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1. Titulo
Aislamiento e identificacion de bacterias causantes de mastitis bovina y evaluacion de la

actividad antimicrobiana de sangre de drago como opcion terapeutica.



2. Resumen

La mastitis bovina es un problema sanitario dentro de las ganaderias que se asocia a la presencia
de bacterias y el uso inadecuado de antibioticos para su tratamiento puede causar resistencia
antimicrobiana, generando pérdidas econémicas en los productores, por tal razén se evalud el
potencial antimicrobiano de la sangre de drago (Croton lechleri) en bacterias causantes de
mastitis bovina y la resistencia antibidtica a las mismas, en este estudio se utiliz6 un disefio
observacional transversal y experimental completamente aleatorio para evaluar diferentes
métodos, concentraciones y cantidades de sangre de drago. Las muestras positivas a CMT se
cultivaron para el aislamiento e identificacion bacteriana mediante el uso de kits comerciales,
la susceptibilidad a antibidticos y la evaluacion de la actividad antimicrobiana de la sangre de
drago en diferentes concentraciones (50%, 75% y 100%) se la determind mediante la técnica
de Kirby-Bauer y agujero en agar. Para el analisis estadistico se trabajé con un ANOVA
utilizando R (version 4.3.1) como resultado se aislo 32 bacterias, siendo el 53,14 % de Gram
positivos y el 46,88 % de Gram negativos, los Gram positivos presentaron una resistencia a la
mayoria de antibidticos excepto cefuroxima y en los Gram negativos obtuvieron resistencia
general, excepto en E. coli y Morganella morganii sensibles a cefuroxima y estreptomicina
respectivamente. Finalmente, Croton lechleri fue eficaz en todas las bacterias aisladas al
emplearse 100 ul del producto al 100 %, mediante el método de agujero en agar por lo que
presentd mayor inhibicion de los antibioticos en las bacterias causantes de mastitis bovina, por
lo que se consideraria como una posible opcidn terapéutica para el tratamiento de mastitis
bovina.

Palabras clave: Mastitis bovina, CMT, Croton lechleri, Resistencia.



Abstract

Bovine mastitis is a sanitary problem inside the cattle farms which is associated with the
presence of bacteria and the misuse of antibiotics for therapies, it can cause microbial resistance
that generates economic losses to the producers, for that reason, in bacteria that cause bovine
mastitis, its antibiotic resistance and “sangre de drago” (Croton Lechleri) antimicrobial
potential was evaluated, in this analysis, a cross-sectional observational and experimental,
completely random design was used to assess the distinct methods, concentrations and
quantities of “sangre de drago”. The positive samples to CMT were cultivated for bacterial
isolation and bacterial identification by using commercial Kits, antibiotic susceptibility and the
antimicrobial activity of “sangre de drago” in different concentrations (50 %, 75% y 100%)
evaluation, was determined by means the Kirby-Bauer and agujero en agar techniques. For
Statistical analysis we worked with an ANOVA by using R (version 4.3.1), as a result, 32
bacteria were isolated and the 53.14% of them were Gram, positive and the 46.88% Gram
negatives; The positive Gram were resistant to most antibiotics except cefuroxime and in the
negative Gram they got a general resistance, except in E. coli y Morganella morganii that were
sensitive to cefuroxime and streptomycin respectively. Finally, Croton lechleri was effective in
all the isolated bacteria when 100 ul of the product at 100 percent concentration was used by
means the “agujero en agar’method, achieving greater inhibition of antibiotics on bacteria that
causes bovine mastitis. As a result, it would be considered as a possible therapeutic option for
bovine mastitis.

Keywords: Bovine mastitis, CMT, Croton lechlery, Resistance.



3. Introduccion

La mastitis bovina es una inflamacién de la ubre en vacas productoras de leche causada por
distintos factores como: mal manejo de los animales en el trayecto de las actividades de ordefio,
asi como a la higiene de las instalaciones (Aguilar & Alvarez, 2019). Esta patologia se considera
un gran desafio sanitario a nivel global dentro de la explotacion lechera de pequefia y mediana
escala, provocando una disminucion en la produccion de leche y generando altas pérdidas
econdémicas (Ashraf & Imran, 2020).

Para el tratamiento se utiliza distintos antibidticos (estreptomicina, ampicilina, cloxacilina,
penicilina y tetraciclina) los mismos que se administran mediante puncion intramamaria,
intramuscular o intravenosa Kovacevi¢ et al., (2021). Su uso indiscriminado crea un problema
a futuro debido al rapido aumento de patdgenos resistentes a los antibidticos (Yang et al., 2019).
Segln la OMS (Organizacion mundial de la salud) la resistencia de los antibi6ticos es una
preocupacion mundial y es una amenaza principal de salud publica (OMS, 2021).

El mal uso de los antibidticos utilizados en el tratamiento de dicha patologia es una
preocupacién industrial y de salud pablica importante ya que afecta significativamente a la
industria lactea en toda su integridad. Por lo que para evitar este problema se puede utilizar un
tratamiento alternativo a base de plantas medicinales ya que han sido empleadas en la medicina
durante varios milenios como el componente central de los enfoques médicos tradicionales,
incluso la OMS presenta un programa de Medicina Tradicional (Gallardo & Barboza, 2015).
El extracto de sangre de drago puede ser una opcion ya que desde tiempos antiguos se ha usado
el latex de los arboles amazdnicos del género Croton lechleri y en los tiempos mas recientes ya
se han demostrado sus propiedades medicinales (Gallardo & Barboza, 2015).

Esta planta en Latinoamérica actualmente se estd empezando a usar para el tratamiento
terapéutico de infecciones bacterianas con cepas multirresistentes, en estudios se ha
evidenciado que posee propiedades antimicrobianas debido a la accion de sus metabolitos
secundarios (terpenoides, flavonoides, leptinas, entre otros) pudiendo llegar a concentraciones
adecuadas al sitio de accién y asi tener buenos resultados (Montalva, 2019), asi mismo hay un
estudio en donde han probado su accion antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus con
resultados satisfactorios a concentraciones de 50, 70 y 100% (Jherlits & Cisneros, 2018).

En base a estas evidencias y en busca de una solucion, el objetivo de este estudio fue evaluar la
actividad antimicrobiana de sangre de drago y la resistencia contra bacterias aisladas de mastitis

bovina de las ganaderias de produccion de leche en el cantdn Loja. Para ello se aislé e identifico



bacterias presentes en vacas con mastitis, se evalu6 la actividad inhibitoria de sangre de drago

y también se evalud la resistencia antimicrobiana de estas bacterias.



4. Marco Teorico

La mastitis bovina se produce cuando se inflama la glandula mamaria a causa de un
dafo fisico, irritacién quimica o una infecciones en la misma (Ashraf & Imran, 2020), produce
sintomas como dolor, incomodidad y estrés en las hembras bovinas y como consecuencia afecta
la produccidn y la calidad fisico-quimica de la leche alterando su sabor, su olor e incrementando
la carga bacteriana (Aguilar & Alvarez, 2019).

Esta enfermedad es un problema a nivel mundial debido a que afecta a la salud del
animal, asi mismo es una de las enfermedades causantes de un fuerte impacto econémico (Kher
et al., 2018), porque afecta los ingresos de los agricultores como del sector lacteo afectando el
bienestar animal, disminucion en la produccién y calidad de la leche (Sanchez et al., 2018).
También por el descarte de leche post tratamiento, costo de servicio veterinario, y sacrificio
prematuro de los animales (Kher et al., 2018). La mastitis se clasifica en clinica y subclinica:

-Mastitis Clinica: su caracteristica principal es la presencia de manifestaciones clinicas
como grumos en la leche, tamafio, textura y temperatura de la glandula mamaria, y con
regularidad reaccion sistémica. Esta a su vez puede ser: Sobreaguda: inflamacién severa de
uno de los cuartos mamarios con reaccion sistémica intensa; Aguda: inflamacion grave sin
reaccion sistémica; Subaguda: inflamacion ligera con anormalidades constantes de la leche;
Cronica: inflamacion frecuente con poco cambio en la leche (Aguilar & Alvarez, 2019).

-Mastitis Subclinica: en este caso no se aprecia signos inflamatorios, se la diagnostica
mediante pruebas de campo. Esta clase de mastitis subclinica es mas comudn que la clinica y
ocasiona pérdidas econémicas mayores. A simple vista a la vaca se la observa saludable, no se
observa ningn cambio anormal en la ubre ni en la leche. Pero al realizar pruebas se observa
una elevacion de los microorganismos y células blancas en la leche. Este tipo de mastitis tiene
una alta probabilidad de contagio al resto de animales en el trayecto del ordefio. Cuando hay un
resultado positivo a los cultivos microbioldgicos de la leche se trata de una mastitis infecciosa
pero si el resultado es negativo es una mastitis no infecciosa (Fierro et al., 2016).

4.1. Agentes Causales

La infeccidn de la glandula mamaria es principalmente causada por bacterias como:
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Pseudomonas spp. (Diaz et al., 2019), y también por
microorganismos, aunque se encuentran en el medio ambiente y no se retienen en el pezon,
dentro de estos son: Streptococcus uberis, Escherichia coli y otros coliformes. Estos

microorganismos penetran a la ubre de las vacas mediante el conducto del pezdn, donde



establecen su presencia, se multiplican y producen toxinas, que causan dafio a las células de

las glandulas mamarias (Yang et al., 2019)

4.1.1. Streptococcus agalactiae

Estos estan situados en los conductos galactoforos, de la glandula mamaria
conduciéndola a una mastitis cronica y puede llegar a mastitis clinica. La via principal de
difusion de estas cepas es durante el proceso de ordefio ya sea mecanico o manual. Cuando
realizan un ordefio manual y no hay una correcta higiene estas bacterias se transportan de una
ubre infectada a una sana por medio de la persona que realiza el ordefio y en el caso de ordefio
mecanico si el equipo de ordefio no esta en condiciones adecuadas de higiene, se convierte en

un medio de transmisién de bacterias de un animal a otro (Abril et al., 2020).

La infeccion por Streptococcus agalactiae se la determina en ya sea en etapa subclinica
0 en etapa clinica. En el primer caso se evidencia de manera aguda ya que hay un dafio del

tejido mamario (Tong et al., 2020).

Los Streptococcus agalactiae tienden a establecerse a nivel superficial de los epitelios
glandulares, por ello los mecanismos de defensa actian en esta area. Cuando han ingresado
dentro de la glandula, se localizan en los conductos galactoforos y luego en la pared epitelial.
Luego de que las bacterias se han asentado comienza a fermentar la lactosa generando &cido
lactico lo cual provoca una reaccién inflamatoria. Ademas, se puede apreciar fibrina, células
epiteliales descamadas leucocitos y factores plasmaticos. Estos componentes, cuando se
acumulan, pueden bloquear el paso de la leche y a su vez puede resultar en una disminucion de
la funcion de los alveolos y probablemente en el desarrollo de tejido cicatricial. (Diaz et al.,
2019).

4.1.2. Staphylococcus aureus

Debido a su capacidad para proporcionar una amplia gama de factores de virulencia que
contribuyen a la invasion bacteriana, Staphylococcus aureus todavia se considera uno de los
agentes etiolégicos mas comunes y puede estar asociada con casos subclinicos, agudos,
cronicos y toxicos de infecciones intramamarias bovinas, lo que lleva a pérdidas econdmicas
considerables. Staphylococcus aureus es considerado el microorganismo de mayor importancia
relacionado con la mastitis. Las infecciones intramamarias causadas por este patdgeno son
dificiles de curar y son particularmente desafiantes, ya que son propensas a la cronicidad y al

resurgimiento (Lopes et al., 2020).



4.1.3. Escherichia coli

Estas Bacterias pertenecen a la familia enterobacteriaceae y forman parte de los
coliformes, estan localizadas en el tracto digestivo de los animales de sangre caliente.
Constituye una de las principales causas de mastitis clinica en el ganado lechero, siendo
responsables de mas del 80% de los casos persistencia de esta enfermedad. Esta especie es
ampliamente prevalente en explotaciones lecheras cuya caracteristica principal es provocar
infecciones de corta duracion, pero con sintomas clinicos notables, como un elevado recuento
de células sométicas. Posee una notable capacidad de reproduccién en el organismo y la
habilidad de dafiar las estructuras celulares. La gravedad de esta enfermedad esta influida por
diversos factores, como el huésped, el entorno ambiental y el agente infeccioso en si. (Rios,
2020).

La mastitis bovina ocasionada por Escherichia coli puede variar en gravedad, desde una
forma leve hasta una mas severa. Hasta la actualidad, no se han identificado factores de
virulencia especificos asociados a estas bacterias como causantes de la enfermedad. De hecho,
se ha propuesto que la gravedad de la infeccién depende mas de las caracteristicas del ganado
que de los propios microorganismos. Algunas evidencias sugieren que cualquier cepa de
Escherichia coli podria ser responsable de las infecciones mamarias, aunque otras
investigaciones han demostrado que no todas las variantes de Escherichia coli tienen la
capacidad de inducir la mastitis en modelos animales. (Cruz et al., 2020).

4.2.  Métodos de Deteccion

En la mastitis subclinica, no se manifiestan sintomas evidentes, dando una impresion de
que tanto la glandula mamaria como la leche son normales. Sin embargo, si existe una infeccion
leve en el interior. Por otro lado, en la mastitis clinica, se pueden notar cambios fisicos notorios
en la leche, como la presencia de pus, grumos, ademas de una sintomatologia notoria. En este
caso de la mastitis, se palpa la ubre para detectar alteraciones en la temperatura, dolor, y

enrojecimiento en el cuarto afectado. (Oyola & Urrea, 2021).

4.2.1. California Mastitis Test (CMT)

Esta prueba es utilizada para identificar casos de mastitis al evaluar la cantidad de
células leucocitarias y polimorfonucleares (Zufiiga Vivanco, 2023). Su capacidad de deteccion
es alta, con una sensibilidad del 97% y una especificidad del 93%. En el proceso, se agrega
detergente, especificamente alquil-lauril sulfonato de sodio, a la leche. Esto libera el ADN

contenido en las células presentes en la leche, y cuando se combina con ciertos componentes



proteicos de la leche, se transforma en una gelatina. La formacion de esta gelatina se
correlaciona con el grado mas alto de inflamacion presente. EI procedimiento implica tomar 2
ml de leche de cada pezon y colocarlos en los compartimentos individuales de la paleta CMT.
Luego, se afiaden 2 ml del reactivo CMT a cada muestra, se mezcla el reactivo y la leche durante
10 a 20 segundos con movimientos circulares, y se realiza la lectura basandose en la reaccion

de gelificacion resultante (Camacho, 2018).

4.2.2. Cultivo Bacteriano

Es un punto clave en el diagnostico de mastitis. Por lo general el agar sangre es el medio
de cultivo que se utiliza de forma general para el primer aislamiento de bacterias ya que permite
crecer la mayor parte de especies de los microorganismos. Para la identificacion primeramente
se realiza una caracterizacion morfoldgica de colonia y se observa la hemdlisis que presente,
después se realiza el cultivo en medios selectivos. Por ejemplo, el agar McConkey, es selectivo
para que crezcan bacterias Gram-negativas. Ciertos generos como Escherichia coli, que utilizan
lactosa presentan colonias rosadas a rojizas, por otro lado, los géneros que no tienen la
capacidad de usar lactosa presentan colonias de distinto color dependiendo de las condiciones
de incubacidn. Para el crecimiento de especies de Staphylococcus se utiliza el medio diferencial
sal manitol. Staphylococcus aureus produce colonias amarillas ya que usa el manitol en cambio
Staphylococcus epidermidis genera colonias rosadas a rojizas porque no fermenta el manitol.
El cultivo bacterioldgico de Edward maneja una identificacién bioquimica, entre ellas la
evaluacion de la respuesta en el medio triple azucar-hierro (TSI), generacion de gas, empleo de
citrato, evaluacion de la actividad enzimatica de catalasa y coagulasa, y la prueba de movilidad
(Aguilar & Alvarez, 2019).

4.2.3. Antibiograma
Esta prueba se la realiza con el fin de evaluar la susceptibilidad de ciertas bacterias
responsables de infecciones frente a los distintos antibi6ticos (Aguila, 2016).

Los criterios que se utilizan para la interpretacion de esta prueba se basan en la

definicion de la International Organization for Standardization (1SO,2013).

- Sensible: cuando un microorganismo aislado se ve afectado de manera efectiva por una
concentracion de un agente antimicrobiano en pruebas de laboratorio, lo que sugiere

una alta probabilidad de que el tratamiento resulte exitoso.



- Intermedio: se utiliza para describir la situacion en la que un microorganismo aislado es
influenciado in vitro por una concentracion de un agente antimicrobiano, pero la
relacion con el efecto terapéutico es incierta

- Resistente: se aplica cuando un microorganismo aislado es inhibido in vitro por una
concentracion de un agente antimicrobiano, pero esto se asocia con una alta

probabilidad de fracaso en el tratamiento terapéutico (Ballesteros & Valdiviezo, 2018).

4.3. Tratamiento

La prevencion es la opcion mas factible e importante. Sin embargo, cuando hay
presencia de mastitis es aconsejable manejar un tratamiento farmacol6gico enfocado a la causa
bacteriana subyacente. Siempre con un previo andlisis bacterioldgico para conocer el
comportamiento de las bacterias frente a los distintos grupos de antibidticos y seleccionar los
mas apropiados. El tratamiento y prescripcion de los medicamentos adecuados debe ser

realizado por los veterinarios que atiendan cada establo (Aguilar & Alvarez, 2019).

Para llevar a cabo un protocolo de tratamiento efectivo es fundamental considerar
ciertos factores tales como el estado reproductivo de la vaca, la edad, el nivel de produccién, el
registro detallado de la presentacion del caso clinico y los resultados de las pruebas
bacterioldgicas para identificar los agentes infecciosos involucrados. En lo que respecta a la
terapia con antibidticos para tratar la mastitis, los medicamentos mas comdnmente empleados
son aquellos pertenecientes al grupo de los betalactdmicos, dentro de los cuales se incluyen las
cefalosporinas, macroélidos, tetraciclinas, sulfonamidas y aminoglucésidos. (Oyola & Urrea,
2021).

En un estudio realizado por Saavedra et al., (2022) observaron resultados de la eficacia
de varios antibioticos como la penicilina, fosfomicina, ampicilina, amoxicilina/acido
clavulanico, cefalotina y cefalozina que presentaron una mayor efectividad contra las bacterias
responsables de la mastitis bovina. Les siguieron en efectividad la eritromicina, gentamicina,
tetraciclina, y sulfametoxazol/trimetroprim. En otro estudio que se centrd en los patdgenos méas
comunes asociados a la mastitis, como Streptococcus spp., Escherichia coli, Cronobacter
sakazakii, Klebsiella oxitoca, Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulasa negativa,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus spp. y Streptococcus uberis, determinaron que todos
estos patdgenos eran resistentes tanto a la penicilina como a la cloxacilina, excepto el

Streptococcus spp., para el cual la estreptomicina resulté ser efectiva (Kovacevic et al., 2021).
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Los resultados obtenidos en un estudio a través del antibiograma indican que
Streptococcus agalactiae demostro resistencia frente a la penicilina, cefalexina y
sulfatrimetoprima, por otro lado, mostro una sensibilidad del 100% tanto a la tetraciclina como
a la amoxicilina combinada con &cido clavulénico. Staphylococcus aureus se revelo resistente
a la penicilinay a laamoxicilina con acido clavulanico, pero presentd una sensibilidad del 1200%

a la cefalexina, tetraciclina y sulfatrimetoprima (Quispe et al., 2021).

En otro estudio que evalud la susceptibilidad antimicrobiana utilizando discos de
ampicilina, clindamicina, doxiciclina, eritromicina, estreptomicina, gentamicina, oxacilina y
rifampicina, se inform6 que Pseudomonas aeruginosa mostré resistencia a la mayoria de los
antibidticos, a excepcién de la eritromicina, para la cual mostré una susceptibilidad intermedia.
Escherichia coli exhibio susceptibilidad intermedia a la eritromicina y resistencia a la oxacilina
y rifampicina. En cuanto a Staphylococcus aureus, se detect6 susceptibilidad intermedia a la
clindamicina y eritromicina, mientras que se evidencio resistencia a la ampicilina. (Rodriguez
& Mufioz, 2017).

4.4. Sangre de Drago (Croton lechleri)

De acuerdo a lo sefialado por Iglesias, (2019) la sangre de drago es una resina o latex de
tonalidad rojiza que se extrae de diversas especies de arboles conocidos cientificamente como
Croton lechleri. El latex de sangre de drago se produce naturalmente y se almacena en
estructuras anatémicas especificas, como conductos laticiferos o resinosos, y cumple la funcion
de proteger al arbol. Este recurso se encuentra en regiones tropicales y subtropicales, desde el
sur de México hasta Ameérica del Sur, y es propio de paises como Bolivia, Colombia, Ecuador,
Per( y Brasil. En el caso de Ecuador, se localiza en la region amazonica. Cabe mencionar que
la terminologia utilizada para referirse a la sangre de drago es diversa y varia segun la region
geografica y los grupos étnicos; algunos de los nombres populares incluyen palo de grado,
sangre de palo, huampo, topa roja, sangre del arbol, sangrado y palo sangriento, entre otros,
dependiendo del lugar (Ramirez, 2019).

4.4.1. Principios Activos

En el latex, se encuentran diversos componentes activos que pertenecen a diferentes
categorias de metabolitos secundarios, como fenoles, terpenoides, alcaloides, leptinas y
polipéptidos. Entre estos componentes, se destacan la taspina, que desempefia un papel
importante en el proceso de cicatrizacion de heridas y también muestra propiedades

antiinflamatorias. Asimismo, se encuentra la proantocianidina SP-303, que exhibe actividad
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antiviral, ciertos compuestos fenolicos como el acido clorequinico y las coberinas A y B, cuyas
funciones desempefiadas son antisepticas y antimicrobianas (Gallardo & Barboza, 2015).
4.4.2. Actividad Antimicrobiana

Se ha verificado que la Sangre de Drago muestra efectos antimicrobianos contra
bacterias como Staphylococcus aureus, MRSA, Escherichia coli y E. fecalis (Silva et al., 2022
& Garciaet al., 2019). Ademas cuando se encuentra en concentraciones elevadas, también tiene

la capacidad de inhibir el crecimiento del Helicobacter pylori (Tamariz et al., 2003).
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5. Metodologia

5.1.  Area de estudio

El presente estudio se llevo a cabo en dos ganaderias bovinas productoras de leche
(Sector Capuli y Paraiso), en donde se recolectaron muestras de leche de 80 vacas (Tabla 1).
Los analisis de laboratorio se realizaron en el laboratorio de microbiologia animal del Centro
de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Loja. Estas ganaderias y laboratorio estan
ubicados en el canton Loja provincia de Loja, cuyas caracteristicas son: longitud de -
79.2042200, latitud de - 3.9931300, altitud de 2060 metros sobre el nivel del mar, una
temperatura que fluctta entre 16 °C a 18 °C, Precipitacion promedio de 700 mm y un promedio

de humedad relativa del 70 %.

Leyenda

* Puntos de muestreo r

"] Cantén Loja

[ Limite Ecuador

[ Ciudad Loja . 5
696000 698000 700000 702000

Figura 1. Localizacion de las ganaderias lecheras en estudio

5.2.  Procedimiento
5.2.1. Enfoque metodolodgico
Se trabajé con un enfoque cuantitativo porque se llevo a cabo una serie de procesos de

manera ordenada para recolectar datos que nos permitieron llegar a medir numéricamente las
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variables con el fin de probar la efectividad de la sangre de drago frente a bacterias causantes

de mastitis bovina mediante un analisis estadistico (Hernandez et al., 2016) .

5.2.2. Disefio de la investigacion

Para el primer objetivo se realizd un estudio observacional transversal en el que se
tomaron muestras de leche para identificar la presencia de mastitis bovina.

Para el segundo objetivo se trabajo con un disefio experimental completamente aleatorio
con tres tratamientos (concentraciones al 50 %, 75 % y 100 % de sangre de drago), 2 métodos
(discos en blanco y agujero en agar) y 2 cantidades de cada concentracion (50 pl y 100 pl), se
realizaron tres repeticiones por cada concentracion, método y cantidad.

5.2.3. Tamaiio muestral y tipo de muestreo

Para el primer objetivo se utilizaron 80 animales de 2 fincas productoras de leche, se
hizo un muestreo no probabilistico por conveniencia, el tamafio de la muestra se determind en
base a informacion bibliogréfica sobre estudios similares (Hayashi et al., 2023 & Kovacevi¢
et al., 2021). Los animales a los que se les realizd la prueba de campo CMT cumplieron ciertas

caracteristicas (Tabla 1). Para el segundo y tercer objetivo se trabajo con 32 aislados positivos.

Tabla 1. Caracteristicas de los animales que entraron en el estudio

Condiciones Animal
Edad Hasta 7 afios
Fase de lactancia Segunda fase
Tratamiento antibidtico Sin recibir 2 meses antes del muestreo
Mastitis bovina Por lo menos en uno de sus cuartos

5.2.4. Técnicas
5.2.4.1. Prueba de Campo California Mastitis Test (CMT). Esta prueba se realizé
para detectar mastitis bovina en campo, previamente se limpid y desinfecto la ubre y
pezones, luego se colocd en cada uno de los pocillos de la paleta CMT aproximadamente
2 ml de leche de cada cuarto de la glandula mamaria y 2 ml del reactivo CMT. Se
homogeniz6 con movimientos circulares durante 20 segundos y por Gltimo se realizé la
interpretacion (Tabla 2). Se tom6 en cuenta como un animal positivo a aquel que

presento en uno 0 Mas cuartos una reaccién desde trazas hasta tres cruces.

14



Tabla 2. Interpretacion de la Prueba CMT de Mastitis Bovina

Aspecto de la combinacion Puntaje NuUmero de células

CMT somaticas
Mezcla del liquido, sin formacion de sedimentos. Negativo 0 — 200 000
Poco sedimento, al mover la paleta desaparece. Trazas 200 000 — 400 000
Sedimento claramente visible, sin formacion de gel. + 400 000 — 1 200 000
Presencia de gel claramente visible, grumoso. ++ 1 200 0000 — 5 000000
Gel adherido a la paleta, pico central bien marcado. +++ > 5000000

Fuente: (Mellenberger, 2004)

5.2.4.2. Toma y Recoleccion de Muestras Para el Analisis de Laboratorio. A
aquellas vacas positivas para mastitis bovina con la prueba CMT se les tomé una
muestra de leche de 10 ml en un recipiente estéril, las cuales fueron transportadas a
laboratorio en un cooler antes de las 24 horas para realizar el cultivo bacteriano,
siguiendo la normativa de recoleccion y transporte de muestras (Agrocalidad, 2020).
5.2.4.3. Cultivo Bacteriano. Se realiz6 el cultivo de las 32 vacas positivas a mastitis
bovina mediante la prueba de campo CMT. Para ello se tomé una muestra del in6culo
(9 ml de caldo tripticasa soya + 1 ml de muestra de leche incubado a 37° C por 2 horas)
y se procedio a sembrar mediante la técnica de estriado por agotamiento, en los medios
selectivos (agar MacCkonkey para gramnegativos, sal manitol para grampositivos) y
medios generales (agar sangre, y agar nutritivo), luego se incub6 por 24 horas.
Finalmente se caracteriz6 morfol6gicamente en base al crecimiento de las colonias en
los medios de cultivo selectivos y aislar en cultivos puros (tabla 3), para su
confirmacion.

Tabla 3. Agares selectivos para realizar cultivos puros

Cultivos puros
Bacterias Agares
Sangre

" Manitol salado
Gram positivos

Baird Parker

MacConkey

Gram negativos EMB

5.2.4.4. Pruebas Confirmatorias e Identificacion Bacteriana

5.2.4.4.1. Gram positivos. - Se realiz6 una tincion Gram para confirmar Gram positivos

y para diferenciar Staphylococcus aureus de Staphylococcus coagulasa negativa se
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realizd la prueba de coagulasa y para confirmar Staphylococcus aureus se realizo la
prueba de catalasa y oxidasa. En el caso de Streptococcus agalactiae se identifico
mediante el test Streptex rapid Latex Agglutination, guiandonos en el manual
respectivo.
5.2.4.4.2. Gram negativos. - Se realizd una tinciébn Gram para confirmar Gram
negativos, se hizo pruebas bioquimicas y se identifico el tipo de bacteria con el test de
RapiD One System (Se fundamentan en la descomposicion microbiana de sustratos
particulares que son identificados mediante diversos sistemas de sefializacion) con la
guia de su respectivo manual.
5.2.4.5. Susceptibilidad Antibiotica. - Se determin6 por medio de un antibiograma
utilizando agar Mauller Hilton con la técnica de difusion en disco de Kirby-Bauer
(Jherlits & Cisneros, 2018).
De acuerdo a la informacion aportada por los ganaderos con respecto al uso de
antibioticos para el tratamiento de mastitis bovina se analiz6 la sensibilidad y resistencia
de los distintos aislados de bacterias encontradas en este estudio utilizando discos de
antibidticos de Penicilillin G (P) 10 units, Amoxycilin (AML) 10 pg, Gentamicin (CN)
30 pg, Streptomycin (S) 10 pg, cefuroxime sodium (CXM) 30 ug, (OXOID).
Se realizé el ajuste del inoculo al 0.5 en la escala de McFarland y se sembré el
microorganismo, se procedio a colocar los discos de antibidticos, y se incub6 a 37 °C
en condiciones aerdbicas por 24 horas. Transcurrido este tiempo se procedio a la lectura
de acuerdo a los mm de diametro de inhibicién de cada antibidtico y clasificandolos
como susceptibles o resistentes, segun lo establecido por el EUCAST y CLSI (CLSI,
2023).
5.2.4.6. Ensayo con Croton lechleri (Sangre de Drago).- Para analizar la actividad
antimicrobiana de Croton lechleri, se evalu6 tres concentraciones del compuesto (50 %,
75 % y100 %), por dos métodos (impregnando discos en blanco y por el método de
agujero en agar) y dos cantidades (50 pl y 100 ul de cada concentracién) basandonos en
la metodologia de Huapaya et al., (2003), esto se hizo con cada una de las bacterias
aisladas por triplicado, ademas se colocé un control negativo. Las placas se incubaron a
37 °C por 24 horas y la interpretacion se la realizé de acuerdo a los mm de didmetro del
halo de inhibicion.

5.2.5. Variables de estudio
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Variable dependiente: Halo de inhibicion en mm. Se utiliz6 una regla para medir toda la zona
clara que se formo alrededor del disco.
Variables independientes: Concentraciones de sangre de drago (50 %, 75 % y 100 %), tipo de
método (impregnacidn de discos y agujero en agar) y cantidad de cada concentracion (50 pul y
100 pl).
5.2.6. Procesamiento y analisis de la informacion

Se utilizo estadistica descriptiva a través de tablas de frecuencias absolutas y relativas.
También se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) para comparar los tratamientos, cuando
hubo diferencia estadistica se emplearon pruebas a posteriori Tukey al 95 %. Para todos los
analisis se considero un nivel de significancia del 5 % y se empled el programa estadistico R

version 4.3.1.
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6. Resultados

De las 80 vacas a las que se les realizo la prueba de CMT, el 28,12 % dieron positivos
con tres cruces, el 56,25 % con dos cruces seguido del 15,62 % con una cruz, obteniendo un

resultado total de 32 animales positivos (Tabla 4).

Tabla 4. Deteccion de mastitis bovina a través de la prueba CMT en leche bovina

Positivasa CMT N %
1+ 5 15,62
2 ++ 18 56,25
3 +++ 9 28,12
Total 32 100,00

6.1. Aislamiento de bacterias asociadas mastitis

A los 32 animales se les realizd un cultivo bacteriano, obteniendo un 84,38 %
obteniendo un crecimiento de més de la tercera parte (84,38 %) (Tabla 5).

Tabla 5. Crecimiento bacteriano en cultivo con muestras de leche positivas a CMT

Crecimiento bacteriano N %
No 5 15,62
Si 27 84,38
Total 32 100,00

De las 27 muestras analizadas con crecimiento positivo se logro aislar 32 cepas
bacterianas, de las cuales cinco individuos se obtuvo el crecimiento de dos cepas diferentes
(Anexo 1).

En base a los aislamientos se obtuvo un 53,14 % de bacterias Gram positivas y un 46,88 % de
bacterias Gram negativas. Se identificd 3 géneros de organismos Gram positivos, distribuidos
en un 28,13 % de Staphylococcus aureus, 15,63 % de Staphylococcus coagulasa negativa y el
9,38 % de Streptococcus agalactiae. Para microorganismos Gram negativos se logré identificar
5 géneros de los cuales el 12,5 % fue Escherichia coli, Pseudomonas maltophilia y Shigella

spp., el 6,25 % de Klebsiella pneumoniae y un 3,13 % de Morganella morganii (Tabla 6).
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Tabla 6. Bacterias aisladas en laboratorio mediante cultivo

Bacterias N %

Gram positivos
Staphylococcus coagulasa negativo 5 15,63
Staphylococcus aureus 9 28,13
Streptococcus agalactiae 3 9,38
TOTAL 17 53,14

Gram negativos
Escherichia coli 4 12,5
Klebsiella pneumoniae 2 6,25
Pseudomonas maltophilia 4 12,5
Shigella spp. 4 12,5
Morganella morganii 1 3,13
TOTAL 15 46,88

6.2.  Evaluacion de la Actividad Inhibitoria de Sangre de Drago

Para medir la eficacia de la sangre de drago sobre el crecimiento de bacterias se
obtuvieron los resultados de la actividad inhibitoria de la planta segin el método de evaluacion
(agujero y difusion de disco Kirby-Bauer), concentracion del extracto de la planta (50, 75y 100
%) y cantidad del producto (50 y 100 pl). Se determiné que hay diferencia estadistica

significativa (p < 0,001) en el método de evaluacion, presentando mejor inhibicion el método

de agujero (Figura 2).
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Figura 2. Representacion del mejor método con relacion al halo de inhibicién

También se encontrd diferencia estadistica significativa (p < 0,001) en el nivel de

concentracion de sangre de drago, sin embargo, el mejor fue el del 100 % (Figura 3).
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Figura 3. Representacion de la mejor concentracion con relacion al halo de inhibicion

En base a la cantidad se demostré una mejor inhibicion de bacterias en una cantidad

de100 pl presentando una diferencia estadistica significativa (p < 0,001) (Figura 4).
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Figura 4. Representacion de la mejor cantidad con relacion al halo
Al comparar el efecto de la sangre de drago, frente a las distintas cepas bacterianas
aisladas en el estudio se observé un mayor halo de inhibicién por el método de agujero, al igual
que la concentracion 100 % tanto para bacterias Gram positivas como Gram negativos, asi como
para la cepa control (Anexo 2) y la cantidad de 100 pl fue la que presenté mayor inhibicion
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para todas las bacterias aisladas (Anexo 3).

Staphylococcus coagulasa negativa tuvo una media del halo de inhibicion de 23,83 mm,
Staphylococcus aureus de 23,16 mm y la cepa comercial de 23,42 mm. Streptococcus

agalactiae tuvo una media de 20,89 mm.

Para Gram negativos Morganella morganii presento un promedio en el halo de
inhibicion de 23,58 mm, Klebsiella pneumoniae 22 mm, Escherichia coli 20,90 mm, Shigella

spp. 20,77 mm y Pseudomonas maltophilia 19,19 mm. (Tabla 7).

Tabla 7. Efectividad de la sangre de drago en distintas concentraciones

Concentracion
Bacteria 50% 75% 100% p valor
Media de Media de Media De
Gram positivos

18,20° 4,47 21,15° 391 23,83 % 4,17 <0,001

Staphylococcus coagulasa

negativa
Staphylococcus aureus 17,95¢ 355 20,25° 3,81 23,16% 4,09 <0,001
Streptococcus agalactiae 16,53¢ 3,95 19,14° 363 20,89% 4,45 <0,001

Cepa Control
Staphylococcus aureus ATCC ~ 18,58° 394 20,25° 3,72 2342°% 474 <0,001
Gram negativos

Escherichia coli 16,63°¢ 3,42 19,15° 3,77 20,90?% 4,14 <0,001
Klebsiella pneumoniae 17,88¢ 3,58 20,08° 352 2200% 3,32 <0,001
Pseudomonas maltophilia 1521¢ 3,95 17,75 3,66 19,19% 3,67 <0,001
Shigella spp. 16,31¢ 4,43 1867° 4,00 20,77% 4,98 <0,001
Morganella morganii 18,75¢ 3,67 21,08° 243 2358?% 4,34 <0,001

de: desviacién estandar; p < 0,001: estadisticamente significativo
6.3. Evaluacion Antimicrobiana de bacterias aisladas de vacas con mastitis

Se realizaron pruebas de antibiograma con un in6culo ajustado a 0,5 de McFarland. En las cepas
de bacterias Gram positivas, Staphylococcus coagulasa negativa (SCN) mostré resistencia al
100 % a la estreptomicina y a la gentamicina, un 60 % a la penicilina y amoxicilina, y un 40 %
a la cefuroxima. En Staphylococcus aureus, hubo resistencia del 100 % a la estreptomicina y
gentamicina, mientras que la resistencia a penicilina y amoxicilina fue del 66,67 %; en cuanto

a cefuroxima, la resistencia alcanzo el 44,44 % (Figura 5).

Streptococcus agalactiae presentd resistencia del 100 % a penicilina, estreptomicina,
gentamicina y amoxicilina, y una resistencia del 33,33 % a cefuroxima (Anexo 4). Los
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resultados del antibiograma indicaron que la cepa Staphylococcus aureus ATCC mostré 100 %
de resistencia a estreptomicina y gentamicina, pero demostrd sensibilidad al 100 % para

penicilina, cefuroxima y amoxicilina (Anexo 5).

Gram Positivos

]l”ﬂj“ "

0 %S %R % S % % S %
Antibidticos Staphylococcus Staphylococcus aureus Streptococcus
coagulasa negativa agalactiae
m Penicilina G (P) 40 60 33,33 66,67 0 100
m Estreptomicina (S) 0 100 0 100 0 100
Cefuroxima (CXM) 60 40 55,56 44,44 66,67 33,33
Gentamicina (CN) 0 100 0 100 0 100
m Amoxicilina (AML) 40 60 33,3 66,67 0 100
M Penicilina G (P) M Estreptomicina (S) Cefuroxima (CXM) Gentamicina (CN) ® Amoxicilina (AML)

Figura 5. Pruebas de susceptibilidad de bacterias Gram positivas en muestras de leche
S: Sensibilidad y R: Resistencia.

En las bacterias Gram negativas, Klebsiella pneumoniae exhibio resistencia al 100 % a
todos los antimicrobianos evaluados. Escherichia coli demostrd ser resistente al 100 % a
penicilina, gentamicina y amoxicilina, mientras que tuvo un 75 % de resistencia a
estreptomicina y un 25 % a cefuroxima. Pseudomonas matophilia mostré resistencia del 100 %
a penicilina, gentamicina y amoxicilina, con un 75 % de resistencia a cefuroximay un 50 % de
resistencia a estreptomicina, Shigella spp. fue resistente al 100 % a penicilina, gentamicina y
amoxicilina, pero tuvo una resistencia del 75 % a estreptomicina y cefuroxima. En cuanto a
Morganella morganii, presentd una resistencia del 100 % a penicilina, gentamicina y
amoxicilina, pero fue completamente sensible al 100 % a estreptomicina y cefuroxima (Figura
6).
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Figura 6. Prueba de susceptibilidad de bacterias Gram negativas en muestras de leche

S: Sensibilidad y R: Resistencia.



7. Discusion

En el presente estudio, mediante la prueba CMT se analizaron un total de 80 vacas en
produccion de leche, resultando 32 vacas positivas a mastitis bovina de las cuales 27 de las
muestras revelaron crecimiento en el cultivo bacteriano, lo que representa un 84,38% de las
muestras. Estos resultados concuerdan con un estudio realizado por Kovacevi¢ et al., (2021)
quienes lograron aislar patdgenos Unicamente en 21 muestras (67,74%), con un estudio
realizado por Lopes et al., (2022) en donde se obtuvo un 47,7 % de crecimiento bacteriano y
una investigacion llevada a cabo por Tsugami et al., (2022) los cuales revelaron el 47,9 % de

crecimiento bacteriano.

Para el diagndstico de mastitis a través de la prueba de CMT en campo es necesario
tener en cuenta la sensibilidad y especificidad que son del 97 y 93 % respectivamente
(Camacho, 2018). La prueba de CMT proporciona informacion relevante sobre la salud de la
ubre y la calidad de la leche (Rios, 2020). Esta prueba brinda beneficios como realizar una
deteccion temprana de mastitis subclinica, de tal manera que el tratamiento pueda ser mas
rapido, también ayuda a que el personal de ordefio pueda separar las vacas con mastitis para

ordefarlas a parte y de esa manera evitar una mastitis contagiosa.

Cabe destacar que la mastitis bovina, principalmente, surge por la infeccion
intramamaria originada por bacterias patdgenas, tales como Staphylococcus spp., Streptococcus
spp. y Pseudomonas spp. (Diaz et al., 2019). Adicionalmente, también pueden contribuir
microorganismos del entorno que no se retienen en el pezon, como Streptococcus uberis,
Escherichia coli y otros coliformes. (Yang et al., 2019). Entonces para conocer el tipo de
microorganismo causante de mastitis se debe realizar cultivos bacterianos de la leche de

aquellas vacas que resultaron positivas en la prueba de campo CMT.

Por lo cual se realizé pruebas microbioldgicas en donde se observé que los aislados
Gram positivos fueron predominantes (53,14 %) siendo Staphylococcus aureus el mas
prevalente con un 28,13%. Resultados similares son los obtenido por Maldonado et al. (2022),
ya que encontraron a Staphylococcus aureus (51,4 %) como el agente etioldgico principal de la
mastitis subclinica en el rebafio de la Estacion Experimental Tunshi, Jiménez et al., (2019)
revelan el aislamiento del 65 % de S. aureus., al igual que Sanchez et al. (2018), detectaron en

su investigacion la presencia de un 31,1 %.

24



Los datos recopilados por Quispe et al.,, (2021) demostraron un 352 % de
Staphylococcus aureus, Rodriguez & Mufioz, (2017) aislaron el 16 % y Santos et al., (2022)
detectaron el 81,25 % en muestras de leche.

La prevalencia de Staphylococcus aureus puede atribuirse al hecho de que es el
microorganismo mas importante y es considerado mundialmente como uno de los principales
causantes de infecciones en las glandulas mamarias de las vacas lecheras (Lopes et al., 2020 &
Monistero et al., 2018).

Es fundamental sefialar que en las ganaderias evaluadas realizaban un ordefio manual,
en donde se pudo apreciar un manejo inadecuado en la manipulacién de los utensilios con una
carencia de higiene, razon por la cual se asocia una mastitis contagiosa con presencia de
Staphylococcus aureus debido a que no habia un correcto protocolo de manejo durante el
ordefio, ademas los ordefiadores no realizaban un lavado de manos después de cada ordefio y
usaban la misma toalla de limpieza para cada vaca. Todo lo mencionado se considera puesto
que Staphylococcus aureus esta presente frecuentemente en el entorno, asi como también en la
piel y mucosas de las vacas, facilitando de tal manera su capacidad para entrar al pezon y la

glandula mamaria de forma sencilla (Dego et al., 2002).

Dentro de los Gram positivos en este estudio también se identifico la presencia de
Staphylococcus coagulasa negativa (SCN) en un 15,63 %. Jiménez et al., (2019) en su estudio
reportaron un 35 %. Sanchez et al. (2018) observaron en un 46,7 %. Hallazgos similares por
Santos et al., (2022) identificaron en un 18,75 %.

En una evaluacion realizada en la India por Bhavana & Chaitanya, (2022) presenciaron
un 64,4 % de Staphylococcus coagulasa negativa, Alfonso et al., (2020) sefialan el 9,3 % y
(Chehabi et al., 2019) sefialaron en su trabajo investigativo la existencia del 16,4 % en muestras

de leche.

Segun lo que manifiesta Navarro, (2011) sobre los SCN (S. epidermidis, S. simulans, S.
saprophyticus y S. chromogenes) que suelen estar en la piel sana del pezén o en las manos del
ordefador y teniendo en cuenta que es microorganismos oportunistas (es decir, que viven en
areas propicias para establecerse en la via del pezén y adentrarse en los tejidos glandulares), se
refleja su presencia en estas ganaderias, debido a la falta de limpieza en las areas donde realizan

el ordefio.

25



S. agalactiae fue otro aislado Gram positivo que se identific con un 9,38 % siendo uno
de los agentes asociados a la presencia de mastitis bovina en los animales evaluados. Quispe et
al., (2021) obtuvieron un 12,7 % de S. agalactiae. Resultados semejantes presentados por Diaz
Herrera et al., (2019) quienes aislaron el 9,93 % de cepas con caracteristicas referentes a S.

agalactiae.

Rodriguez et al., (2020) identificaron mediante cultivos microbioldgicos el 26 % de
colonias correspondientes a S. agalactiae y Campos et al., (2022) reportaron la existencia del
53 % de S. agalactiae en muestras de leche cruda. Sanchez et al. (2018), aislaron un 20,7 % de
Streptococcus spp., Rodriguez & Mufioz, (2017) evaluaron la presencia en un 8 % de
Streptococcus spp. en muestras de leche. Streptococcus spp. considera especies diferentes alfa,
beta y gamma hemoliticos (Wicaksana & Rachman, 2018).

En detalle, S. agalactiae es un patdgeno contagioso y se encuentra principalmente
dentro de la ubre de la vaca en donde puede sobrevivir indefinidamente formando biopeliculas
y esta fuertemente asociada con la mastitis subclinica (Kabelitz et al., 2021). Sin embargo,
investigaciones recientes demostraron que el tracto gastrointestinal bovino y el entorno de las
vacas (suelos, camas y agua de bebida) son reservorios adicionales de S. agalactiae (Cheng &
Han, 2020). La existencia de este microorganismo patdgeno en las ganaderias analizadas podria
tener un impacto ya que no cuentan con las condiciones de higiene favorables durante el ordefio,
facilitando de esa manera el transporte de los microorganismos de una vaca a otra a través de

las manos del ordefiador.

Cabe sefialar que tanto bacterias Gram positivas como Gram negativas pueden ser
responsables de la mastitis Ashraf & Imran, (2020). En nuestro estudio también se identificd

aislados Gram negativos con un porcentaje del 46,88 %.

Dentro de estos hubo una mayor prevalencia de E. Coli, Pseudomonas maltophilia y

Shigella spp. en un 12,5 %.

Rodriguez & Mufioz, (2017) realizaron un estudio en un establo de Conache Trujillo
(Pert) con vacas en produccion de leche en donde aislaron el 5 % de Shigella spp. y Sosa et al.,
(2022) en su investigacion llevada a cabo en México en vacas con mastitis identificaron un 8,76
% dentro de las muestras de leche.

Martinez et al., (2021) en Honduras determinaron un 5,53 % de E. Coli en los cultivos
bacterianos de muestras de leche de vacas con mastitis. Rodriguez & Mufioz, (2017)
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encontraron la presencia del 28 % y Campos et al., (2022) la existencia 12 % de E. Coli en

muestras de leche.

Hallazgos similares fueron los de Chehabi et al., (2019) identificaron un 20,7 % de
Escherichia coli en muestras de leche analizadas. Abegewi et al., (2022) aislaron el 7 % en
leche de vacas con mastitis, mientras que Ormaza et al., (2022) detectaron el 64 % de E. coli

con previo resultado positivo por CMT en leche de vacas.

En este contexto Escherichia coli constituye una de las bacterias ambientales que con
frecuencia ha sido asociada con infecciones en la glandula mamaria de las vacas principalmente
de mastitis clinica segun lo que manifiesta Cruz et al., (2020). Su presencia en los animales en
estudio son el reflejo de las condiciones sanitarias del lugar de ordefio siendo asi que este
microorganismo se encuentra en las heces de los animales, en el suelo en el caso de establos o
en la tierra en el caso de potreros o incluso presentarse en el agua empleada para el lavado de
ubres ya que no era potable, lo que puede contribuir para la infeccion durante el proceso de
ordefio, ademas de que no realizaban un sellado de pezones permitiendo de esa manera en

ingreso de microorganismos patégenos al interior de la ubre.

En los estudios de comparacion no se muestra presencia de Pseudomonas maltophilia
razén por la cual no es una bacteria frecuente en mastitis bovina, sin embargo, la presencia de
Pseudomonas maltophilia asi como de Shigella spp. puede asociarse a la ausencia de las
correctas medidas de higiene en las instalaciones y procesos de ordefio. Ya que Pseudomonas

spp. son consideradas como patogenos oportunistas (Bedolla, 2017).

Rodriguez & Mufioz, (2017) encontraron la presencia del 24 % de Klebsiella spp.,
Martinez et al., (2021) en Honduras determinaron el 2,13 % de Klebsiella spp. en los cultivos
bacterianos de muestras de leche. Investigaciones similares de Chehabi et al., (2019) que
reportaron un 6 % de Klebsiella pneumoniae y Abegewi et al., (2022) aislaron en muestras de

leche de vacas con mastitis el 2,4 % de K. pneumoniae.

Klebsiella pneumoniae es causa frecuente de mastitis bovina ambiental y se encuentra
en el agua, suelo y animales, segun lo que afirma Loeza et al., (2022), por lo tanto, es posible
que la presencia de este microorganismo en las muestras de leche positivas a CMT en nuestro
estudio esté relacionada, identificando un 6,25 % de esta bacteria.

En menor proporcion se aisl6 Morganella morganii con un 3,13 % Rahman et al.,

(2020) afirma que Morganella morganii es un patégeno oportunista, aunque no se han
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registrado datos para la misma a pesar de su presencia continua en la naturaleza y de estar
presente en varios huéspedes animales, Li et al., (2018) concuerda que no hay evidencia de que
M. morganii cause enfermedad en el ganado, sin embargo en su investigacion realizada en
China identificaron ganado infectado con M. morganii por primera vez, infeccién originada a

partir de la leche de ganado importado.

Luego de la identificacion bacteriana, para brindar un tratamiento que sea eficaz es
fundamental realizar pruebas de resistencia y sensibilidad de cada uno de los microorganismos
aislados frente a distintos antibioticos que se han utilizado. Las bacterias crean resistencia
usando instrucciones de su ADN, a menudo almacenadas en plasmidos, pequefias piezas de
ADN que transmiten informacidn genética entre bacterias, lo que permite compartir resistencia

entre ellas (Guevara et al., 2021).

En la susceptibilidad y resistencia antimicrobiana de esta investigacion, se encontr6 que
Staphylococcus coagulasa negativa tuvo una resistencia para estreptomicina, gentamicina del
100% vy penicilina G , amoxicilina el 60 %, sin embargo para cefuroxima la resistencia fue del
40 %.

Sanchez et al., (2018) reportaron en su estudio que el 58 % de las cepas positivas a
staphylococcus coagulasa negativa fueron resistentes a la penicilina. Lopes et al. (2022)
determinaron que Staphylococcus coagulasa negativa presento resistencia en un 44,4 % para
penicilina, y 30 % para amoxicilina, resultados diferentes a los obtenidos en este estudio. En
cuanto a la gentamicina alcanz6 una sensibilidad del 100 %, estos autores evaluaron a ceftiofur
como cefalosporina de tercera generacion la cual fue sensible al 100 % para las cepas
bacterianas, en nuestro estudio se evalué una cefalosporina de segunda generacion como
cefuroxima observando una sensibilidad del 60 %.

Jiménez et al.(2019) mencionan en su estudio que Staphylococcus coagulasa negativa
tuvo una resistencia a penicilina del 38,9 %, y una sensibilidad de cefoxitina al 100 %
Kovacevi¢ et al. (2021) establecieron que estas bacterias presentaron 100 % de sensibilidad a
amoxicilina, estreptomicina y gentamicina, mientras que evidenciaron una resistencia

intermedia del 100 % a ceftriaxona y una resistencia total a penicilina.

Staphylococcus aureus fue resistente a estreptomicina y gentamicina en un 100 % a
penicilina G y amoxicilina en un 66,67 % Yy a cefuroxima 44,44 %. Quispe et al.,(2021)
mencionan que Staphylococcus aureus presentd una resistencia del 52 % para penicilina

mientras que para cefalexina fue sensible al 100 %. Reportes similares a los nuestros fueron los
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de Sanchez et al., (2018) quienes observaron una resistencia del 74 % de Staphylococcus
aureus para penicilina.

Rodriguez & Mufioz Ganoza (2017), en su investigacion observaron que el 100 % de
Staphylococcus aureus fueron resistentes a la ampicilina (penicilina) aunque notaron que
presentaba una sensibilidad intermedia del 100 % a estreptomicina y el 100 % de sensibilidad
a gentamicina.

En un estudio realizado en Brasil por los investigadores Lopes et al. (2022)
identificaron que Staphylococcus aureus fue resistente en un 43 % para penicilina y
amoxicilina pero present6 una sensibilidad del 100 % para gentamicina y ceftiofur, mientra que
en nuestro estudio se observo que la penicilina G y amoxicilina fueron resistentes en un 66,67
%.

Jiménez et al. (2019) informaron que Staphylococcus aureus tuvo una resistencia a
penicilina del 23,1 % por otro lado la cefoxitina present6 una sensibilidad del 95,4 %.

Kovacevi¢ et al. (2021) reportaron que Staphylococcus aureus fue resistente en un 100
% a penicilina, 100% resistencia intermedia a amoxicilina, aunque sensible al 100% a
gentamicina, estreptomicina y ceftriaxona.

Los Staphylococcus pueden ser sensibles a la influencia de diversos medicamentos que
funcionan contra bacterias Gram positivas, como penicilinas, cefalosporinas, eritromicina,
aminoglucosidos, tetraciclinas y cloranfenicol. Sin embargo, a pesar de esta susceptibilidad,
también son conocidos por su notable habilidad para desarrollar resistencia frente a todos estos
tratamientos (Cussolim et al., 2021).

Streptococcus agalactiae en nuestro estudio demostré ser 100 % resistente a la
penicilina G, amoxicilina, gentamicina y estreptomicina, y un 33,33 % a cefuroxima. Quispe et
al.,(2021) detectaron que Streptococcus agalactiae presento una resistencia del 22 % a la
penicilina y a la cefalexina.

El estudio realizado por Rodriguez & Mufioz Ganoza (2017) informan es sus resultados
una resistencia del 100 % Streptococcus spp. a la estreptomicina y la gentamicina y una
sensibilidad del 100 % a ampicilina. Kovacevi¢ et al. (2021) revelaron que Streptococcus spp.
B heamoliticus fue completamente resistente para penicilina, 33,33 % resistente a amoxicilina
y gentamicina y 100 % sensible para estreptomicina y ceftriaxona.

Como primera opcion de tratamiento para manejar Streptococcus agalactiae implica el
uso de antimicrobianos pertenecientes al grupo de los betalactdmicos. No obstante, se ha

observado la presencia de cepas de Streptococcus agalactiae que muestran resistencia o una
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menor susceptibilidad hacia los antimicrobianos empleados para su control, tanto en entornos
humanos como bovinos (Jaramillo et al., 2018).

Los genes responsables de la resistencia a aminoglucdsidos son aac(6’)/aph(2’), aph(3')-
Illa y ant(4')- la que codifican enzimas modificadoras de aminoglucésidos (AME):
acetiltransferasa (AAC), fosfotransferasa (APH) y nucleotidiltransferasa (ANT). La resistencia
a los antibidticos betalactamicos se basa en modificaciones en el sitio de accién que se
encuentran en las proteinas de union a la penicilina (PBPs). Estas proteinas son indispensables
para la construccion de la pared celular de las bacterias y conforman el sitio al que los
betalactdmicos se dirigen para su efecto, la resistencia a penicilina se produce debido a la
presencia del gen blaZ, el cual produce B-lactamasas que descomponen el anillo f-lactamico.
Otro mecanismo es el gen mecA (es parte de un elemento genético mévil denominado casete
cromosomico estafilococico), que codifica PBP2a, una proteina de baja afinidad por penicilina.
Staphylococcus spp. con gen mecA se llaman meticilino-resistentes (SMR) (Jaramillo et al.,
2018 & Jiménez Velasquez et al., 2019).

En el presente estudio con respecto a los Gram negativos se detectd el 100 % de
resistencia de Escherichia coli a penicilina, gentamicina'y amoxicilina, el 75 % a estreptomicina

y una resitencia del 25 % a cefuroxima.

Kovacevi¢ et al.(2021), reportaron que E. coli se mostrd resistente al 100 % a penicilina
y 66.6 % resistente a amoxicilina y a ceftriaxona pero hubo una sensibilidad del 100 % para
estreptomicina. Rodriguez & Mufioz (2017) obtuvieron una sensibilidad al 100 % de E. coli
para gentamicina y estreptomicina. Abegewi et al., (2022) establecieron que el 73,3 % de
Escherichia coli fue resistente para amoxicilina, el 73 % para cefalosporina (cefalotina), el
48,6 % para estreptomicina y el 2,7 % para gentamicina. En un estudio realizado en Australia
por Schabauer et al.(2018), hallaron que las enterobacterias (E. Coli) aisladas en su estudio

mostraron una resistencia del 2% para gentamicina.

Shigella spp. en este estudio presentdé el 100 % de resistencia a estreptomicina,
gentamcina y amoxicilinay el 75 % fue resistente a estreptomicina y cefuroxima. En el estudio
de Rodriguez & Muiioz (2017) obtuvieron que shigella fue el 100 % resistente a estreptomicina

y gentamicina.

Pseudomona maltophilia en nuestro estudio el 100 % fue resistente a penicilina,
amoxicilina y gentamicina, el 75 % a cefuroximay el 50 % a estreptomicina. Stenotrophomonas
maltophilia presenta diversos mecanismos de resistencia a los antimicrobianos, como la
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alteracion de antibioticos y la resistencia que es transmitida por medio de plasmidos. Estos
mecanismos le confieren a Stenotrophomonas una resistencia natural a una amplia variedad de

antibidticos, como los carbapenémicos, los B lactamicos y los aminoglucosidos (Agri et al.,

2022).

Klebsiella pneumoniae fue resistente el 100 % para todos los antibidticos utilizados en
este estudio, de acuerdo a lo que afirma Guevara et al., (2021) Klebsiella pneumoniae genera
enzimas conocidas como carbapenemasas, las cuales tienen la capacidad de descomponer tanto
los medicamentos carbapenémicos como la mayoria de los otros farmacos betalactamicos.
Rodriguez & Mufioz (2017) en su investigacion mencionan que Klebsiella spp. fue 100 %
sensible para gentamicina y presentdé 100 % resistencia intermedia para estreptomicina.
Abegewi et al., (2022) observaron que Klebsiella pneumoniae tuvo una resistencia del 100 % a
amoxicilina, el 73,3 % a estreptomicina, 26,7 % a cefalotina pero el 100 % de sensibilidad para

gentamicina.

Morganella morganii presentd el 100 % resistencia a penicilina, gentamicina y
amoxicilina y el 100 % sensibilidad a cefuroxima y estreptomicina. Los resultados obtenidos
por Li et al. (2018) mostraron que M. morganii era resistente a la penicilina en un 100 % y tenia

una sensibilidad intermedia del 100 % a la gentamicina.

La resistencia de las bacterias Gram negativas puede realicionarse con la estructura de
las mismas ya que su membrana externa actla como un escudo protector que de manera

selectiva evitando la entrada de los antibidticos (Guevara et al., 2021).

La resistencia total a la penicilina G en todas las cepas bacterianas Gram negativas se
debe a que la bencipenicilina carece de actividad clinicamente Util contra enterobactiariaceae
debido a la produccion de betalactamasas. Ademas la resistencia a la bencilpenicilina también
puede ser causada por modificaciones en las proteinas que se unen a la penicilina (PBP)
(EUCAST, 2023).

Finalmente de manera general la elevada resistencia de las bacterias aisladas tanto Gram
positivas como Gram negativas frente a los antimicrobianos es preocupante generando un
impacto significativo ya que dificultan el tratamiento, de igual manera la mastitis puede tener
un impacto negativo en la salud humana al promover el desarrollo de patdgenos resistentes a
los antibidticos, los cuales pueden diseminarse, representando asi una amenaza significativa.
(Ashraf & Imran, 2020).
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Por otro lado la alta resistencia se da por el uso indiscriminado y mal manejo de estos
antibiodticos en el tratamiento de mastitis bovina asi como otras enfermedades dentro de las
ganaderias utilizadas para la investigacion sin antes realizar pruebas de sensibilidad in vitro,
con respecto a la cefalosporina evaluada mostré una mejor sensibilidad que el resto de
antibidticos, por lo cual puede ser tomado como opcidn terapeutica de primera linea para

combatir la mastitis bovina.

Es necesario resaltar que de acuerdo a la OMS la resistencia a los antimicrobianos es
una preocupacion mundial y una amenaza principal de salud publica debido a que en el afio
2050 estima un incremento de muertes provocadas por este factor, por esta razén se ha buscado
otra opcion terapéutica que tenga informacion bibliografica como el uso de Croton lechleri para
inhibicion de bacterias, en virtud de esto se evalu6 diferentes concentraciones de sangre de

drago por dos métodos diferentes y dos cantidades distintas.

Los resultados en la evaluacion antimicrobiana de la sangre de drago frente a las cepas
aisladas mostraron una diferencia significativa a 100 ul de sangre de drago a una concentracion
del 100 % por el método de agujero.

Se observo una mayor efectividad de la sangre de drago frente a las cepas bacterianas
analizadas, lo cual se encuentra asociado a la composicién quimica de la sangre de drago en
la que presenta compuestos como la taspina, que desemperfia un papel importante en el proceso
de cicatrizacion de heridas y tambien muestra propiedades antiinflamatorias. Asimismo, se
encuentra la proantocianidina SP-303, que exhibe actividad antiviral, y ciertos compuestos
fenodlicos como el &cido clorequinico, asi como las coberinas A y B, cuyas funciones
desempefadas son antisépticas y antimicrobianas (Gallardo & Barboza, 2015). Aunque, hay
escasa informacion sobre el componente al que realmente se le puede atribuir la actividad
antibacteriana.

Nuestros resultados mostraron un halo de inhibicién mayor en las cepas: Staphylococcus
coagulasa negativa (23,83 mm), Staphylococcus aureus (23,16 mm), Morganella morganni
(23,58 mm), y para Pseudomona maltophilia (19,19 mm).

El estudio realizado por Jherlits & Cisneros (2018) evaluaron la actividad antibacteriana
de Croton lechleri contra la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923. empleando el método
de impregnacion en discos con concentraciones al 50 %, 70 % y 100 %. resultados similares a
los obtenidos en este estudio, ya que el tratamiento con latex al 100% tuvo un mayor promedio

de inhibicién con un efecto antibacteriano in vitro del 54,75 %. Ademas, manifestaron que
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Croton lechleri puede tener un efecto bactericida y bacteriostatico, debido a los diversos
componentes de la sangre de drago.

Huapaya et al.(2003) evaluaron la actividad antimicrobiana in vitro de la sangre de
drago en cepas ATCC de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa,
en concentraciones del 10 %, 25 % y 100 % utilizando el método de excavacion en placa o
agujero colocando 100 pl de cada concentracion, obteniendo resultados de una mayor actividad
antibacteriana en concentraciones del 50 % y 100 % para Staphylococcus aureus, en menor
grado Pseudomona aeruginosa y no presento actividad para Escherichia coli.

En un estudio se analizo la capacidad de la sangre de drago para inhibir el crecimiento
bacteriano en ensayos de laboratorio utilizando cepas bacterianas ATCC a diferentes
concentraciones (1 %, 2 %, 4 %, 6 %, 8 %, 16 %, 80 %, 90 % y 100 %) por el método de
impregnacién en discos por triplicado para cada tratamiento y no observaron ningun halo de
inhibicion por lo que consideran que las cepas bacterianas ATCC, especificamente
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, muestran resistencia a los efectos de la sangre de
drago (crotén lechleri) (Tualombo & Castillo, 2023).

Finalmente, en esta investigacion se aprecié que hubo efectividad de la sangre de drago
en bacterias Gram positivas y negativas a pesar de la estructura de la pared celular, ya que se
observd halos de inhibicion mayor al de los antibiéticos evaluados, esta efectividad se le
atribuye a los compuestos quimicos de la sangre de drago que permiten inhibir las bacterias
causantes de mastitis bovina, por lo tanto se puede considerar como una opcion terapéutica

coadyuvante al tratamiento de mastitis bovina provocada por bacterias.
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8. Conclusiones

Una vez finalizada nuestra investigacion, se llegd a las siguientes conclusiones:

Se aislaron 32 cepas bacterianas en base a 27 animales evaluados y se obtuvo el 53,14
% en Gram positivos y el 46,88 % en Gram negativos.

La sangre de drago (Croton lechleri) fue efectiva en Gram positivos como Gram
negativos a una concentracion del 100 % por el método de agujero en agar y una
cantidad de 100 pl.

En los Gram positivos se observé una resistencia para la mayoria de los antibioticos a
excepcion de la cefuroxima que tuvo una sensibilidad en todos los aislados. En los Gram
negativos la resistencia fue para todos los antimicrobianos a excepcion de E. coli que
presento sensibilidad para cefuroxima y Morganella morganii que fue sensible para
estreptomicina y cefuroxima.

Se observé una mayor inhibicion de la sangre de drago a 100 pl y una concentracién al
100 %, mostrandose asi mejores resultados con la sangre de drago que los antibioticos

usados en esta investigacion.
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9. Recomendaciones

Hacer un analisis exhaustivo de la composicidn quimica de la sangre de drago con el fin
de identificar el componente responsable de su actividad antibacteriana.

Realizar un analisis para determinar la concentracion minima inhibitoria de la sangre de
drago, utilizando tanto cepas comerciales como cepas aisladas de ganaderias en un
rango mas amplio.

Llevar a cabo nuevos estudios que analicen la composicién de diversas plantas con el
potencial de ser combinadas con Croton lechleri para brindar opciones terapéuticas

alternativas que aborden de manera efectiva el desafio de la resistencia.
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11. Anexos.

Anexo 1. Resultados de la prueba California Mastitis Test

our e oo
Finca 22: (gle Finca Qg: de Finca Qg: de Finca QZ: de
cruce cruce cruce cruce

s) s) s) s)

1 2 21 0 41 2 61 0

2 2 22 0 42 2 62 0

3 2 23 0 43 3 63 0

4 2 24 0 44 2 64 0

5 2 Capul 25 0 45 1 65 0

6 3 i 26 0 46 2 66 0

7 1 27 0 a7 1 67 0

8 1 28 0 48 3 68 0

9 2 29 0 49 2 69 0

. 10 L 30 0 PaEr(I;u’s 50 2 PaErfI:u’s 70 0
Capuli 11 3 31 2 0 51 0 0 71 0
12 0 32 3 52 0 72 0

13 0 33 2 53 0 73 0

14 0 34 3 54 0 74 0

15 0 El 35 3 55 0 75 0

6 0 Pa;a's 36 2 56 0 %6 0

17 0 37 2 57 0 77 0

18 0 38 2 58 0 78 0

19 0 39 2 59 0 79 0

20 0 40 3 60 0 80 0
Total positivos 32

Total Negativos (0) 48
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Anexo 2. Crecimiento bacteriano en medios de cultivo

Individuos Bacteria aislada
1 Staphylococcus coagulasa negativa
2 Staphylococcus aureus
3 Staphylococcus aureus
4 Staphylococcus aureus
5 Streptococcus agalactiae
6 Streptococcus agalactiae
7 Escherichia coli
8 Escherichia coli
9 Klebsiella pneumoniae
10 Pseudomonas maltophilia
11 Shigella spp.
12 Pseudomonas maltophilia
13 Klebsiella pneumoniae
14 Pseudomonas maltophilia
15 Shigella spp.
16 Staphylococcus coagulasa negativa
17 Escherichia coli
18 Pseudomonas maltophilia
19 Staphylococcus aureus
20 Staphylococcus aureus y Staphylococcus coagulasa negativa
21 Staphylococcus aureus
22 Staphylococcus coagulasa negativa
23 Shigella spp. y Staphylococcus aureus
24 Escherichia coli y Streptococcus agalactiae
25 Shigella spp. y Staphylococcus aureus
26 Morganella morganii y Staphylococcus coagulasa negativa
27 Staphylococcus aureus
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Anexo 3. Efectividad de la sangre de drago de acuerdo al método

Método
Bacteria Agujero Disco p valor
Media de Media De

Gram positivas
Staphylococcus coagulasa negativa 23,91 391 18,21 3,72 <0,05
Staphylococcus aureus 23,14 3,64 17,77 3,25 <0,05
Streptococcus agalactiae 21,41 3,63 16,30 3,48 <0,05

Cepa Control

Staphylococcus aureus ATCC 24,17 340 17,33 240 <0,05

Gram negativas
Escherichia coli 21,75 3,40 16,03 256 <0,05
Klebsiella pneumoniae 22,50 291 17,47 286 <0,05
Pseudomonas maltophilia 20,38 3,15 1439 235 <0,05
Shigella spp. 21,72 3,97 1544 3,32 <0,05
Morganella morganii 23,94 3,37 18,33 2,22 <0,05

Nota: de: desviacion estandar; p < 0,001: estadisticamente significativo

Anexo 4. Efectividad de la sangre de drago en relacion a la cantidad de producto

Cantidad
Bacteria 50 ul 100 ul p valor
Media de Media De

Gampositivos

Staphylococcus coagulasa negativa 19,78 425 2234 492 <0,001

Staphylococcus aureus 19,62 3,72 2129 479 <0,001

Streptococcus agalactiae 17,56 3,91 20,15 446 <0,001

Cepa Control

Staphylococcus aureus ATCC 19,56 3,93 2194 486 <0,001
Gramnegativos

Escherichia coli 1746 3,44 20,32 433 <0,001

Klebsiella pneumoniae 18,83 368 21,14 3,66 <0,001

Pseudomonas maltophilia 16,32 3,71 1844 4,19 <0,001

Shigella spp. 17,60 4,07 19,57 531 <0,001

Morganella morganii 20,00 3,27 22,28 442 <0,001

de: desviacion estandar; p < 0,001: estadisticamente significativo
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Anexo 5. Antibiograma de bacterias Gram positivas

Resistencia Antimicrobiana para Staphylococcus aureus

o Valores de referencia Muestras
Antibidticos
S R 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Penicilina (10 units) >26 <26 OR OR OR 22R O0OR 40S 40S 40S 15R
Estreptomicina (10 ug) - - 23R 23R 23R 24R 18R 25R 20R 18R 10R
Cefuroxima (30 ug) >22 <22 OR OR OR 35S O0OR 30S 28S 30S 35S
Gentamicina (30 ug) >54 <54 25R 26R 26R 40R 29R 35R 30R 28R 35R
Amoxicilina (10 ug) >26 <26 OR OR OR 22R OR 34S 35S 36S 15R

Resistencia Antimicrobiana para Staphylococcus coagulasa negativa

Antibisticos Valores de referencia Muestras
S R 1 2 3 4 5
Penicilina (10 units) >26 <26 OR 10R 15R 40S 40S
Estreptomicina (10 ug) - - 2R O0R 19R 25R 21R
Cefuroxima (30 ug) >22 <22 OR 16R 30S 40S 28S
Gentamicina (30 ug) > 66 <66 26R 15R 30R 30R 32R
Amoxicilina (10 ug) >26 <26 OR OR 17R 40S 35S

Resistencia Antimicrobiana para Streptococcus agalactiae

Antibicticos Valores de referencia Muestras
S R 1 2 3
Penicilina (10 units) >19 <19 7R 13R OR
Estreptomicina (10 ug) - - 2R 19R 21R
Cefuroxima (30 ug) >19 <19 OR 285 20S
Gentamicina (30 ug) - - 28R 23R 17R
Amoxicilina (10 ug) >19 <19 8R 15R OR

Nota: El guion indica que no se recomienda el ensayo de sensibilidad ya que la especie es una mala
diana para el tratamiento con el antibiotico. Los aislamientos deben ser informados como resistentes
sin hacer el ensayo (EUCAST, 2023).

Anexo 6. Sensibilidad y resistencia de la cepa control (Staphylococcus aureus ATCC)

Cepa Control
100
80
60
40
20
F |
Penicilina = Estrepto Cefuroxi =~ Gentamic =~ Amoxicil
G (P) micina ma ina (CN) ina
(S) (CXM) (AML)
m Staphylococcus aureus ATCC % S 100 0 100 0 100
Staphylococcus aureus ATCC % R 0 100 0 100 0
m Staphylococcus aureus ATCC % S Staphylococcus aureus ATCC % R

46



Anexo 7. Antibiograma de bacterias Gram negativos

Resistencia Antimicrobiana para Escherichia coli

o Valores de referencia Muestras
Antibioticos
S R 1 2 3 4
Penicilina (10 units) - - OR OR OR OR
Estreptomicina (10 ug) >15 <11 8R 8R 18S 0OR
Cefuroxima (30 ug) >18 <14 22S 13R 20S 18S
Gentamicina (30 ug) >45 <36 21R 15R 20R 9R
Amoxicilina (10 ug) > 14 <13 OR OR OR OR
Resistencia Antimicrobiana para Shigella spp
Antibisticos Valores de referencia Muestras
S R 1 2 3 4
Penicilina (10 units) - - 0R 0OR 0R OR
Estreptomicina (10 ug) >15 <11 10R 21S 0OR OR
Cefuroxima (30 ug) >18 <14 25S 14 R 0OR 0OR
Gentamicina (30 ug) >45 <36 13R 19R 15R 15R
Amoxicilina (10 ug) >14 <13 0R 0OR 0R 0OR
Resistencia Antimicrobiana para Pseudomonas maltophilia
Valores de referencia Muestras
Antibioticos
S R 1 2 3 4
Penicilina (10 units) - - OR OR OR OR
Estreptomicina (10 ug) >15 <11 15S 0OR 10R 18 S
Cefuroxima (30 ug) >18 <14 9R 14 R 14R 325S
Gentamicina (30 ug) >45 <36 28R 16 R 23R 25R
Amoxicilina (10 ug) > 14 <13 OR 0OR 0OR OR
Resistencia Antimicrobiana para Klebsiella pneumoniae
Antibisticos Valores de referencia Muestras
S R 1 2
Penicilina (10 units) - - 0R 1R
Estreptomicina (10 ug) >15 <11 0OR 1R
Cefuroxima (30 ug) >18 <14 0R 1R
Gentamicina (30 ug) >45 <36 0OR 20R
Amoxicilina (10 ug) > 14 <13 0OR 1R
Resistencia Antimicrobiana para Mmorganella morganii
Valores de referencia Muestras
Antibioticos
S R 1
Penicilina (10 units) - - OR
Estreptomicina (10 ug) >15 <11 185
Cefuroxima (30 ug) >18 <14 26 S
Gentamicina (30 ug) >45 <36 16 R
Amoxicilina (10 ug) >14 <13 0R

Nota: Valores de referencia (CLSI, 2023)



Anexo 8. Fotografias del desarrollo de la investigacion

B




romel FEEE  sarsae
Rapl/D™ ONE Panel & wamns
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Descripcion:
A: Prueba de campo CMT
B: Transporte de muestras de campo a laboratorio

C: Crecimiento bacteriano
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D: Prueba de oxidasa

E: Prueba de catalasa

F: Prueba de coagulasa

G: Test Streptex rapid Latex Agglutination
H: Test RapiD One System

I: Antibiograma sangre de drago

J: Antibiograma antibioticos

Anexo 9. Certificado de traduccion
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WISDOM

Ensglish Center

CERTIFICADO DE TRADUCCION

Loja 23 de noviembre de 2023
Lic.

Nancy Correa Martinez.
CC.EE. Idioma Inglés.

CERTIFICA:

Haber traducido del Idioma Espanol al Idioma Inglés, EL RESUMEN DEL TRABAJO DE
TITULACION: Aislamiento e identificacion de bacterias causantes de mastitis bovina y
evaluacién de la actividad antimicrobiana de sangre de drago como opcion terapéutica.
Elaborado por: La Médica Veterinaria Zootecnista. Jhuliana Gabriela Arciniega Cuenca, con
cédula de identidad

No. 1106091653
La técnica de traduccidn utilizada fue: Traduccion Literal.

Lo certifico.

Atentamente W

= //‘

C.1. 1101706602
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