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RESUMEN

El presente trabajo investigativo titulado: "DETERMINACION DEL PODER
ANTIBIOTICO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL PROPOLEO
SOBRE Staphylococcus aureus y Escherichia coli PRESENTES EN
METRITIS PUERPERAL BOVINA", fue realizado en la ciudad de Cuenca,
provincia del Azuay, Republica del Ecuador, cuya investigacion se llevo a
ejecucion en el periodo comprendido entre Noviembre del 2012 y Abril del
2013. Este trabajo estuvo encaminado a evaluar la actividad antibiética in vitro
del Extracto Etandlicos del Propdleo (EEP) como alternativa natural para
combatir a Staphylococcus aureus y Escherichia coli. (bacterias aisladas en el
laboratorio bajo cultivo en agar sangre de oveja) presentes en la metritis
clinica de vacas lecheras de la Victoria del Portete; esta accién se comparé
con el grado de sensibilidad ocasionados por dos antibiéticos comerciales que
ofrecieron mayor accién antimicrobiana en placa agar como es la Amoxicilina 'y
Acido Clavulanico; Para esto se elaboraron los Extractos Etandlicos de
Propdleo al 10% y 30%; los propodleos fueron recolectados de apiarios de la
zona y procesados en el laboratorio clinico de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad de Cuenca; para el antibiograma se utilizd
una concentracion de bacterias ajustada a la escala de Mc. Farland 0.5 y
empleando el agar Muller Hinton; para el efecto se usaron sensidiscos de
Amoxicilina y Acido Clavulanico, sensidiscos de EEP al 10% y 30%, y como
control el alcohol etilico de 96°. Las medidas de los halos inhibitorios
generados en los tratamientos con propdleos son menores que los generados
en los tratamientos con Amoxicilina y Acido Clavulanico, para Staphylococcus
aureus; No dan halo de inhibicion en Escherichia coli, en tanto que los discos
de sensibilidad del alcohol etilico de 96° no dan halo de inhibicién. Las
medidas de los halos inhibitorios del propdéleos son mas estables que el

antibidtico. Tienen menor dispersién que la Amoxicilina y Acido Clavulanico.



SUMARY

This research work entitle "DETERMINATION OF THE ANTIBIOTIC IN VITRO
PROPOLIS ETHANOLIC EXTRACT ON Staphylococcus aureus and
Escherichia coli THIS IN BOVINE PUERPERAL METRITIS", was held in the
city of Cuenca, Azuay Province, Republic of Ecuador, whose research
execution was in the period between November 2012 and April 2013. This
study was aimed to evaluate the in vitro antimicrobial activity of ethanol
extracts of Propolis (EEP) as a natural alternative to combat Staphylococcus
aureus and Escherichia coli (bacteria isolated in the laboratory under
cultivation in sheep blood agar) present in the clinical metritis of dairy cows in
the Victoria’s Portete. This action was compared with the sensitivity caused by
an antibiotic that offered greater commercial antimicrobial agar plate than
Amoxicillin and Clavulanic Acid. They were produced for this ethanolic extracts
of Propolis to 10% and 30% Propolis were collected from apiaries in the area
and processed in the University of Cuenca. Was used for susceptibility testing
of bacteria concentration adjusted to 0.5 McFarland scale and employing
Muller Hinton agar. 3 sensitivity discs were used for measuring the effect of
Amoxicillin and Clavulanic Acid, EEP sensitivity discs of 10% and 30%, and as
a control, ethyl alcohol 96° measures of inhibitory halos generated Propolis
treatments whit Amoxicillin and Clavulanic Acid, on Staphylococcus aureus
and give no zone of inhibition on Escherichia coli, whereas sensitivity discs
ethyl alcohol of 96°give no zone of inhibition. The inhibitory action of the halos
of the two concentrates are similar Propolis have lower dispersion than the
antibiotic employed. This means that the concentrates of Propolis give stable

results.
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INTRODUCCION

La metritis clinica bovina es una inflamacion e infeccion del Gtero y es una de las
principales causas de infertilidad en vacas, tiene una incidencia del 5 al 35 %
(Alvarado Cerezo, 2008). Por ende hay descarte precoz de animales en
produccion, repercutiendo de manera negativa en la economia del empresario-
ganadero; desde hace muchos afios empresas farmacéuticas han venido
desarrollando diferentes tratamientos, tanto antibioticos, como hormonales o la
combinacion de ambos para tratar esta patologia, al igual se han desarrollado
muchas investigaciones a nivel de varias Universidades , y laboratorios, alrededor
del mundo, con la finalidad de tratar la metritis clinica de una forma adecuada

logrando una recuperacion satisfactoria del paciente.

Sin embargo hay una pérdida en la produccion de leche por los residuos de
antibiéticos y los dias de descarte que exigen las plantas comercializadoras por

implicaciones con la salud publica.

De tal manera en esta investigacion se determind el efecto in vitro del
EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEO (EEP) sobre Staphylococcus aureus y
Escherichia coli dos de los principales agentes causales de la metritis puerperal
bovina, y por lo tanto aportar al tratamiento de esta enfermedad como un enfoque

de terapia alternativa.

Para el presente trabajo de investigacibn se plantearon los siguientes

objetivos:
Objetivo General:
Evaluar la actividad antibiotica del EEP (Extracto Etandlico del Propdleo)

frente a Staphylococcus aureus y Escherichia Coli in vitro presente en

metritis clinica bovina.



Objetivos Especificos:

Realizar un cultivo y antibiograma en placa Agar de Staphylococcus aureus y
Escherichia coli presentes en la metritis clinica de vacas lecheras en la
Victoria del Portete, para medir el grado de sensibilidad a antibidticos
comerciales como: Amoxicilina y Acido Clavulanico, Cefalexina, Sulfa
trimetoprim, Gentamicina, Lincomicina, Tetraciclina, Cloxacilina, Enrofloxacina

y Neomicina.

Elaborar el EEP (Extractos Etandlicos de Propoleo) al 10% y 30%, en el
laboratorio clinico de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad

de Cuenca.

Medir la actividad antibiética in vitro del EEP al 10% y 30% frente a
Staphylococcus aureus Yy Escherichia coli presentes en metritis bovina, y
comparar sus halos de inhibicion contra 2 antibiéticos comerciales que

ofrezcan mayor sensibilidad microbiana en placa agar.



| REVISION DE LITERATURA

1.1. PUERPERIO.

Por puerperio se entiende al periodo que transcurre desde el parto hasta que
los 6rganos genitales, y el estado general de la hembra vuelven al ordinario
anterior a la gestacion. Constituye un importante periodo en la vida
reproductiva de las hembras, porque influye enormemente sobre la fertilidad

subsecuente de estas (Brito Capallejas , 1999) (Alvarado Cerezo, 2008).

Mientras la vaca amamanta a su cria, la hembra recién parida hace una serie
de reajustes fisioldgicos y anatdmicos en el Utero y ovarios para restablecer su
capacidad reproductiva, la recuperacion y funciones normales del utero

después del parto depende de varios factores como son:

a.Las contracciones miometriales.
b. Eliminacién de infecciones bacterianas

c. Regeneracioén del endometrio (Hafez, 1996) (Alvarado Cerezo, 2008).

Antes de iniciar con el tema de la metritis es necesario hacer un analisis sobre
el puerperio o periodo de espera voluntario de la vaca después del parto y
antes de su primer servicio, que es muy necesario para que anatémica e
histol6gicamente se recupere el Utero para una nueva gestacion, el puerperio
de la vaca es un proceso de caracter séptico en el que estan presentes
muchos agentes infecciosos, el Utero esta sujeto a sufrir infecciones, pero
estas infecciones tienden a ser auto limitantes debido a factores como la
inmunidad de la madre y el grado de virulencia de los patdogenos, ademas
otros factores como retencion placentaria, infecciones secundarias, partos

distocicos, enfermedades metabdlicas, etc. (Alvarado Cerezo, 2008).



1.1.1. METRITIS.

La metritis aguda es una de las principales enfermedades posparto que se
presenta en granjas lecheras. La inflamacion de las paredes del Gtero causada
por infecciones bacterianas que usualmente ocurre durante las primeras 2
semanas después del parto. La infeccion esta generalmente asociada con
bacterias coliformes. En EEUU revelan que al menos un 25% de las vacas
frescas (recién paridas) sufren metritis clinica pero el porcentaje aumenta al
80% cuando las vacas sufren de retencién placentaria, también las vacas que
sufrieron problemas al parto y/o requirieron asistencia son mas propensas a
sufrir de metritis (Pefia, 2009).

(Blanc., 2008). Dice que la ocurrencia de la retencion placentaria, la metritis y
la endometritis, en vacas lecheras depende de la funcion inmunitaria en el
periodo de transicion, la retencion placentaria afecta entre un 5 al 10 % de las
vacas y aumenta grandemente las posibilidades de endometritis y metritis tal
cual lo habia indicado (Pefia, 2009).

Siempre es importante en una explotacion lechera realizar los chequeos
postpartos oportunos para detectar el normal funcionamiento del Gtero y dar
los tratamientos adecuados y a tiempo para poder controlar la prevalencia de
endometritis durante el periodo postparto, es importante realizar los primeros
chequeos postparto a partir de los 15 dias después del mismo y hasta los 60
dias, para dar un tratamiento oportuno, ya que si presentan metritis después
de los 60 dias postparto el periodo de espera voluntaria se va a extender y
vamos a tener un numero mayor de dias abiertos con sus consecuentes

perjuicios econdémicos (Kolke, 2009).

Las infecciones puerperales son la causa de las mayores peérdidas

econdmicas en la explotacion de la ganaderia de leche.

Estas fueron divididas en:



a. Pérdidas a corto término.- estadn asociadas a enfermedades
sistémicas y se producen a principios del puerperio, cuando son
frecuentes los cuadros de Hipertermia y anorexia que causan
perdidas de peso y disminucién de la produccion lactea y algunas
vacas pueden desarrollar un cuadro séptico agudo, la metritis
puerperal séptica, que constituye una seria amenaza para la vida del

animal.

b. Perdidas a largo término.-estan representadas por la disminucion de
la eficiencia reproductiva e incremento del desecho de animales por
trastornos reproductivos, lo que se traduce en reduccién de la
produccion de leche y de terneros, mayores costos de inseminacion
reduccion del progreso genético al causar desecho de animales
valiosos y disminucion de las posibilidades de desecho voluntario
(Brito Capallejas et al, 2001).

Se dice que la metritis pertinente es aquella que en el chequeo ginecoldgico
encontramos material purulento en el espéculo, y esta metritis, nos puede dar

una disminucién de la prefiez de hasta un 60% (Kolke, 2009).

1.1.2. FASES DEL PERIODO PUERPERAL.

Al puerperio se lo puede dividir en 3 fases: precoz, intermedia y post
ovulatoria, esta clasificacion tiene la ventaja, de considerar los aspectos
clinicos, sin olvidar el estado endocrino, factor de gran importancia por influir
no solo en el pronédstico, sino también en las indicaciones terapéuticas y la

respuesta a los medicamentos que se empleen.



1.1.2.1. Fase Precoz.

Se extiende desde el parto hasta cuando la hipofisis es sensible al factor de
liberacion gonadotropico (GnRH), dura de 8 a 14 dias en las vacas lecheras y

durante ella los niveles de estrégeno y de progesterona son muy bajos.

1.1.2.2. Fase Intermedia.

Comienza cuando la hipdfisis es sensible a la (GnRH), termina con la primera
ovulacion, tiene una duracion muy variable, se da entre la 3ra y 4ta semana
llegando en ocasiones hasta la 9na semana o mas esto va a depender
basicamente de su estado nutricional, las infecciones puerperales, la

naturaleza de la flora bacteriana uterina y el estatus endocrino.

1.1.2.3. Fase Post-ovulatoria.

Sucede a la ovulacion y se extiende hasta que la involucion uterina termina
(Brito Capallejas et al, 2001).

1.1.3. INVOLUCION UTERINA.

Garantiza la involucion de este 6rgano a su nivel inicial, ademas los cambios
propicios para una nueva gestacion, las contracciones del Gtero tienen todavia
durante las 14 horas después del parto la misma duracion y frecuencia que
durante la expulsién de la placenta (8 -10 contracciones cada 30 minutos).

Después del parto el peso aproximado del utero es de 10 Kg. Y debera
regresar una vez transcurrida la involucion a su peso original (antes de la

gestaciéon) de 1 Kg (Hincapié et al., 2005).



1.2. ETIOLOGIA DE LAS INFECCIONES UTERINAS.

La etiologia es multifactorial. Se ha considerado que la enfermedad se
desencadena por la combinacion de factores como: La insuficiencia de la
involucién uterina normal después del parto, a menudo, sin retencion de
membranas fetales e infeccion del Utero. Es frecuente la flora bacteriana
mixta, que incluye microorganismos como Escherichia coli, Actinomyces
(Corynebacterium) pyogenes, especies de Staphylococcus y de
Streptococcus, Pseudomonas eruginosa, especies de Proteus, y en ocasiones
especies de Clostridium (Blood & Radostits, 1992) (Alvarado Cerezo, 2008).

También existen varias enfermedades especificas asociadas con la metritis o
la endometritis. Estas comprenden la brucelosis, la campilobacteriosis, y la
tricomoniasis. En la mayoria de ocasiones la endometritis es el resultado de
infecciones inespecificas (Aiello, 2000) (Duran Ramirez, 2006).

Los factores predisponentes para causar la metritis son varios y entre ellos

tenemos:

a. Vacas primiparas.

=3

La estacion del afio para paises de 4 estaciones, para nosotros
(Ecuador invierno y verano) presencia de partos gemelares.

La retencion placentaria.

La edad de la vaca.

La condicion corporal.

-~ o o o

Si hay o no presencia de fiebre de leche y por lo tanto se recomienda
monitorear la temperatura por via rectal de la vaca y por varios dias

después del parto (Benzaquen ME, 2007).



1.2.1. DIAGNOSTICO DE LAS INFECCIONES UTERINAS.

Para identificar con precision la metritis postparto se debe hacer una buena
anamnesis como si se presentd un parto distécico o eutdcico, grado de
manipulacion efectuado en el mismo, si se presentd retencion placentaria,
sistema de manejo y alimentacidon, condiciones estresantes, alteraciones
clinicas de importancia diagnostica, unida a las caracteristicas de los loquios y
el volumen del utero en relacibn con el tiempo transcurrido del periodo

puerperal (Hincapié S et al., 2008).

1.2.1.1. Los loquios.

Se llaman loquios al liquido que se acumula en el Utero normalmente después
del parto esta compuesto por células de descamacion del Gtero, secreciones
de las glandulas de la mucosa uterina, glébulos rojos, leucocitos, y bacterias.
El volumen normal de este contenido es de 1,5 litros al segundo dia postparto;
en 2 semanas se reduce a 400ml. Para desaparecer completamente a las 3

semanas (Galina & Valencia, 2009).

El Diagnostico también se lo puede hacer por palpacion rectal, el examen del
Gtero tiene importancia capital en ginecologia se ejecuta con mucho éxito y
facilmente, la exploracién se puede extender a los oviductos, a los ovarios y
los ligamentos (Vatti, 1969); (Cruz Barrazueta, 2009).

El desarrollo de la enfermedad uterina de la vaca después del postparto y con
su consecuente metritis depende basicamente la inmunidad de la vaca, asi
como las especies y el numero de bacterias (carga o desafio) Una gran
cantidad de bacterias Gram positivas y gran negativas asi como aerobios y
anaerobios pueden ser aisladas de un utero postparto temprano. La etiologia
de la metritis es multifactorial y, generalmente la flora bacteriana involucrada
es mixta siendo frecuente el aislamiento de Staphylococcus aureus,
Actinomyces pyogenes, Escherichia coli y diversas especies de

Streptococcus. El uso de antimicrobianos de amplio espectro es habitual en el
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tratamiento de estas infecciones, lo que ha permitido la apariciébn de cepas
resistentes (Cayul, 2003); (Cruz Barrazueta, 2009).

Las infecciones uterinas son comunes en la vaca y la yegua como una secuela

de retencion de membranas fetales y distocia.

La Endometritis.- es la inflamacién del endometrio.

La Metritis.- es la inflamacién de todo el espesor del Utero.

La Pibmetra es la acumulacion de exudado purulento dentro de este 6rgano.

La mayor parte de las infecciones uterinas conocidas afectan a las vacas
lecheras, y son diversas las bacterias que intervienen (Hafez & Hafez, 2002);
(Alvarado Cerezo, 2008).

1.2.1.2. Bacterias.

Son organismos unicelulares microscopicos de tamafio proximo a 1 micra, de
forma variable, integrados por: membrana, citoplasma, sustancia nuclear y en
algunos casos capsula y flagelos. La reproduccion es por fision binaria y
ciertas especies poseen la capacidad de desarrollar formas de resistencia

llamadas esporos.

Para que una determinada especie bacteriana origine una enfermedad
infecciosa se requieren varias condiciones, numero suficiente de individuos,
capacidad invasiva (ingreso y multiplicacion dentro del animal atacado) y
capacidad patégena (alteracion del organismo huésped) (Villena Fernandez,
2008).

Existen dos bacterias de las muchas que estan presentes en la metritis, y que

ademadas son causa de la misma, revisamos a continuacion.



1.2.1.2.1. Staphylococcus aureus.

Los estafilococos son células esféricas u ovoides, agrupadas generalmente en
racimos, aunque en los medios liquidos se ven con frecuencia parejas y

cadenas cortas.

FIGURA 1. Bacteria Staphylococcus aureus. Escapando de la
destruccion por Leucocitos humanos (Wikipedia, 2012).

FIGURA 2. Staphylococcus aureus., micrografia electrénica de
barrido, color artificial (Wikipedia, 2012).
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CUADRO 1. Clasificacion cientifica del Staphylococcus aureus.

Reino:

Filo:

Clase:

Orden:

Familia:

Género:

Especie:

Nombre binomial

Bacteria

Firmicutes

Bacilli

Bacillales

Staphylococcaceae

Staphylococcus

S. aureus

Staphylococcus aureus

Rosenbach 1884

Elaborado por: (Wikipedia, 2012).

No forman esporos, son inméviles, no producen capsulas y son Gram
positivos. Elaboran pigmentos insolubles en el agua, de color blanco, amarillo
0 naranja, Son anaerobios y facultativos, licuan la gelatina y fermentan ciertos

carbohidratos produciendo acido. Estos gérmenes se hallan en los procesos

supurados del hombre y los animales.
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Los micrococos fueron demostrados por Ogston, en 1881, en el pus y, en
1883, el mismo autor los dividi6 en dos grupos: Staphylococcus vy
Streptococcus (Merchant & Packer, 1970); (Wikipedia, 2012).

Puede producir una amplia gama de enfermedades, que van desde
infecciones cutaneas y de las mucosas relativamente benignas, tales como
foliculitis, forunculosis o conjuntivitis, hasta enfermedades de riesgo vital,
como celulitis, abscesos profundos, osteomielitis, meningitis, sepsis,
endocarditis o0 neumonia. Ademés, también puede afectar al aparato
gastrointestinal, ya sea por presencia fisica de Staphylococcus aureus o por la

ingesta de la entero toxina estafilococica secretada por la bacteria.

Las cepas habituales de Staphylococcus aureus son resistentes a la penicilina,
dejando como los antibiéticos mas eficaces para combatirlos a los amino
glucésidos, las Cefalosporinas, la Oxacilina o la Nafcilina. Ademas de la
administracion del tratamiento antimicrobiano correspondiente, puede ser
conveniente, en funcion del caso, la eliminacion de puertas de entradas como

catéteres venosos permanentes o drenajes quirargicos (Wikipedia, 2012).

1.2.1.2.2. Escherichia coli.

El coli es un bacilo grueso (1,5 por 4 micras) gramnegativo. La mayoria de las
cepas son maviles por poseer los flagelos peritricos tipicos de las entero
bacteriaceas.

Hay también cepas inmoviles. Algunas forman una capsula de polisacarido. La
estructura celular de muchas se caracteriza por la posesion de fimbrias y de
pelos sexuales, asi como de plasmidos en el citoplasma, los cuales son
responsables de muchas actividades bioldgicas (adhesion, fermentacion de
azucares, produccion de colicina, hemolisina, y entero toxina y resistencia a

los antibioticos, metales pesados y luz ultravioleta) (Nicolet, 1986).
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FIGURA 3. Micrografia electrénica, de baja temperatura, de
un cumulo de bacterias E. coli ampliado 10.000 veces. Cada
cilindro redondeado es un individuo (Wikipedia, 2012).
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CUADRO 2. Clasificacién cientifica de la Escherichia coli.

Reino: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia

Especie: E. coli ((E. freundi))

Nombre binomial: Escherichia coli

Elaborado por: (Wikipedia, 2012).

La Escherichia coli, en su habitat natural, vive en los intestinos de la mayor parte
de los mamiferos sanos. Es el principal organismo anaerobio facultativo del
sistema digestivo. En individuos sanos, es decir si la bacteria no adquiere
elementos genéticos que codifican factores virulentos, la bacteria acta como un
comensal formando parte de la flora intestinal y ayudando asi a la absorciéon de
nutrientes. En humanos, la Escherichia coli coloniza el tracto gastrointestinal de un
neonato adhiriendose a las mucosidades del intestino grueso en el plazo de

48 horas después de la primera comida.
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La Escherichia coli puede causar infecciones intestinales y extra intestinales
generalmente graves, tales como infecciones del aparato excretor, cistitis,

meningitis, peritonitis, mastitis, septicemia y neumonia Gram-negativa.

La Escherichia coli esta dividida por sus propiedades virulentas, pudiendo
causar diarrea en humanos y otros animales. Otras cepas causan diarreas
hemorragicas por virtud de su agresividad, patogenicidad y toxicidad. En
muchos paises ya hubo casos de muerte con esta bacteria. Especialmente
les da a nifios entre 1 y 8 afios. Causado generalmente por la contaminacion
de alimentos, y posterior mala coccién de los mismos, es decir, a temperaturas

internas y externas menores de 70 °C.

El uso de antibidticos es poco eficaz y casi no se prescribe. Para la diarrea se
sugiere el consumo de abundante liquido y evitar la deshidratacién. Cuando
una persona presenta diarrea no debe ir a trabajar o asistir a lugares publicos
para evitar el contagio masivo. Sin embargo en algunas patologias como la
pielonefritis hay que considerar el uso de alguna cefalosporina endovenosa
(Wikipedia, 2012).

1.2.2. CULTIVOS Y ANTIBIOGRAMAS.

En microbiologia, un cultivo es un método para la multiplicacion de
microorganismos, tales como bacterias, hongos y parasitos, en el que se
prepara un medio éptimo para favorecer el proceso deseado, para el estudio
de las bacterias y otros microorganismos que causan enfermedades en

medicina humana y veterinaria (Wikipedia, 2013).

El antibiograma se lo realiza en un laboratorio y es la prueba microbiolégica
gue se realiza para determinar la susceptibilidad (sensibilidad o resistencia) de
una bacteria a un grupo de antibiéticos, es considerado como antimicrobiano

cualquier sustancia con capacidad de matar o al menos inhibir el crecimiento
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de los microorganismos y que sea susceptible de utilizacibn como tratamiento
en los pacientes. Pueden ser naturales, sintéticos o semisinteticos. La historia
moderna de los antibiéticos comienza con el descubrimiento de sustancias
presentes en unos microorganismos capaces de matar a otros. La utilizacion
de antibidticos supuso un avance enorme en la esperanza de vida de las
personas que padecian procesos infecciosos, pero desgraciadamente también

supuso un aumento en los niveles de resistencia antibiética (Wikipedia, 2013).

1.2.3. TRATAMIENTO DE LAS INFECCIONES UTERINAS.

(Russe, 1987). En su texto del parto en el establo y en el campo dice que
siempre es necesario después del parto mantener a la vaca en un lugar limpio
y sin estrés como medida profilactica para evitar complicaciones posteriores y

tratamientos innecesarios.

Ademas la exploracion vaginal y el tratamiento de la endometritis, cuando es
necesario, son una parte importante de la rutina del control de fertilidad del
rebafio, sobre todo en el ganado lechero. La prevencion depende de evitar la
distocia, corregir la nutricién de la madre, especialmente en el periodo cercano
al parto, controlar las enfermedades metabdlicas y mantener una higiene

adecuada en el parto (Blowey & Weaver, 2006).

Una vaca postparto normal resuelve esta infeccion uterina con la involucion
rapida del Gtero y el cierre del cuello uterino; el tratamiento de la endometritis y
metritis en bovinos debe orientarse hacia la mejora de la fertilidad.- El
antibiotico debe ser activo contra los principales patdgenos uterinos y debe
mantener su actividad en el entorno del utero, no debe inhibir las normales
defensas del utero y no debe ser irritante, también se pueden usar hormonas
pero es muy importante tener el conocimiento necesario (Department of
Surgery and Obstetrics, 2008 ).

Pocas enfermedades tienen diversos tratamientos que las infecciones

uterinas, la terapia ideal debe:
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Eliminar las bacterias del Utero, no inhibir el mecanismo de defensa uterino,
no causar adulteraciones de la leche o de la carne, destinada al consumo

humano.

Se debe tomar en cuenta que la recuperacion clinica sin recuperacion de la
fertilidad es de escaso valor. Actualmente la mayoria de tratamientos fallan en
cumplir uno o mas de estos aspectos. La terapia antimicrobial intrauterina,

como se usa hasta ahora, falla en la mayoria de ellos.

Hoy dia se buscan alternativas de tratamientos que cumplan los citados
requisitos, en especial la no contaminacién de la leche, debido al peligro que
representan los residuos de antibioticos en los tejidos, los que afectan la carne
y la leche, y la gran pérdida econdmica que representa el tener que desechar
para el consumo humano la leche proveniente de vacas que en esos
momentos se encuentran precisamente en un periodo de alta produccion
(Brito Capallejas et al, 2001).
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1.3. EL PROPOLEO.

1.3.1. DEFINICION Y ORIGEN DEL PROPOLEO.

El término de Propdleo o Propolis proviene del griego PRO: "Delante de" y
POLIS: "Ciudad", lo que significa "delante de la ciudad" (Vazquez, 2011);
(Sammataro & Avitabile, 2005).

El Propdleo es una sustancia resinosa producida por las abejas meliferas, que
lo utilizan como una defensa para combatir a los intrusos en la colmena. Este
producto tiene propiedades terapéuticas relevantes que han venido siendo
utilizadas desde tiempos ancestrales. Hoy en dia el propdleo esta creciendo
en importancia como producto terapéutico solo o incluido en algunas

medicinas, productos homeopéticos y cosméticos

El Propdleo esta siendo producido a lo largo y ancho del mundo por las abejas
meliferas, estas usan la flora que se encuentra alrededor de sus colmenas
para elaborar este producto, sin embargo la composicion quimica podria variar
de acuerdo a la flora (Miguel MG, 2011); (Fernandez Jr et al, 1995); (Chaillou
et al, 2004); (Mendizabal, 2005); (Sanchez R., 2003); (Espinoza R., 1997).

La participacion de la abeja hace que su composicibn experimente
modificaciones respecto las resinas vegetales, pudiendo considerarse
producto de origen mixto, vegetal y animal. La abeja, al secretar beta-
glucosidasa durante la recoleccion y procesamiento del propdleo, hidroliza los
heterosidos de flavonoides a gliconas, mejorando la accién farmacolédgica del
producto y asi produce cambios fisico quimicos del mismo (Vazquez, 2010).

Las investigaciones recientes tanto en el campo de la quimica y la
farmacologia del propoleo han permitido su empleo mas amplio y eficaz en el
mejoramiento de la salud humana, debido a su actividad biol6gica suigeneris y
su capacidad de ser un producto natural capaz de comportarse como un

producto vivo con posibilidades de establecer mdultiples combinaciones
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sinérgicas, gracias a su riqueza de principios activos que en muchos casos

superan los 150 constituyentes (Alvarez M., 2012).

El Propdleo ocupa un lugar destacado dentro de la Apiterapia, capaz por si
solo de reunir a especialistas de tantos paises en los diferentes congresos
mundiales celebrados en honor al propoleo. Hasta ahora los principales usos
que se le ha dado al propdleo se vinculan a la capacidad antimicrobiana,
cicatrizante y antiinflamatoria. Pero las propiedades que le reservan un
espacio de trascendencia insospechada son la antioxidante, Inmuno

estimulante y la citotoxica.

En los dltimos afios se ha reactivado el interés sobre el propdleo, debido al

significado que han alcanzado los antioxidantes en la medicina preventiva.

La potente capacidad antioxidante le permitira al propdleo ganar espacio en la
prevencion de enfermedades de gran incidencia en la sociedad moderna como
es la aterosclerosis, en particular el infarto del miocardio, principal causa de
mortandad. Importantes estudios epidemiolégicos realizados en Europa y
Japon muestran que las poblaciones con mayores consumos de flavonoides,
principales componentes del propoleo, tienen menor mortandad por

enfermedad coronaria. (Hertog y col, 1995) (Arguello et al, 2008).

1.3.2. CARACTERISTICAS FISICAS DEL PROPOLEO.

El propéleo varia sus caracteristicas fisicas dependiendo del area y del tipo de

vegetacion que este circundando el apiario.

Su consistencia es suave entre los 20 a 45 grados centigrados, flexibles y
adhesivos, pero al enfriarse se endurece y se hace quebradizo alrededor de
los 15 grados. Cuando esto ocurre a temperaturas de congelacion, no

recupera sus anteriores caracteristicas. A mas de 45 grados cada vez son
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mas pegajosos se vuelven liquidos alrededor de los 60 grados, aunque hay
casos que no son liquidos hasta los 100 grados centigrados.

El disolvente mas usado para su extraccion comercial es el alcohol etilico,
usandose también el éter, el glicol y el agua. La mayoria de sus componentes
antibacterianos son solubles en agua y alcohol. (Polanio, C. s/f); (Luna
Limaico, 2011).

1.3.3. COMPOSICION QUIMICA DEL PROPOLEO.

Su composicion es compleja, se han identificado aproximadamente 200

compuestos diferentes.

Resinas y Balsamos...........ooviiiiiiii 50-55%
(O - TP TP 25-35%
ACEITESVOIALIES. ...ttt e e e e e e e s 10%
0] 1= o PRSP 5%
Sustancias 0rganicas y MINEralesS. .........oocuveiieiiiiiiiiiee e 5%

(Necato Vinueza, 2005); (Pérez Pifieiro, 2007).

Sin embargo en el ultimo congreso mundial de apicultura y apiterapia
Apimondia 2011 celebrado en Buenos Aires Argentina, varios articulos
cientificos concernientes al Propdleo y a su actividad, han demostrado que a
pesar de la variabilidad de flora a nivel mundial, el Propdleo generalmente
tiene resultados parecidos en cuanto a su uso terapéutico (Galarza., 2011 );
(Aguiar, 2011).

Tal es asi que en Uruguay la doctora Quimica Alejandra Rodriguez y su
equipo de trabajo se han dedicado a estandarizar el Propdéleo uruguayo, en
este estudio fue posible clasificar las muestras de acuerdo a su origen

geografico, conociendo la variacion entre las muestras y su comparacion con
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los perfiles quimicos de propdleos de otras regiones se puede perfilar una
huella quimica de los propéleos uruguayos con certificado de origen (Galarza.,
2011); (Rodriguez, 2011).

APITER Ltda. Es una empresa Uruguaya que desde 1975 ha mostrado un
fuerte compromiso con la investigacion, el desarrollo tecnolégico y la
produccion de farmacos apiterapicos, que lo ubican como lider de este sector

de la industria farmacéutica a nivel regional e internacional.

Como resultado de estas investigaciones, en 1980 APITER Ltda. Lanzo al
mercado farmacéutico uruguayo su primera linea de medicamentos

producidos en base a una materia prima de origen natural: Propoéleos.

Por otra parte la importancia del propéleo como principio terapéutico
antimicrobiano estd avalada por numerosos estudios cientificos,
experimentales y clinicos, realizados en los EEUU, Francia, Checoslovaquia,

Rumania, Cuba, Japon y Uruguay, entre otros Paises.

1.3.4. MECANISMO DE ACCION ANTIMICROBIANA DEL PROPOLEDO.

La compleja composicion le confiere al propoleo capacidad antibacteriana,
antimicotico y antiviral (Arguello et al, 2008).

Algunos estudios han reportado que ciertos flavonoides presentan actividad
bioldgica contra microorganismos orales y mencionaron que el propdleo inhibe in
vitro la actividad de la formacion del glucano y la glucosiltransferasa demostrando
la actividad antibacteriana contra el Staphylococcus mutans. Y Sobrinus.
(Tovalino F et al, 2010).
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CUADRO 3. Propiedades y compuestos quimicos del Propoleo.

PROPIEDAD COMPUESTO QUIMICO

Antimicotico Pinocembrina, acido acético vy
caféico

Antibacterial Pinocembrina, Kaemferol y acido
caféico

Antiséptico Acido Benzéico

Antiviral Acido caféico, luteolina y quercetina

Antimutagénica

Acido ferulico, acido cinamilo y acido

coumarico

Citotoxicidad e inhibicién de

tumores

Acido fenetil

guercetinay crisina

Caféico, ester,

Anestésico local

Pinocembrina

Antihemorragico

Flavonoides

Curacion de heridas

Acidos Fenolicos y flavonoides

Efecto aglutinante

Acido Ferulico

Estimula la mitosis y

aumenta la biosintesis de las

Arginina

proteinas

Curacion de Glceras Luteolina, apigenina, pinocembrina y
gastroduodenales galangina

Histaminopectica Quercetina

Antioxidante

Flavonoides, acido caféico y fenetil

ester

Antiinflamatorio

Flavonoides y acido caféico

Espasmolitico

Quercetina y Kaempferide

Promueve el desarrollo de

coladgeno y elastina

Acido ferulico

Elaborado por: (Vazquez, 2010).
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Gri Mirzoeva y Shanin RN (1997) informan que el acido cindmico y algunos
flavonoides desactivan la energia de la membrana citoplasmética, de esta
manera inhiben la motilidad bacteriana, haciéndola mas vulnerable al ataque

del sistema inmunolégico y potenciando los ATB. (antibiéticos).

Previamente se determiné que el propoleo desorganiza el citoplasma, la
membrana citoplasmatica y la pared celular causando bacteridlisis parcial e

inhibiendo la sintesis proteica (Arguello et al, 2008).

El secreto del uso del propdleo en medicina humana y veterinaria, injertos y
colmenas y en la preparacion de productos farmacéuticos radica en sus
propiedades antimicrobianas, bacteriostaticas y bactericidas, proporcionadas
por los &cidos oxibenzoico, metoxibenzoico, cafeico, ferdlico, los
sesquiterpenos (particularmente el bisabolol) y las flavonas (principalmente, la
galangina) (Asis, 1991).

1.3.5. CLASIFICACION Y ESTRUCTURA DE ALGUNOS FLAVONOIDES Y
COMPUESTOS RELACIONADOS.

CUADRO 4. Clasificacion de los flavonoides segun Unién Internacional de
Quimica Puray Aplicada (IUPAC)

Estructura quimica de la Estructura quimica de la
2-fenilcromen-4-ona (2- 3-fenilcromen-4-ona (3- Estructura quimica de la
BT s e e fenil-1,4-benzopirona), 4-fenilcumarina (4-
esqueleto de los esqueleto de los fenil-1,2-benzopirona),
flavonoides. isoflavonoides. esqueleto de los
Fuente: ITUPAC, 1997, neoflavonoides.

Fuente: (Vazquez, 2011); (Elaborado por: IUPAC, 1997).
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CUADRO 5. Estructura general de antocianinas.

Fuente: (Vazquez, 2011); (Elaborado por: Cos y Col, 1998).

CUADRO 6. Estructura general de flavonas y flavonoles.

Fuente: (Vazquez, 2011); (Elaborado por Mufioz y Ramos, 2007)

CUADRO 7. Ejemplos de flavonas.

Fuente: (Vazquez, 2011) ; (Elaborado por Mufioz y Ramos, 2007).
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CUADRO 8. Estructura de la quercetina.

I
OH O

Fuente: Martinez Flérez y Col,, 2002.

Fuente: (Vazquez, 2011); (Elaborado por: Martinez Flérez y Col, 2002)

CUADRO 9. Estructura de los acidos cinamicos.

R Adde R R
p-cumarnco
HO CH— CH—COOH Cafeico
- Ferilico

Sinapico

Fuente: Molina Ubeda, 2000.

Fuente: (Vazquez, 2011);( Elaborado por: Molina Ubeda, 2000).

El acido cafeico es uno de los compuestos que intervienen en la actividad del
propoleo contra Staphylococcus aureus., Proteus vulgaris, Mycobacterium
tuberculosis y Helminthosporium sp., es poco activo frente a Bacillus bombicis,
el Streptococcus bombicis, y es inactivo frente a Escherichia coli,
Streptococcus apis y Bacillus larvae, la actividad antibacteriana del propoleo
es mucho mas notable en bacterias Gram — positivas que sobre las bacterias
Gram — negativas (Asis, 2007) (Fierro, 2011).

Con el descubrimiento de la penicilina en 1928 y el advenimiento de los
modernos antibiéticos, se comenzé a dejarlo de lado, pero paraddjicamente,
en la actualidad esa tendencia ha comenzado a revertirse. Cuanto mas se
avanza en el descubrimiento de antibioticos mas poderosos, mas se necesitan
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conocer las propiedades terapéuticas del propdleo, que a través de sus
extractos parciales o totales, se ha mostrado efectivo contra cepas de
gérmenes patdgenos que ya adquirieron resistencia a los antibioticos
tradicionales y que curiosamente con el tiempo no han mostrado resistencia al
propdleo. (Asis, 1996.); (Necato Vinueza, 2005).

Las acciones terapéuticas del Propdleo estan relacionadas con las estructuras

moleculares que forman parte de su composicion quimica:

¢ Flavonoides: galangina querecetina, crisina, tectocrisina, pinocembrina, y
derivados.

e Derivados del acido benzoico

e Derivados del benzaldehido: vainillina e isovainillina.

e Compuestos terpénicos.

e Aceites esenciales.

La accion antiinfecciosa del Propdleo se ha comprobado frente a un amplio

espectro de bacterias Gram positivas y Gram negativas, como son:

e Staphylococcus aureus (Samara O. et al, 2011).
e Streptococcus hemolyticus.

e Escherichia coli (Bastos. et al, 2011).

e Pseudomonas aeruginosa.

e Proteus sp.

e Asi como frente a virus y

e Candida albicans (Palomo G. et al, 2010).

La accion antiinflamatoria del Propdéleo es debida a la inhibicion de la sintesis
de prostaglandinas, leucotrienos y de histamina en el foco inflamatorio; su

potencia antiinflamatoria local es similar a la del diclofenaco (APITER, 2011).

Varios estudios alrededor del mundo confirman la eficacia comprobada del
Propéleo sobre un gran niamero de bacterias tanto Gram positivas como Gram

negativas, e incluso contra un hongo como la Candida albicans, nos
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demuestra esta investigacion hecha en Portugal indica que con un compuesto
hidroalcoholico de Propdleo en un analisis in vitro demostré que
Staphylococcus aureus es la bacteria mas sensible a este compuesto (Silva
JC, 2012).

El consumo regular del propdleo con su efecto antibiético y anti fingico puede

lograr una gran inmunidad del organismo (Guevara Guerra, 2010).
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I MATERIALES Y METODOS

2.1. METODOS.

2.1.1. UBICACION Y SELECCION DE ANIMALES.

La presente investigacion se realiz6 desde Noviembre del 2012 hasta Abril del
2013 en la provincia del Azuay, cantén Cuenca en la parroquia de la Victoria
del Portete, en 5 explotaciones del lugar, en los laboratorios de la facultad de
Ciencias Agropecuarias (elaboracion de los EEP), y Vetelab en Machachi
(cultivos y antibiogramas) las muestras de propdleo se recolectaron en 3
apiarios de la zona de estudio.

2.1.2. UBICACION Y CLIMA.

La Parroquia Victoria del Portete se encuentra ubicada al Sur del cantén
Cuenca, provincia del Azuay. Tiene una superficie de 203,77 km? esta
parroquia representa el 5,67% aproximadamente de la superficie del cantdon

Cuenca.

Esta ubicada a 25 kilbmetros de distancia siguiendo la panamericana sur
desde Cuenca, hasta llegar al centro parroquial, sus coordenadas son
Longitud X = 715370 Latitud Y = 9661811 y su altura en sus paramos es de
3.880 m.s.n.m hasta el lugar mas bajo que es 2.500 m.s.n.m, con
temperaturas que son constantes a lo largo del afio desde los 3° en la parte
alta del Paramo hasta encontrarse con un clima menos frio y hiumedo con
temperaturas de 18° en la parte baja de la parroquia.

Area ganadera en donde se desarroll6 el trabajo de investigacién de campo en
lo que comprende a la identificacion de agentes que estan presentes en la

metritis clinica.
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2.1.3. FORMA DE SELECCION DE LOS ANIMALES.

a. Criterios de inclusién. En esta investigacion utilizamos 10 vacas
de raza Holstein desde el primer parto hasta el quinto parto, con
una condicion corporal de 2,50 a 3,50 desde el segundo dia al
vigésimo primero postparto, con antecedentes de partos
distécicos, retencion placentaria, fiebre de leche, abortos, y que

sean evidentes las metritis clinicas.

b. Criterios de Exclusién. En esta investigacion se excluyeron
vacas de otras razas, mayores a seis partos, con condicidon
corporal menor a 2,50 o mayor a 3,50 mas de 21 dias postparto, y
gue no tengan sintomas y signos evidentes a metritis clinicas,

ademas que hayan recibido antibiéticos hace menos de 30 dias.

2.1.4. DESCRIPCION DE LOS EXPERIMENTOS.

La investigacion consto de tres fases, y son las siguientes:

a. Aislamiento e identificacion de Staphylococcus aureus y Escherichia
coli a partir de secreciones de metritis clinica bovina.
Se tomaron muestras de 10 vacas con metritis clinica, luego
enviamos al laboratorio para hacer un cultivo, y poder identificar a las
bacterias presentes en la metritis tanto Gram positivas, como Gram
negativas, identificar al Staphylococcus aureus y Escherichia coli

con su respectivo antibiograma.

b. Consistio en poner trampas para el propoleo en nuestros apiarios,
cosechamos y elaboramos los extractos EEP al 10% y 30% en el
laboratorio clinico de la Escuela de Medicina Veterinaria de la

Universidad de Cuenca.
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c. En estafase comparamos los efectos de los extractos etandlicos de
propoleo (EEP), frente al antibidtico comercial en este caso la
Amoxicilina y Acido Clavulanico, que resulto ser el mas sensible para
las dos cepas de bacterias en un antibiograma para determinar su
efectividad in vitro, identificamos el didmetro del halo de inhibicion de
los extractos de propdleo frente a Staphylococcus aureus y

Escherichia coli.

2.1.5. ELABORACION DE LOS EEP (Extracto Etanélico de Propoleo) 10 y 30%.

En esta fase se recolecto el propoéleo de las colmenas, el cual se sometio a

purificacion de impurezas mecanicas para luego formar extractos etandlicos.

Se instalaron las llamadas “trampas de propdleo”, que consistid en
reemplazar la entre tapa por una malla de las mismas dimensiones. Se dej6
un espacio abierto entre la trampa y la tapa, de manera que las abejas sientan
la necesidad de cubrir este espacio ventilado con propdleo, induciendo asi su
produccion. Esta trampa se la mantuvo durante 15 dias, con este método de
recoleccion de propoleo mediante mallas se obtuvo un propoleo de mejor
calidad (Martinez et al, 2012).

La malla impregnada de propdleo se sac6 del marco, se la enrollo y congelo
por un periodo de 24 horas, para luego mediante golpes ligeros ser separado
el propdleo de la malla, luego se procedié mediante un mortero a pulverizarlo.
Con este procedimiento, se obtuvo propdleos con menos impurezas. -
Obtenido el propéleo libre de impurezas se procedid a mezclarse en una

proporcion de:

759 de propoleo, aforando este peso a 2509 con etanol de 96° de uso interno,

sin antiséptico (alcohol potable). Obtuvimos un EEP al 30%.

259 de propoleo, aforando este peso a 250g con etanol de 96° de uso interno,

sin antiséptico (alcohol potable). Obtuvimos un EEP al 10%.
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Posteriormente se colocd esta mezcla en un frasco de vidrio color ambar, se
los recubrié con papel aluminio; de esta manera se aislé la mezcla de la luz
del sol. Durante nueve dias se procedié a agitar la mezcla durante quince
minutos diarios en tres intervalos de cinco minutos cada uno. Se aseguré que
el sedimento que quedo, pese de 30 a 33% menos del peso inicial de la masa,
de esta manera se aseguro la obtencion de un extracto etandlico con la mayor

concentracion posible (Necato Vinueza, 2005).

2.1.6. ANALISIS DE LABORATORIO.

Se tomé las muestras de las vacas que estan dentro de los criterios de
inclusion haciendo una infusién de solucion salina fisioldgica estéril mediante
un catéter tipo Floyd, las muestras tomadas fueron transportadas al
laboratorio en medios de transporte de Stuart y en cadena de frio.

Una vez en el laboratorio se realizé el respectivo cultivo utilizando el medio de

ASB (agar sangre de borrego).

Del Cultivo puro se hicieron las pruebas diferenciales respectivas para

identificar el agente causal de la metritis.

Una vez identificado el patégeno y partiendo del mismo cultivo puro se realizé
el antibiograma utilizando una concentracion de bacterias ajustada a la escala
de Mc Farland 0.5 y utilizando el agar Muller Hinton se realiz6 el antibiograma
en donde se emplearon sensidiscos indicados anteriormente para el

tratamiento, para asi verificar la sensibilidad o resistencia a cada uno de ellos.

Los cultivos puros de Staphylococcus aureus y Escherichia coli, se siguieron
manteniendo en medios de cultivo para mantenerlos vivos hasta el momento

de confrontarlos con los sensidiscos del EEP.

Una vez listos los sensidiscos a las diferentes concentraciones se dieron el

mismo tratamiento como cualquier antibiograma pero en esta ocasion
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utilizando los sensidiscos de EEP, un testigo y un control, los sensidiscos que

se utilizaron son estériles y de 10 mm de diametro.

2.1.7. FACTORES EN ESTUDIO:
Propdleo:
P1: EEP 10% (propoleo al 10%)
P2: EEP 30% (propoleo al 30%)
P3: EEP 0 % (alcohol etilico 100%)

P4: antibiéticos comerciales (Amoxicilina y Acido Clavulanico)

2.1.8. DILUCIONES DEL AGENTE BACTERIANO.

Se utilizé una concentracion bacteriana comparada a la escala de Mc Farland

0.5, debido a que para los antibiogramas solo se utiliza esta concentracion.

2.1.9. PROCEDIMIENTO.

a. Disefio experimental.

Se realiz6 una prueba para la deteccidon de la normalidad de la muestra que,

en nuestro caso sera una muestra de cuantiles.
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CUADRO 10. Tratamientos y repeticiones.

Halo de '
% de EEP/ # o frecuencia
_ o inhibicion
bacterias repeticiones acumulada
en mm
EEP 10% / _
o 13 _
Escherichia coli
EEP 30% / 13 _ _
Escherichia coli
EEP10% /
Staphylococcus 13 _
aureus N
EEP 30% /
Staphylococcus 13 _
aureus N

Nuestro primer paso fue hallar el intervalo en que se encuentra nuestro cuantil: De

un total de 52 datos.

25 T =Ygy 5%
Q1L @2 Q3

-3 2 = P B Bl 3

FIGURA 4. Cuantiles. (Wikipedia, Medidas de posicion no central, 2012).
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b. NOmero de repeticiones.

Para detectar si la diferencia entre muestras es significativa, empleamos
pruebas t para la diferencia de medias.

Una vez calculados los tamafios muéstrales, para tener una confiabilidad del
95%, realizamos 13 réplicas de cada medicion.

Por cada tratamiento que sera a concentracion del 10% y 30% de EEP
hicimos 13 repeticiones por cada microorganismo para tener valor que

estadisticamente sean comparables.

Fueron 4 tratamientos y 13 repeticiones.

1.- EEP.10 % / Staphylococcus aureus: Mc. Farland 0.5 (13 repeticiones)
2. - EEP.30% / Staphylococcus aureus: Mc. Farland 0.5 (13 repeticiones)
3. - EEP. 10% / Escherichia coli: Mc. Farland 0.5 (13 repeticiones)

4. - EEP. 30% / Escherichia coli: Mc. Farland 0.5 (13 repeticiones)

Para tabular los resultados, utilizamos un programa de software fue el Minitab,

version 15.
2.2.MATERIALES:

Los materiales que se usaron en esta investigacion fueron de diferente
naturaleza debido al tipo de analisis, asi tuvimos bioldgicos, quimicos, fisicos,

etc.

2.2.1. Biologicos:

Propdleo

Muestras de metritis
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2.2.2. Quimicos:

Alcohol
Jabones
Desinfectantes

Antibi6ticos discos de sensibilidad.

CUADRO 11. Discos de sensibilidad para antibiogramas
(Vetelab 2012).

Amplio espectro Gram positivas Gram negativas
Amoxicilina y Acido Tetraciclina. Enrofloxacina.
Clavulanico.

Cefalexina. Cloxacilina. Neomicina.

Sulfa trimetoprim.

Gentamicina.

Lincomicina.

2.2.3. Fisicos:

Palancas para recolectar el propéleo.
Mallas plasticas.

Guantes
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Frascos de vidrio
Balanzas
Pipetas

Probetas
Embudos
Espéculos
Tubos ensayo
Camara de fotos.

2.2.4. Material de escritorio:

Cuaderno

Esferos

Lapiz y borrador

Hojas de campo

Material bibliogréafico de internet
Libros

Hojas de laboratorio

Hojas de papel bond INEM A4
Regla

Perforadora

Clips, carpetas y fotocopias.
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I RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. RESULTADOS.

Una vez aislados el Staphylococcus aureus, y la Escherichia coli de las muestras
enviadas al laboratorio se procedio a cultivarlas y realizar el antibiograma

respectivo obteniendo los siguientes resultados:

Microorganismo Sensible Medianamente Resistente
aislado sensible

Staphylococcus Tetraciclina. Cloxacilina.
aureus. Cefalexina.

Sulfa trimetoprim.

Amoxicilina + Ac.

Clavulanico.
Lincomicina.

Gentamicina.

Escherichia coli. Enrofloxacina. Cefalexina. Lincomicina.
Sulfa trimetoprim.
Amoxicilina + Ac.
Clavulanico.
Gentamicina.

Neomicina.

Siendo las dos bacterias sensibles a la Amoxicilina + Ac. Clavulanico. Se tomé

este antibiotico para las comparaciones de los halos de inhibicién con los EEP.
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Se elaboraron con éxito los dos EEP al 10% y 30% en el laboratorio clinico de la

Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca,

En el experimento se tomé la medida de los halos de inhibicion como un indicador

de la efectividad del tratamiento sobre Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

En cada caso, se realizaron 13 repeticiones en las cuales se compard, de manera
pareada la efectividad del propdleo (en distintas concentraciones) frente a la
Amoxicilina y Acido Clavulanico antibiotico especifico para las bacterias antes

indicadas.

Con la informacién recogida, se realizaron pruebas estadisticas para detectar la
diferencia entre los distintos tratamientos. Estadisticamente hablando, se
efectuaron pruebas para la comparacion de las medias entre tratamientos, con el

empleo del programa estadistico Minitab, Version 15.

Para todas las pruebas estadisticas se eligié un nivel de significacién del 5%

38



Escherichia coli.

1. Se determind si habia diferencia en la efectividad (dada por la medida del halo

de inhibicién) entre el propdleo de concentracion al 10% y una mezcla de

Amoxicilina y Acido Clavulanico.

Al realizar las mediciones se encontro que el propoleo al 10% y 30% no producen

un halo de inhibicion apreciable, por lo que en todas las mediciones se obtuvo el

resultado de cero, como se aprecia en las siguientes tablas:

CUADRO 12.Antibiograma de Escherichia coli con EEP al 10%

Cédigo

EEP 10%

(mm)

Amoxicilina +
Acido
Clavulanico

(mm)

Control
Alcohol
etilico

(mm)
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CUADRO 13. Antibiograma de Escherichia coli con el EEP al 30%

Caodigo

EEP 30%

(mm)

Amoxicilina +
Acido
Clavulanico

(mm)

Control
Alcohol
etilico
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De los resultados experimentales podemos deducir

gue el tipo de propdleo

utilizado no tuvo efecto antibidtico sobre la Escherichia coli.
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Staphylococcus aureus.

Los resultados que se encuentran en las tablas de datos nos permiten deducir que
el propoleo empleado al 10% y 30% si tienen efectos antibidticos sobre el
Staphylococcus aureus, de manera que si podemos realizar comparaciones entre

las muestras, como observamos en las siguientes tablas.

CUADRO 14. Antibiograma de Staphylococcus aureus. Con EEP al 10%

Cédigo EEP 10%|Amoxicilina +| Control
(mm) Acido (mm)
Clavulanico
(mm)

1 12 34 0
2 12 30 0
3 12 32 0
4 12 28 0
5 12 28 0
6 12 30 0
7 11 26 0
8 12 32 0
9 13 28 0
10 13 30 0
11 11 26 0
12 11 28 0
13 12 26 0
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CUADRO 15. Antibiograma de Staphylococcus aureus Con EEP al 30%.

Cédigo EEP 30% |Amoxicilina +| Control
(mm) Acido (mm)
Clavulanico
(mm)

1 13 25 0
2 11 24 0
3 11 25 0
4 12 24 0
5 13 24 0
6 11 24 0
7 11 25 0
8 11 26 0
9 12 23 0
10 11 25 0
11 13 24 0
12 11 24 0
13 12 24 0

En primer lugar, realizamos pruebas de igualdad de las varianzas de las muestras,

para luego, y segun

los resultados preliminares efectuar

las pruebas

correspondientes que permitan comparar las medias de los halos de inhibicién de

los tratamientos.
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PROPOLEO AL 10% Y AMOXICILINA CON ACIDO CLAVULANICO.

1.- Prueba deigualdad de las varianzas.

Hipotesis nula: Las varianzas de las medidas de los halos de inhibicion de los

dos tratamientos son iguales.

Hipotesis alternativa: Los varianzas de los halos de inhibicion de los dos

tratamientos son distintas.

CUADRO 16. Estadisticos de prueba (obtenidos con el programa Minitab):
Pruebas de igualdad de las varianzas del EEP al 10% y La Amoxicilina'y
Acido Clavulanico.

Tratamientos N Inferior Des. Estad. | Superior
EEP 10%/ E. a 13 0.43913 0.64051 1.14541
Amoxi. /E.a 13 1.73580 2.53185 4.52761

Prueba F (distribucion normal)

Estadistica de prueba = 0.06; valor p = 0.000

Decision: Puesto que el Valor P= 0.000 < 0.05, aceptamos la hipotesis alternativa.
Es decir, las varianzas de las medidas de los halos de inhibiciébn producidos por
los dos tratamientos son diferentes, estadisticamente es mayor la varianza de la

Amoxicilina + A. Clavulanico.
En el siguiente grafico se aprecia que la mediana de la medida del halo producida

por el tratamiento de propdleo al 10% es menor que la mediana de la medida del

halo producido por el tratamiento con Amoxicilina +A. Clavulanico.
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Prueba de igualdad de varianzas para Propdéleo al 10%% v Antibidtico

Prueba F
Estadistica de prueba 0,08
P10_E_Au - —-—] Walar P 0,000
Prueba de Levens

Estadistica de prueba 9,45
Walor P 0,005

Arnoxl E_Au A I * |

0 1 E 3 4 E
Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para Desv.Est.

GRAFICO 1. Prueba de igualdad de varianzas para el EEP al 10%,
Amoxicilinay Acido Clavuléanico.

Adicionalmente, a partir del grafico 1. De los intervalos de confianza para la
desviaciébn estdndar, podemos concluir que el propdleo tiene una menor
variabilidad que el antibiético, en lo que respecta a la medida del halo de

inhibicion.

1. lgualdad de medias.

Se va a probar si hay diferencia en la efectividad (dada por la medida del halo de
inhibicion) entre el propdleo de concentracién al 10% y una mezcla de Amoxicilina

y Acido Clavulanico.

Este procedimiento lo realizaremos mediante dos pruebas estadisticas (que son
equivalentes): la prueba de igualdad de medias para muestras con varianzas

diferentes y, la prueba de analisis de la varianza (ADEVA).
a) Prueba de igualdad de medias para muestras con varianzas diferentes

Hipotesis nula: Los dos halos de sensibilidad del EEP al 10% y la Amoxicilina +

Acido Clavulanico tienen la misma medida.

Hipotesis alternativa: El halo producido por el tratamiento con Amoxicilina y

Acido Clavuléanico es mayor que el producido con EEP al 10%.
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CUADRO 17. Estadisticos de prueba (obtenidos con el programa Minitab):
Igualdad de medias., T de dos muestras para Amoxi. Vs. EEP 10%.

Tratamientos N Media Des. Esta. Media del
Error Estandar

Amoxi. / S. aureus 13 29.08(2.53 0.70

EEP10%/ S. aureus 13 11.923(0.641 0.18

Diferencia = mu (Amoxi. / S. aureus) - mu (EEP 10% / S. aureus.)

Estimado de la diferencia: 17.154

Limite inferior 95% de la diferencia: 15.871

Prueba T de diferencia = 0 (vs. >): Valor T = 23.68 Valor P =0.000 GL =13

Decision: Puesto que el Valor P= 0.000 < 0.05, aceptamos la hipétesis alternativa.
Es decir, el halo producido por el tratamiento con amoxicilina y acido Clavulanico
es mayor que el producido por el concentrado de propdleo al 10%.

b) Prueba de Analisis de la Varianza de 1 solo factor
Hipodtesis nula: Los dos halos tienen la misma medida.

Hipotesis alternativa: El halo producido por el tratamiento con Amoxicilina y

Acido Clavulanico es mayor que el producido con propéleo al 10%.

CUADRO 18. Estadisticos de prueba (obtenidos con el programa Minitab):
Tabla ANOVA.

FUENTE GL SC MC F P
FACTOR 1 1912.65 | 1912.65 | 560.85 0.000
ERROR 24 81.85 3.41

TOTAL 25 1994.50

S =1.847 R-cuadrada. =95.90% R-cuadrada. (Ajustado) =95.73%
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Decision: Puesto que el Valor P= 0.000 < 0.05, aceptamos la hipétesis alternativa.
Es decir, el halo producido por el tratamiento con amoxicilina y Acido Clavulanico

es mayor que el producido por el concentrado de propdleo al 10%.

Grafica de caja de Comparacion de los Tratamientos sobre E. Aureus
35 4

30 A

25

Aurlo

20

15

10

T T
Antibiotico Propdleo_(10%)
Factor

GRAFICO 2. Caja de comparacion de la mediana de la medida de los halos
producidos por los Tratamientos del EEP al 10% y Amoxicilina con Acido
Clavulanico sobre Staphylococcus aureus.

En el grafico de comparacion de los diagramas de caja de los dos tratamientos,
claramente se aprecia que el halo de inhibiciébn producido por la accién de la
Amoxicilina y Acido Clavulanico es mayor que la producida por el propdleo a
concentracion del 10%.
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PROPOLEO AL 30% Y LA AMOXICILINA + ACIDO CLAVULANICO.
1. Prueba deigualdad de las varianzas.

Hipotesis nula: Las varianzas de las medidas de los halos de inhibicion de los

dos tratamientos son iguales.

Hipotesis alternativa: Las varianzas de los halos de inhibicion de los dos

tratamientos son distintas.

CUADRO 19. Prueba Estadistica (obtenidos con el programa Minitab):

Prueba de igualdad de las varianzas.

Tratamientos N Inferior | Des. Esta. Superior
EEP. 30% / S. aureus 13 0.586073 | 0.854850 1.52870
Amoxi. / S. aureus. 13 0.526494 |0.767948 1.37329

Prueba F (distribucién normal)

Estadistica de prueba = 1.24; valor p = 0.716

Decision: Puesto que el Valor P= 0.716 > 0.05, aceptamos la hip6tesis nula. Es decir, las
varianzas de las medidas de los halos de inhibicién producidos por los dos tratamientos
son iguales estadisticamente.

Prueba de igualdad de varianzas para P20_E_Au_1; Amox1_E_Au_3

Prusha F
Estadistica de prueba 1.24
P20 _E_Au 1 | . | Walar P 0716
Prusha de Levens
Estadistica de prueba 0.26
Walor P 012
Armoxl E A 24 | & |
0.50 0.7% 1.00 1.2% 1.E0

Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para Desv.Est,

GRAFICO 3. Prueba de igualdad de varianzas entre el EEP 30% vy la
Amoxicilina con Acido Clavulanico.

Claramente se aprecia en el grafico 3 que las desviaciones estandar de las dos
muestras son estadisticamente iguales.
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2. lgualdad de medias.

Nuevamente vamos a someter a prueba las hipotesis de igualdad de las medias
de las medidas de los halos de inhibicion de los dos tratamientos, mediante una
prueba de igualdad de medias y una prueba ADEVA.

a) Prueba de igualdad de medias para muestras con varianzas diferentes
Hipodtesis nula: Los dos halos tienen la misma medida.

Hipotesis alternativa: El halo producido por el tratamiento con amoxicilina y acido
Clavulanico es mayor que el producido con propdleo al 30%.

CUADRO 20. Estadisticos de prueba (obtenidos con el programa Minitab):
Igualdad de medias., T de dos muestras para Amoxi. Vs. EEP 30%.

Tratamientos N Media Des. Esta. Media del
Error

estandar
Amoxi. / S. aureus 13 24.385 0.768 0.21
EEP. 30% / S. aureus 13 11.692 0.855 0.24

Diferencia = mu (Amoxi. / S. aureus) - mu (EEP. 30% / S. aureus)

Estimado de la diferencia: 12.692

Limite inferior 95% de la diferencia: 12.147

Prueba T de diferencia = 0 (vs. >): Valor T = 39.82 Valor P =0.000 GL =24

Ambos utilizan Desviacion .Estandar. Agrupada = 0.8126
Decision: Puesto que el Valor P= 0.000 < 0.05, aceptamos la hipoétesis alternativa.

Es decir, el halo producido por el tratamiento con Amoxicilina y Acido Clavulanico

es mayor que el producido por el concentrado de propdleo al 30%.
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b) Prueba de Analisis de la Varianza de 1 solo factor
Hipdtesis nula: Los dos halos tienen la misma medida.

Hipotesis alternativa: El halo producido por el tratamiento con Amoxicilina y Acido

Clavulanico es mayor que el producido con propdleo al 30%.

CUADRO 21. Estadisticos de prueba (obtenidos con el programa Minitab):

Tabla ANOVA.

FUENTE |GL SC MC F P
FACTOR 1/1047.115 |1047.115 |1585.92 |0.000
ERROR 24115.846 0.660

TOTAL 25]1062.962

S =0.8126 R-cuadrada.=98.51% R-cuadrada.(ajustado) =98.45%

Decision: Puesto que el Valor P= 0.000 < 0.05, aceptamos la hipétesis alternativa.
Por lo tanto, el halo producido por el tratamiento con amoxicilina y Acido
Clavulanico es mayor que el producido por el concentrado de propéleo al 30%

(véase el gréfico).

Grafica de caja de Comparacion de los Tratamientos sobre E. Aureus
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GRAFICO 4. Caja de comparacion de la mediana de la medida de los halos
producidos por los Tratamientos del EEP al 30% y Amoxicilina con Acido
Clavulanico sobre Staphylococcus aureus.

Como se ha probado, en los dos casos, que el tratamiento con Amoxicilina y Acido
Clavulanico produce halos de mayor medida que aquellos que producen los
tratamientos con concentraciones de propdleo al 10% y al 30%, vamos a
determinar estadisticamente si los dos tratamientos de propoleo producen

similares resultados. Para ello se realizara una prueba de diferencia de medias.

Hipotesis nula: Los halos producidos por el concentrado de propdleo al 10% vy al

30% tienen la misma medida.

Hipotesis alternativa: Los halos producidos por el concentrado de propéleo al

10% y al 30% no tienen la misma medida.

CUADRO 22. Estadisticos de prueba (obtenidos con el programa Minitab):
Prueba de diferencia de medias entre el EEP al 10% y el EEP. Al 30%.

Tratamientos N Media Des. Esta. Media del
Error Estandar
EEP.10%./ S. aureus. 13 11.923 0.641 0.18
EEP.30%./ S. aureus. 13 11.692 0.855 0.24

Diferencia = mu (EEP.10%./ S. aureus) - mu (EEP.30%./ S. aureus.)

Estimado de la diferencia: 0.231

Limite inferior 95% de la diferencia:- 0.276

Prueba T de diferencia = 0 (vs. <): Valor T =0.78 Valor P =0.222 GL =24
Ambos utilizan Desviacién Estandar agrupada = 0.7553

Decision: Puesto que el Valor P=0.222 > 0.05, aceptamos la hipétesis nula. Por lo
gue, los dos halos tiene la misma medida; lo que indica, que los dos concentrados
de propdleo tienen la misma efectividad en el tratamiento del Staphylococcus

aureus.

En el siguiente grafico, apreciamos los diagramas de caja de las medidas de los

halos producidos por los dos concentrados de prop6leo. Como apreciamos, las
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dos cajas se sobreponen, lo que indica que las medidas no difieren entre si,

estadisticamente hablando.

Lo que si apreciamos es que el concentrado de propdleo al 30% da un halo

ligeramente menor que el producido por el concentrado al 10%.

Grafica de cajade P10_E_Au; P30_E _Au_1
13.0 %% |
EEP. 30%
12.5 1 |
EEP. 10%.
g 120
a8 o—
\\@
11.5-
11.0
P10_E_Au P30_E_Au_1

GRAFICO 5. Caja de comparacion de la mediana de la medida de los halos
producidos por los Tratamientos del EEP al10% y el EEP. Al 30% sobre
Staphylococcus aureus.
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3.2. DISCUSION.

Terminada la investigacion podemos decir que los 2 tratamientos del EEP al 10%
y 30% sobre Staphylococcus aureus formaron un halo de inhibicién en donde
todas las muestras presentaron actividad antibacteriana., No asi los 2 tratamientos
del EEP al 10% y 30% sobre Escherichia coli no mostraron actividad
antibacteriana, contrariamente a la investigacion realizada por Esther Alves de la
universidad Nacional de Colombia en la que si encontraron actividad

antibacteriana sobre las dos bacterias (Alves et al, 2010).

Los halos de inhibicién de los EEP. Son facilmente observables y medibles en los
tratamientos contra Staphylococcus aureus teniendo una inhibicién de 11,923 mm
con EEP al 10% y 11.692 mm con EEP. Al 30%, resultados parecidos se
encontraron en un estudio en Santiago del Estero de Argentina, en la que el
diametro promedio del halo de inhibicién fue 10,680 mm, esto indica la existencia
de actividad antibacteriana de los EEP al 10% (Chaillou et al, 2004).

En relacion al testigo que en este caso es la Amoxicilina y Acido Clavulanico
tiene un mayor diametro en su halo de inhibicibn en ambos tratamientos y
repeticiones en este caso, no asi los halos de inhibicién de alcohol Etilico de 96°

(control), no muestran halo de inhibicién en ningun caso.

Los halos de inhibicion de los EEP estdn dados por el propoleo. Y no por el
alcohol etilico, varias investigaciones coinciden como en nuestro caso que los
EEP. Tiene poca inhibicién sobre Escherichia coli, o incluso nula como es el caso

de la investigacion realizada con Propdleo Irani por (Trusheva et al, 2010).

Donde no fue encontrada actividad antibacteriana sobre dicha bacteria, en otra
investigacion como es el caso de la realizada por (Fernandez et al) en el estado de
Sao Paulo Brasil donde si encontraron actividad antibacteriana sobre
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Staphylococcus aureus y Escherichia coli., Estos autores también reportaron una
diferencia de medias entre las concentraciones inhibitorias y bactericidas con una
equivalencia de 8.10 veces entre si. Por otro lado, nuestros datos confirman los de
la literatura de hacer hincapié en su sensibilidad inferior de las especies Gram-

negativas frente a Gram-positivas (Fernandez Jr et al, 1995).

Se debe recalcar que la Escherichia coli es una bacteria Gram negativa con una
membrana adicional denominada “Estructura OM" la cual les confiere un mayor
grado de resistencia a los agentes antimicrobianos, es necesario sin embargo,
probar el efecto del propéleo, en un nimero mayor de cepas bacterianas (Garcia
et al, 2010).

Observamos que las concentraciones de EEP al 30% nos dan un halo de
inhibicion ligeramente menor a las concentraciones del 10%, debido a que
mientras mas concentrado es el EEP., por ser una resina tiene menor difusion
sobre el Agar Muller Hinton resultados parecidos a los encontrados en otras

investigaciones (Necato Vinueza, 2005).
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IV CONCLUSIONES

. Se ha demostrado que el propoleo no tiene ningun efecto sobre la Escherichia
coli, ya que los resultados de las medidas de los halos de inhibicién fueron

iguales a cero.

Los discos de sensibilidad del alcohol etilico de 96 grados utilizados como

control no dan halo de inhibicion.

El propdleo gener6 resultados positivos al trabajar sobre Staphylococcus
aureus, utilizando las dos concentraciones de propoleo, comprobandose que
las medidas de los halos de inhibiciobn generados por los tratamientos con
propéleo son menores que los halos generados en los tratamientos con la

Amoxicilina y el Acido Clavulanico.

Las dos concentraciones de EEP. Al 10% y 30% dan resultados en su halo de
inhibicion  antibacteriana  similares, sobre  Staphylococcus  aureus

estadisticamente hablando.

Se ha comprobado que a medida que aumenta la concentracion del EEP;
disminuye el halo inhibitorio.

. Una caracteristica que se pudo demostrar estadisticamente en los casos en
que se empled propdleo, las medidas de los halos tienen menor dispersion
que las medidas de los halos cuando se emplearon antibiéticos (recordando
que el ancho de las cajas en los diagramas de caja es menor); Lo que
significa que los concentrados de propoleo dan resultados mas estables que
los que producen los antibidticos. Esta propiedad es muy deseable en
cualquier tipo de tratamiento, lo que permite emplear una misma

concentracion, sabiendo que los resultados seran similares.
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V RECOMENDACIONES

1. Se recomienda utilizar propoleo contra Staphylococcus aureus.

2. Se recomienda realizar investigaciones que profundicen el tema de emplear
propéleo como un sustituto natural de los antibidticos comerciales. EIl objetivo
seria encontrar la concentracion minima inhibitoria (CMI) que permita tener
resultados similares a los que se obtienen mediante el empleo de

guimioterapicos comerciales.

3. Es necesario profundizar sobre el uso de los EEP sobre Escherichia coli,
tratando de investigar si los resultados se debieron a la cepa de bacteria o al
tipo de propéleo empleado, o si existe algun factor que genere estos

resultados.

4. Las concentraciones de propoéleo al 10% y al 30% producen halos de menor
tamafio que los producidos por la Amoxicilina y Acido Clavulanico sefialando
que el propdleo es un producto natural, que tiene muchas ventajas frente a los
antibioticos comerciales, como son el precio, su facilidad de obtenciéon y no

produce reacciones indeseables.

5. Investigar con los dos concentrados de EEP. Al 10% y 30% para medir los

resultados del tratamiento in vivo.

6. Realizar otras investigaciones in vitro con otras bacterias que también causen

Metritis puerperal bovina.

7. Utilizar otros solventes como los extractos hidroalcoholicos de propoleo en

futuras investigaciones.
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ANEXOS



Anexo 1.

Formatos de recoleccién de la informacion.

Cuadro descriptivo de la recoleccion de propoleo.

Ubicacion del Apiario:

Fecha:

Fecha

Ubicacion
Del Apiario

Numero de
colmena

Gramos
recolectados

Total gramos.
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Anexo 2.

Cuadro descriptivo de los animales con metritis clinica.

Nombre de la Hacienda:

Ubicacion:
Fecha:
NUm. Edad | C.C | N. F. Utero | Secrecion | Diagnostico | Cultivo | Obs.
Nombre. | Afios Partos | Parto Clinico
color | Olor
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Anexo 3.

Cuadro descriptivo de los antibiogramas con sensidiscos de EEP al 10%.

Numero de caja Petri.

Fecha:
Nombre del Numero de Diametro del halo | Observaciones
tratamiento repeticion de inhibicién

Cuadro descriptivo de los antibiogramas con sensidiscos de EEP al 30%.

Numero de caja Petri.

Fecha:
Nombre del Numero de Diametro del halo | Observaciones
tratamiento repeticion de inhibicién

Cuadro descriptivo de los antibiogramas con sensidiscos comerciales.

Numero de caja Petri.

Fecha:
Nombre del Numero de Diametro del halo | Observaciones
tratamiento repeticion de inhibicién
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Anexo 4. Andlisis del laboratorio.

Ehagprer Dl Welanirkans

ETELAB
REPORTE DE RESULTADOS

Caso: 12-146

Fecha de Fecepeion: 2013-01-25
Fecha de Reporte: 2013-01-23

Hora de Becaleccidn: -----
Hora de Recepeidn: 11:23

Propictario: Dr. Luiz Galarza

Hacienda:  =--=-e--- Teléfono: 03531 444 370
Direccidn:  Cuenca

Remite: DOr, Galarza

Muestras tomadas por: Or. Galaraa

Mimero de muestras: 4 de secresidn ubering Ezpecie: Bovina
RFagza: ---------
Sexwor Hembrasz
Edad: “arias

RESULTADOS

Examen Solicitade: Cultive v Antibicgrama

Cadigqa: 1
Identificacién: 492
Farto: Bwinto

hdicroorganizma aizlado: Crecimisnto abundante de Sfrsptecscswr oo,

Cadiga: 2
Identificacion: 514
Parto: Cearko

Mlicroorganizsme aizlado: Crecimicnbo abundante de Adsdsiads o

Cadiqo: 3
Identificacion: 523
Parto: Tercer

Microorganizme aizlado: Crecimicnto abundante e Excbenmihis cod

ANTIEIOGRAMA
Zensible: Enrofloxacing, Sulfatrimetoprim, Amoxiciling « & Clavulinica, Gentamicina,
Pleomicina,
Mediznamente sensible:  Cefalexina,
Fesistente: Lincomicina.
Piglde2
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Lhagnisbxo Velerinaio

ETELAB
Codigo: 4
Identificacicn: 323
Farto: Sequndo
Cultiva: Sin Desarrallo hasta las 72 horas de incubacion,

MOTA: Losresultados son wilidos unicamente para las muestras recibidas y procesadas en el
labarataric.

A Adlswi s doued Samoker sl
Jefe de Laboratorio

* Prohibida la reproduccian tatal o parcial del presente reporte zinla autorizacidn ezerita de
Yekelab Cia. Lida.

Finzde?
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Anexo 5. Andlisis del Laboratorio.

s nadanann Wed erinaako

ETELAB
REPORTE DE RESULTADOS

Caso:- 13-204

Fecha de Recepeidn: 2013-02-01
Fecha de Reporte: 2003-02-05

Hora de Recoleccidn:  =----
Hara de Recepcidn: 10:30

Fropictario:  Or. Luiz Galarza

Hacienda:  --------- Teléfone: 0931 444 370
Direccidn:  Cuenca

Femite: DOr. Galarza

fuestras tomadas por: Or. Galarza

Mimere de mucstraz: 1de secresidn ubering Ezpeciz: Bavina
Fagar =emeeeee-
Eexo: Hembra
Edad: ---------
RESULTADOS

Examen Solicitado: Cultivo g Antibiograma

Cadige: 1

Identificacion: 16T

Microorganizme aislado: Crecimiento de Sgodedscscrys surops.

AMTIEIDGRE AMA

Zenzible: Tetracicling, Cefelexing, Sulfatrimetoprim, Amoxiciling + Ac. Clavulinics,
Lincomicing, Gentamicin.

Mediznamente sensible:  =-m-aacaaaae--

Fesiztente: Cloxaciling,

MOTA: Elresultads ¢z vilide unicaments para la muestra recibida y procesada en el laberatorio,

Alord, Alards Snrd Fimoton ol pads
JeFe de Laboratorio

"Frohikidalarcproduzzidntotal o parzial del prerente reporkerin la aukorizasidn crarika e
Wekglak CGia.Leda.

Figide1
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Anexo 6. Andlisis del Laboratorio.

s | e e ey

ETELAB

REPORTE DE REZULTADOS

Cazo: 13-222

FezhadeRecopzitin: 2012-02-04
Fechade Reporke: e013-02-0%

Hora de Rccoleccidn: -----

Hora de Rezepitin: 17:00

Fropictario: Or.Luir Galarza

Hazienda: --------- TelaFono: 1991444 970
Direzzidn: Cuenca

Fiemite: Dr.Galarza

Muertrartomadar por: Dr. Galarza

Himero de muertrar; ---------- Erpocic: =-=----
Fazxa: =======--
Soun: =mmmmmm--
Edad: -======-~
REEULTADDS

Examen Zolizitado: Antiokingrama e Stord-docoecur ovrewr

Amoxicilin
cidi EEP 10% a + Acido | Control
. [mm] Clarulinic [mm)
o [mm]
1 1= 2d 1]
£ 12 0 0
El 12 Iz 0
q iz T 0
5 12 ¥ 0
E 12 0 0
T 11 ck ]
# iz Iz 0
cl 13 ¥ 0
10 13 0 1]
11 11 ck ]
1z 11 F1] 1]
1z 1= cE 1]
Fiqide =
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BT e T e P T T

ETELAB

Examen Zolizitado: Ankiokioqrama de Sfopddpocpoecwr oure-nr

Amoxicilin
cudied EEF 30X a + Acide | Contral
- () Clarulinic ()
o [
1 15 =5 0
& 11 =d 0
E; 11 5 i
| 12 2d i
5 13 =d 0
E 11 =d 0
T 11 -] 1]
& 11 ZE i
) iz i 0
10 11 =5 0
11 15 =d 0
1z 11 cd 1]
1 1= =d 1]

Examen Zolizitadno: Anktiokioqrama de Lroderscdso codl’

Amoxicilin
EEP 10X a + Acido | Control
() Clarulinic ()
o ()
1d
15
1d
14
1d
1=
14
15
1k
=0
=T
17
17

Cldign

= | L e -

ol mml ) oy mm e el ) el e
=l=l=|=l== == === =

Faqcde =
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Dhsgraiation Weterinarko

ETELAB

Examen Solicitadn: Antiokiograma de Lredericdia ool

Amoxicilie
EEF 30% a = Acido | Control
[mm] Clarulamic | [mm]
o [mm]
15
id
id
15
1%

15
15
1d
1d
14
14
id
1z

Cldign

Y0 - VI - LY L I S LEUR | i Ed

—_
=

-
-

-
rJ

e} o o} o Lol o Qo o | o ] Qo ] o} Qo o]
ol l== ===

-
Lt

HOTA: Lorrerultadarron wilidor unizamente paralar muerkrar rezikidar v prozeradar en el
lak-aratorio.

Sherd, Alersam Mermora T

JeFe de Lakoratorio

"Frohikidalarcproduzzidn total o parzial del prorenke reparkerin la aukorizazitin erzrita 4e

Vekelab Cia.Leda,

FigZde 2
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Anexo 7. Fotografias.

Foto 2: Toma de muestras uterinas.

76



Anexo 8. Fotografias.

4

Foto 3: Toma de muestras.

Pun: o4 o> ALY
Rui' 7o

ﬁg; DR YOI ERLARZA

COENCA! CAAI=HHAY

...

Foto 4: Envi6 de muestras al laboratorio
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Anexo 9. Fotografias.

Foto 7: apiario Del Descanso
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Anexo 10. Fotografias:

Foto 9: Trampas llenas de Propoleo.
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Anexo 11. Fotografias:

Foto 11: Elaboracién de los EEP.
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Anexo 12. Fotografias:

Foto 13: Extractos Etandlicos de Propoleo al 10% y 30%.
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Anexo 13. Fotografias:

Foto 15: EEP. Terminados.

82



Anexo 14. Fotografias:

Foto 17: Discos de sensibilidad de Alcohol Etilico y EEP al 30%
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Anexo 15. Fotografias:

Foto 18: Realizando las siembras en el laboratorio.

Foto 19: Resultados de las siembras en cajas Petri.
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Anexo 16. Fotografias:

Foto 20: Lectura de resultados de Staphylococcus aureus y EEP al 10%.

Foto 21: Lectura de resultados de Staphylococcus aureus y EEP al 30%.
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Anexo 17. Fotografias:

Foto 22: Lectura de resultados de Escherichia coliy EEP al 10%.

Foto 23: Lectura de resultados de Escherichia coli y EEP al 30%.
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Anexo 18. Fotografias.

Foto 25: Por su puesto el EEP.
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