.9.2 Andlisis de varianza de la variable porcentaje de crecimiento bacteriano mediante la
aplicacién de dosis de extracto total de Brugmansia arborea sobre la bacteria

Staphylococcus xylosus aislada de mastitis bovina.

Luego del andlisis de la varianza que se puede observar en la tabla 16, se puede manifestar
que existe diferencias altamente significativas para los tratamientos en estudio que corresponde a
las concentraciones del extracto total de la especie vegetal Brugmansia arborea en la variable de
crecimiento bacteriano de Staphylococcus xylosus, el promedio de los tratamientos es de 37.843%,
mientras que el coeficiente de variacion (CV) se encuentra en un rango de 6.943% lo que muestra

una baja dispersion de los datos con respecto al promedio.

Tabla 16
Analisis de varianza de la variable crecimiento bacteriano del extracto total de la especie

Brugmansia arborea

p-values
Suma de Cuadrados o
Fuente GL ] F Pr>F signification
cuadrados  medios

codes
Modelo 5 5548.217 1109.643 160.753  <0,0001 falalel
Total corregido 17 5631.050
Tratamientos 5 5548.217 1109.643 160.753  <0,0001 falalel

Error 12 82.833 6.903
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Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Signification codes: 0 < *** <0.001 <**<0.01<*<0.05<.<01<°<1
Promedio (%) 37.843

CV (%) 6.943

Nota. GL: Grados de libertad, F: valor F calculado, CV (%): Coeficiente de variacion

4.9.3 Comparacion multiple de promedio de la variable porcentaje de crecimiento
bacteriano mediante la utilizacion de extracto total de Brugmansia arbdrea sobre la

bacteria Staphylococcus xylosus aislada de mastitis bovina.

En la figura 11, se puede observar la prueba de comparacion multiple de promedios
mediante Tukey al 5%, muestra que existe seis rangos de significancia para el crecimiento
bacteriano del extracto total de la especie vegetal Brugmansia arborea. El tratamiento donde
menor crecimiento bacteriano alcanzo fue en el que se aplicé antibidtico con un valor de 13.17%,
de las concentraciones del extracto vegetal en estudio que menos porcentaje de crecimiento
bacteriano alcanzo fue el tratamiento con la concentracion de 500mg/ml con valor de 23.91%
seguido de la concentracion 250mg/ml con un valor de 33.16%. A medida que la concentracion
baja el crecimiento bacteriano aumenta, por lo tanto, la concentracion de 31.25mg/ml muestra un
valor de crecimiento bacteriano de 67.82%, en este contexto las concentraciones mas altas reflejan

menor crecimiento bacteriano.

Figura 11
Comparacion multiple de promedios Tukey al 5% de la variable crecimiento bacteriano de

Brugmansia arborea
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Nota. T1= tratamiento 1 concentracion (500mg/ml) de extracto total de Brugmansia arborea; T2=
tratamiento 2 concentracién (250mg/ml) de extracto total de Brugmansia arborea; T3=
tratamiento 3 concentracion (125mg/ml) de extracto total de Brugmansia arborea; T4=
tratamiento 4 concentracion (62.5mg/ml) de extracto total de Brugmansia arborea; T5=
tratamiento 5 concentracion (31.25mg/ml) de extracto total de Brugmansia arborea; T6=
tratamiento 6 Antibiotico* Contenido antibidtico*= Penicilina G procaina 100 000UIl/ml;

Penicilina G benzatina 100 000UI/ml; Dihidroestreptomicina (sulfato) 200mg/ml.

En el presente estudio realizado se puede observar la relacién que existe entre
concentracion del extracto vegetal y el porcentaje de crecimiento bacteriano aumentando
gradualmente de 23.91% en la concentracion de 500mg/ml a 67.82% en la concentraciéon de
31.25mg/ml siguiendo un patrén semejante al reportado por Rodrigues et al. (2023), el cual
encontrd en su investigacion con extracto acuoso de Brugmansia frente a cepas bacterianas el
incremento bacteriano progresivo en los halos de inhibicion al disminuir la concentracion
obteniendo halos de inhibicion de 25mm lo que implica que hay menor crecimiento bacteriano a

23mm lo que evidencia que existe mayor crecimiento bacteriano.

4.9.4 Andlisis de varianza de la variable porcentaje de inhibicion bacteriana mediante la
aplicacién de extracto total de Brugmansia arborea sobre la bacteria Staphylococcus

xylosus aislada de mastitis bovina.
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Luego del andlisis de varianza tabla 17, se observa que existe diferencias altamente
significativas para los tratamientos en estudio correspondientes a las concentraciones del extracto
total de Brugmansia arborea en la variable de inhibicidn bacteriana de Staphylococcus xylosus, el
promedio es de 62.157%, mientras que el coeficiente de variacion es de 4.227%, dejando en

evidencia la baja dispersion de datos con respecto al promedio.

Tabla 17
Analisis de varianza de la variable inhibicidn bacteriana del extracto total de la especie

Brugmansia arborea

p-values
Sumade Cuadrados o
Fuente GL ] F Pr>F signification
cuadrados  medios

codes
Modelo 5 5548.217 1109.643 160.753  <0,0001 falalel
Total corregido 17 5631.050
Tratamientos 5 5548.217 1109.643  160.753 <0,0001 ekl
Error 12 82.833 6.903

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Signification codes: 0 < *** < 0.001 <**<001<*<0.05<.<01<°<1
Promedio (%) 62.157

CV (%) 4.227

4.9.5 Comparacion multiple de promedio de la variable inhibicion bacteriana mediante la
utilizacién de extracto total de Brugmansia arbdrea sobre la bacteria Staphylococcus

xylosus aislada de mastitis bovina.

En la figura 12, se puede observar la prueba de comparacion multiple de promedios Tukey
5%, muestra que existe seis rangos de significancia para la inhibicion bacteriana del extracto total
de la especie vegetal Brugmansia arborea. El tratamiento con mayor inhibicion bacteriana fue en
el que se aplicé antibidtico con un valor de 86.83%. En cuanto a las concentraciones del extracto
vegetal en estudio que mayor inhibicién bacteriano alcanzo fue el tratamiento de 500mg/ml con

un valor de 76.09% seguido de la concentracion 250mg/ml con 66.84% a medida que la
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concentracion del extracto vegetal disminuye también lo hace el porcentaje de inhibicion
bacteriano, por lo tanto, en donde menor inhibicion alcanzo es en la concentracion de 31.25mg/ml
con valor de 32.18%, en este contexto las concentraciones més altas reflejan mayor inhibicién

bacteriana.

Figura 12
Comparacion multiple de promedios Tukey al 5% de la variable inhibicion bacteriana de

Brugmansia arborea
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Nota. T1=tratamiento 1 concentracion (500mg/ml) de extracto total de Brugmansia arborea; T2=
tratamiento 2 concentracién (250mg/ml) de extracto total de Brugmansia arborea; T3=
tratamiento 3 concentracion (125mg/ml) de extracto total de Brugmansia arborea; T4=
tratamiento 4 concentracion (62.5mg/ml) de extracto total de Brugmansia arborea; T5=
tratamiento 5 concentracion (31.25mg/ml) de extracto total de Brugmansia arborea; T6=
tratamiento 6 Antibidtico* Contenido antibidtico*= Penicilina G procaina 100 000UI/ml;

Penicilina G benzatina 100 000UI/ml; Dihidroestreptomicina (sulfato) 200mg/ml.

Los tratamientos con las concentraciones mas elevadas reflejan una mayor inhibicion
bacteriana demostrando asi su actividad sobre microorganismos patdégenos debido a sus
compuestos que posee como alcaloides, flavonoides, cumarinas, terpenos, compuestos fenolicos,

entre otros, que ademas de su actividad sinérgica entre estos compuestos afecta negativamente el
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crecimiento bacteriano de la cual la efectividad estd condicionada en lograr una concentracion

minima capaz de inhibir el crecimiento bacteriano (Schnur et al., 2021).

Las plantas de la familia Solanaceae han sido utilizadas tradicionalmente por sus atributos
beneficiosos para la salud, por lo que el uso de los extractos vegetales de esta familia ha ido en
aumento en estudios para evaluar la eficiencia antimicrobiana, los resultados obtenidos en el
presente estudio demostraron una fuerte inhibicion con 500mg/ml alcanzando un valor de 76.09%.
Esta observacion es similar a los reportados por Regassa et al. (2024), en su estudio con extractos
metanolicos de Brugmansia suaveolens mostraron un notable efecto de actividad inhibitoria contra
diferentes microorganismos en donde el extracto metandlico de las hojas mostré la zona de
inhibicion mas alta con 8.0+1.41mm, mientras que la menor actividad mostro una zona de
inhibicion de 3.13 + 2.53mm dependiendo de la concentracion del extracto demostrando la

efectividad de estos extractos vegetales para el control de microorganismos patdgenos.

En este contexto se puede evidenciar que la relacion dosis — dependiente que se encuentra
en el presente estudio en donde la inhibicion bacteriana disminuyo proporcionalmente con la
concentracion obteniendo de 500mg/ml una inhibicion de 76.09% y la concentracion de
31.25mg/ml un valor de 32.18% esto se relaciona con los hallazgos encontrados en investigaciones
similares. En un estudio realizado por Soto (2014), en su investigacion con extractos totales de
diferentes especies de Solanaceae (familia a la que pertenece Brugmansia arborea), observaron el
mismo patron a la actividad antimicrobiana frente a deferentes cepas bacterianas encontrando que
a mayor concentracién mayor es la inhibicion bacteriana con un valor de 87.8% y un crecimiento

bacteriano de 12.2% demostrando las propiedades antimicrobianas que poseen esta familia.

Ademas, el porcentaje de inhibicién de 32.18% encontrado en este estudio en la
concentracion mas baja de 31.25mg/ml, sugiere una actividad eficiente atribuyendo a los
compuestos que la planta poseen convirtiéndose en una fuente fitoquimica para el desarrollo de
nuevas alternativas terapéuticas, considerando la preocupacion por la necesidad de encontrar

nuevas alternativas frente a la resistencia bacteriana a antibidticos convencionales.

4.9.6 Anadlisis de varianza de la variable porcentaje de crecimiento bacteriano mediante la
aplicacion de dosis de extracto total de Datura stramonium sobre la bacteria
Staphylococcus xylosus aislada de mastitis bovina.
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Luego del andlisis de la varianza que se puede observar en la tabla 18, se puede manifestar
que existe diferencias altamente significativas para los tratamientos en estudio que corresponde a
las concentraciones del extracto total de la especie vegetal Datura stramonium en la variable de
crecimiento bacteriano de Staphylococcus xylosus, el promedio de los tratamientos es de 39.800%,
mientras que el coeficiente de variacion (CV) se encuentra en un rango de 8.369% lo que muestra

una baja dispersion de los datos con respecto al promedio.

Tabla 18
Analisis de varianza de la variable crecimiento bacteriano del extracto total de la especie

Datura stramonium

p-values
Sumade Cuadrados o
Fuente GL ) F Pr>F  signification
cuadrados  medios

codes
Modelo 5 6096.567 1219.313  109.908  <0,0001 falalel
Total
corregido 17 6229.694
Tratamientos 5 6096.567 1219.313  109.908  <0,0001 falalel
Error 12 133.127 11.094

Calculado contra el modelo

Y=Media(Y)

Signification codes: 0 < *** < (0.001 <**<0.01<*<0.05<.<0.1<°<l1
Promedio (%) 39.800

CV (%) 8.369

4.9.7 Comparacion multiple de promedio de la variable porcentaje de crecimiento
bacteriano mediante la utilizacion de extracto total de Datura stramonium sobre la

bacteria Staphylococcus xylosus aislada de mastitis bovina.

En la figura 13, se puede observar la prueba de comparacion multiple de promedios
mediante Tukey al 5%, muestra que existe seis rangos de significancia para el crecimiento

bacteriano del extracto total de la especie vegetal Datura stramonium. El tratamiento donde menor
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crecimiento bacteriano alcanzo fue en el que se aplicé antibidtico con un valor de 13.17%, de las
concentraciones del extracto vegetal en estudio que menos porcentaje de crecimiento bacteriano
alcanzo fue el tratamiento con la concentracion de 500mg/ml con valor de 24.40% seguido de la
concentracion 250mg/ml con un valor de 34.61%. A medida que la concentracion baja el
crecimiento bacteriano aumenta, por lo tanto, la concentracion de 31.25mg/ml muestra un valor
de crecimiento bacteriano de 68.85%, en este contexto las concentraciones mas altas reflejan

menor crecimiento bacteriano.

Figura 13
Comparacion maltiple de promedios Tukey al 5% de la variable crecimiento bacteriano de

Datura stramonium
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Nota. T1= tratamiento 1 concentracién (500mg/ml) de extracto total de Datura stramonium; T2=
tratamiento 2 concentracion (250mg/ml) de extracto total de Datura stramonium; T3= tratamiento
3 concentracion (125mg/ml) de extracto total de Datura stramonium; T4= tratamiento 4
concentracion (62.5mg/ml) de extracto total de Datura stramonium; T5= tratamiento 5
concentracion (31.25mg/ml) de extracto total de Datura stramonium; T6= tratamiento 6
Antibiotico* Contenido antibiotico*= Penicilina G procaina 100 000UI/ml; Penicilina G benzatina
100 000UI/ml; Dihidroestreptomicina (sulfato) 200mg/ml.
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En el presente estudio realizado se puede observar la relacion que existe entre la
concentracion del extracto vegetal de Datura stramonium y el porcentaje de crecimiento
bacteriano donde el tratamiento con la concentracion de 500mg/ml alcanzo un valor de 24.40%
mostrando el menor crecimiento bacteriano y aumentado progresivamente mientras la
concentracion del extracto disminuye obteniendo un valor de 68.85% en la concentracion de
31.25mg/ml, siguiendo un patrén comparable al reportado por Arage et al. (2022), el cual encontro
en su investigacion con extractos metandlicos de tres diferentes especies vegetales una de ellas
Datura stramonium frente a diferentes cepas bacterianas obteniendo halos de inhibicion de
15.33+0.33 en su concentracion méas alta de 500ml/mg y 8.67+0.33 en su dosis mas baja de
125mg/ml demostrando que a mayor concentracién de extracto vegetal menor crecimiento
bacteriano, por lo tanto se demuestra la efectividad que presenta el extracto vegetal para el control

de microorganismo patdgenos.

4.9.8 Anadlisis de varianza de la variable porcentaje de inhibicion bacteriana mediante la
aplicacién de extracto total de Datura stramonium sobre la bacteria Staphylococcus

xylosus aislada de mastitis bovina.

Luego del andlisis de varianza tabla 19, se observa que existe diferencias altamente
significativas para los tratamientos en estudio correspondientes a las concentraciones del extracto
total de Datura stramonium en la variable de inhibicién bacteriana de Staphylococcus xylosus, el
promedio es de 60.201%, mientras que el coeficiente de variacion es de 5.531%, dejando en

evidencia la baja dispersion de datos con respecto al promedio.

Tabla 19
Analisis de varianza de la variable inhibicion bacteriana del extracto total de la especie Datura

stramonium

p-values
Sumade Cuadrados o
Fuente GL ] F Pr>F  signification
cuadrados  medios
codes

Modelo 5 6096.670 1219.334 109.982  <0,0001 ookl
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Total

corregido 17 6229.710

Tratamientos 5 6096.670 1219.334  109.982 <0,0001 kel
Error 12 133.040 11.087

Calculado contra el modelo

Y=Media(Y)

Signification codes: 0 < *** < (0.001 <**<0.01<*<0.05<.<0.1<°<l1
Promedio (%) 60.201

CV (%) 5.531

4.9.9 Comparacion multiple de promedio de la variable inhibicion bacteriana mediante la
utilizacidn de extracto total de Datura stramonium sobre la bacteria Staphylococcus

xylosus aislada de mastitis bovina.

En la figura 14, se puede observar la prueba de comparacion multiple de promedios Tukey
5%, muestra que existe seis rangos de significancia para la inhibicion bacteriana del extracto total
de la especie vegetal Datura stramonium. El tratamiento con mayor inhibicion bacteriana fue en
el que se aplic antibidtico con un valor de 86.83%. En cuanto a las concentraciones del extracto
vegetal en estudio que mayor inhibicién bacteriano alcanzo fue el tratamiento de 500mg/ml con
un valor de 75.60% seguido de la concentracién 250mg/ml con un valor de 65.40% a medida que
la concentracion del extracto vegetal disminuye tambieén lo hace el porcentaje de inhibicion
bacteriano, por lo tanto, en donde menor inhibicion alcanzé es en la concentracion de 31.25mg/ml
con valor de 31.15%, en este contexto las concentraciones mas altas reflejan mayor inhibicion

bacteriana.

Figura 14
Comparacion multiple de promedios Tukey al 5% de la variable inhibicidn bacteriana de Datura

stramonium
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Nota. T1= tratamiento 1 concentracién (500mg/ml) de extracto total de Datura stramonium; T2=
tratamiento 2 concentracion (250mg/ml) de extracto total de Datura stramonium; T3= tratamiento
3 concentracion (125mg/ml) de extracto total de Datura stramonium; T4= tratamiento 4
concentracion (62.5mg/ml) de extracto total de Datura stramonium; T5= tratamiento 5
concentracion (31.25mg/ml) de extracto total de Datura stramonium; T6= tratamiento 6
Antibidtico* Contenido antibidtico*= Penicilina G procaina 100 000UI/ml; Penicilina G benzatina
100 000UI/ml; Dihidroestreptomicina (sulfato) 200mg/ml.

Los resultados demuestran la relacion que existe entre la concentracion del extracto vegetal
y el porcentaje de inhibicidn bacteriano siendo inversamente proporcional esto se relaciona con
los hallazgos encontrados en investigaciones similares. En un estudio realizado por Requejo y
Callao (2021), el cual en su investigacion con extractos etanolicos de Datura stramonuim encontro
una alta inhibicion bacteriana frente a Staphylococcus demostrando halos de inhibicién de 6.35,
6.27 y 6.17mm a concentraciones de 100%, 75% y 50% respectivamente resalta la utilizacion de

plantas como una alternativa prometedora de los antibiéticos frente a microorganismo patdégenos

En el estudio de Cano y Saucedo (2023), con extractos metanolicos de Datura stramonium
frente a diferentes cepas bacterianas encontro que la concentracion mas alta utilizada de 50mg/ml
obtuvo halos de inhibicién de 18mm y su dosis mas baja de 12.5mg/ml obtuvo 7mm demostrando
de esta manera la relacion dosis-dependiente que existe entre las concentraciones y la inhibicion

bacteriana misma relacion observada en la presente investigacion.
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La actividad antimicrobiana observada en el presente estudio se puede atribuir a la
presencia de varios compuestos activos como alcaloides, flavonoides, taninos, triterpenoides, que
a pesar de que en esta investigacion no se realiz6 un estudio fitoquimico la literatura documentada
reporta que la especie Datura stramonium contiene estos metabolitos secundarios con actividad

antimicrobiana frente a microorganismos patdgenos (Hjouji et al., 2025).
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CAPITULO VI

5 CONCLUSIONES

Se caracterizo microbioldgicamente la bacteria donde se empleo pruebas de tincion Gram
y se demostrd la presencia de Staphylococcus xylosus al observar la forma de cocos
agrupadas en racimos y con una coloracién violeta. Ademas, en la siguiente prueba de
catalasa se evidencié la formacion de burbujas de oxigeno y finalmente en la prueba de
coagulasa no se observo coagulo debido a que esta bacteria pertenece al grupo de coagulasa
negativa, por otra parte, en la identificacion molecular mediante el método de
amplificacion y secuenciacion de fragmento del marcador 16S se demostro un porcentaje
de identidad de 100% de la bacteria Staphylococcus xylosus.

Se determiné que la bacteria muestra sensibilidad frente a los extractos totales, la
concentracion minima inhibitoria no se pudo demostrar con precision debido a que ninguna
de las concentraciones alcanzo el 100%. Sin embargo, Datura stramonium demostr6é una
inhibicion dependiente de la concentracion siendo 500mg/ml la que mayor efecto obtuvo
con 75.60%, seguido de 250mg/ml con 65.39%, 125mg/ml con 56.09%, 62.5mg/ml con
46.12% vy finalmente 31.25mg/ml con 31.15%. De igual manera, Brugmansia arborea
también demostrd una inhibicién dependiente de la concentracién siendo 500mg/ml la que
mayor efecto obtuvo con 76.09%, seguido de 250mg/ml con 66.84%, 125mg/ml con
59.81%, 62.5mg/ml con 51.17% y finalmente 31.25mg/ml con 32.18%.

Se determin6 que el rendimiento del extracto total obtenidos mediante la maceracién
dinamica empleando metanol como solvente fue eficaz. La especie vegetal Datura
stramonium demostré un porcentaje de rendimiento total de 61.38%, mientras que la

especie vegetal Brugmansia arborea reporto un rendimiento total de 32.5%.
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CAPITULO VII

6 RECOMENDACIONES
De acuerdo con los resultados obtenidos, se recomienda considerar el uso de la especie
vegetal Brugmanisa arborea, debido a que esta especie demostrd una mayor efectividad
frente a Staphylococcus xylosus. Sin embargo, se debe considerar la toxicidad de las plantas
debido a que posee alcaloides del grupo de los tropanicos los cuales pueden ser toxicos en
dosis altas o0 no controladas.
Se recomienda la maceracién dinamica y como solvente el metanol a temperatura ambiente
como método de extraccion debido a que tiene la capacidad de extraer una amplia gama de
compuestos activos manteniendo su integridad quimica. Ademaés, debido a su alta
volatilidad es mas sencillo la extraccion mediante la evaporacion obteniendo mayor
rendimiento del extracto total.
Se sugiere continuar con investigaciones enfocados en el aislamiento y caracterizacion de
los compuestos activos presentes en las especies vegetales evaluados con la finalidad de
valorar su efecto frente a Staphylococcus xylosus.
Se considera oportuno ampliar los estudios de la actividad biologica de los extractos totales
encontrados en esta investigacion frente a diferentes cepas patdgenas presentes en la
mastitis bovina clinicas y subclinicas, con la finalidad de obtener mayor espectro de accion

frente a microorganismos responsables de esta enfermedad.
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ANEXOS

Anexo 1 Fase de Campo

Fotografias 1: Recoleccion de muestras vegetales Brugmansia arborea y Datura stramonium

Fotografias 2: Muestras vegetales desinfectadas
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Fotografias 3: Materiales y prueba de California Mastitis Test (CMT)

Anexo 2 Fase de laboratorio

Fotografias 4: Obtencion de extracto total de las especies vegetales, deshidratacion, trituracion,

maceracion, filtracidn, extraccion del metanol, extracto concentrado obtenido
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Fotografias 6: Pruebas preliminares bacteriana: Tincion Gram, prueba de catalasa, prueba de

coagulasa

Fotografias 7: Lectura de microplacas mediante espectrofotometria




Fotografias 8: Datos obtenidos de cada tratamiento y repeticion de las especies vegetales

% crecimiento % inhibicidn |3 crecimiento  |% inhibicidn
- - ... |bacteriana bacteriana bacteriana bacteriana
Concentraciones Tratamientos |Repeticion | R ) R i i
[Brugmansia [Brugmansia [(Datura [Datura
arborea ) arborea ) stramonium ) stramonium )
500mg/ml il il 2454 7546 25.85 7415
gl 2 22.86 77.14 23.36 76.64
1 3 2432 75.68 2398 76.02
250mg/ml 2 il 30.34 RO.66 2168 AB.32
2 2 37.04 62.96 3896 6105
2 3 32.09 6791 33.18 66.82
125mg/ml 5 al 4225 S5 4362 56.58
2 2 39.26 60.74 47.37 52.63
3 3 39.04 60.96 4072 59.28
62.5mg/ml 4 il 5111 48.89 5404 4596
4 2 5167 48.33 59.65 40.35
4 3 43.69 56.31 4793 52.07
31.25mg/ml 5 a\ 70.31 20,69 7075 20.25
5 2 66.88 33.12 £2.01 30.99
5 3 6b.26 33.74 66.79 33.21
Antibidtico b il 13.66 86.34 13.66 86.34
B 2 12.21 27.79 12.21 B7.79
B 3 13.64 B6.36 13.64 B6.36
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