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RESUMEN

Las enfermedades gastrointestinales son un tema de presentacion muy comun en la cria
de cuyes sin embargo, es importante evaluar la dinamica de las infecciones bacterianas
durante un periodo de tiempo. El presente trabajo tuvo lugar en el Campus “La Maria” de
la Universidad Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ), ubicada en el km 7% de la via
Quevedo — EI Empalme en el laboratorio de microbiologia para el ensayo preliminar en
analisis de dos muestras extraidas de granjas productoras de cuyes una tradicional y otra
semitecnificado ubicadas una en el recinto “pajarito” y recinto “bella sombra” ubicados

en el km 8 via Mocache-Quevedo, El objetivo de este trabajo fue evaluar in vitro

el efecto de las tinturas en diferentes concentraciones contra bacterias patdgenas aisladas
a partir de heces fecales de cuyes. Se aplico un disefio completamente al azar (DCA), se
trabajé en laboratorio con 10 tratamientos a base de antibidticos convencionales, tinturas
madre de ajo y epazote en tres repeticiones distribuidos por horas de lectura en el
espectrofotometro determinado absorbancia y transmitancia usando los medios de cultivo
a base de peptonas con los tratamientos respectivos se aplicd la prueba de rangos
multiples de Tukey (P<0,05). Como resultados encontramos presencia de salmonella y
Escherichia coli como bacterias patdgenas en ambas muestras ,en el antibiograma 1 la
susceptibilidad del microorganismo ante la exposicion de los antibiéticos cloranfenicol,
amoxicilina, nitrofurantoina, sulfamicinay las tinturas madre tanto de ajo como y de paico
lo cual, resulto con mejores inhibiciones , ante las cepas el cloranfenicol y la
ciprofloxacina y para el antibiograma 2 se utilizé una concentracion del 50% de tintura
de ajo y paico y 50% de dos antibidticos que no presentaron inhibicion , dando como
resultado la lectura del espectrofotometro expresada en la absorbancia y transmitancia
dentro de los caldos cultivos a diferentes horas de toma, obteniendo asi una respuesta

positiva para las combinaciones el T6 (ajo+ amoxicilina) y T8 (ajo + nitrofurantoina).

Palabras clave: Absorbancia, cultivo, enterobacterias, patdgeno, transmitancia.
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ABSTRACT

Gastrointestinal diseases are a very common presentation topic in guinea pig farming
however, it is important to evaluate the dynamics of bacterial infections over a period of
time. The present research work took place at the "La Maria" Campus of the State
Technical University of Quevedo (UTEQ), located at of the Quevedo — EI Empalme
road. It aimed to evaluate the effect of tinctures at different concentrations against
pathogenic bacteria isolated in vitro from guinea pig feces. A completely randomized
design (DCA) was applied, we worked in the laboratory with 10 treatments based on
conventional antibiotics, mother tinctures of garlic and epazote in three repetitions
distributed by hours of reading in the spectrophotometer determined absorbance and
transmittance using the peptone-based media with the respective treatments, Tukey's
multi-range test (P<0, 05). As results we found presence of salmonella and Escherichia
coli as pathogenic bacteria in both samples, in the antibiogram 1 the susceptibility of the
microorganism to the exposure of the antibiotics chloramphenicol, amoxicillin,
nitrofurantoin, sulfamycin and mother tinctures of both garlic and paico, which resulted
with better inhibition, before the strains chloramphenicol and ciprofloxacin and for the
antibiogram concentration of 50% of tincture of garlic and paico and 50% of two
antibiotics that did not present inhibition was used, resulting in the reading of the
spectrophotometer expressed in the absorbance and transmittance within the culture
broths at different times of taking, thus obtaining a positive response for the combinations

T6 (garlic + amoxicillin) and T8 (garlic + nitrofurantoin).

Key Word: Absorbance, culture, Enterobacteria, Pathogen, transmittance
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Introduccion.

El cuy (Cavia porcellus) es un mamifero herbivoro cuya alimentacion es
principalmente de forraje verde, pequefio roedor que se utiliza en la alimentacién humana,
considerado un alimento de alto valor bioldgico. Esta especie es oriunda de los Andes y
su produccion se da en paises como Peru, Bolivia, Ecuador y Colombia. En el Ecuador el
consumo per-cépita en la zona rural es de 16,90 kg/afio, mientras que el sector urbano el
consumo es de 8,52 kg/afio. Se caracteriza por tener un ciclo de reproduccion corto, de
facil manejo, y sin una alimentacion exigente; puede ser la especie mas econdémica para
la produccion de carne de alto valor nutritivo. La crianza de cuyes en toda la sierra es

generalmente, tradicional y rustica; destinada para consumo familiar (1).

El manejo sanitario de los cuyes esta basado en la profilaxis del manejo en la
crianza, no existen vacunas para la prevencion de enfermedades ya que estas son
transmitidas por otros animales tanto directo como indirecto, la falta de higiene en el
alojamiento, alimentos en mal estado debido a esto pueden padecer enfermedades
bacterianas, virales, parasitarias externas e internas en este caso se suele administrar via
oral oxitetraciclinas, subcutanea ivermectina, oftalmica en el caso de antibiéticos como
la terramicina (2). Las enfermedades gastrointestinales son un tema de presentacion muy
comun en la préctica clinica que se asocian con frecuencia a la disbiosis en cuyes, que
puede presente como enfermedad primaria o secundaria (1). Los estudios varian sobre las
bacterias identificados en un momento y entorno determinados de criar cuyes, sin
embargo, es importante evaluar la dindmica de las infecciones bacterianas durante un

periodo de tiempo y los efectos de cambios de estaciones climaticas (2).

Debido al limitado uso de antibidticos en la produccion de cuyes, el sector
dedicado a la crianza, a través de investigaciones cientificas busca emplear aditivos
naturales, con el fin de ofrecer al mercado un producto de calidad, inocuos, libre de
antibidticos, beneficiosos para el consumidor y la produccion, mejorando los parametros
productivos, carga parasitaria del tracto digestivo en cuyes de una forma natural y

economica (3).

Los fitofarmacos son medicamentos elaborados naturales a partir de los principios
activos de las plantas medicinales en donde se utilizan por sus caracteristicas terapéuticas
que ya han sido estudiadas. El uso de estos esta ajustado en una medicina amparada por
la investigacion de ciencias naturales, particularmente cuando se hace una comparacion
con los sintetizados quimicamente contiene principios activos, esto se traduce en el uso

15



de dos medicamentos quimicos que contengan el mismo principio y administrados de
forma similar (1). Las tinturas por lo consiguiente, pertenecen a este tipo de terapias son
el resultado de la accion del alcohol etilico sobre los vegetales, con adicion de agua al
componente en algunos casos para disminuir el grado alcohdlico. La titulacion de alcohol
puede variar segun la sustancia vegetal empleada: 60° para los principios activos
facilmente solubles; 70° 0 90° grados para las muy activas, llamadas heroicas; 80° para

todos los otros vegetales, especialmente aquellos ricos en aceites volatiles y resinas (4).

Los medicamentos naturales estan siendo utilizados en la produccion animal,
gracias a sus bondades medicinales, razon por la que, en este trabajo se evaluara los efectos
terapéuticos que tienen los dos fitof&rmacos sobre procesos gastrointestinales con
presencia bacteriana in vitro en cuyes. Cabe recalcar, que existe un numero limitado de
investigaciones del uso fitofarmacos, especificamente en forma de tinturas, en la
produccién de cuyes, por lo cual se espera probar in vitro, para en dependencia de los
resultados, pueda ser empleado in vivo, lo que se considera la novedad cientifica de esta

investigacion (5)
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CAPITULO |
1. Contextualizacion de la Investigacion
1.1. Planteamiento del Problema

El planteamiento del problema se basa en la poca informacion y falta de
investigaciones en el campo de la medina alterativa en produccion de cuyes,
especificamente en forma de tinturas, el abuso de antibidticos convencionales que en
muchos casos generan resistencia y poca eficacia en tratar infecciones en esta especie,

ademas, de residuos en la carne para consumo afectando la salud publica (6).
Diagndstico

La produccién de cuyes en Ecuador se lleva a cabo generalmente en la region
sierra y parte de la costa, donde se presentan diferentes estandares sanitarios, lo que
conlleva a problemas de salud, disminucion productiva y bajos ingresos econémicos. La
misma que por muchos afos ha tenido un crecimiento muy lento debido a la poca
importancia que el estado ecuatoriano ha dado a esta especie, por lo tanto, no ha recibido
de soporte técnico, la baja tasa de investigaciones cientificas en cuanto a las enfermedades
de la especie tecnologia apropiada para poder sustentar y mejorar los indices de
productividad, como parte del aporte al manejo de esta especie, se propone un tema de
investigacion que se basara en el uso de dosis tanto del antibi6tico convencional como las
dosis de la tinturas de ajo y epazote, para tratar bacterias aisladas a partir de heces
colectadas, siendo esta una forma fiable de obtencion de resultados rapida, como primera

fase de estudio para una futura aplicacion in vivo (2).
Prondstico

El empleo terapéutico in vitro de las tinturas podra tener resultados favorables en
la presente investigacion, lo que generaria una alternativa propicia que permitird la
sustitucion de antibidticos convencionales, para contrarrestar la presencia de bacterias

patdgenas en las diferentes etapas en la produccién de cuyes.
1.1.1. Formulacion del Problema

¢Coémo influye la accién de las tinturas de ajo y epazote en el crecimiento de bacterias

patdgenas in vitro aisladas a partir de heces fecales de cuyes en produccién?
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1.1.2. Sistematizacion del Problema

¢Cudles son las bacterias patogenas resistentes a la aplicacion dosis de las tinturas de ajo

y paico en la especie?

¢Cudl es la influencia de las tinturas de ajo y paico sobre la carga bacteriana en medios

de cultivo?
1.2.  Justificacion

El presente trabajo investigativo se fomenta debidamente como respuesta
terapéutica al manejo sanitario que cuando no va sujeto a una higiene adecuada, trae como
consecuencia procesos gastrointestinales en cuyes como son las diarreas, las cuales
responden a otros procesos primarios como las parasitosis, que provocan alteraciones en
la microflora bacteriana normal del tracto digestivo de estos animales. Por otra parte, el
uso incorrecto de antibidticos genera resistencia bacteriana a los tratamientos
convencionales de ciertos antibioticos, comprometiendo asi la salud de los cuyes y
predominan los contagios, los cuales pueden tener una tasa en mortalidad en las granjas

alta, ademas de afectar a la salud de los consumidores.

Actualmente constan investigaciones y referencias que abordan la implementacion de las
plantas medicinales como via efectiva para la formulacion de medicamentos alternativos,
lo cual podria llevar a un descubrimiento de nuevas terapias con usos de extractos
naturales, en especies poco estudiadas como el cuy; cabe resaltar que las plantas
medicinales pese a que tienden a tener muchas propiedades al combatir enfermedades
comprobadas, estas no han tenido los estudios a fondo, lo que limita la explotacion de

valiosos recursos beneficiosos, en la sanidad de las diferentes la especie en estudio.

La explotacion de cobayos debe ofrecer un cuy de calidad para ser comercializado, que
se encuentre libre de enfermedades y a su vez sin residuos de antibioticos convencionales,
garantizando inocuidad del producto final, por esta razon la investigacion se basa en el
tratamientos in vitro con tinturas madre de ajo y epazote contra microorganismos aislados
a partir de heces de cuyes para demostrar la eficacia o0 no de esta terapia frente a la

proliferacion de bacterias patdgenas presentes en las muestras (2).
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1.3.  Objetivos
1.3.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de las tinturas en diferentes concentraciones contra bacterias

patégenas aisladas in vitro a partir de heces fecales de cuyes (cavia porcellus).

1.3.2. Objetivos Especificos.

e Identificar tipos de bacterias patdgenas presentes en las muestras de heces fecales

colectadas en una poblacion de cuyes.

e Estimar la influencia de las tinturas de ajo y epazote sobre la carga bacteriana
patégena presente.
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CAPITULO Il
2. Fundamentacion Tedrica de la Investigacion
2.1. Marco Conceptual
2.1.1. Generalidades

El cuy (Cavia porcellus) es un roedor herbivoro cuyo origen es de los pajonales
altoandinos de América del Sur. Su genética actual proviene de la domesticacion de las
cavias 0 cuyes silvestres como son, por ejemplo, la Cavia cutleri y la Cavia tschudii,
animales cuyas caracteristicas son de color barrado o atigrado, nariz puntiaguda y orejas

erectas (2).
2.1.2. Taxonomia

Tabla 1.

Taxonomia Cavia Porcellus

Descripcion Denominacion
Reino Animal
Subreino Metazoarios
Tipo Cordados
Subtipo Vertebrados
Clase Mamiferos
Subclase Placentarios
Orden Roedores
Suborden Hystricomorpha
Familia Cavidae
Género Cavia

Especie Cavia porcellus

Fuente: Curipoma (2)

2.1.3. Descripcion del cuy

El cuy también conocido como conejillo de indias, es un animal de aspecto
rechoncho, cubierto de pelo, con cola generalmente corta, el cuerpo es largo con relacion
a las patas, que también son cortas. Los cuartos traseros son muy redondeados, la cabeza

es ancha y las orejas son pequefias y arrugadas. Una de las ventajas de su produccion es
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que a la semana de edad duplican su peso debido a que la leche de las hembras es de alto

valor nutritivo. Un cuy adulto puede llegar a medir entre 20 y 25 cm., y pesa entre 0.5-10
Kag.

Fuente:INIAP
2.1.4. Importancia del cuy

El cuy es una especie de animal que se presenta para ser utilizado en diversas
actividades principalmente, en la alimentacion humana, ya que se caracteriza por tener
una carne de alto valor nutritivo, magray de excelente sabor excelente, ademas de ser una
muy buena fuente de proteina. Ademas, estos animales son utilizados en laboratorios en
el campo de la medicina para diversos estudios. En su explotacion también es
aprovechable el estiércol como abono orgéanico. Su rapida reproduccion y manejo
econémico hace que muchas familias obtengan un ingreso econémico mejorando su
calidad de vida (7).

2.1.5. Clasificacion de los cuyes

Los cuyes consignados para la produccion de carne, presentan diversas modelos para su
clasificacion, gracias a la gran heterogeneidad de los animales existentes en cuanto a:
tipos y variables. Los cobayos por sus particularidades para su comercializacion presentan
diferencias internas y externas por lo que se clasifican segun tipos, conformacion, color,

entre otros y variedades mejoradas y criollo (8).
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2.1.6. Tipos.

Segun el tipo de cuyes que son agrupados por sus caracteristicas externas (fenotipo o
exterior). Por lo general las caracteristicas externas son el color del pelaje, forma del pelo,

conformacion corporal, etc. (8).
2.1.7. Variedades.

Segun la variedad de cuyes que se agrupan de acuerdo con sus caracteristicas productivas,
como lo son peso al nacer, peso al destete, incremento de peso, tamafio de camada etc.
2.1.7.1. Criollo.

Comunmente es el cuy cuya crianza y seleccion se da de manera de manera empirica. Por

lo general e impropiamente es llamado cuy nativo (3).

2.1.7.2. Mejorado.
Es el cuy criado y seleccionado de manera tecnificada, el cuy es obtenido a partir del
anterior (cuy criollo) por las progresivas mejoras derivadas del manejo productivo y

genetico, dictadas por las investigaciones realizadas desde aproximadamente 50 afios (7).

2.1.8. Crecimiento y engorde

La etapa de crecimiento inicia a partir del destete y termina con la venta del cuy al
mercado y/o el inicio del empadre, El destete se lo realiza a los 22 dias de edad y es
recomendable ubicar a los animales destetados en lotes uniformes de edad, tamafio y sexo
puesto que permite disminuir la competencia y generar animales homogéneos posterior
hasta los 90 dias para su comercializacion. Los cuyes que son destinados para

reproductores inician su etapa a partir de los 90 dias a 1 afio aproximadamente (9).

2.1.9. Mortalidad

En las explotaciones de cuyes por lo general existe un indice normal de mortalidad, ya
sea en la etapa de lactancia que puede llegar hacer el 10% a 15%, en la etapa de
crecimiento de 5% a 10% Yy en la etapa de reproduccion hasta un 8%. Las causas mas
probables de mortalidad estdn las de aplastamiento, neumonia pulmonar, abortos,

inanicion, accidentes y peritonitis (10).
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2.1.10. Métodos de Crianza

Durante los ultimos afios la produccion de cuyes en el Ecuador establece tres
fundamentales sistemas: sistema tradicional, sistema semitecnificado y sistema

comercial.

2.1.10.1. Crianza tradicional.
La crianza familiar se desarrolla mayormente en familias de la zona rural. Este sistema es

el mas difundido y se maneja bajo un sistema tradicional, donde el cuidado de los cuyes
es de responsabilidad de las mujeres y nifios, donde su crianza es a base de pasto y
residuos de cosecha o residuos de cocina. Los productores los crian exclusivamente para
autoconsumo, a fin de disponer de fuente proteica de origen animal; Sin embargo hay
familias que cuando disponen de excelentes animales los comercializan para generar

ingresos, pocos son los que mantienen a los cuyes solo para venta (10).

2.1.10.2. Crianza familiar comercial.

Este sistema de crianza permite generar empleo y disminuir la migracién de los
pobladores del area rural. Por lo general en este sistema se llegan a producir de hasta 500
cuyes. Se ponen en practica mejores técnicas de cria, lo cual se traduce en la composicion
del lote. La alimentacién es a base de subproductos agricolas y pastos cultivados de la
zona, en algunos lugares optan por implementar alimentos comerciales, ademas de que
en este sistema cuentan con un control sanitario mucho mas riguroso que el tradicional,
los cuyes son separados de acuerdo con su edad y sexo, exigiendo asi el uso de mano de

obra para su manejo y mantenimiento (11).

2.1.10.3. Crianza comercial tecnificada.

El sistema de crianza comercial consiste en producir en mayor cantidad carne de cuy para
la venta con el fin de obtener grandes beneficios, por tanto, se utiliza mayor tecnificacion
en cuanto a la infraestructura, manejo, alimentacion sanidad, y comercializacion. En este
sistema de crianza se suele utilizar animales genéticamente mejorados y destinados para
la produccion intensiva comercial, siendo animales de rapido crecimiento, precoz y de

alto valor bioldgico para el producto final que es la carne (11).

Dentro de este sistema los animales se encuentran en ambientes controlados en cuanto a
la temperatura, humedad, su crianza por lo general se realiza en jaulas, y en pozas que
permite separarlos por sexo, edad, y etapas fisiologicas; El establecimiento es protegido

para evitar el ingreso de animales depredadores de esta manera se ti ene control
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eficientemente de ectoparasitos (piojos, pulgas, acaros, etc.), se evita el problema de
consanguinidad y se reduce la mortalidad de animales. Sin embargo este tipo de sistemas
requiere de excelentes instalaciones por lo que genera gran cantidad de inversion

econdmica (2).
2.1.11. Nutricion y alimentacién

La nutricion y alimentacion es de suma importancia en toda explotacion pecuaria. Es
esencial conocer los requerimientos nutritivos de los cuyes, asi poder suministrar raciones
balanceadas que logren satisfacer sus necesidades en las diferentes etapas bioldgicas en
las que se encuentren (gestacion, lactancia, engorde) lo cual influira directamente en el
éxito de la produccion (12).

La alimentacion del cuy requiere de proteinas, energia, fibra, vitaminas y minerales. La
digestion del cuy es de dos tipos: la enzimatica que se lleva a cabo a nivel del estbmago
e intestino delgado, y la microbial, a nivel del ciego. La mayor o menor actividad de
digestion depende de la constitucion de la racion alimenticia. En el intestino delgado
ocurre la mayor parte de la digestién enzimatica y hay mayor absorcion de nutrientes y
microelementos (13).

Dentro de las explotaciones de cuyes se utilizan tres tipos de alimentacion los cuales
consisten en: forraje, forrajes mas balanceados, y con balanceados més agua y vitamina
C. Estos sistemas pueden aplicarse en forma individual o alternada, de acuerdo con la
disponibilidad de alimento existente en el sistema de produccion familiar, familiar-

comercial o comercial y su costo a lo largo del afio (13).

En la explotacion tradicional la alimentacion del cuy es del 80% a base de pastos verdes
y algunas malezas, suplementada en ocasiones con desperdicios de cocina y hortalizas.
Es evidente que este sistema de crianza no cuenta con un plan de alimentacion que cubra
con los requerimientos nutritivos de los animales, donde se llegan a presentar bajos
rendimientos productivos, vulnerabilidad a enfermedades, indices bajos de natalidad,
pesos bajos al nacimiento y destete con porcentaje de mortalidad (10).

2.1.11.1. Alimentacion con forraje.

Siendo el cuy un animal herbivoro su alimentacion es a base de forraje verde en un 80%
cuya adicion estd determinada por la edad. El forraje verde debe ser una mezcla entre
gramineas y leguminosas con el fin de aportar todos los nutrientes necesarios. De igual

manera se pueden utilizar hortalizas, desperdicios de cocina especialmente cascara de
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papa, zanahoria, por su alto contenido de vitamina C. Los forrajes mas utilizados en la

alimentacion son: alfalfa, rey Grass, pasto azul, trébol y avena, entre otros (3).

2.1.11.2. Alimentacién mixta.

Es de suma importancia establecer programas de alimentacion mixta o integral, aportando
la alimentacion de acuerdo con la disponibilidad de alimento. En este tipo de alimentacion
ademas de suministrar el forraje verde también se le incorpora un concentrado comercial
(racion integral) pudiendo utilizarse afrecho de trigo mas alfalfa, los cuales han
demostrado superioridad del comportamiento de los cuyes cuando reciben un suplemento
alimenticio conformado por una racion nutritiva. Aunque los herbivoros, en este caso los
cuyes, pueden sobrevivir con raciones exclusivas de pasto, los requerimientos de una
racion balanceada con un alto contenido de proteina, grasa y minerales es realmente

necesaria (14).

2.1.12. Requerimientos nutricionales

Para lograr obtener una excelente produccién es necesario suministrar un alimento
apropiado que cumpla con todos los requerimientos nutricionales. Los nutrientes se
encuentran en los alimentos y el animal los utiliza para mantenerse, crecer y reproducirse,
por ejemplo, los requerimientos de proteinas para la etapa de gestacion son de un 18% y
en lactancia un 22%. Se debe tomar en cuenta los minerales que se necesitan en la
explotacion de cuyes, siendo los mas necesarios el calcio, fosforo, magnesio y potasio.
Cabe recalcar que los cuyes limitan de vitamina C por tanto es necesario incorporar acido
ascorbico 0,2 g/litro de agua). Asi se define a la cantidad necesaria de nutrientes que
deben estar presentes en la dieta alimenticia diaria de los animales para que puedan

desarrollarse y reproducirse con normalidad (15).

Tabla 2.

Requerimientos nutricionales del cuy.

Nutrientes Unidad Etapa
Gestacion Lactancia Crecimiento
Proteinas % 18 18 - 22 13-17
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Energia Mcal/kg 2.80 3.00 2.80

Digestible

Fibra % 8-17 8-17 10
Calcio % 1.4 1.4 08-1.0
Fosforo % 0.8 0.8 0.4-0.7
Magnesio % 0.1-0.3 0.1-0.3 0.1-0.3
Potasio % 05-1.4 05-14 05-14
Vitamina C Mg 200 200 200
Agua 10 mililitros de agua por 100 gramos de peso vivo

Fuente: Vargas (15)

2.1.13. Forraje

El forraje constituye la fuente principal de nutrientes, sobre todo de vitamina C. Se llama
forraje a todos los vegetales exceptuando los granos, y se utilizan para la alimentacion de
los animales. El uso de la suplementacion concentrada, los incrementos diarios de peso
se elevan y bordean los 10 g. Los animales consumen alrededor de 200 g.de forraje y
entre 20 a 30 g. de concentrado diariamente y las conversiones alimenticias se hacen méas
eficientes (3). En algunas partes del mundo donde se dedican a la crianza de cuyes,
utilizan el forraje verde hidropénico frente a la escases de alimento, ademas que
garantizaria la produccion, reproduccién y sanidad de estos animales, asegura la
disponibilidad de forraje los 365 dias del afio, independientemente de cualquier condicion
ambiental (16).

2.1.14. Balanceado

Son alimentos que resultan de la combinacion o la mezcla de varias materias primas tanto
de origen animal como vegetal, que complementan la accién nutritiva de la racion
alimenticia tradicional. Los balanceados proporcionan al animal elementos que le son
utiles para el desarrollo y mejoramiento de sus tejidos especialmente de aquellos que se
utilizaran en la alimentacién humana. El uso de alimentos balanceados representa una
gran ventaja en las explotaciones pecuarias frente a la complementacion de los nutrientes
que necesitan cada especie, sin dejar de lado el potencial genético, manejo y bioseguridad

para obtener resultados eficientes (12).
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2.1.15. Cecotrofia.

La cecotrofia consiste en la produccion y excrecion de dos diferentes heces (heces blandas
o cecdtrofos y heces duras), ademas de que es un mecanismo bioldgico en donde el animal
aprovecha los compuestos nutritivos que no fueron absorbidas durante la digestion. La
cecotrofia tiene un papel digestivo ciclico de primer orden parecido al que se da en los
rumiantes con la rumia. Las heces blandas son excretadas segn un ritmo circadiano.
Mientras que el consumo de alimento y la expulsion de las heces duras suceden en horas
de la tarde (en presencia de luz en condiciones naturales), las heces blandas son liberadas

por la mafiana (12).
2.1.16. Parasitos en los cobayos

Las enfermedades causadas por parasitos muy al contrario de lo que pasa con las
infecciosas, estas son de caracter y manifestacion lentas, insidiosas por lo que suelen pasar
desapercibidas por los productores, se expresan clinicamente en forma aguda y les puede
causar muerte, sin embargo, en la mayor parte de los casos, son sometidos a una infeccion
gradual adaptable, no presentan signos clinicos y aparentemente estar sanos, pero reducen
su ganancia de peso e incrementan su consumo alimenticio. Sin lugar a duda el
parasitismo repercute negativamente en la produccién de cuyes, ocasionando grandes

pérdidas econdmicas (2).
2.1.17. Enfermedades producidas por Protozoo

2.1.17.1. Eimeria caviae.

La Eimeria caviae que causa coccidiosis en cuyes es la especie parasitaria con mayor
importancia econdémica. Los animales mas vulnerables son los mas jovenes,
principalmente los que recién pasan por la etapa del destete. Una de las caracteristicas
fisicas de esta enfermedad es una disminucién del peso y diarreas, mientras que siendo la
infeccion severa puede llegar hasta la muerte. Las lesiones observadas a la necropsia en
infecciones severas; incluyen hiperemia, edema, hemorragias petequiales en la mucosa,
placas blancas o amarillas en el colon y, dependiendo de la gravedad, el ciego. Los
contenidos intestinales del colon pueden ser acuosos 13 y fétidos, aunque pueden no estar
presentes. MicroscOpicamente, hay una marcada hiperplasia de la mucosa colénica, puede
ocurrir degeneracion y descamacion del epitelio, dilatacion quistica de las criptas de
Lieberkiihn y existir infiltrado neutrofilico y linfocitario de la lamina propia. Las etapas

de desarrollo estan presentes en las células epiteliales intactas y libres en el lumen (2).
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Segun investigaciones realizadas en el Ecuador, se evidencian diversos casos de Eimeria
caviae en cuyes, sobre todo en cuyes que son manejados bajo el sistema de crianza
familiar-comercial, se reportan prevalencia de Eimeria caviae de 24% hasta un 50% a

través de exdmenes coproparasitarios y a nivel del tracto gastrointestinal (17).

2.1.17.2. Entamoeba spp.

Dentro de este género se encuentra diversas especies de amebas localizadas en el aparato
intestinal sobre todo en el ciego y colon, afecta mayormente a cobayas y conejos. A pesar
de ello se han encontrado varias especies de amebas parasitas que se localizan en el tracto
genitourinario o también en la cavidad bucal de ciertos mamiferos, De forma intestinal:
Se presenta de forma aguda o disentérica con dolor abdominal, heces mucosas y a veces
con estrias de sangre, deshidratacion. De forma necroldgica se da en los individuos en
que alternan los periodos agudos con otros de sintomatologia atenuada o sin sintomas,
que después pueden volverse activas. Esta enfermedad también produce abscesos a nivel

del higado, heces con sangre, dolor intestinal y fiebre (2).

2.1.17.3. Crystosporidium wrairi.

Consiste en un parasito coccidio entérico, afecta severamente a los cobayos. Por lo
general este parasito se hospeda en el intestino delgado y puede ocasionar una infeccion
subclinica sobre todo en animales jovenes. Uno de los sintomas visibles de esta
enfermedad es pérdida de peso y diarrea, bajo crecimiento en animales destetados, pelo
aspero y una tasa de morbilidad de hasta el 50%. Este parasito es comun en el ileon donde
produce en las microvellosidades un aislamiento irregular con atrofia, fusién, con un
infiltrado en la lamina propia y el epitelio absorbente, la cual es la principal patologia y
los parasitos pueden ser vistos en vacuolas parasitologas en la porcion intracelular de los

enterocitos infectados (18).

2.1.18. Enfermedades producidas por bacterias.

La caracteristica bioldgica mas comun de los bacterias es que estos son microscopicos
unicelulares, existen variedades de bacterias diferenciadas, tiene una calidad de vivir en
todos los medios ambientes posibles, se probado que pueden tener vida en medios
radiactivos, estan presentes en piel vias respiratorias boca, aparato digestivo reproductor
urinario sin causar dafo esta es la flora saprofita, pero también existen las bacterias

patdgenas estas causan enfermedades por la produccion de sustancias toxicas como
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toxinas , invaden tejidos desencadenando inflaciones con riesgos de mortandad en el
individuo portador (19).

2.1.18.1. Salmonella Typhimurium.

La salmonelosis es la enfermedad bacteriana de mayor importancia
que afecta a los cuyes, presentdndose de manera sistémica y causando altos
porcentajes de mortalidad, siendo Salmonella Typhimurium el causante habitual de
mortalidad en cuyes. Se transmite por via digestiva, al ingerir agua o alimentos
contaminados. Afecta principalmente a gazapos, jovenes; pudiendo presentarse de forma
aguda y crénica, generando cuadros diarreicos y afectando varios érganos dependiendo

de la especie (2).

2.1.18.2. Escherichia coli.

La colibacilosis en cuyes, producida por Escherichia coli, se manifiesta con
diarreas profusas, caquexia, pelo erizado, entre otros; pudiendo generar altos
grados de mortalidad. Escherichia coli no es un componente principal del microbiota
intestinal. Wagner y Mannign (1976) aislé en cuyes Escherichia coli a partir de liquido
peritoneal, ganglios linfaticos mesentéricos, bazo, higado y sangre. Investigaciones
realizadas por Morales (2012) en cuyes clinicamente sanos de crianzas familiar-
comercial, evaluo la presencia de patdgenos oportunistas y determino la presencia de
Escherichia coli representando 13.3%; siendo un componente del microbiota normal,
pudiendo actuar como patégeno oportunista frente a cualquier evento de estrés, como es
el caso de las enfermedades parasitarias que inmunosuprima al cuy, generando

condiciones favorables a desarrollar enfermedades (2,19).

2.1.18.3. Estreptococos.

El género Estreptococos es un grupo de bacterias, conocidas en espafiol como
estreptococos, formado por cocos gram -positivos pertenecientes al filo firmicutes y al
grupo de las bacterias acido lacticas. Estas bacterias crecen en cadenas o pares, donde
cada division celular Es la bacteria més importante dentro de los principales agentes
infecciosos en cuyes de crianza familiar-comercial pueden producir, ademas, neumonia
y mastitis purulenta, asi como conjuntivitis siendo, por ejemplo, la especie S. aureus, un
habitante comdn de la piel y cavidad orofaringea de cuyes clinicamente sanos Asimismo,
se conoce su potencial zoondtico, generalmente asociado al con- sumo de leche no

pasteurizada o por contacto directo con cuyes criados como mascotas, por lo que se
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deberia considerar la bioseguridad necesaria durante la manipulacion de animales que

presentan secreciones purulentas o abscesos (6).

2.1.18.4. Lymphadenitis.

Es una enfermedad cronica de consideracion en cuyes, que se caracteriza por la
presentacion de abscesos a nivel de ganglios o nddulos linfaticos, siendo los cervicales
los comprometidos con mayor frecuencia, ademas de otros érganos Este proceso general-
mente es causado por la bacteria Streptococcus equisubsp. zooepidemicus (S.
zooepidemicus), un coco encapsulado gran- positivo que produce beta hemdlisis en agar
sangre ademas que las transmisiones bacterianas se dan por via oral, piel, mucosas con

pequefias abrasiones, aerosol o genitales (2).

2.2.  Marco Referencial
2.2.1. Definicion y Origen de los Fitofarmacos

La utilizacion de las plantas con fines terapéuticos es una practica que data de tiempos
muy remotos, tan antigua como la civilizacion humana. De ello nace el término fitoterapia
que define el uso de las plantas medicinales o sus derivados para la prevencion, alivio y/o
tratamiento de un estado patoldgico. El uso de diversas plantas resulta beneficioso y sin
ningun inconveniente para la salud humana. (20).

Existen investigaciones que corroboran la eficacia de muchas plantas frente a trastornos
gastrointestinales, de piel, nerviosos, con efecto antibidtico, antiinflamatorio,
antiparasitario interno y externo, etcétera. También existen plantas que son utilizadas
como promotoras del crecimiento y/o moduladoras de la respuesta inmune, que son
administradas como suplementos, Dentro del sector productivo, entre los usos mas
difundidos de la fitoterapia se encuentra su aplicacion como antiparasitario, tanto contra
parasitos internos como externos (20). Las infecciones gastrointestinales son infecciones
virales, bacterianas o parasitarias que causan gastroenteritis, una inflamacion del tracto
digestivo que afecta tanto al estmago como al intestino delgado. Sus sintomas incluyen
diarrea, vomitos y dolor abdominal. EI mecanismo infeccioso de la diarrea puede ser
invasivo, por colonizacion del tracto intestinal y toxigénico. Las denominadas
intoxicaciones alimentarias o toxiinfecciones se originan por la secrecion de exotoxinas
en los alimentos, previa a su ingestion (21).

El control se realiza mediante productos quimicos, los cuales tienen un impacto conocido

en el ambiente y dejan residuos en la carne, generando resistencia a largo plazo de los
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parasitos. La produccion de carne se somete a un constante proceso de adaptacion a las
demandas del mercado y a nivel global, fundamentalmente en paises desarrollados, la
poblacién esta exigiendo cada vez mas, alimentos saludables y con origen en sistemas
productivos que garanticen un menor riesgo ambiental. Es por esto que, el uso de
productos quimicos que dejan residuos en la carne y en el ambiente, sufre restricciones

cada vez mayores en la actualidad (20).
2.2.2. Investigaciones previas

En una investigacion realizada se evalud el efecto del tratamiento a base de ajo, flor de
papaya y limon en parasitismo gastrointestinal en cuyes. En esta investigacion se
utilizaron 91 cuyes tanto machos como hembras de 1 a 12 meses de edad. El tratamiento
consistio en la aplicacion del extracto del ajo, papayay limén, por via oral, siendo la dosis
de 0.1 ml de extracto por 1 kg de peso vivo (0.1 ml/kg., por ejemplo, se empleé 1 ml de
extracto acuoso/ 10 cuyes que pesaban 600 g. cada uno. Se realizaron examenes
coprolégicos al inicio de la investigacion para determinar huevos de parasitos presentes
en las heces, encontrandose presencia de carga parasitaria. Al final de la investigacion se
logré evidencia una disminucion de carga parasitaria. Segun los resultados obtenidos
manifiestan que el extracto acuoso empleado fue efectivo ya que de 89 cuyes infectados
solo 72 se encontraron libre de parasitos. Estos autores concluyen que el extracto acuoso
del ajo, flor de papaya y limén sirve como tratamiento en parasitosis gastrointestinal,
ademas que por su facilidad de elaboracion y bajo costo econémico los recomiendan
como una manera de tratamiento alternativo (21).

En otra investigacion utilizaron tres niveles de extracto de ajo (4, 6 y 8%) en el agua de
bebida de cuyes en etapa de crecimiento y engorde. Utilizaron 80 cuyes (40 hembras y
40 machos). Segun sus resultados el extracto de ajo a razén del 8% presento los resultados
maés favorables para los parametros productivos en cuanto a la ganancia de peso con un
valor de 706,65 g., conversion alimenticia de 5,70 peso a la canal con un valor de 835,25
g. y el rendimiento a la canal con 74,76%. En cuanto a la parte sanitaria estos autores
manifiestan que la carga parasitaria se redujo considerablemente al utilizar el 8% de
extracto de ajo, de igual manera al emplear el 8% de extracto se obtuvo la mayor
rentabilidad con un beneficio costo de 1,22. Estos autores recomiendan el empleo de
extracto de ajo al 8% ya que presentan resultados positivos que benefician directamente

para quienes se dedican a la produccién de cuyes (19).
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Se evaluo el efecto de la utilizacion del ajo macerado en el control de Escherichia coli y
parametros productivos en cuyes, este autor utilizo ajo macerado a razén de 2, 2.5y 3
cm/animal suministrado directamente en la boca del animal. En esta investigacion se
usaron 80 cuyes machos y hembras de 15 dias de edad, manifestando en los resultados
que los cuyes que recibieron la mayor dosis de ajo macerado (3cm/animal) registraron los
mejores pesos (1059.91 g) una ganancia de peso de 867.80 g., una conversién alimenticia
de 3.79, asi mismo se pudo controlar la presencia de Escherichia coli a partir de la tercera
semana y controlando su totalidad a la cuarta semana, razon por la cual este autor
recomienda utilizar 3 CC de macerado de ajo, puesto que no solo controla bacterias que
provocan enfermedades infecciosas, sino que permite mejorar los parametros productivos
como peso, ganancia de peso, conversion alimenticia, pudiéndose utilizar en las granjas

de cuyes para evitar pérdidas econémicas (22)
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CAPITULO III
3. Metodologia de la Investigacion
3.1. Localizacién

El presente trabajo investigativo tuvo lugar en el Campus “La Maria” de la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ), ubicada en el km 7% de la via Quevedo — El
Empalme, recinto San Felipe, canton Mocache, provincia de Los Rios. En el laboratorio
de microbiologia para el ensayo preliminar y la toma de muestras en los recintos
“Pajarito” y “Bella Sombra” ubicados en el mismo canton Mocache km 8 via Mocache-
Quevedo Entre las coordenadas geograficas de 01° 06" de latitud sury 79° 29" de longitud
oeste a una altura de 120 msnm.

Tabla 3.

Condiciones meteoroldgicas de la zona

Parametros Promedio
Temperatura °C 24.2
Altitud m.s.n.m 74
Humedad relativa % 77.4
Precipitacion, anual. Mm 1537
Helidfila, hora/luz/afio 823

Zona ecologica Bh-T
Topografia Irregular

Fuente: INAMHI (23).
3.2. Metodologia

Primera fase de la investigacion

Fue realizada en dos planteles productores de cuyes directamente en campo y consistid
en la recoleccion de heces fecales de cuyes como muestra, para esto, se almacend en
envases colectores de muestras; con la ayuda de hisopos, se procedi6 a la estimulacion de
los esfinteres anales, para inducir la defecacion y preceder a la extraccion, una vez

colectada esta se almaceno y traslado para refrigerar.

Segunda fase de la investigacion
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A partir de las muestras se hizo las respectivas diluciones en tubos de ensayo de 10 ml
ocupando un gramo por ambas muestras el cual fue disuelto en uno principal para luego
pasar al tubo 1, fueron un total de 6 tubos de ensayo , del tubo 1 se absorbe la cantidad de
250 pL y se deposita en el segundo, para continuar hasta el nimero 6 de la misma forma
cambiando punta en la micropipeta , la disolucion 6 fue la determinante final para
proceder a sembrar, Se realizo la preparacion del agar LB Miller como medio de cultivo
en primera estancia para determinas las diferentes bacterias patdgenos presentes en las
muestras, una vez se obtenga los patdgenos se procedié a caracterizar para luego hacer
a un aislamiento en medios selectivos especificos en donde se purificaron las cepas
bacterianas , por ello las cajas Petri fueron rotuladas con fecha y tratamiento, y se
procedio a hacer el estriado de la disolucion 6 y el tratamiento en las cajas en un periodo

de incubacién a 37°C por 18 horas para la obtencién de los resultados.
Tercera fase de la investigacion

Unas ves extraidas las cepas puras determinado presencia de dos cepas de Escherichia
coli y salmonella finalmente se llegé a la conclusion de mayor presencia de Escherichia
coli y en cantidad de poca significancia la salmonella ,luego se procede a realizar un
antibiograma sencillo y determinar la inhibicién que los antibioticos convencionales y
fitofarmacos contra el crecimiento del patdgeno, se prepararon las peptonas como caldo
de cultivo para un mejor resultado para la preparacion de estas se ocup6 un matraz de
1000 ml con agua disolviendo en ella 5 g. de peptona para 10 matraz de 100 ml cada uno
y proceder a la siembra y aplicacion de cada tratamiento se usaron antibioticos
convencionales en una concentracion de 100 % y 100% las tinturas mas varios
tratamientos combinados en 50% tinturas y 50%antibiotico quimico Tipo de

investigacion

Meétodo experimental

La metodologia experimental se realizo en laboratorio con el aislamiento de bacterias a
partir de heces fecales en diluciones con solucion salinas al 0,9% (p/v) seguidamente los

medios de cultivo y los tratamientos.

Meétodo inductivo deductivo
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Este método permite hallar una posible solucion a partir de un problema determinado, en
este caso la obtencién de un fitofarmaco que sustituya el uso de antibidticos para el

tratamiento de enfermedades infecciosas principalmente en cuyes.

Meétodo analitico.

Este método permitié analizar el uso de las tinturas de ajo y epazote mediante la
evaluacion de efectos generados por los principios activos de la planta presentes en

distintos tratamientos y compararlos con antibiéticos convencionales.
3.3.  Fuentes de recopilacion de informacion
3.4.1. Fuentes primarias

Este tipo de fuente es la informacion que se recolecto a lo largo del tiempo que duré la
investigacion. Se realizo a través de la observacion y recoleccién de datos. El objetivo del
estudio abarca, la informacion de la prevencion de enfermedades gastrointestinales

bacterianas cuyo proceso se realizd in vitro, con tinturas madre a partir de ajo y epazote.
3.4.2. Fuentes secundarias

La informacion se obtuvo de fuentes bibliograficas tales como: libros, tesis de pregrado,
tesis de magister, tesis doctoral, revistas de articulos cientificos de alto impacto, sitios

web, etc.

3.4. Disefio de la investigacion

Se aplic6 un disefio completamente al azar (DCA), se trabajé en laboratorio con 10
tratamientos a base de antibi6ticos convencionales, tinturas madre de ajo y epazote en
tres repeticiones distribuidos por horas de lectura en el espectrofotémetro, determinando
absorbancia y transmitancia usando los medios a base de peptonas con los tratamientos
respectivos.

Se purificaron las cepas de Escherichia coli en un medio de cultivo Agar _MacConkey

Sorbitol (CT-SMAC), una vez purificadas se extrajeron las cepas para nuevamente

sembrar y realizar el antibiograma con los antibidticos convencionales y tinturas e
incluyendo la combinacion de ambos farmacos, esperando resultados en 18 horas de
incubaciéon a temperatura ambiente, con los resultados obtenidos se procedio a la

preparacion de los medios liquidos peptonados 5 g. de peptona en polvo en 1000 ml de
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agua, distribuidos en 10 matraz de 100 ml, cada uno por tratamiento en un apartado el

control (testigo) que es la bacteria pura.

Tabla 4.
Descripcion de los tratamientos
TRATAMIENTO DESCRIPCION

TO Caldo con bacteria pura (testigo control)
T1 Cloranfenicol 100%
T2 Tintura de ajo 100%
T3 Tintura de paico 100%
T4 Amoxicilina 100%
T5 Nitrofurantoina 100%
T6 Tintura de ajo 50% + amoxicilina 50%
T7 Ciprofloxacina 100%
T8 Tintura de ajo 50% + nitrofurantoina 50%
T9 Tintura de paico 50% + amoxicilina 50%
T10 Tintura de paico 50% + nitrofurantoina 50%

Elaborado por: Autor

3.5.1. Formulacion y preparacion de las dosis experimentales

Para la elaboracién del fitofarmaco se recolectd el ajo y el epazote, empleandose, el bulbo
de ajo (Allium sativum) y hojas, tallo y raices de epazote (Dysphania ambrosioides). Para
la preparacion del fitofarmaco en forma de tinturas se utilizara el método de maceracién
a través de peso/volumen: Una parte de planta por cinco de alcohol, previo lavado y
desinfeccion del material vegetal, para después trocearlo y colocarlo en envases de cristal
oscuros mezclandolo con alcohol de 97% y moviendo el envase en dias alternos, se
sellaron herméticamente con su respectiva etiqueta, con nombre, material utilizado y
fecha de elaboracién, después fue almacenado en un lugar oscuro y seco para evitar la
descomposicion de los compuestos activos por la accion de la luz y fue dejado en

maceracion durante 15 dias para su respectivo uso.
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3.5.2. Cepas bacterianas

Aislamiento de bacterias y cargas microbianas

Se empleo agar nutritivo para la cuantificacion de cargas microbianas presentes en heces
fecales de Cavia porcellus, se procedié con la dilucidn de las muestras hasta 10-5, luego
fueron plaqueadas las diluciones, en el medio gelificado con una aza de dispersion e

incubadas a 28°C por 24 horas para su cuantificacion.
Aislamiento de Salmonella

Las cepas se aislaron por dilucion seriada en medio de cultivo BD Salmonella Shigella
Agar (agar SS) incubadas a 30°C.

Aislamiento de Escherichia coli

Se verifico la pureza de las cepas y sus caracteristicas fenotipicas, mediante el cultivo en
cultivo Agar MacConkey Sorbitol (CT-SMAC) donado por la Universidad Técnica de
Manabi, siendo este selectivo para Escherichia coli en un litro de agua destilada o estéril,
las cajas previamente desinfectadas en autoclave una vez solidificado 10 minutos en luz
uve se sembraron e incubaron a temperatura ambiente, las colonias obtenidas se

visualizaron de coloracion rosada Yy se contaron para luego caracterizar en microscopio.

3.5.3. Cultivo en peptonas

La formulacion del medio a base peptonas se inicié con la mezcla de 5g de peptona en
1000 ml de agua estéril colocado en un matraz para luego esterilizar en autoclave, para el
procedimiento de cultivo se distribuy6 en 10 matraz de 100 ml cada uno con pipeta se
extrajo la cepa directamente de la caja y se sembrd en el medio liquido una vez sembrado
se procedio con la aplicacion de los tratamientos de cada uno de los antibi6ticos en
concentracion al 100% para cada uno y dos dosis preparadas de tinturas madre de ajo y
epazote con un 50% del fitofarmaco mas el 50% de dos antibidticos seleccionados
mediante los resultados del antibiograma estos fueron puestos en cada uno para observar

los resultado en intervalos de cada 2 horas tomando lectura con el espectrofotometro

3.5.4. Disefio experimental

Se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA), 10 tratamientos con antibioticos
(cloranfenicol, nitrofurantoina, amoxicilina, ciprofloxacina, Fitobidticos tintura madre de

ajo, paico y 4 tratamientos combinados con dichos antibidticos mas fitofarmaco) con un
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testigo control y tres repeticiones por horas. Para la comparacion de medias se utilizd
prueba de Tukey (p<0,05) para el desarrollo del analisis de varianza los datos fueron sometidos

al programa InfoStat a continuacién la tabla que muestra el esquema del ensayo.

Tabla 4 ANOVA

Fuente de Variacion Grados de libertad
Tratamiento t-1 10
Error Experimental t(r-1) 20
Total r.t-1 30

Elaborado: Autor

Modelo matematico.
Yij= p+ Ti+ Eijj
Donde:
Yij = Una observacion cualquiera en el (i) se refiere al efecto del tratamiento
W = Efecto de la media de la poblacion

Ti = Efecto de los tratamientos

Eij = Efecto de error experimental (61).
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3.5.  Instrumento de investigacion

3.6.1. Variables para estudiar

Efecto de los fitofA&rmacos y antibioticos sobre el crecimiento de patégenos. Basados en la
cinética de crecimiento bacteriano en el caldo de cultivo se observan cuatro fases: latencia,
exponencial, estacionariay muerte, la fase de latencia es el medio de adaptacion o primera parte
de la curva de creciente, la segunda es la de mayor rapidez en multiplicacion de microorganismos
se producen tantas nuevas células; la fase va a continuar mientras no existan factores limitantes
del crecimiento tales como agotamiento de nutrientes o el uso de tratamientos antibi6ticos que
en este caso se empleo para poder observar la inhibicion , frente a los Fitobidticos, para pasar a
la fase estacionario, la cual no varia en nimero, para ello se debe ubicar el testigo que nos
indicara la curva real que debe seguir un microorganismo, es en esta fase se determiné cual de
los tratamientos obtuvieron mejores resultados determinando asi cual entra en la fase de muerte,

antes del testigo control (1).
3.6.  Recursos humanos y materiales.

3.7.1. Recursos humanos.
e Tutora del Proyecto de Investigacion Dra. Aimé Batista Casaco.
e Autor del Proyecto de Investigacion Alejandra Castro Mayorga.

3.7.2. Materiales y Equipos
Materiales y equipos de campo.

e Envase colector de muestras de heces

e Hisopos

e Guantes

e Medio de cultivo Agar LB

e Medio de cultivo Agar MacConkey Sorbitol (CT-SMAC)
e Medio de cultivo Agar BD Salmonella Shigella

e Antibioticos (amoxicilina)

e Fitofarmacos (tinturas madre de ajo y epazote)

Materiales y equipos para elaboracion de fitofarmaco.

e Balanza
e Tijeras

e Cuchillo
e Colador
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e Alcohol 97%

e Frascos de vidrio

e Fundas oscuras

e Frascos color &ambar
e Ajo

e paico

Materiales de laboratorio.

¢ Balanza analitica

e Cajas Petri

e Espétula

e Matraz Erlenmeyer

e Tubos de ensayo

e \VVaso de precipitacion
e Micropipetas

¢ Aza bacterioldgica

¢ Incubadora

e Balanza analitica.
e Espectrofotometro

e Cubetas desechables

e Guantes

e Microscopio

e Porta objeto

e Cubre objeto

e Cuaderno de campo
e Cémara fotogréfica.

e Balanza analitica



CAPITULO IV
4. Resultado y Discusién
4.1. ldentificacion de carga microbiana

Se identificaron dos tipos de bacterias patdgenas presentes en las muestras de heces
fecales colectadas en las poblaciones de cuyes. Dentro las poblaciones evaluadas en 2
granjas se lograron determinas que la granja 1 de tipo tradicional presenté cargas
microbianas mayores a 1.60E+05 UfC/mLI, mientras que la granja 2 de manejo
semitecnificado presentd los niveles mas bajos con un promedio de 1.20E+05 UFC/mMI.,
lo que concuerda con los estudios realizados por (21) en donde a traves de la necrosis de
cuyes hembras reproductoras muertas naturalmente en una granja de tipo intensiva
tradicional se tomaron muestras directas de sus 6rganos para el aislamiento identificando
bacterias patogenas como la salmonella y Escherichia coli y algunos staphylococcus
,debido a mal manejo poca higiene y las estaciones climéaticas como influencia ,

detallando que la proliferacion de patdgenos dentro de las producciones.

Carga microbiana total

1.80E+05

L60E+05 e

LAOESOS | e
1.20E+05 |
1.00E+05

8.00E+04

6.00E+04

4.00E+04

2.00E+04

0.00E+00

1.60E+05

UFC/mL

Gjal Gja2

Granja

Mediante el aislamiento en medios de cultivo selectivos se logré identificar la presencia
de E. coli mayoritariamente en la granja 1 de tipo tradicional lo que se relaciona al poco
uso de antibioticos, fuentes de alimentacidn alternativa y convivencia, con otras especies

como conejos y aves siendo un aproximado del 100% de las muestras con presencia de
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E. coli. En la granja 2 de manejo convencional solo se obtuvo la presencia , lo que se
asemeja con lo presentado por (22) y (23) quienes identificaron la prevalencia mucho
mayor de enterobacterias partir de las heces colectadas y aisladas en medios de cultivo
mediante hisopado en granjas de tipo tradicional en donde la granjas de tipo tradicional
obtuvieron mayor incidencia de bacterias patdgenas positivas para Escherichia coli y
salmonella mientras mientras la de menor incidencia fueron granjas semitecnificado con
mejor manejo, en el presente trabajo se justifica igual siendo la produyccion tradicional

con mayor incidencia de enterobacterias.

MUESTRA Granja CRECIMIENTO | cRECIMIENTO
AGAR SS CT-SMAC
M1 Gjrl - +
M2 Gjrl - +
M3 Gjrl - +
M4 Gjrl - +
M5 Gjrl - +
M6 Gjr2 - +
M7 Gjr2 - _
M8 Gjr2 - +
M9 Gjr2 - -
M10 Gjr2 - -

Simbolo + representa el crecimiento en el medio indicado en la parte superior
de la tabla; - crecimiento negativo o nulidad de crecimiento.

Elaborado por: autor

Antibiograma

Antibiograma 1

En esta prueba se determind la susceptibilidad del microorganismo ante la exposicion de
los antibidticos cloranfenicol, amoxicilina, nitrofurantoina, sulfamicina y las tinturas

madre tanto de ajo como y de paico, lo cual resulto con mejor inhibicion, ante las cepas
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el cloranfenicol y la ciprofloxacina mientras que los demas presentaron nula accién contra
el crecimiento bacteriano como se muestra en la Tabla 5. Los porcentajes de sensibilidad
a ciprofloxacino mencionados por (1) el cual menciona que durante su evaluacion
encontrd los valores de 69,6 a 84,2% para norfloxacino y 71,7 %-85,3% para
ciprofloxacino, en estudios realizados en mujeres con infecciones urinarias no

complicadas provocadas por la Escherichia coli (1).

Tabla.5 Antibiograma 1

ANTIBIOGRAMA

El E2 E3 E4
Cloranfenicol ++ ++ ++ ++
Tintura de ajo -- +- -- —+
Tintura de paico -- +- ++ -
Amoxicilina - - - -
Nitrofurantoina - - - -
Ciprofloxacino ++ ++ +- -+

Elaborado por: Autor
Antibiograma 2

En esta segunda prueba se utilizdé una concentracion del 50% de tintura de ajo y paico y
50% de dos antibioticos que no presentaron inhibicion, con esto se quiso probar la eficacia
gue estos puedan tener en conjunto, dando como resultado positivo en todas las
combinaciones, se pudo observar inhibicion presente en la Tabla 6. En una investigacion
realizada por (6) utilizando concentraciones de extracto de ajo, las concentraciones que
se afadieron fueron en orden creciente oscilando entre 0,5, 1,5y 3 ml y ademas se utilizd
como control un tubo que no contenia ninguna bacteria, se dejé reposar dentro de una
estufa por un lapso de 24 horas. Los resultados mostraron que Escherichia coli no mostro
inhibicion a ninguna concentracion; pero la concentracion de 3 ml fue capaz de inhibir

totalmente Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa (6).

Tabla .6. Antibiograma 2

ANTIBIOGRAMA

El E2 E3 E4
Tintura de ajo +amoxicilina ++ ++ ++ ++
Tintura de ajo +nitrofurantoina ++ +- ++ ++
Tintura de paico+ amoxicilina ++ ++ ++
++
Tintura de paico+ nitrofurantoina ++ ++ ++ ++

Elaborado por: Autor
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4.2.  Efectos de los antibioticos y fitofarmacos sobre el crecimiento bacteriano en

el caldo cultivo.

En la Tabla 7, se presenta la curva de crecimiento bacteriano obtenida de la lectura del
espectrofotometro expresada en la absorbancia y transmitancia dentro de los caldos
cultivos a diferentes horas de toma ,en lo cual se demuestra la eficacia de los tratamientos
basdndose en las fases ya mencionadas obteniendo asi una respuesta positiva para las
combinaciones el T6 (ajo+ amoxicilina) y T8 (ajo + nitrofurantoina), en las cuales se
presentd un decrecimiento antes de la fase final tomando como referencia que el control

continua en condiciones optimas.

El uso de antibidticos en animales destinados al consumo humano es importante para su
produccién, ya que se utilizan como tratamiento de enfermedades, prevencion de
enfermedades y promotores del crecimiento (1). Estudios in vivo de poli y oligosacéridos
de Allium demostraron inmunomodulacion prebioético, antiviral y gastroprotector (2). Y
esto en relacion a los datos encontrados donde el tratamienyto T6 y T8 mostraron una
menor curva de crecimiento bacteriano. Por otra parte (3)demostro la sensibilidad de
Staphylococcus aureus frente a la accién antibacteriana de las diferentes concentraciones
del extracto de Allium sativum donde se ve claramente que los halos formados por las
concentraciones de 25%, 50% y 100% del extracto de Allium sativum superan el halo

formado por disco Cefalexina control con p<0,05, con diferencia altamente significativa.

Tabla 7. Curva de crecimiento e inhibicién entre tratamientos
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Elaborado por: Autor

Esto guarda relacion con lo manifestado por (23) quien indica que si bien los antibi6ticos
se definen como sustancias quimicas elaboradas a partir de distintas especies de bacterias
con la finalidad de inhibir el crecimiento de otros microorganismos, para eventualmente
destruirlos (22) a través de cambios en las condiciones del medio ambiente, existe la
posibilidad de que dichos microorganismos desarrollen resistencia adquiriendo un
mecanismo celular que les permite eliminar, degradar o modificar un antibiotico
especifico, impidiendo que éste sostenga su capacidad para destruirlos o detener su

crecimiento .

Se evaluo (4) la actividad antimicrobiana de cuatro extractos vegetales: (perejil rudo,
tomillo y gobernadora) y dos aceites esenciales (clavel y orégano), frente a cepas
hospitalarias con resistencia multiple de Staphylococcus aureus Gram (+) determinando
las concentraciones minimas de inhibicion mediante el método de macrodilucion. Los
resultados mostraron que no hubo diferencia entre las concentraciones minimas
inhibitorias de los extractos vegetales mas alla de las mencionadas, mientras que los
aceites fueron los que obtuvieron un efecto antimicrobiano tienen concentraciones
minimas variables inhibitorias 0 menores que los extractos, en relacion con nuestro
estudio tanto el extracto de ajo y tomillo tuvo diferencias significativas entre la medicion

de los halos de inhibicion sobre Enterococcus faecalis (4).

Un estudio in vitro (5), realizo sobre el efecto antimicrobiano de Allium sativum frente a
bacterias presentes en la boca, concluyendo que el extracto el acido hidroalcohdlico del
ajo tuvo efecto frente antimicrobiano tiene la cepa ATCC de S. mutans, Capnocytophaga

sputigena y C. albicans, excepto Lactobacillus casei. que opuso resistencia. También se
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determind que la concentracion de antimicrobiano contra las bacterias orales la mayoria
fue de 120mg/ml, teniendo como estandar de referencia el ciprofloxacino a una
concentracion de 4mg/ml y el fluconazol a una concentracion de 2mg/ml, en relacion con
el presente estudio fue similar ya que el extracto hidroalcohdlico de semillas de ajo

también tuvo un efecto antibacteriano (5).
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Tabla 8: Evaluacién de los tratamientos en funcion a las 2,4,6,8,10,12,14,16,18,20,22 horas.

Tratamiento

Hora de evaluacion

2h 4h 6h 8h 10 h 12 h 14 h 16 h 18 h 20h 22 h
TO 0,04 g 0,11 f 0,12 c 0,13 d 0,34 bc 0,32 ab 0,83 k 1,34 k 1,30 k 1,38 j 1,33 k
T1 0,01 b 0,02 b 0,24 h 0,62 k 0,29 bc 0,06 a 0,16 ¢ 0,24 ¢ 0,49 h 0,22 d 0,47 h
T2 0,04 f 0,11 g 0,16 d 0,16 e 0,18 ab 0,15 a 0,17 d 0,09 a 0,2 d 0,05 a 0,21 d
T3 0,07 i 0,15 h 0,28 j 0,10 ¢ 0,3 bc 0,25 ab 0,33 i 0,46 h 0,28 ¢ 0,47 ¢ 0,32 f
T4 0,02 d 0,03 ¢ 0,50 k 0,47 i 0,56 d 051 b 0,58 j 0,84 j 0,80 j 0,88 i 0,83 j
T5 0,08 j 0,17 j 0,22 ¢ 0,27 f 0,41 cd 0,16 a 0,22 f 033 g 0,09 ¢ 0,28 f 0,33 g
T6 0,03 e 0,07 e 0,08 b 0,10 b 0,20 ab 0,07 a 0,24 g 0,22 b 0,08 b 0,22 d 0,10 a
T7 0,01 a 0,04 d 0,02 a 0,02 a 0,03 a 0,04 a 0,01 a 0,25 d 0,05 a 0,16 b 0,12 b
T8 0,09 k 0,18 k 0,19 e 0,41 h 0,43 cd 0,16 a 0,06 b 0,25 e 0,27 f 0,17 ¢ 0,13 ¢
T9 0,02 c 0,02 a 0,27 i 0,57 j 0,39 cd 0,29 ab 0,32 h 0,47 i 0,50 i 0,48 h 0,52 i
T10 0,07 h 0,17 i 0,21 f 0,34 g 0,43 cd 0,19 ab 0,20 e 0,31 f 0,22 e 0,28 e 0,22 e
p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0028 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
CcVv 4,51 1,57 0,48 3,4 18,08 27,58 3,5 0,23 2,60 0,24 0,24
EEM 0,00 0,00 5,80E-04 0,00 0,03 0,07 0,00  5,80E-04 0,000  5,80E-04 0,00

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Elaborado por: La autora
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Tabla 8 muestra que todas las horas evaluadas presenta significancia estadistica altamente
P=<0,0001, excepto a las 12 horas cuya probabilidad del error supera al 0,05 de Tukey
con 0,0028. En el desarrollo de la evaluacion se puede notar que, al arrancar la evaluacion
alas 2 horas , el tratamiento T7 el que se posiciona con el mejor resultado de 0,01 seguido
del T1y T9 con 0,01y 0,02 respectivamente. A las 4 horas de evaluacion es el tratamiento
T9 cuyo valor de 0,02 supera estadisticamente al T7 con 0,04 y T1 0,02. Nuevamente a
las 6 y 8 horas evaluadas es el tratamiento T7 quien muestra sus resultados por encima de
los demas tratamientos. En contraste con lo mencionado (6) que el extracto de A. sativum
(50 g de ajo machacado en 5 ml de agua estéril), el extracto acuoso de A. fistulosum no
mostro actividad inhibitoria contra Salmonella spp. A pesar de esto, A. fistulosum exhibid
el mayor potencial antibacteriano contra P. aeruginosa y S. aureus., logrando radios de
halo promedio en torno a los 8 mm, dicho extracto tuvo un efecto inhibitorio contra E.
coliy B. cereus, pero con baja actividad antibacteriana, especialmente contra Escherichia
coli, en cuyo caso los datos del radio del halo son muy pequefios. En ninguno de los
extractos acuosos probados se observd una tendencia de comportamiento (sensibilidad o

resistencia) de bacterias Grampositivas 0 Gramnegativas (7).

En la evaluacion realizada a las 10 y 12 horas se presentd un fendmeno curioso con
respecto a los resultados, los tratamientos presentan similitud estadistica entre si, esto se
adjudica como el punto méximo de multiplicacion de los microorganismos propiamente,
gracias a su naturaleza, esto explica el aumento de la resistencia en las lecturas realizadas
segun avanzara el tiempo de evaluacion en horas, dando como resultado el fracaso
habitual de los antibacterianos para erradicarlas, aunque las pruebas de laboratorio
muestran sensibilidad a los antibiéticos utilizados, por lo que se ha propuesto el desarrollo
de biopeliculas para su uso en la determinacion de la susceptibilidad a estos productos

quimicos (8).

Por otro lado, en una investigacion realizada por (8) con cepas de Pseudomonas
Aeruginosa encontraron que la sensible célula PS9 disminuye visiblemente su poblacién
con una baja concentracién de antibiéticos en estado plancténico. Sin embargo, pasadas
24 horas, una vez perdida la poblacion, disminuye en mas de 5 unidades logaritmicas; en
concentraciones medias y altas la poblacion planctonica decrece en niveles no medio para
la técnica utilizada para la coleccién de microorganismos viables. La misma cepa en

estado de biopelicula cambia su comportamiento frente a las mismas dosis de antibiético;
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su poblacion no decrece en ninguna de las concentraciones; incluido dentro de las 24

horas, la poblacién serd permanentemente.

Ya en la evaluacion realizada a las 14 y 18 horas nuevamente el tratamiento T7 se
posiciona con los promedios de mayor relevancia por encima de los otros tratamientos
evaluados, posterior se presenta que a las 16 y 20 horas el tratamiento T2 es el
posicionado como el que mejor resultado presentan sus medias, no obstante el tratamiento
T7 se posesiona en segundo lugar en dichas horas, finalizando la evaluacion a las 22 horas
siendo el tratamiento T6 con 0,10 el de mayor resultado estadistico, seguido del T7 con
0,12 cuya media lo colocd por encima de los demas tratamientos evaluados. Por los
resultados encontrados en las 2, 6, 8, 10, 12, 14, 18, 20 y 22 horas es innegable describir
que el tratamiento T7 con mayores promedios lo posicionan como una respuesta segura

ante su uso como antibiético natural.

El ciprofloxacino es una de las quinolonas aln prescritas para el tratamiento de algunas
infecciones del tracto urinario, fibrosis quimica, pie diabético, otitis media, y como
alternativa a la tetraciclina en el tratamiento del colera. Algunas de las quinolonas méas
nuevas tienen un efecto toxico en los pacientes y se usan solo en ciertos tipos de
infecciones (9). Escherichia coli ha mostrado baja sensibilidad a cotrimoxazol y
ampicilina. Los porcentajes de sensibilidad a ciprofloxacino (71,7%-85,3%) en estudios

realizados en mujeres con infecciones urinarias no complicadas (10).
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CAPITULOV
5. Conclusiones y Recomendaciones
5.1. Conclusiones

e Mediante la evaluacion realizada en el cultivo de peptonas se logré identificar
como bacteria principal de crecimiento de cultivo a la Escherichia coli
perteneciente a la familia de las enterobacterias cuya naturaleza es propia de vivir
en los intestinos de los mamiferos cuya presencia sin control sanitario, puede

ocasionar un crecimiento bacteriano exponencial.

e Los tratamientos T6 Tintura de ajo + amoxicilina y T8 Tintura de ajo+
nitrofurantoina obtuvieron resultados favorecedores en cuanto a la inhibicion de
la bacteria evaluada, demostrando que estos tratamientos naturales logran una
influencia positiva en cuanto a la abstencién de Escherichia coli ; no obstante,
también se encontr6 que el tratamiento T7 cuya composicion principal fue
“ciprofloxacino” un antibacteriano comercial convencional en relacion a periodos
evaluados de 2, 6, 8,14 y 18 horas, esto también trabaja la inhibicion de la bacteria

Escherichia Coli , aunque no de forma lineal constante.

5.2. Recomendaciones

En funcidn a los resultados obtenidos se recomienda lo siguiente:

. Replicar la investigacion utilizando materia fecal de otras especies de interés
zootécnicos que sean propensas a infecciones gastrointestinales con Escherichia coli
empleando técnicas moleculares para la deteccion e identificacion de especies, tipos de

enterobacterias patogenas.

. Realizar nuevos estudios enfocados en la misma metodologia de investigacion;
pero con aceites esenciales, tomillo, circuma, u otras formas de preparacion entre de

antibiéticos naturales.
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