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RESUMEN

La mastitis, ha sido considerada como el padecimiento de tipo sanitario mas importante y
costoso del ganado bovino lechero, esta considerada como el problema de salud mas comun,
cuyas pérdidas representan la mitad de los costos totales de salud en las unidades de produccién

agropecuarias.

Esta investigacion se desarrollo con el objetivo de disminuir la virulencia de tres cepas de
bacterias patdgenas Gram positivas Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae vy
Escherichia coli con soluciones de apitoxina. Estas cepas bacterianas son las causantes de la
mastitis clinica, enfermedad que ha venido causando, desde tiempo memorables, grandes pérdidas
econdémicas en los ganaderos, debido al empleo de medicamentos que tarde o temprano hacen
resistencia a dichas bacterias. Por ello se utiliz6 la apitoxina o veneno de abejas como una alternativa
para el control de la mastitis. Se partié con el uso de 3 concentraciones de apitoxina 0,7 mg/ml, 0,8
mg/ml y 0,9 mg/ml en las bacterias ya mencionadas y se realizaron antibiogramas para poder
establecer la CMI (concentracion minima inhibitoria) para luego determinar las unidades
formadoras de colonia (UFC) mediante diluciones seriadas, desde 10' hasta 10°. Se utilizd un
Disefio completamente al azar (DCA) con interaccion A X B + 1, con tres repeticiones. Las
variables de estudio fueron: halos de inhibicion y Unidades formadoras de colonia. Los mejores
resultados para CMI medidas a través de halos de inhibicion fueron de 0,8 mg/ml para
Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae, mientras que para Escherichia coli la CMI que

mejores resultados dio fue la de 0,9 mg/ml de apitoxina.

Palabras clave: apitoxina, mastitis, antibiograma, CMI y UFC, bacterias patdgenas.



ABSTRACT

Mastitis, which has been considered the most important and costly health disease of dairy
cattle, is considered the most common health problem, whose losses represent half of the total

health costs in agricultural production units.

This research was developed with the objective of reducing the virulence of three strains of
Gram positive pathogenic bacteria Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae and
Escherichia coli with apitoxin solutions. These bacterial strains are the cause of clinical mastitis,
a disease that has been causing, for a long time, great economic losses in farmers, due to the use
of drugs that sooner or later make resistance to these bacteria. Therefore, apitoxin or bee venom
was used as an alternative to control mastitis. It was started with the use of 3 concentrations of
apitoxin 0,7 mg/ml, 0,8 mg/ml and 0,9 mg/ml in the aforementioned bacteria and antibiograms
were performed to establish the MIC (minimum inhibitory concentration) for later determine
the colony forming units (CFU) by serial dilutions, from 10! to 10°. A completely randomized
design (DCA) with A x B + 1 interaction was used, with three repetitions. The study variables
were: inhibition halos and colony-forming units. The best results for MIC measured through
inhibition halos were 0,8 mg/ml for Staphylococcus aureus and Streptococcus agalactiae, while
for Escherichia coli the MIC that gave the best results was 0,9 mg/ml of apitoxin.

Key words: apitoxin, mastitis, antibiogram, MIC and CFU, pathogenic bacteria.



CAPITULO |

1 INTRODUCCION

La ganaderia bovina en el Ecuador se ha venido realizando bajo una gran diversidad de
sistemas de produccién que se hallan influenciados, entre otros factores, por la variedad de
alternativas tecnoldgicas que se utilizan, los ambientes socio-culturales y las formaciones
agroecoldgicas en los que estan inmersos, asi como por los objetivos econémicos que se
establecen. Por estas razones la calidad higiénica y nutricional de la leche producida es muy
variable, asi como el impacto ambiental que genera la dinamica productiva bovina lechera, de
igual manera las relaciones laborales existentes y el tipo de manejo y cuidado que se prodiga a
los animales (Escuela de Negocios de la ESPOL - ESPAE, 2016).

La calidad de la leche bovina en el Ecuador tiene muchos cuestionamientos por parte de
la industria lactea, ya que, si tomamos en cuenta los estandares internacionales que debe
alcanzar la misma, encontramos muchas desventajas frente a otros paises sudamericanos. Por
lo que es necesario sumar esfuerzos para poder mejorar la calidad de la leche bovina,
obteniendo de esta manera una ventaja competitiva para los ganaderos y garantia para el

consumidor final (Ofate, 2018).

La leche, al ser un alimento altamente nutritivo, sin embargo, contiene diferentes tipos
de bacterias propias de este producto lacteo, el mismo que debe estar exento de otros
microorganismos dafinos para la salud tales como Streptococcus aureus, S. agalactiae,
Corinebacterium bovis, coliformes y otras bacterias ambientales que pueden estar presentes

en animales infectados con mastitis clinica (INEN 2015).

La mastitis bovina es uno de los principales problemas sanitarios que tienen los pequefios
y medianos productores en sus hatos lecheros; esto es, debido a las condiciones de manejo y
ambientales en las que se desarrolla esta actividad y, ademas por el desconocimiento en el

manejo de los hatos bovinos lecheros (Bonifaz, 2016).



La produccion de leche de calidad higiénica, como en todo sistema productivo, resulta
sumamente complejo, mas aun que otros sistemas agricolas o pecuarios, ya que el producto

a manejar es extremadamente sensible y perecible.

Si la leche es un producto de “cosecha” diaria, es indispensable la sanidad de la ubre del
animal, ademas de ejecutar buenas practicas de ordefio. De tal manera que el problema de
esta investigacion radica en la inocuidad del producto lacteo. Por lo dicho se busca en un
producto apicola como es la apitoxina la posibilidad de disminuir la virulencia de las
bacterias causantes de mastitis bovina, a la vez la opcidn de controlar a esta enfermedad con

alternativas naturales dadas por las abejas (Apis mellifera).



CAPITULO Il

2 OBJETIVOS

Objetivo General

e Disminuir la virulencia de bacterias patdgenas que causan mastitis bovina con soluciones

de apitoxina mediante pruebas de laboratorio.

Objetivos Especificos

e Ejecutar pruebas de sensibilidad bacteriana de Escherichia Coli, Streptococcus
agalactiae; Staphylococcus aureus, con concentraciones de 0,7 mg/ml, 0,8 mg/ml y 0,9
mg/ml de apitoxina.

e Preparar diluciones seriadas con la CMI (concentracién minima inhibitoria) de apitoxina
para cada bacteria en estudio (Escherichia Coli, Streptococcus agalactiae;
Staphylococcus aureus.)

e Difundir los resultados que se alcancen en esta investigacion a personas interesadas en
esta problematica, mediante una salida de campo, donde se presentara la informacién

obtenida.

Hipotesis

Ho: Ninguna concentracion de apitoxina disminuye la virulencia de bacterias patdgenas que

causan mastitis bovina.

H1: Al menos una de las tres concentraciones de apitoxina disminuye la virulencia de bacterias

patdgenas que causan mastitis bovina.
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CAPITULO 111

ESTADO DEL ARTE

3.1 La mastitis

La leche bovina y sus derivados poseen incuestionables cualidades nutritivas de la leche
y los productos lacteos, no es menos cierto que, desde su sintesis en la glandula mamaria
hasta su llegada al consumidor, estan sometidos a un gran numero de riesgos que hacen
peligrar la calidad original. De acuerdo a Chacon (2017), estos riesgos son: la
contaminacion y multiplicacién de microorganismos, contaminacion con gérmenes
patdgenos, alteracion fisico-quimica de sus componentes, absorcién de olores extrarios,
generacion de malos sabores y contaminacién con sustancias quimicas tales como
pesticidas, antibidticos, metales, detergentes, desinfectantes, particulas de suciedad, etc.
Es por ello, que el desafio para quienes trabajan en el sector lechero no sélo es producir
mayor cantidad de leche, sino también, de alta calidad higiénica, y para ello deben
contemplarse aspectos fundamentales, como lo son, la higiene microbiol6gica de la

misma.

La mastitis bovina es una enfermedad de la glandula mamaria, la cual se produce por la
invasion a través del canal del pezdn, por diferentes tipos de bacterias, mico plasmas,
hongos, levaduras y hasta en ocasiones virus Aguilar y Alvarez, (2019). Sin embargo, las
bacterias de los generos Staphylococcus, Streptococcus, Corinebacterium y algunos
gérmenes Gram negativos, son responsables de méas del 90 % de los casos clinicos y

subclinicos.

La mastitis es uno de los principales problemas sanitarios que tienen los pequefios y
medianos productores en sus hatos lecheros; esto es debido a las condiciones y el medio
en el que se desempefa esta labor y por el desconocimiento en el manejo para esta
actividad. La mastitis es una patologia de origen multifactorial y provocada por un sin



namero de microrganismos que continuamente cambian su dindmica ecoldgica por las
constantes mutaciones que sufren los agentes etiologicos que hace dificil su tratamiento y
erradicacion, ademas de la resistencia de los animales por el mal uso de los antibioticos

para tratar esta enfermedad (Bonifaz, 2016).

Es una enfermedad altamente prevaleciente en el ganado lechero a nivel mundial y es una
de las enfermedades mas importantes que afecta a la industria lechera, ya que ocasiona
grandes peérdidas a los productores de leche en el mundo. La mastitis es una compleja y
singular enfermedad que causa una gran cantidad de pérdidas econdémicas a nivel mundial,
principalmente en las regiones con una intensiva produccion lechera (Mendoza, Vera 'y
Pefia, 2017).

3.1.1 Tipos de mastitis

3.1.1.1 Mastitis subclinica.

La mastitis subclinica es una inflamacion de la ubre sin sintomas externos reconocibles.
El contenido de células somaticas esta elevado en dos de tres muestreos (con un intervalo
de una semana) y se observa la presencia de patégenos de mastitis, la composicion
quimica de la leche esta alterada (Pomaquero, 2016) .

3.1.1.2 Mastitis clinica
La mastitis clinica se observa con sintomas claros de una inflamacion de la ubre, hay
temperatura elevada, con dolores e inflamacién. La leche estd muy alterada

macroscopicamente y con frecuencia los animales presentan fiebre (Pomaquero, 2016).

De acuerdo al mismo autor la mastitis aguda se observa con sintomas claros de una
inflamacién de la ubre, hay temperatura elevada, con dolores e inflamacion. La leche

estd muy alterada macroscopicamente y con frecuencia los animales presentan fiebre.



Barrera, et al (2016), indican que la mastitis es una anormalidad de la glandula mamaria
de la vaca que se la puede observar facilmente y se caracteriza por la tumoracion y dolor,
enrojecimiento y la leche presenta una apariencia anormal.

3.1.1.3 Mastitis aguda

De acuerdo a Pomaquero (2016), este tipo de mastitis se caracteriza por un
enrojecimiento, endurecimiento e hinchazon solo del cuarto afectado, tornandose mas
sensible al tacto. La leche tiene un aspecto purulento, seroso, aguachento o en ocasiones

presencia de sangre, la produccion disminuye notablemente y de forma repentina.

3.1.1.4 Mastitis cronica

Este tipo de mastitis se da por la induracion de la glandula producida por la proliferacién
de tejido fibroso que va remplazando al tejido noble de la misma. En este tipo de mastitis
la leche es generalmente acuosa con una coloracion café o amarillenta, segdn lo indica
Smith (2017). Ademas, los mismos autores indican que la mastitis cronica puede
manifestarse con eventos agudos y puede volverse cronica presentando sintomas de

fiebre, taquicardia, anorexia y atonia ruminal, entre otros.

3.2 Agentes Causales de la Mastitis

Tal como lo menciona Pereyra (2015), citado por Pomaquero (2016), la infeccién de la
glandula mamaria ocurre a través del pezdn, una vez las bacterias entran en el conducto
proliferan e invaden el tejido mamario causando dafio y por ende produciendo una

inflamacion y mas adelante una mastitis clinica.

Entre las bacterias que pueden tener como origen los establecimientos lecheros, y que
pueden ser causantes de mastitis, se destacan algunas cepas de Staphylococcus aureus y

Escherichia coli (Hernandez, et al, 2016).

El mismo autor manifiesta que hay que tomar en cuenta la edad de las vacas, la etapa de
lactancia, la estacion del afio, variacion de temperatura ambiental durante el dia,

variaciones climaticas, condiciones de manejo que generen estrés.



La leche puede servir como un excelente medio de conservacion y crecimiento para una
gran variedad de microorganismos los cuales pertenecen una gran cantidad de especies de
bacterias. Su reproduccion depende principalmente de la temperatura y del nimero de
microorganismos presentes asi como de sus productos del metabolismo (Pomaquero,
2016).

Se han identificado 138 microorganismos causantes de mastitis, éstos a su vez se
clasifican en aquellos que causan mastitis contagiosa es decir, aquellos que se esparcen
de los cuartos infectados a otros cuartos y a otros animales; existen aquellos que son
habitantes normales de la piel normal del pezén y actian como oportunistas en la
presentacion de esta enfermedad, por Gltimo, estdn aquellos microorganismos que se

encuentran en el medio ambiente y logran llegar a la glandula mamaria (Romero, 2015).

Las técnicas microbioldgicas han permitido la determinacion precisa de la identidad de
muchos microorganismos patdgenos de la mastitis. Clasicamente, estos microorganismos
causantes de infeccion han sido divididos en patdgenos contagiosos y ambientales; en
base a su asociacion epidemioldgica con la enfermedad y a su proclividad de causar la
infeccion oportunista, persistente, respectivamente. Dependiendo, ademas, de su
repertorio primario y el ambiente contra el cuarto de la glandula mamaria infectada
(Cedefio, 2017).

El mismo autor indica que los microorganismos causantes de mastitis pueden ser
agrupados en 3 categorias:

e Los que causan mastitis contagiosa (fundamentalmente Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus aureus coagulasa positivo y Mycoplasmas spp).

e Patdgenos comunes del entorno ambiental en que viven las vacas
(fundamentalmente coliformes, estreptococos ambientales y estafilococos
coagulasa negativos).

e Patogenos no comunes del medio ambiente (Arcanobacterium pyogenes,
Pseudomonas aeruginosa, levaduras, Nocardia asteroides, el alga incolora

Prototheca spp, y muchos mas).



3.2.1

3.2.2

Escherichia Coli

Se halla en cantidades exuberantes en el estiércol de los animales. La frecuencia de
presentacion agranda al inicio de la lactacion y disminuye conforme ésta avanza. La
mastitis ocasionada por la E. coli, es normalmente esporadica y las sefiales clinicas
varian desde muy severa, incluso formas fatales, a mastitis apacible, donde las vacas

tienen sélo sefiales locales en la ubre (Cedefio, 2017).

Las bacterias Gram negativas E. Coli, Klebsiella spp., y Enterobacter spp., son
habitantes normales del suelo e intestino de las vacas. Se acumulan y multiplican en la
materia fecal y en la cama, pueden causar una variedad de sintomas de la enfermedad,
desde una simple inflamacion local, hasta severos cuadros de enfermedad y muerte. Una
vez que las bacterias pasan el conducto del pezon durante la lactacion, los mecanismos
de defensa celular y humoral determinan la supervivencia de la bacteria y la duracion y
severidad de la infeccion (Actualidad Ganadera, 2020).

A nivel de ganaderia bovina es una de las bacterias mas conocidas, pues al tratarse de un
microorganismo comin gque forma parte de la microbiota intestinal se lo encuentra como
un comensal del intestino. Son bacterias Gram negativas, razon por la cual a tincion
Gram se tifien de rojo. Es un microorganismo que fermenta la glucosa y lactosa, son
catalasa positiva, oxidasa negativa y reduce los nitratos a nitritos (Molina, 2015). Incluye
siete especies: E. adecarboxylata, E. alberti, E. blattae, E. fergusonii, E. hermannii, E.

vulneris y E. Coli, de acuerdo al mismo autor.
Streptococcus agalactiae

El Streptococcus agalactiae, es considerado uno de los mayores causantes de infecciones
intramamarias en bovinos, es un patégeno contagioso de la glandula mamaria, que puede
sobrevivir por largos periodos de tiempo. Este organismo es frecuentemente aislado de

la glandula mamaria bovina y de tanques de leche cruda, ya que crece en leche y medios
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liquidos. Es una bacteria patdgena intramamaria y raramente es encontrado fuera de la

glandula segun lo menciona Bedolla (2017).

Es una bacteria ubicada en el grupo B (EGB), del genero Steptococcus, familia
Streptococcaceae, es Gram positiva, B-hemolitico- catalasa negativa, oxidasa negativa y
anaerobio-facultativa, que se caracteriza por presentar en su pared antigenos B y que
fortalecen al sistema denominado de Lancefield. Este microorganismo es el agente
causal principalmente de la mastitis bovina, enfermedad que produce grandes pérdidas

economicas en la industria lechera (Fraile, 2017).

Tal como menciona Zadoks (2020), esta bacteria se caracteriza por su forma esferoidal,
con agrupaciones ramificadas en cadenas por lo que se lo clasifica como un estreptococo;
asi mismo por su forma de tefiirse a la coloracién Gram se lo ha clasificado por Gram
positivo, se lo encuentra localizado en los ductos galactéforos de la glandula mamaria
ocasionando mastitis crénica y en ciertos casos mastitis clinica aguda. La forma de
contagio de este microorganismo es mediante el ordefio, sea este manual 0 mecéanico. En
el manual se trasladan a otras glandulas e incluso pueden hacerlo a otras vacas cuando
las condiciones de higiene son precarias. En el caso de ordefio mecanico quien disemina
las bacterias es el equipo de ordefio, principalmente si la limpieza del sistema esta mal

realizada.

Streptococcus agalactiae, no tiene capacidad de invadir a los tejidos internos de la
glandula mamaria, sin embargo, colonizan la superficie de los epitelios, por lo que los
mecanismos de defensa deben estar presentes a este nivel; cuando logra alcanzar el
interior de la glandula se localiza en el seno lactifero del pezdn, glandula o ductos
galactéforos. Una vez adherido a la pared epitelial, fermenta la lactosa produciendo
acido lactico que irrita a los tejidos, ocasionandose una reaccién inflamatoria con
leucocitos, fibrina, células epiteliales descamadas y factores plasmaticos, elementos que
llegan a ocasionar taponamientos con obstruccion al desplazamiento de la leche (Ruiz,
2015).
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3.2.3

Wattiaux (2015), considera que Streptococcus agalactiae, es la causa mas comdn de
infecciones subclinicas, sin embargo, muy rara vez produce una severa enfermedad,
denominada mastitis aguda. Este microorganismo vive en la ubre de la vaca y fuera de
la glandula mamaria sobrevive solamente un corto periodo de tiempo. Ademas, se
caracteriza por su capacidad de infectar también la ubre de una ternera joven si ha sido
alimentada con leche contaminada, permanece en forma indefinida en la glandula
mamaria de la novilla y es erradicada del hato si se implementa y cumple un tratamiento
rigurosamente controlado. Ademas, S. agalactiae se considera un agente patdégeno
estricto de la ubre bovina, pues puede sobrevivir en ella por largos periodos (Hernandez,
et al, 2016).

Sthapylococus aureus

El Staphylococcus aureus es una bacteria resistente y con tiempo de vida larga, puede
permanecer viable en el ambiente de donde llega al ser humano y desde ahi transmitirse
a otros individuos (Bachiller y Bachiller, 2018). Es considerado como el principal agente

y mas importante causante de la mastitis bovina de acuerdo a Zadoks, (2020).

Silva (2014), describe a Staphylococcus aureus como cocos Gram positivos de 0,5 a 15
um de didmetro, pueden estar como cocos, diplococos, estreptococos o estafilococos.
Anaerobios facultativos, no esporulados, inmdviles y con una formacion capsular. En la
actualidad en el género Staphylococcus se reconocen 32 especies y varias subespecies,
pero sélo algunas tienen importancia clinica, asi como desde la accion enzimatica, segun
produzcan o no la coagulasa, se dividen en dos grandes grupos:

e Staphylococcus coagulasa positivos (ECP).

e Staphylococcus coagulasa negativos (ECN).

El mismo autor menciona que este microorganismo es el agente etioldgico prevalente de
la mastitis a nivel mundial, esta patologia inicia con un episodio subclinico o clinico
agudo, hasta evolucionar a la cronicidad, pudiendo persistir a lo largo de toda la vida del

animal. Ademas, es necesario tomar en cuenta que el hombre puede infectarse mediante
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3.2.4

3.25

el consumo de leche que contiene S. aureus, bacteria que ocasiona una intoxicacion

alimentaria debido a las entero toxinas que produce.

Este patdgeno tiene la habilidad de evadir la respuesta inmune del hospedero y sobrevivir
dentro de diferentes tipos de celulas de la glandula mamaria durante un largo periodo sin
causar inflamacién clinica alguna. ElI mismo autor manifiesta que Staphylococcus aureus
puede vivir dentro y fuera de la ubre, de manera que puede causar tanto mastitis clinica
como subclinica, esta infeccion tiende a producir cicatrices que luego se convierten en
focos de infeccidon encerrados en la ubre y que son dificiles de alcanzar por los
antibidticos (Bachiller y Bachiller, 2018).

S. aureus, se encuentra en la leche y sus derivados, numerosos estudios in vitro han
demostrado que esta bacteria puede ingresar y sobrevivir en una linea celular epitelial
mamaria bovina pueden estar presentes en las células alveolares y en los macréfagos de

la leche de vacas cronicamente infectadas (Hernandez, et al, 2016).

Diagnosticos de mastitis

El diagnostico de la mastitis debe orientarse a la prevalencia de esta en el hato lechero,
el tipo de microorganismo y la resistencia bacteriana de los microorganismos
involucrados. Los casos de mastitis clinica resultan faciles de reconocer debido a las
evidentes alteraciones que ocurren en la glandula mamaria y su secrecion, aunque el
diagnostico del agente causal sélo se logra mediante cultivo microbiol6gico de la

secrecion (Zaravia, 2019).

Pruebas de mastitis

El plan de diagndstico integral de mastitis en un hato requiere de un monitoreo constante
con diferentes pruebas, de campo, de laboratorio y en tanque, como, por ejemplo: prueba
de palpacion, prueba con papel indicador, prueba de Wisconsin, California Mastitis Test
(CMT) (Zaravia, 2019).
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e Observacion y palpacion de la ubre

Zaravia (2019), manifiesta que la infeccion puede provocar inflamacién de uno, varios
0 todos los cuartos de la ubre de la vaca, un aumento de la temperatura en el area que
estd afectada, enrojecimiento de la zona, dolor intenso, todo esto manteniendo la
infeccion Unicamente en el area afectada sin alterar otros érganos del animal. EI mismo
autor, menciona que con la palpacion de la ubre y, sobre todo del pezén se aprecian
endurecimientos y zonas dolorosas. En la zona de transicion de la cisterna mamaria al canal
del pezon pueden observarse estrechamientos (aumento del grosor del epitelio) que originan
trastornos en la emision de leche. Si hay una inflamacion aguda, el cuarto correspondiente
aparece aumentado de tamarfio, es doloroso y muestra enrojecimiento con elevacion de la
temperatura; lo cual se debe comprobar midiendo la temperatura, considerando temperatura

elevada a partir de 39°C.

—

Figura 1. Palpacion de la ubre (Aguilar y Alvarez, 2019)

e Papel indicador de pH

Con este papel se comprueban las modificaciones del pH de la leche. Segun la gravedad de
la mastitis, el valor del pH de la leche evoluciona de normal (6,6) a alcalino. El uso de papel
indicador se aconseja cuando las alteraciones son muy ostensibles, por lo que, en la

actualidad, ha perdido significacion (Zaravia, 2019).
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Figura 2. Papel indicador de pH (BMeditores, 2018)

e Prueba de Wisconsin (WMT)

Se aplica ampliamente para descartar las muestras de leche del rebafio con células sométicas.
Los rebafios con una puntuacion baja entre 3 y 12, estan en condiciones de buena a regular,
mientras que los rebafios con puntuaciones superiores a 12, requieren de atencion inmediata
(Zaravia, 2019).

Figura 3. Procedimiento Wisconsin WMT para el diagnostico de la mastitis subclinica. (BMeditores, 2018)
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Tabla 1.

Interpretacion para prueba de Wisconsin

Wisconsin Conteo celular Pérdida de
(milimetros) somatico produccién

3 140.000

4 165.000

5 190.000 5%

6 225.000

7 260.000

8 300.000

9 340.000

10 380.000

11 420.000

12 465.000

13 515.000

14 565.000 8%

15 620.000

16 675.000

17 730.000

18 790.000

19 855.000

20 920.000

21 990.000

22 1"055.000

23 17130.000

24 1°200.000

25 1°200.000

26 1"360.000

27 1°440.000 9-18%

28 1"525.000

29 1610.000

30 1"700.000

31 180.000

32 17920.000

33 2°030.000

34 27180.000 19 -25%

35 2°280.000

Fuente: (BMeditores, 2018)
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e California Mastitis Test (CMT)
La prueba de CMT es una prueba de campo de facil manejo y buena sensibilidad que se

fundamenta en la capacidad que tiene el reactivo Lauril Sulfato de Sodio para reaccionar con

el DNA celular produciendo viscosidad directamente proporcional al nimero de células

somaticas presentes en la muestra de leche. Se limpian y secan los pezones, se escurren los 3

0 4 primeros chorros de leche de cada pezdn en los compartimentos de la bandeja apropiada.

Se inclina la bandeja en un &ngulo de 60° para igualar la cantidad de leche en cada uno (deben

quedar entre 2 y 4 ml de leche). Se afiade una cantidad igual de reactivo y se inicia un proceso

suave de agitacion por rotacion durante 15 a 20 segundos. Se lee e interpreta de la siguiente

manera:

>
>

NEGATIVO: No existe precipitacion por lo tanto no hay infeccion.

TRAZAS: Ligera precipitacion que desaparece al agitar, en este caso es necesario
comparar una mama con la otra; si presentan algo de precipitacion no se considera
infeccion. Si solamente una mama presenta infeccion se considera infectada.

TIPO 1: Existe una ligera agitacion con algunos filamentos grumosos, al mover la
paleta por unos 20 segundos los grumos tienden a desaparecer. No existe la formacién
de gel.

TIPO 2: Formacion de gel apariencia de una clara de huevo.

TIPO 3: Formacién de gel rapido, no pierde la forma a pesar de la agitacion (Zaravia,
2019)

Figura 4. Prueba de CMT (BMeditores, 2018)
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Tabla 2.

Interpretacion de resultados de la prueba de California para Mastitis

Rango relativo del nivel de células

Escala de CMT o .
somaticas (celulas/ml)

Negativo < 200.000

Trazas 150.000 — 500.000

1 400.000 — 1"500.000

2 800.000 — 5"000.000

3 >5"000.000

Fuente: (BMeditores, 2018)

o Conteo de células somaticas:

Con el recuento de células somaticas (RCS), como indicador general de la salud de la
glandula mamaria, se pueden detectar las vacas que transmitan mayor resistencia a la
mastitis; y mejorar afio tras afio la base genética para reducir la incidencia de mastitis,
incrementando al mismo tiempo los beneficios de la ganaderia lechera. Todo esto, con
base en la heredabilidad, es decir, “el porcentaje del total de variacién entre animales,
para un rasgo en particular, que se explica debido a los genes que han heredado (Quevedo,
2018).

Luego del parto, el nimero de células somaticas (CS) es alto, pero desciende rapidamente
durante la primera semana de lactancia. EI promedio de CS durante la lactancia se
encuentra dentro de un numero menor a 100.000 CS/ml. Un elevado nimero éstas CS
practicado en leche de tanque es indicio tanto del nivel de mastitis como de la calidad de
la leche. En la actualidad, las empresas lacteas realizan los recuentos e informan al
productor, ya que los valores son tomados como parametro para definir la calidad y por
ende el precio final de la leche. Los limites de valores aceptables varian en distintos
paises, sin embargo, se considera que por debajo de las 200000 CS/ml el nivel de

infeccion mastitica, es muy bajo y la leche de muy buena calidad sanitaria (Aldas, 2019).
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Tabla 3.

Relacion entre conteo de células somaticas y mastitis

Grado Rango de Células Interpretacién

CMT* Somaticas (#células /ml)

N (Negativo) 0—200.000 Cuarto normal

T (Trazas) 200.000 - 400.000 Sospechoso de mastitis
1 400.000 — 17200.000 Mastitis subclinica

2 17200.000 — 57000.000 Mastitis Clinica

3 Mas de 5°000.000 Mastitis clinica aguda

Fuente: (Aldas, 2019)

3.3 Mecanismo de defensa de la glandula mamaria

Los microorganismos patdgenos con capaces de atravesar el canal de la teta, colonizar el
sistema de conduccion, los alveolos y de causar una respuesta inflamatoria. La
inflamacion de la glandula o mastitis es en esencia de naturaleza protectora; no obstante,

causa un decremento en la produccion y calidad de la leche (Diaz y Santiago, 2015).

Los mismos autores mencionan que para reducir la incidencia de infecciones
intramamarias en el ganado lechero, se aplican diferentes medidas preventivas durante el
ordefio y manejo del ganado. Como por ejemplo el ordefio higiénico, la segregacion de
vacas con infecciones repetitivas y el uso racional de antimicrobianos reducen
notablemente la frecuencia de infecciones en el ganado lechero. Sin embargo, los
antibidticos usualmente son poco efectivos contra patdgenos ambientales, en particular
contra bacterias coliformes y cepas de Staphylococcus aureus, que pueden generar una
alta proporcion de infecciones durante el periodo de lactancia.

3.3.1 Mecanismos no inmunoldgicos

3.3.1.1 Anatomicos

Los canales del pezdn junto con la piel son considerados como la primera barrera de
defensa contra los patdgenos, cuando la piel se encuentra sana la mayoria de los
patdgenos tiene limitadas chances de sobrevivir (Aguilar y Alvarez, 2019). El canal
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del pezdn es la principal puerta de entrada a la ubre de numerosos microorganismos
causantes de mastitis. El diametro del pezon y en menor medida la longitud del
mismo, tienen una relacion directa con la incidencia de enfermedades intramamarias.

A mayor didmetro, mayor tasa de nuevas infecciones (Albeitar, 2018).

3.3.1.2 Solubles

La lactoferrina es una proteina con capacidad para fijar el hierro (Fe), siendo
producida por las células epiteliales y fagocitos de la glandula mamaria (Aguilar y
Alvarez, 2019). En leche normal, su concentracion es baja, pero se incrementa durante
la involucion de la glandula o durante algin proceso inflamatorio debido a su
capacidad de fijar Fe en presencia de bicarbonato, la lactoferrina inhibe el crecimiento
de bacterias dependientes de este mineral, limitando significativamente el
crecimiento de bacterias productoras de mastitis tales como, Estafilococos y
Coliformes (Meglia y Mata, 2017).

De acuerdo a investigaciones de los autores anteriores la lactoperoxidasa requiere de
tiocianatos (SCN-) y de perdxido de hidrégeno (H202) como substratos para actuar.
La lactoperoxidasa, se encuentra siempre presente en leche, y es probablemente
producida por el epitelio mamario, mientras que la concentracion lactea de SCN- esta
en relacion directa con la concentracion de glucésidos de la dieta. No obstante, el
accionar de dicho sistema depende de la concentracion SCN- y de H20. en la leche.
En la glandula mamaria existe baja tension de oxigeno, por lo cual la formacion de

H202 es muy reducida, limitando asi la capacidad de este sistema antibacteriano.

3.3.2 Mecanismos inmunoldgicos

3.3.2.1 Solubles

El complemento consiste en una serie de proteinas que, una vez activadas, ejercen
funciones inmunoldgicas diversas, tales como opsonizacion de microorganismos,
quimiotaxis de neutrofilos, lisis de bacterias, el complemento llega desde la sangre en

respuesta a un proceso inflamatorio. La concentracion de complemento en la glandula

20



mamaria varia dependiendo del momento de la lactancia y del grado de infeccién de
la glandula. Su concentracion se halla elevada en calostro, leche mastitica y durante

el ultimo tercio de la lactancia (Diaz y Santiago, 2015).

3.3.2.2 Celulares

La secrecion lactea posee un componente celular constituido basicamente por
macrdfagos, polimorfo nucleares neutrofilos (PMN), linfocitos (L) y, en menor
medida, células epiteliales, conocido en su conjunto como Células Somaéticas (CS).
Las CS son un componente normal de la secrecion lactea, cuyo nimero y proporcién
variara dependiendo del estado fisiologico en que se halle la glandula, como asi
también de su grado de infeccion. Durante una infeccion bacteriana de la glandula las
CS se incrementan considerablemente en un periodo de 12 - 24 horas, siendo los PMN

el principal componente de este incremento (Diaz y Santiago, 2015).

3.3.2.3 Citokinas

A las citokinas se las define como un grupo de proteinas, sintetizadas naturalmente
por una amplia variedad de células que componen o no el sistema inmunitario, tienen
varias funciones relacionadas con la respuesta inmunitaria y procesos inflamatorios.
Numerosos factores influyen sobre el patrén de secrecion de las citokinas v,
dependiendo del tipo actuante, predominara una respuesta inmunitaria de base celular
0 humoral (Meglia y Mata, 2017).

3.4 Cultivos de bacterias a partir de leche

Los cultivos de bacterias tienen, gran importancia, ya que es a través de estos que se puede
cuantificar bacterias e identificar los microorganismos causantes de mastitis. La presencia
0 ausencia de microorganismos especificos ayuda a formular recomendacion para
prevenir la difusion de agentes infecto contagiosos que se encuentran en el hato lechero
(Mera, et al.,2017).
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3.4.1 Crecimiento de bacterias Gram-Positivas frente a bacterias Gram Negativas

3.4.2

Para poder determinar frente a qué tipo de bacteria estamos, es decir si son Gram
positivas 0 Gram negativas se utiliza la técnica de Tincion Gram, este tipo de tincion es

muy Util ya que de ello depende el tipo de terapia a utilizar.

Cultivo de Staphylococcus aureus

Para la identificacion de S. aureus, es necesario utilizar algunas pruebas bioquimicas y
medios de cultivo especiales que permitan la determinacion e identificacion,

fundamentalmente en base a las enzimas y toxinas que produce.

3.4.2.1 Medios especificos

S. aureus crece bien en medios de cultivos no selectivos, como el agar sangre, agar
chocolate, cerebro corazén infusion agar (BHI, por sus siglas en inglés) y medios

liquidos para hemocultivo donde se recupera facilmente (Cervantes, 2014).

El mismo autor menciona que el medio recomendable y usado por la mayoria de los
laboratorios es el agar sal manitol o medio de Chapman por su elevado contenido de
sal que inhibe el crecimiento de la mayoria de las bacterias Gram negativas. Este
medio permite realizar la identificacion presuntiva de S. aureus por la pigmentacion
amarilla caracteristica de este microorganismo. Debido a que esta bacteria fermenta
el manitol se genera un cambio de color en el medio que vira de rojo palido a amarillo.
Los Staphylococcus coagulasa negativos no fermentan el manitol y crecen en el medio

formando colonias pequefias de color que varia de blanco a rosado.

3.4.3 Cultivo de Streptococcus agalactiae

Al igual que para la identificacion de otros microorganismos ya sean patdégenos o no es
necesario realizar varias pruebas bioquimicas y con medios de cultivo especiales las

cuales podran determinar e identificar a este tipo de bacterias.
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3.4.3.1 Medios especificos

Este tipo de patdgeno puede crecer en medios simples, aunque los medios
suplementados con sangre o suero favorecen su crecimiento. Luego de 18-24 h de
incubacion en agar sangre, las colonias son de unos 2 mm de didmetro, lisas y
rodeadas por un halo de 3-hemdlisis, aunque existen algunas cepas no hemoliticas;
en conclusion, el empleo de medios selectivos favorece la recuperacion del EGB
(Fraile y Lopez, 2017).

Las pruebas bioguimicas més utilizadas con el CANP-test, la hidrdlisis del hipurato
y la resistencia a discos de bacitracina y cotrimoxazol, aunque ninguna de ellas es
especifica. En medios de cultivo especiales, el EGB produce un pigmento de color
rojo naranja, que es caracteristico, y que permite su identificacion directa, sin

necesidad de otras pruebas. Las cepas no hemoliticas no producen pigmento.

3.4.4 Cultivo de Escherichia coli

La mayoria de microorganismos pueden cultivarse sobre sustratos nutritivos para el
estudio de sus propiedades o para la utilizacion de ciertas propiedades en condiciones

controladas.

3.4.4.1 Medios especificos

Al momento de tener una muestra en donde se desee identificar la presencia de E coli,
hay que definir qué medios son selectivos para entero bacterias (Cervantes, 2014).
Los medios selectivos son muy utilizados cuando se trabaja con muestras que
provienen de areas que poseen una flora abundante como: Agar tergitol 7: que
permite diferencias especies fermentadoras de lactosa de las especies no
fermentadoras, presentando colonias de color amarillo. Agar mackonkey separa las
bacterias fermentadoras de la lactosa, produce colonias rosadas (Fraile y Lopez,
2017).
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3.5

351

Apitoxina

La apitoxina como producto apicola es utilizada desde hace miles de afios. Cadena (2019),
considera que su aplicacion de manera general ha sido mediante picaduras directas de
abejas en la piel, que es factible al momento a través de administracion parenteral con
agua y jeringas hipodérmicas; de igual manera, enteral a través del agua de bebida de

preferencia via sublingual.

Yarleque y Wong (2018), mencionan que la apitoxina es una mezcla compleja de
compuestos quimicos, conocida como veneno de abejas, es secretada por obreras de varias
especies de abejas, utilizada como medio de defensa contra predadores y en el combate
entre ellas mismas, mediante un ovopositor modificado, conocido como aguijén barbado
de 2 mm de largo, puntiagudo y 0,1 mm de diametro, en el estilete existen varios dientes
de 0,03 mm de longitud. En estado liquido, recién extraido, tiene naturaleza acida y

alcalina.

Actividad biologica de la apitoxina (Apis mellifera)

Las propiedades terapéuticas de la apitoxina, son el resultado de la suma de propiedades
de las fracciones que la componen, de la interaccion de todas y cada una de ellas, y del

equilibrio biomolecular que existe entre sus componentes.

La apitoxina posee, segun estudios realizados, varias acciones terapéuticas:
e Antiinflamatoria

e Analgésica

e Anti arritmica

e Cardiotdnica

e Vasomotora

e Hipotensora

e Inmunoactivante

e Radio protector
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3.5.2

e Antibibtica
e Antiviral

e Antitumoral (Yarleque y Wong, 2018).

El veneno de abeja o apitoxina se le atribuye diversas actividades tanto bioldgicas como
farmacolodgicas. Su eficacia ha demostrado en muchas enfermedades infecciosas,
neuroldgicas, reumatoides y como estimulante del sistema inmunoldgico, de manera
especial se destaca la ausencia de anticuerpos para este producto destacandose que el

organismo no se acostumbra al mismo (Arteaga, Jauregui, y Mafla, 2019).

Composicion quimica

La apitoxina, o veneno de abejas que producen las obreras, es extremadamente complejo;
tiene tres caracteristicas: una inflamatoria, otra convulsionante y una tercera
paralizadora. Tiene una densidad de 1,131/3, de reaccion &cida con un 88% de su peso
en agua. También tiene: Acido férmico, &cido clorhidrico, &cido orto fosférico, colina,
triptofano. Microelementos: Hierro, iodo, potasio, azufre, cloro, calcio, magnesio,
manganeso, cobre y zinc, entre otros. Acido gama aminobutirico, glucosa, fructosa,
fosfolipidos, aminoacidos y feromonas. El veneno seco presenta hasta un 0,4% de fosfato
de magnesio, al cual se le atribuyen muchas de las propiedades de la apitoxina. Es muy
rico en sustancias nitrogenadas, acidos volatiles y diastasas, aparte de las ya nombradas
(Diaz, 2020).
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Tabla 4.

Composicién quimica de la apitoxina

Compuesto Fracciones % de peso
Fosfolipasa A2 10-12
Fosfolipasa B 1
Hialuronidasa 1-2
Enzimas Fosfomonoesterasa 1
alfa— D — Glucoxidasa 0,6
Melitina 40-50
Melitina F 0,01
Apamina 2-3
Péptido 401 (MCDP 2-3
Adolapin 1
Secapin 0,5
Tertiapin 0,1
o Cardiopep 0,7
Polipéptidos Minimina 5
Inhibidor de proteasa 0,01-0,8
Procamina Ay B 14
Histamina 0,7-15
Componentes no Péptidos Dopamina 0,13-1
de bajo peso molecular Noradrenalina 0,1-0,7
5 hidroxitriptamina 0,0005
Otros componentes Acido vanilmandelico 0,0005
Isoamvlacetato 0,0005

Fuente: (Diaz J. , 2020)

De acuerdo al estudio realizado por Arteaga, Jauregui, y Mafla (2019), la gama de

componentes que posee la apitoxina la convierte en un potencial para su uso tal es el

caso de alergias, quemaduras de piel, cicatrizante de heridas, infecciones bacterianas,

control de tumores cancerigenos, considerandola un excelente estimulante del sistema

inmune de seres humanos y animales.
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Tabla 5.

Propiedades fisico quimicas de la apitoxina

Parametro Caracteristica
Gravedad especifica o 11316
Ph e Reaccibn acida
e Enagua
e Insoluble en alcohol
Solubilidad e Soluciones acuosas inestables de marcada

descomposicion bacteriana

e Se ha probado su estabilidad en glicerina.

e Unidades de rapido secamiento a la
temperatura ambiente. Soporta 100°C
durante 1 hora o unidades durante 10 dias
sin perder su poder.

e Presenta unidades de actividad reductora
frente al permanganato de potasio,
bicromato de potasio, bromo, cloro y
peroxido de hidrogeno. Desnaturalizada
por amoniaco, acido picrico y dicromato
de potasio.

e Las pepsinas, pancreatina, renina y

Estabilidad enzimatica vegetales papaina, papayotina reducen su
actividad.

e Una abeja soporta en la aguijoneada unos
0,0010 mg de Apitoxina seco (0,25 - 0,35
apitoxina liquida). A esto se le llama
unidad convencional

(YYarleque y Wong, 2018)

Efectos térmicos

Estabilidad quimica

Universidades convencionales

3.5.3 Conservacion

Una vez terminado el trabajo de extraccion, se colocan las placas que conforman las
trampas extractoras en una caja y se los lleva a una habitacion seca y oscura donde se
evaporard la humedad del veneno a través de los orificios dejados en el latex por la
picadura del aguijon, cabe indicar que la muerte de la abeja en una picadura tradicional
es por perdida de su aguijon en cambio en este proceso es muy raro la pérdida del mismo

y por ende se asegura la vida de tan valioso ser. Al cabo de 24 a 48 horas se puede
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proceder a raspar los vidrios para ser después almacenado en condiciones dptimas en

frascos ambar llamados freezer18 y de 3 a 4°C (Diaz , 2020).

Durante todo el proceso productivo se deben extremar los cuidados de manera que:

e No mueran las abejas. Esto es tan importante como la calidad del veneno.

e El veneno, una vez eyectado, no entre en contacto con la abeja. (De otra manera, puede
contaminarse con heces de la abeja, polen, miel que regurgite, o elementos que
permanecen en el aire). Esto se logra por medio de un filtro.

e EIl veneno extraido no entre en contacto con el oxigeno. Eso produciria la oxidacion y

consecuente pérdida de propiedades del veneno.

La calidad de la apitoxina depende de los controles rigurosos que realicen los laboratorios
farmacéuticos, como lo son los andlisis cuantitativos (HPLC) y cualitativos (quimicos y
bioldgicos). Luego de realizada esta verificacion, que nos da la tranquilidad de pureza y
homogeneidad, es llevado al laboratorio, donde se preparan las soluciones de distintas
concentraciones, para luego preparar los productos terminados, que pasan nuevamente por

un control de calidad, antes de salir al mercado (Yarleque y Wong, 2018).
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CAPITULO IV

4 MATERIALES Y METODOS
4.1 Areade estudio

Esta investigacion fue desarrollada en las instalaciones de los laboratorios de Microbiologia,
Biologia y Biotecnologia de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador sede Ibarra
(PUCESI), Escuela de Ciencias Agricolas y Ambientales (ECAA), los mismos que se
encuentran ubicados en el barrio La Victoria, parrogquia San Francisco, cantén Ibarra, provincia
Imbabura, de acuerdo a las siguientes coordenadas:

e latitud N 0°21'50"

e longitud W 78°15'40"

e altitud 2220 m.s.n.m.

4.2 Equipos, Materiales y Reactivos de laboratorio

4.2.1 Equipos
e Autoclave
e Estufa

e Refrigeradora

e Microscopio

e Camara de flujo Laminar
e Balanza analitica

e Vortex

e Micro pipeta

4.2.2 Materiales
e Frascos de esterilizacion
e Placas Petri

e Tubos de ensayo de 10 mi
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e Azade cultivo

e Mechero Bunsen

e Placas porta y cubre objetos
e Gradilla para tubos de ensayo
e Vasos de precipitacion

e Pipetas volumétricas

e Pipetas graduadas

e Puntas para micro pipeta

4.2.3 Reactivos
e Agua destilada
e Alcohol potable
e Agar sangre

e Caldo de cultivo Broth

4.3 Métodos

4.3.1 Disefio experimental

Para la investigacion, se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA), con arreglo factorial

A x B + 1, con un total de 10 tratamientos con 3 repeticiones, para un total de 30 unidades

experimentales.
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4.3.2 Caracteristicas del experimento

Tabla 6.

Dosis de apitoxina (factor A)

Simbolo

Al

A2
A3

Dosis de apitoxina

(mg/ml)
0,7

0,8
0,9

Fuente: La autora

Tabla 7.

Bacterias (factor B)

Descripcion
Bl
B2
B3

Bacterias

Escherichia coli
Streptococcus agalactiae
Staphylococcus aureus

Fuente: La autora

Tabla 8.

Tratamientos

Fuente: La autora

AlB1 A2B1 A3B1

Al B2 A2B2 A3B2

Al1B3 A2B3 A3B3
Testigo
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Tabla 9.
Esquema del ADEVA

Fuente de variacion G.L.
Total 29
Tratamientos 9
Factor A 2
Factor B 2
INTERACCION A x B 4

1

Testigo vs resto

Error experimental 20
Fuente: la autora

Variables

Variables independientes

e Dosis de apitoxina
o 0,7 mg/mi
o 0,8 mg/mi
o 0,9 mg/mi

e Bacterias
o Escherichia Coli
o Streptococcus agalactiae
o Staphylococcus aureus

Variables dependientes
e UFC (nGmero/ml)
o Se evalta contando el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC)
que se forman en la placa Petri mediante un contador de colonias.

e Halos inhibitorios (mm)
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o Se mide el didmetro de la zona de inhibicidn desde el exterior de la placa, sin

quitar la tapa, procedimiento que se lo realiza con el uso de un pie de rey.

4.4 Recoleccion de la apitoxina

El veneno de abejas (Apis mellifera) conocido como apitoxina que se utilizé para este ensayo,
se la obtuvo comercialmente en el laboratorio LA MELIFERA, laboratorio que se encuentra
ubicado en la ciudad de Quito y se encarga de elaborar productos naturales con base en la

apiterapia.

4.5 Reactivacion de cepas bacterianas

Las cepas bacterianas, se las obtuvo del cepario del laboratorio de Biotecnologia de la escuela
de Ciencias Agricolas y Ambientales de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador sede
Ibarra, las cuales se encontraban en estado de latencia y se procedio a reactivarlas mediante
siembra el caldo de cultivo Broth, el cual se coloc6 39 g en 1000 ml de agua destilada, se

procedid a autoclavar a 121°C y 1,5 atm de presion por un lapso de 30 minutos.

Una vez esterilizado el medio y los materiales necesarios, se procedio a llevar todo a la cabina
de flujo laminar para luego proceder a la siembra de las bacterias y su posterior reactivacion,
teniendo mucho cuidado para evitar contaminaciones. Una vez realizada la siembra se llevé a la
estufa por un lapso de 24 horas a una temperatura de 37°C., al cabo de ese tiempo se observo
con facilidad que el caldo de cultivo se encuentra turbio debido a la proliferacion de las bacterias

4.5.1 Aislamiento de cepas

Se procedi6 al traslape de cultivo en cajas Petri y con agar especifico, esto es agar sangre,
mediante el método de siembra por estrias, asi como para su conservacion se sembraron en caldo

nutritivo, procedimientos realizados con las tres cepas de bacterias objeto de esta investigacion.
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Todas las cajas Petri en las que se realizaron los cultivos bacterianos fueron llevadas a incubacion
durante 24 horas y a una temperatura de 37,5°C. Posteriormente se verificd la formacion de colonias

a través de obhservacion directa.

4.5.2 Antibiograma

El antibiograma se lo realizé con la finalidad de medir la sensibilidad de cada una de las
bacterias frente a tres concentraciones de apitoxina para determinar la cantidad minima
inhibitoria para cada una de las bacterias en estudio. En este proceso se utilizd concentraciones
de 0,7 mg/ml, 0,8 mg/ml y 0,9 mg/ml de apitoxina por cada mililitro de agua destilada y un testigo
absoluto (0,0 mg/ml apitoxina.). Se tomaron cultivos de cepas puras de bacterias cultivadas durante
24 horas sin tratamiento alguno; estas fueron sembradas con aza de Neuwaski estéril en cajas Petri
y en agar nutritivo, de manera simultanea se colocaron los discos de papel filtro embebido en cada
una de las concentraciones de apitoxina, se colocaron 3 discos por cada caja Petri y con
distanciamiento de 30 mm entre cada uno de ellos. Los halos de inhibicion formados por la apitoxina

fueron medidos en milimetros mediante un pie de rey a las 24 horas de iniciado el proceso.

El protocolo desarrollado para la realizacion de los antibiogramas es el que se utiliza en los

laboratorios de la PUCESI, tal como se detalla a continuacion:

e Se autoclava el medio de cultivo a 121°C por un lapso de tiempo de 30 minutos.

e Se deja enfriar el agar sangre hasta llegar a una temperatura de 37°C.

e Sevierte en condiciones asépticas y en cantidad suficiente el medio de cultivo en la placa
Petri, hasta lograr una capa de 4 mm de espesor, (para una placa Petri de 10 cm de
diametro se necesita 30 ml de medio de cultivo, mientras que para una placa de 15 cm de
didmetro se necesita 70 ml de medio.

e Se deja solidificar el medio de cultivo y se deja secar las cajas Petri por 30 minutos
dentro de la cdmara de flujo laminar antes de proceder a su inoculacién.

e Seinocula la placa con 1 ml de suspension microbiana y se lleva a incubacion a 37°C por
un tiempo de 24 horas.

e Secoloca la tapa a cada una de las cajas Petri, se deja secar el indculo por 3 a 5 minutos.
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e Se ubica los discos con las diferentes concentraciones de apitoxina sobre el agar
totalmente condensado y frio, mediante el uso de una pinza.

e Se oprime suavemente los discos con una pinza para asegurar un buen contacto con el
medio de cultivo. Los discos se colocan espaciados de manera que su distancia a la pared
de la placa sea de 15 mm, en cambio entre ellos a 30 mm.

e Seincubaa 35— 37°C hasta el siguiente dia, (aproximadamente 24 horas).

e Los resultados se leen y confirman a las 24 y 48 horas después de la incubacion.

e Se toma como referencia para la medida del diametro de la zona de inhibicion desde el
exterior de la placa, sin quitar la tapa, procedimiento que se lo realiza con el uso de un
pie de rey.

e Los resultados se analizan de acuerdo con el halo o anillo inhibitorio que presenta cada
uno de los discos utilizados, determindndose que en ausencia de halo inhibitorio hay
crecimiento bacteriano, calificAndoselo al microorganismo como resistente a la apitoxina.

e Eldisco que presenta el halo o anillo con mayor didmetro es considerado el mas efectivo,
en relacién a la concentracion de apitoxina; es decir el microorganismo analizado es

sensible a la CMI de la sustancia en estudio.

4.5.3 Diluciones sucesivas

Para este procedimiento se realizaron las diluciones seriadas con las concentraciones que mas
inhibieron a cada una de las cepas bacterianas que en este caso fueron las de 0,8 mg/l y 0,9
mg/ml de apitoxina. Para ello se preparé nuevamente agar sangre, se autoclavo el material a
utilizar juntamente con el medio de cultivo y se procedié a realizar las diluciones de la siguiente
manera: se comenzé con una solucion madre en la cual tenemos el caldo de cultivo con la
bacteria a analizar, se repartié 9 ml de solucién salina en cada uno de los tubos de ensayo. Luego
se realizo los pases del tubo madre, tomamos 1 ml de esta solucion y lo pasamos al tubo 1 que
contiene 9 ml de solucion salina dando un total de 10 ml con lo cual obtuvimos una dilucién
10%; del tubo 1 tomamos 1 ml de solucidn y lo llevamos al tubo 2 que de igual manera contiene
9 de solucion salina obteniendo la dilucién 102, y asi continuamos sucesivamente hasta llegar al

tubo 9 en donde obtuvimos una dilucién 10°. Una vez terminado este procedimiento se sembré
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en las cajas Petri que previamente se coloco agar sangre tomando 1 ml de cada una de las
diluciones, previamente se procedio a pasar los tubos por el vortex para que la agitacion sea
homogénea, se llevd a la incubadora por 24 horas a 37°C y se procedié a contar las UFC

formadas en cada caja Petri.
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CAPITULO V

5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 RESULTADOS

Una vez concluida la fase experimental se procedio a realizar el disefio experimental y los

datos obtenidos fueron los siguientes:

Tabla 10.

Anélisis de varianza para la variable halos de inhibicion (mm).

F.Tab | Signifi

FV GL SC CM F. cal 0.05 0.01 |cancia| C.V.
Total 29 287,382
Tratamientos 9 280,049 | 31,117 | 84,863 | 2,393 | 3,457 ns
Bacterias 2 | 128,103 | 64,052 | 174,686 | 3,493 | 5849 | ns |10.88%
Dosis 2 7,802 3,901 10,639 | 3,493 | 5,849 ns
AxB 4 6,416 1,604 4,375 | 2,866 | 4,431 ns
Testigovsresto| 1 137,728 | 137,728 | 375,620 | 4,351 | 8,096 ns
E. exp 20 7,333 0,367

Nota: *=significativo; ns= no significativo

Fuente: la autora

De acuerdo a la tabla 10, se valido la normalidad a través de la prueba Shapiro Wilk y se
determind un p-value de 1,00, es decir mayor a 1 con lo que se acepta la hipotesis nula de
normalidad de datos. También se valida la homogeneidad de varianzas ya que el p-value es de
0,02214 por lo tanto no existe homogeneidad de las mismas. El coeficiente de variacion de
10,88% lo cual nos indica que la variacion de datos es muy dispersa y existe mucha variabilidad
de estos en la muestra, esto se debe a que al tener un testigo en el cual no se utilizé ningun
antibidtico pues no hubo control ni tampoco se crearon los halos de inhibicidn por lo que las
bacterias crecieron desmesuradamente. Ademas, se aprecia el analisis de varianza que no existen

diferencias significativas.
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Figura 5. Promedios de tratamientos para la variable halos de inhibicion (mm).

Fuente: La autora

De acuerdo a la figura 5, podemos observar los promedios de los tratamientos para la variable
halos de inhibicion, donde se determind que el tratamiento con una dosis de 0,9 mg/ml de
apitoxina en la bacteria Escherichia coli (A3B1), permitié el crecimiento de un halo de
inhibicidn de 8,33 mm, mientras que el testigo al no poseer ningun bactericida no permitio el

crecimiento de ningun halo de inhibicion, demostrandose el efecto bactericida de la apitoxina.
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8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00

Halos de inhibicion (mm)

1,00

0,00
Streptococcus Staphylococcus

agalactiae aureus
W promedio 6,67 5,56 6,33

Escherichia coli

Bacterias

Figura 6. Promedios para la variable halos de inhibicién del factor Bacterias

Fuente: La autora

De acuerdo a la figura 6, se determin6 los promedios de los halos de inhibicién del factor
Bacterias, se observa que, Escherichia coli es la bacteria que mayor halo de inhibicion produjo

con un promedio de 6,67 mm.

10,00
9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

Halos de inhibicion (mm)

0,7 mg 0,8 mg 0,9 mg
W promedio 3,56 7,11 7,89

Dosis de apitoxina (mg/ml)

Figura 7. Promedios para la variable Halos de inhibicion del factor Dosis

Fuente: La autora
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De acuerdo a la figura 7, se determin6 los promedios del factor dosis de apitoxina, se puede
observar que la dosis de 0,9 mg /ml fue la que mayor efecto tuvo sobre las tres cepas bacterianas

en estudio, dando un halo de inhibicion de 7,89 mm.

5.1.1 UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA (UFC)

Una vez determinadas las unidades formadoras de colonia (UFC) para cada una de las
bacterias, se procedio a realizar las graficas para analizar la forma de crecimiento de las bacterias
a las 24 horas, 48 horas y 72 horas, con diluciones de siembra de los tres tipos de bacterias de
104, 10° y 10°. Estas diluciones se las tomd en cuenta ya que las otras diluciones, es decir 10?,
102 y 10% se hizo imposible contar por la cantidad de bacterias que crecieron en los medios de
cultivo pues contenian mayor cantidad de bacterias, mientras que las diluciones 107, 108 y 10°
ya no se apreciaba el crecimiento bacteriano debido a la escasa cantidad de bacterias diluidas y

la accidn que ejercio la apitoxina sobre estas, por lo que no crecieron.

4440

4430 4428

4420
2410 4408
4400

4390
4390
4380

4370

Unidad Formadora de colonia (UFC)

W Escherichia Coli (0.8 mg/ml) Staphylococcus aureus (0.8mg/ml)

Testigo (0 mg/ml) | Streptococcus agalactiae (0.9mg/ml)

Figura 8. Nuimero de UFC de tres bacterias con una dilucién 10* a las 24 horas.

Fuente: La autora
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Como se observa en la figura 8, se compard y analizd las tres bacterias a las 24 horas de
incubacion con una dilucién de apitoxina 10* mg/ml, obteniéndose una media de 4390 UFC para
E. Coli, 4408 UFC para S. Aureus y 4428 UFC para S. agalactiae. Si bien es cierto no se puede
establecer una cantidad exacta de la cual de parti6 en la dilucién 10* para cada una de las
bacterias, pero podemos comprobar que la cantidad de bacterias que se proliferan es muy grande.
En la figura el testigo aparece como cero debido a que las unidades formadoras de colonias

fueron muy numerosas para contar (MNPC).

4375

4369
4370
4365

—~ 4360
e 4355
2 4355 4353

4345

B Escherichia Coli (0.8 mg/ml) M Staphylococcus aureus (0.8mg/ml)

Unidad Formadora de colonia

Testigo (0 mg/ml) | Streptococcus agalactiae (0.9mg/ml)

Figura 9. Nimero de UFC de 3 bacterias con una dilucion 10* a las 48 horas.

Fuente: La autora

4340
4320
4300

4320 4314
— 4280
O
4243

B Escherichia Coli (0.8 mg/ml) M Staphylococcus aureus (0.8mg/ml)

[N

S 4260
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Figura 10. Nimero de UFC de tres bacterias con una dilucion 10* a las 72 horas.
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En las figuras 8, 9 y 10, podemos observar que el nimero unidades formadoras de colonia
que se obtuvo en la dilucién 10 transcurrido un lapso de 24 horas entre cada toma de datos
existe un decrecimiento de UFC para cada una de las cepas bacterianas, esto es debido a la
accion anti bactericida que ejerce la apitoxina, la cual actGa las membranas celulares por ende
destruyendo las bacterias. En las tres figuras el testigo aparece como cero debido a que las

unidades formadoras de colonias fueron muy numerosas para contar (MNPC).
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Figura 11. Ntimero de UFC de tres bacterias con una dilucion 10° a las 24 horas.

Fuente: La autora
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Figura 12. Ntimero de UFC de tres bacterias con una dilucién 10° a las 48 horas.

Fuente: La autora
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Figura 13. Ntimero de UFC de tres bacterias con una dilucion 10° a las 72 horas.

Fuente: La autora

Analizando las figuras 11, 12 y 13 respecto a la siembra de 3 cepas bacterianas con una
dilucién 10°, podemos observar que respecto a la dilucién 104, hay un decrecimiento notable en
cuanto a UFC. Sin embargo, también se puede apreciar que el crecimiento bacteriano cada 24
horas que se tomo los datos se mantiene y en algunos casos decrece, pues la apitoxina hace que
las bacterias mueran debido a la accidn citotoxica que posee el veneno de las abejas. En las
figuras el testigo aparece como cero debido a que las unidades formadoras de colonias fueron

muy numerosas para contar (MNPC).
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Figura 14. Nimero de UFC de tres bacterias con una dilucion 106 a las 24 horas.

Fuente: La autora
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Figura 16. Nimero de UFC de tres bacterias con una dilucion 106 a las 72 horas.

Fuente: La autora

Analizando las figuras 14, 15 y 16 respecto a la siembra de 3 cepas bacterianas con una
dilucion 108, podemos observar que respecto a la dilucion 10*y 10°, nuevamente tenemos que
el crecimiento bacteriano es muy limitado, pues existen escasas UFC de cada una de las cepas

bacterianas. Sin embargo, también se puede apreciar que el crecimiento bacteriano cada 24 horas
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que se tomd los datos se mantiene y en algunos casos decrece. En las figuras el testigo aparece
como cero debido a que las unidades formadoras de colonias fueron muy numerosas para contar
(MNPC).

5.2 DISCUSION

Los halos de inhibicion que se logrd en esta investigacion en la lectura realizada a las 24
horas de iniciada la fase de incubacion, dieron una media general de 6,2 mm, valores que se
encuentran por debajo de los encontrados por Aldas (2019); Jauregui y Mafla (2019), esto pudo
ser debido que las lecturas se realizaron a 24 horas de incubacion y con apitoxina adquirida en
el laboratorio LA MELIFERA, mientras que los investigadores citados trabajaron con apitoxina
de cosecha ECAA y a 48 horas de incubacion, diferencias que podrian explicar la diferencia de

halos en los antibiogramas.

La apitoxina tiene un efecto antibacteriano en las 3 cepas de bacterias, debido a que esta
posee péptidos, enzimas, aminas, de manera que estos compuestos interactuan con moléculas
espécificas de las bacterias investigadas, tal y como lo afirma Monk (2016), quien menciona
qgue la apitoxina es activa frente a bacterias especificas Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli son sensibles al veneno de abejas, en especial
atribuida esta cualidad a la melitina, principal componente de esta secrecion glandular de
insectos como las abejas (Apis mellifera); ademas, se debe tener en cuenta que los

microorganismos Gram negativos son mas sensibles que los Gram positivos.

Las diluciones seriadas demostraron que hay una accion microbiana de la apitoxina frente a
las tres bacterias de interés, de manera que las UFC se vieron disminuidas en cada dilucién,
incluso se mantuvieron dichas UFC en poblacion la 10*, pese al paso de las horas de 24, 48y
72 horas, demostrandose de esta manera una posible accién bactericida tal como lo demostraron
Arteaga, Jauregui y Mafla (2019) en un estudio de enterobacterias de cuyes contoladas con
soluciones acuosas de apitoxina, de igual manera Aldas (2019), realizd controles der
antibiogramas en bacterias patdgenas para bovinos y con soluciones hidricas de apitoxina.
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5.3 SOCIALIZACION DE RESULTADOS

En esta investigacion como tercer objetivo se planted la difusion de los resultados que se
alcancen a personas interesadas en esta problematica, mediante una salida de campo, para lo
cual se realiz6 una reunion en la cual se conto con la participacion de 15 pequefios productores
de la comunidad La Rinconada de la parroquia La Esperanza del Canton Ibarra, provincia de
Imbabura. Se repartieron encuestas a los participantes al evento, lo cual busca implementar
mejoras en los procesos de socializacion de los trabajos de investigacién con los siguientes

resultados:

= Nulo = Bajo Medio = Alto = Muy alto

Figura 17. ;Considera usted que la sala se desarroll6 este evento brindo las comodidades necesarias?

Fuente: La autora

En la figura 17, se puede apreciar que el 80% de los participantes se inclinaron por la opcién
de muy alto nivel de satisfaccion respecto a la sala en la que desarrollo la exposicion para la
socializacion del proyecto y el 20% por la opcion alto nivel, lo cual nos indica que todo se

realiz6 muy bien y los participantes estuvieron bien.
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= Nulo =Bajo = Medio = Alto = Muyalto

Figura 18. ;Considera Usted que el material audiovisual utilizado en la presentacién fue adecuado?

Fuente: La autora

En la figura 18, se puede apreciar que el 33,33% de los participantes se inclinaron por la
opcidn de muy alto nivel, mientras que el 66,67% indicaron un alto nivel de satisfaccion respecto

al material audiovisual que de utiliz6 para la socializacion del proyecto de investigacion.

= Nulo = Bajo = Medio Alto = Muy alto

Figura 19. ;Considera Usted que el expositor mostro dominio del tema?

Fuente: La autora

En la figura 19, se aprecia que el 100% de los participantes indican que el expositor tuvo un
muy alto nivel referente al dominio del tema tratado en la socializacién del proyecto de

investigacion.
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= Nulo =Bajo = Medio = Alto = Muyalto

Figura 20. ¢Estima Usted que el manejo del auditorio por parte del expositor fue adecuado?

Fuente: La autora

En la figura 20, se puede apreciar que el 100% de los participantes se inclinaron por la opcién
de alto nivel de satisfaccion respecto al dominio que demostro el expositor para manejar el

auditorio en la socializacion del proyecto de investigacion.

= Nulo =Bajo = Medio = Alto = Muyalto

Figura 21. ;Considera Usted que el Expositor demostro facilidad de expresion?

Fuente: La autora

En la figura 21, se puede apreciar que el 100% de los participantes se inclinaron por la opcion
de alto nivel de satisfaccion respecto a la facilidad de expresién demostrada por el expositor

para exponer el tema en la socializacion del proyecto de investigacion.
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13,33%

= Nulo = Bajo = Medio Alto = Muy alto

Figura 22. ;Considera Usted que el tema investigado posee relevancia para algin actor y/o sector de la
sociedad?

Fuente: La autora

En la figura 22, se puede apreciar que los participantes escogieron el 86,67% la opcion de

muy alto nivel y un 13,33% la opcion de alto nivel de satisfaccion referente a la relevancia que

presenta el tema investigado, motivo de socializacion.

13,33%

= Nulo = Bajo = Medio Alto = Muy alto

Figura 23. ;Considera Usted que esta investigacion posee perspectivas para estudios completamente
posteriores?

Fuente: La autora

En la figura 23, se puede apreciar que el 86,67% de los participantes optaron por la opcion de
muy alto nivel y un 13,33% del auditorio escogieron la opcion de alto nivel de satisfaccion
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referente a las perspectivas que el tema presenta frente a estudios posteriores que pudieran

=

= Nulo = Bajo = Medio Alto = Muy alto

suscitarse.

Figura 24 ;Considera Usted que el tema investigado genera actualmente o a futuro un beneficio concreto para
alguna organizacion, empresa publica o privada, comunidad o institucion?

Fuente: La autora

En la figura 24, se puede apreciar que el 100% de los participantes optaron por la opcién de
muy alto nivel de satisfaccion referente a los beneficios a futuro que esta investigacion podria

brindar a los duefios de fincas que deseen trabajar con hidrolatos en sustitutos de los productos

13,33%

= Nulo = Bajo = Medio = Alto = Muyalto

quimicos.

Figura 25. ¢En funcion de los objetivos planteados expuestos en la investigacion, considera Usted que éstos
se cumplieron?

Fuente: La autora
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En la figura 25, se puede apreciar que el 86,67% de los participantes optaron por la opcion
de muy alto nivel y un 13,33% del auditorio escogieron la opcion de alto nivel de satisfaccion

referente al cumplimiento de los objetivos planteados en esta investigacion.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Realizada la fase experimental se determind que las concentraciones minimas
inhibitorias para cada una de las bacterias son: para Staphylococcus aureus y
Streptococcus agalactiae 0,8 mg/ml de apitoxina, mientras que Escherichia coli 0,9
mg/ml. Los promedios de los halos inhibitorios para cada una de las bacterias fueron
de 7,9 mm para Escherichia coli, 7,5 mm para Staphylococcus aureus y 7,86 mm para
Streptococcus agalactiae, estos didmetros se encuentran dentro de los parametros
aceptables de conformidad con la literatura referente al uso de la apitoxina, con lo
cual podemos concluir que la apitoxina si tiene un control antibacteriano sobre las 3

bacterias en estudio.

En la segunda fase correspondiente a las unidades formadoras de colonias, se logrd
determinar que la apitoxina si tiene un efecto bactericida en las tres bacterias en
estudio, incluso se logrd detener el crecimiento de las UFC y hasta disminuirlas en el

transcurso de las horas, esto es a las 72 horas de incubacion.

En la socializacién de la investigacion se logro el objetivo propuesto en donde los
participantes mostraron interés por el trabajo realizado y se comprometieron a
implementar el uso de la apitoxina como anti bactericida en el tratamiento de la

mastitis bovina que les causa muchas pérdidas economicas.
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CAPITULO VII

RECOMENDACIONES

e Considerando que la apitoxina tiene cualidades antibacterianas, se recomienda su uso
rigurosamente dosificado para no causar resistencia bactriana, de manera especial

frente al flagelo que constituye la mastitis bovina a nivel mundial.

e Realizar investigaciones en otro tipo de bacterias causantes de otras enfermedades

para poder respaldar las cualidades terapéuticas y bactericidas de la apitoxina.

e Si bien es cierto que, a nivel de laboratorio el resultado de esta investigacion fue
positivo, seria conveniente que esto se lo traslade al campo y se trate a los diferentes

tipos de mastitis para corroborar lo realizado en este ensayo.
e Buscar en los productos apicolas una alternativa natural y factible de utilizarse para

diferentes dolencias y patologias de los bovinos en especial y de todos los animales

en general.
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9 ANEXOS

Anexo 1. Medio de cultivo

Fuente: la autora

Anexo 2. Pesaje de nutriente broth para el caldo cultivo (la autora)

Fuente: la autora

58



Anexo 3. Agar diluido en agua

Fuente: la autora

Anexo 4. Tubos de ensayo con medio de cultivo

J"i\ -
> WS

Fuente: la autora
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Anexo 5. Conservacion de cepas en caldo nutritivo

Fuente: la autora

Anexo 6. Discos de papel filtro con apitoxina en placa con agar

Fuente: la autora
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Anexo 7. Incubacion de bacterias de interés

Fuente: la autora

Anexo 8. Medicidn de halos de inhibicidn para Streptococcus agalactiae a las 24 horas

Fuente: la autora
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Anexo 9. Medicion de halos de inhibicion para Escherichia coli a las 24 horas

Fuente: la autora

Anexo 10. Halos de inhibicién para Staphylococcus aureus a las 24 horas

/

Fuente: la autora
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Anexo 11. Colonias de Staphylococcus aureus a las 24 horas

Fuente: la autora

Anexo 12. Apitoxina y solucion salina

Fuente: la autora
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Anexo 13. Staphylococcus aureus

Fuente: la autora
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Anexo 14. Datos de campo, halos de inhibicién

CONCENTRACION MINIMA [HIBITORIA (CMI) DE TRES DOSIS DE APITOXINA EN mg/ml MEDIANTE ANTIBIOGRAMAS

EN CULTIVOS BACTERIANOS DE Eschrichia coli, Streptococus agalactiae y Staphylococcus aureus TESTIGO
Halos de Halos de Halos de
. ; Dosis Apitx |inhibicién |Dosis Apitx |inhibicion |Dosis Apitx |inhibicion o Halos
No Repeticione]Bacteria mg apitoxind . ..,
mg/ml enmm mg/ml enmm mg/ml enmm inhibicion
(24H) (24H) (24H)
1 R1 Al 0.7 3 0.8 8 0.9 7 0 0
2 R1 Al 0.7 4 0.8 8 0.9 8 0 0
3 R1 Al 0.7 3 0.8 7 0.9 7 0 0
4 R1 Al 0.7 4 0.8 8 0.9 8 0 0
5 R1 Al 0.7 4 0.8 7 0.9 7 0 0
6 R1 Al 0.7 4 0.8 9 0.9 7 0 0
7 R1 Al 0.7 4 0.8 7 0.9 7 0 0
8 R1 Al 0.7 3 0.8 8 0.9 8 0 0
9 R1 Al 0.7 4 0.8 9 0.9 7 0 0
10 R1 Al 0.7 3 0.8 8 0.9 7 0 0
1 R1 A2 0.7 3 0.8 6 0.9 8 0 0
2 R1 A2 0.7 4 0.8 5 0.9 8 0 0
3 R1 A2 0.7 3 0.8 5 0.9 7 0 0
4 R1 A2 0.7 4 0.8 6 0.9 8 0 0
5 R1 A2 0.7 4 0.8 6 0.9 7 0 0
6 R1 A2 0.7 4 0.8 6 0.9 7 0 0
7 R1 A2 0.7 4 0.8 5 0.9 7 0 0
8 R1 A2 0.7 3 0.8 6 0.9 8 0 0
9 R1 A2 0.7 4 0.8 5 0.9 7 0 0
10 R1 A2 0.7 3 0.8 5 0.9 8 0 0
1 R1 A3 0.7 3 0.8 8 0.9 7 0 0
2 R1 A3 0.7 4 0.8 8 0.9 8 0 0
3 R1 A3 0.7 3 0.8 7 0.9 7 0 0
4 R1 A3 0.7 4 0.8 8 0.9 8 0 0
5 R1 A3 0.7 4 0.8 9 0.9 9 0 0
6 R1 A3 0.7 4 0.8 8 0.9 8 0 0
7 R1 A3 0.7 4 0.8 8 0.9 7 0 0
8 R1 A3 0.7 3 0.8 8 0.9 9 0 0
9 R1 A3 0.7 4 0.8 7 0.9 8 0 0
10 R2 A3 0.7 3 0.8 9 0.9 7 0 0

Al= Escherichis coli

A2=Streptococus agalactiae

A3= Staphylococcus aureus
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Anexo 15. Datos de campo, concentracion minima inhibitoria

Dilucion /24horas/37°C
Escherichia C Streptococcu Staphylococc Testigo (0 mg/ml)

4265 4445 4380
4470 4545 4665 MNPC
4435 4295 4180

Dilucién “*/48horas/37°C
Escherichia C Streptococcu Staphylococc Testigo (0 mg/ml)

4210 4350 4300
4418 4535 4635 MNPC
4431 4180 4171

Dilucion */72horas/37°C
Escherichia C Streptococcu Staphylococt Testigo (0 mg/ml)

4181 4324 4201
4408 4265 4590 MNPC
4370 4140 4150

Dilucién ~°/24horas/37°C
Escherichia C Streptococcu StaphylococcTestigo (0 mg

99 100 107
105 100 99 MNPC
92 95 99

Dilucion “*/48horas/37°C
Escherichia C Streptococcu StaphylococcTestigo (0 mg

98 97 107
105 100 99 MNPC
94 95 99

Dilucién ~°/72horas/37°C
Escherichia C Streptococcu StaphylococcTestigo (0 mg

98 97 106
105 96 98 MNPC
93 94 99
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Dilucion “*/24horas/37°C
Escherichia C Streptococcu Staphylococc Testigo (0 mg

19 17 16
15 17 17 MNPC
18 21 15

Dilucién “°/48horas/37°C
Escherichia C Streptococcu Staphylococc Testigo (0 mg

19 16 16
15 16 16 MNPC
17 19 15

Dilucion °/72horas/37°C
Escherichia C Streptococcu StaphylococcTestigo (0 mg

19 16 15
15 16 15 MNPC
17 18 14

Nota. MNPC = Muy numeroso para contar
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