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LISTA DE ABREVIACIONES

A375: Linea celular de melanoma humano ampliamente utilizada en toxicologia e
inmunooncologia.

ATCC 43504: Cepa aislada de Helicobacter pylori de un paciente con cancer gastrico en Australia,
utilizada habitualmente en estudios de patogenicidad.

ATCC 6538: Cepa aislada de Staphylococcus aureus, de una lesion humana, utilizada para pruebas
estandar de desinfectantes, medios de prueba, conservantes antimicrobianos y bactericidas.

C30H50: Escualeno, hidrocarburo triterpénico poliinsaturado.
CH2CI2: Cloruro de metileno o diclorometano.

CMI: Concentracion minina inhibitoria.

DES5O0: Dosis efectiva media.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

HaCaT: Queratinocitos humanos utilizados ampliamente para estudiar la homeostasis epidérmica y
su fisiopatologia.

K-562: Linea celular de leucemia mielégena humana.

LD50: Dosis letal media.

MRSA: Staphylococcus aureus resistente a la meticilina.

PHPF: Poly Helixano PF.

Ppm: Partes por millon.

PVA: Acetato de polivinilo.

SGC-7901: Linea celular de adenocarcinoma gastrico humano.
SMMC-7721: Linea celular de carcinoma hepatocelular humano.

SP-303: Producto que contiene un oligdbmero de proantocianidina aislado y purificado del latex de
Croton lechleri

UFC: Unidades formadoras de colonias.
Um: micromol.

VIH: Virus de inmunodeficiencia humana.
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GLOSARIO

Latex de Croton lechleri: Sustancia viscoelastica de color rojizo que se extrae del arbol que lleva el
mismo nombre.

Salmonella sp: Es un bacilo Gram negativo que se comporta como patdgeno intracelular
facultativo (anaerobio facultativo), esta presente en el intestino de personas y animales sanos.

Efecto antibacteriano: Este término se usa para describir las sustancias que podrian tener la
capacidad de reducir la presencia de bacterias.

Halo de inhibicion: Es la zona alrededor de un disco de antibidtico en un antibiograma en el que no
se produce crecimiento bacteriano en una placa de agar inoculada con el gérmen. Es una medida de la
potencia del antibidtico frente al gérmen.

Norfloxacina: Quinolona muy activa contra diversas bacterias aerobias grampositivas vy
gramnegativas. Actla a nivel intracelular e inhibe la subunidad A de la DNA girasa, enzima esencial
para el enrollamiento y superenrollamiento del DNA bacteriano.

Sensible: Se refiere a si existe una buena probabilidad de éxito terapéutico en el caso de un
tratamiento a la dosis habitual contra el microorganismo.

Resistente: Se refiere a si la probabilidad de éxito terapéutico es nula o muy reducida. No se debe
esperar ningun efecto terapeutico sea cual fuere el tipo de tratamiento contra este microorganismo.

Multirresistencia: Se utiliza cuando una cepa bacteriana es resistente a varios antimicrobianos o
tipos de antimicrobianos distintos.
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RESUMEN

La presente investigacion, tuvo como objetivo determinar el efecto antibacteriano in vitro del latex
de Croton lechleri “sangre de grado” frente a Salmonella sp. aislada del tracto intestinal del cuy
(Cavia porcellus). La muestra vegetal fue de 100 ml de latex de Croton lechleri, recolectada en la
provincia de Bagua, Departamento de Amazonas. Para la determinacion del efecto antibacteriano
in vitro se utilizé el método de Kirby - Bouer, con 4 grupos de analisis: concentraciones del latex
de Croton lechleri: T1 (50%), T2 (75%), T3 (100%) y control (T4) con norfloxacina 10 mcg, con
15 repeticiones en placas de agar Mueller-Hinton, incubadas a 37°C por 24 horas. Los resultados
fueron determinados en funcion a la medida del diametro de los halos de inhibicion, siendo el
promedio de 6,33; 7,27 y 6,60mm para las concentraciones de latex de “sangre de grado” T1
(50%), T2 (75%), T3 (100%) respectivamente; el grupo con norfloxacina (T4) tuvo un didmetro
promedio de 29,87mm. Se concluyd que la “sangre de grado” no tiene efecto antibacteriano sobre

Salmonella sp. a diferencia de la norfloxacina, a la cual salmonella es sensible.

Palabras clave: Latex, Croton lechleri, “sangre de grado”, Salmonella sp., efecto antibacteriano,

norfloxacina.
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ABSTRACT

The present research aimed to determine the in vitro antibacterial effect of Croton lechleri latex
“dragon’s blood” against Salmonella sp. isolated from the intestinal tract of guinea pig (Cavia
porcellus). The plant sample was 100 ml of Croton lechleri latex, collected in the province of
Bagua, Department of Amazonas. To determine the in vitro antibacterial effect, the Kirby-Bouer
method was used, with 4 groups of analyzes: concentrations of Croton lechleri latex: T1 (50%), T2
(75%), T3 (100%) and control (T4) with norfloxacin 10mcg, with 15 repeats on Mdueller-Hinton
agar plates, incubated at 37 °© C for 24 hours. The results were determined based on the
measurement of the diameter of the inhibition halos, the average diameters were 6.33; 7.27 and
6.60 mm for T1 (50%), T2 (75%), T3 (100%) “dragon’s blood” latex concentrations respectively;
the norfloxacin group had an average diameter of 29.87 mm. It was concluded that “dragon’s
blood” has no antibacterial effect on Salmonella sp. unlike norfloxacin, to which Salmonella sp. is

sensitive.

Keywords: Latex, Croton lechleri, dragon’s blood, Salmonella sp., antibacterial effect,

norfloxacin.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El Perd es un pais con una gran biodiversidad de flora y fauna, los extensos bosques tropicales
han sido una fuente de recursos que han contribuido al sustento y la salud de las poblaciones mas
vulnerables. Desde la antigiiedad, en nuestra flora peruana se ha conocido el potencial de algunas
plantas llamadas “milagrosas” por sus cualidades en muchas dolencias y cuidados de personas
(Pineda et al, 2007). La “sangre de grado”, identificada igualmente como “drago”, es la savia del
arbol amazonico Croton lechleri, usada tradicionalmente por comunidades indigenas en el Peru,
esta sustancia tiene propiedades curativas reconocidas, como la cicatrizacion, contra mordeduras
de arafas, abrasiones y ampollas. Ademas, su aplicacion es bastante difundida como remedio
tradicional que reduce la inflamacion y el edema, asi como en el tratamiento de gastritis, Ulceras

gastricas e infecciones intestinales (Jones, 2003).

Por otro lado, el cobayo es un roedor originario de los Andes del sur americano. La crianza de
este mamifero esta extensamente difundida en todo el territorio peruano, la demanda actual de
este animal se debe al gran valor y contenido proteico de su carne. Sin embargo, en la crianza hay
muchas enfermedades que atacan a los cuyes, destacando entre ellas la salmonelosis. Esta
enfermedad se puede manifestar de manera aguda, causando el deceso precipitado del animal
entre uno o dos dias. En tal escenario, este mal produce tasas de defunciéon del 95% y de
patologias del 52.7%. Asimismo, en su forma cronica, la enfermedad puede manifestarse de
manera variada, desde diarreas, abortos espontaneos, dafio cerebral, paralisis del tren posterior,

afecciones en la estructura respiratoria y cardiaca (Morales, 2013).

Actualmente, las exigencias del mercado pecuario esta en busca de un producto de calidad,
animales que hayan sido criados bajo las normas del bienestar animal con limitacion en el uso de

antibidticos; esto afiadiria un valor agregado para las personas con nuevos habitos de consumo, ya



que, anteriormente se utilizaban antibiéticos como promotores de crecimiento; sin embargo, hoy
en dia, se podria buscar formas mas naturales y mejores para tratar las enfermedades de los

animales y asi obtener el producto de mejor calidad que busca el mercado (Majak et al., 2018).

Latinoamérica es una region multicultural con una medicina tradicional ancestral, donde existe
un amplio conocimiento sobre el uso de plantas medicinales para la cicatrizacion de heridas; sin
embargo, muchas de estas plantas medicinales carecen de estudios farmacoldgicos, toxicoldgicos
y quimicos. La investigacion sobre la "sangre de grado" no ha sido ampliamente estudiada adn, la
mayoria de estos estudios se han enfocado en identificar los componentes de esta sustancia, y en
menor proporcion investigan sus propiedades, especialmente las antibacterianas (Salazar-Gomez,

2022).

Por lo tanto, al no haber reportes cientificos nacionales especificos del uso de la “sangre de
grado” sobre la Salmonella en cuyes y conociendo su accion regenerativa, inmunologica, de
control de bacterias, de organismos fungicos, virus, y sus efectos contra la oxidacion; se ha
considerado evaluar el efecto antibacteriano in vitro del latéx “sangre de grado” sobre Salmonella
sp. aislada del tracto intestinal del cuy, proponiéndose como hipotesis que la adicion de “sangre
de grado” (Croton lechleri) inhibe significativamente la proliferacion bacteriana in vitro sobre la

Salmonella sp. aislada de Cavia porcellus.



Para la evaluacion de esta premisa se establecieron estos objetivos:

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto antibacteriano in vitro de la “sangre de grado” sobre Salmonella sp. aislada

del tracto intestinal del cuy (Cavia porcellus).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Evaluar la susceptibilidad antibacteriana de la Salmonella sp. frente a las

concentraciones de “sangre de grado” al 50%, 75% y 100%.

» Comparar el efecto antibacteriano in vitro entre norfloxacina y el latex de Croton lechleri

“sangre de grado” frente a Salmonella sp.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes:

2.1.1. Antecedentes Internacionales:

La actividad antibacteriana de la “sangre de grado” se debe a que contienen compuestos como
cumarinas, terpenos, alcaloides, flavonoides y saponinas. Se han obtenido resultados favorables
en la inhibicion de bacterias como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhi, Salmonella choleraesuis, Listeria monocytogenes y Bacillus
subtilis, observandose mayor actividad contra bacterias grampositivas. Si bien estos hallazgos
resaltan el potencial de la sangre de grado contra bacterias grampositivas, se necesitan mas
estudios para explorar sus efectos contra un espectro mas amplio de microorganismos,

incluyendo hongos y levaduras (Grijalva-Delgado, 2025).

La actividad antibacteriana del latex de Croton lechleri contra Helicobacter pylori se observo
Unicamente con el producto concentrado, con un efecto bactericida del 90 %, ya que al diluirlo
perdia eficacia. Asi mismo, en una prueba de difusion en agar, con concentraciones diluidas al
33% y 25%, en microrganismos como Staphylococcus aureus, Streptococcus sanguis, S.
aglactiae, S. uberis, Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia
coli, se observo un efecto antibacteriano del 88,88% y 66,66%, respectivamente, solo en algunas
de las especies bacterianas mencionadas. Ademas, se encontré que el latex puro presenta una
actividad antimicrobiana moderada contra Staphylococcus epidermidis a una concentracion de
1000 ppm y contra Bacillus subtilis en concentracion de 125 ppm. (De Albuquerque et al.,

2025).



Corrales et al (2013), evaluaron el potencial antibacterial in vitro del Croton lechleri frente a
aislamientos bacterianos de pacientes con Ulceras cutaneas, investigaron la capacidad bactericida
del Croton lechleri contra bacterias aisladas de Ulceras cutdneas en personas atendidas en el
Sanatorio de Agua de Dios, Colombia. Utilizando métodos de difusion en disco, difusion en
pozo y dilucién en agar, concluyeron que Croton lechleri produce actividad antibacteriana contra
los mencionados organismos. Esta actividad se atribuye a metabolitos como el &cido

clorequinico y las coberinas, que son especialmente idoneos contra Bacillus subtilis.

Mahboubi Kancha et al (2024) investigaron las nanofibras, materiales poliméricos
unidimensionales de forma cilindrica con didmetros en el rango nanométrico, que combinados
con la sangre de grado y PHPF (Poli Helixano PF), mostraron una actividad antimicrobiana
favorable contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Bacillus
subtilis, in vitro; ademas, las nanofibras mejoraron la cicatrizacion y la recuperacion del tejido
dafiado en modelos de heridas sin férula, al promover la formacion de la capa epitelial y de
colageno, asi como, la estimulacion de la presencia de fibroblastos. Concluyendo asi que las
nanofibras podrian considerarse posibles apdsitos para heridas con propiedades favorables

gracias a su accion bactericida y cicatrizante.

2.1.2. Antecedentes nacionales:

Tamariz et al (2003), evaluaron la actividad antibacteriana de la “sangre de grado” (Croton
lechleri) frente al Helicobacter pylori. Para determinar la accion bactericida del Croton lechleri
respecto al Helicobacter pylori, consideraron 41 muestras del Helicobacter pylori de procedencia
clinica y 4 muestras de Croton lechleri. Este estudio determino la dosis minima inhibitoria y
minima antimicrobiana del Croton lechleri frente al Helicobacter pylori, concluyendo asi, que la
“sangre de grado” mostrd una influencia inhibitoria en altas concentraciones, frente a esta

bacteria.



Leon y Santiago (2007), prepararon y caracterizaron peliculas de alcohol poli vinilico
embebidas con latex de “sangre de grado” (Croton lechleri)”, para evaluar los atributos
antibacterianos del latex de “sangre de grado” respecto a S. aureus, E. coli y P. aeruginosa. Sus
hallazgos mostraron que los hidrogeles hechos de quitosano-PVA y embebidos en soluciones
hidroalcohdlicas eran efectivos contra S. aureus, pero no contra E. coli y P. aeruginosa. Esto

sugiere que la efectividad antibacteriana del latex depende de la solubilidad de sus componentes.

Cayo y Barrera (2014), evaluaron el efecto antibacteriano in vitro del Croton lechleri sobre
cultivos de Streptococcus mutans”, donde aplicaron diferentes proporciones de Croton lechleri
(40%, 75% y 100%) y examinaron el didmetro de los halos de inhibicién formados, lo que llevo
a conocer que el efecto de las dosificaciones del 100% y el 75% restringio el crecimiento de
Streptococcus mutans; no obstante, la medida administrada del 40% no presenté una influencia

significativa en la bacteria.

Espinoza y Serna (2018), evaluaron el potencial antimicrobiano del latex de Croton lechleri
respecto al Staphylococcus aureus. Utilizando la técnica de difusion en disco, examinaron el
potencial inhibitorio de este latex en distintas medidas (25%, 50%, 75%, 100%) y compararon
los resultados con un control positivo (Oxacilina) y un control negativo (agua destilada).
Después de incubar las placas de agar a 37°C durante 24 horas, se establecié como conclusion

que el latex de Croton lechleri ofrece una influencia bactericida sobre el Staphylococcus aureus.

En una investigacién sobre el uso local de plantas medicinales en la ciudad de Pucallpa - Perd,
describen los usos de 30 especies de plantas pertenecientes a 18 familias en la medicina
tradicional, entre ellas Croton lechleri, afirmando que la popularidad del uso del latex de esta
planta esta asociada a sus grandes propiedades farmacoldgicas y cicatrizantes, gracias a su

composicién quimica (Polesna et al., 2011).



2.2. Sangre de grado (Croton lechleri)

2.2.1. Descripcion boténica

Croton lechleri es un arbol que se extiende de 30 a 80 cm de diametro y alcanza una altura
entre 18 y 30 metros, con ramificaciones que inician en el segundo tercio del tronco. Sus capas
maés superficiales, de color marrén claro y agrietadas, contrastan con los niveles mas profundos,
que son uniformes y tiernos, de un tono rosado claro; al ser heridos en estos niveles, desprenden
una savia carmesi abundante y parcialmente transparente. Las ramas terminales tienen una
seccion circular, tono marroén claro, con un didmetro de 2 a 4 mm, revestidas de pelos estrellados,
sobre todo en territorios tropicales. Las hojas no son complejas, son alternas y espiraladas, con
una longitud de 12 a 35 cm y un ancho de 6 a 15 cm, y peciolos que miden de 6 a 18 cm de
longitud, con 1 o 2 pequefias glandulas rojizas en la base de la lamina. Las inflorescencias se
presentan en espigas terminales de 25 a 35 cm de longitud, con flores pequefias y unisexuales de
1 a 2 mm de longitud. Las flores masculinas contienen numerosos estambres de 1 a 2 mm,
mientras que las femeninas tienen un ovario globoso de 1 mm de longitud y estilos filiformes de
1 a 2 mm. Sus frutos son capsulas pequefias de 3 valvas, que miden de 2 a 4 mm de longitud

(Reynel et al, 2003).

2.2.2. Habitat y distribucion en el Peru

En Peru, esta especie se encuentra principalmente en la Amazonia, a una altura de 700 metros
por encima del nivel costero. Prospera en areas con lluvias abundantes y constantes, asimismo,
también tolera regiones con una estacién seca definida. Es una planta que requiere una
significativa exposicion al sol, es de rapido crecimiento, comdn en bosques secundarios jovenes
y areas perturbadas por la actividad humana. Se adapta a suelos de diversas texturas y grados de
acidez, incluso aquellos con cierto nivel de aridez, siempre que estén bien drenados y tengan una

cantidad moderada de piedras (Rodriguez, 2002).



2.2.3. Usos medicinales

La savia extraida de la corteza, posee multiples aplicaciones terapéuticas. Tradicionalmente se
ha utilizado para tratar afecciones gastrointestinales como diarreas cronicas, gastritis y Ulceras,
asi como para estimular la cicatrizacion de heridas. Sus propiedades estimulantes del sistema
inmunoldgico, antibacterianas, antiflngicas, antivirales y antioxidantes lo convierten en un
valioso aliado para combatir infecciones y fortalecer las defensas del organismo. Ademas, se le
atribuyen efectos anticancerigenos (en higado, estbmago Yy Utero), antirreumaticos,
antiinflamatorios y neutralizantes del veneno de serpientes. Su uso se extiende al tratamiento de
diversas dolencias como influenza, amigdalitis, herpes, uta, anemias, tuberculosis, quemaduras,
acne, resfriados, gingivitis y cervicitis. Incluso se ha empleado en el incremento de la

fecundidad, la pérdida de peso y el control hemorragico (Mostacero et al, 1995).

El latex, conocido como "sangre de grado™, es un remedio ancestral cuya eficacia medicinal ha
sido probada por la ciencia moderna. Sus propiedades cicatrizantes, antivirales, antiinflamatorias
y potencialmente antitumorales se deben a la presencia de alcaloides como la taspina, la 4,0-
metilcedrusia, la 3',4'-O-dimetilcedrusina y la proantocianidina oligomérica SP-303. Ademas de
sus beneficios para la piel, se recurre a él tradicionalmente, con el fin de aliviar trastornos
digestivos como Uulceras gastricas, asi como para mejorar la funcion renal y hepatica. En

aplicaciones externas, alivia inflamaciones dérmicas y acné (Puebla et al, 2004).

2.2.4. Composicién quimica

En 1989, un equipo de investigadores peruanos y estadounidenses desvelo las cualidades de la
“sangre de grado” al analizar la constitucion molecular del latex de Croton lechleri, una de las
fuentes mas importantes en la extraccion de esta sustancia. Detectaron un alcaloide clave, mismo

gue denominaron taspina, responsable de las notables propiedades cicatrizantes de la “sangre de
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grado”. Se determind que una dosis de 0,375 mg de taspina por kilogramo de peso corporal era
suficiente para acelerar la curacion de heridas. Este hallazgo sugiere que la taspina es el principal
componente activo responsable del potencial de la “sangre de grado” para agilizar la

cicatrizacion (Brack, 1999).

El hallazgo de escualeno en el latex de Croton lechleri es significativo debido a las propiedades
medicinales de este compuesto, similar en estructura al betacaroteno. El escualeno, un
hidrocarburo triterpénico poliinsaturado (C30H50), es valorado en la industria cosmética por su
capacidad para restaurar la hidratacion natural de la piel. Ademas, actia como emulsificante,
antiinflamatorio, bactericida, antifungico y antioxidante, e incluso se ha estudiado su potencial

anticancerigeno (Won-Kyung et al, 2013)

Contiene proantocianidinas, un grupo de polisacaridos con gran accion antioxidante. Estudios
han demostrado que su potencia es 50 veces mas elevada que la de la vitamina E y 20 veces mas
que de la vitamina C en su cualidad antioxidante. Ademas de sus propiedades antibacterianas que
impiden la adhesion de bacterias, estos compuestos protegen contra enfermedades
cardiovasculares al mejorar la permeabilidad vascular y proteger de los estragos que conllevan
los radicales libres en las arterias. Las proantocianidinas también poseen efectos antialérgicos,
anticancerigenos, antiinflamatorios y antimicrobianos, inhibiendo el crecimiento de
microorganismos perjudiciales para la vida humana y el bienestar, como H. pylori, E. coli y S.

aureus (Diaz, 2012).

Asi mismo, quimicamente, los sesquiterpenos, monoterpenos, fenilpropeno, alcohol diterpénico
monociclico y &cido graso acetilénico, son los compuestos principales que se han identificado en
los aceites esenciales de las plantas del género Croton, familia Euphorbiaceae; estos compuestos

podrian estar relacionados con su actividad anticancerigena ya que tradicionalmente, estas
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especies se utilizan cominmente para tratar el cancer en paises de Asia, Africa, América del Sur

y América del Norte (Bezerra, 2024).

El andlisis quimico exhaustivo de la “sangre de grado” condujo al hallazgo de nuevos
flavonoides, previamente desconocidos. Este estudio evalué la actividad inhibidora del
crecimiento de todos estos compuestos contra las lineas celulares humanas K-562, SMMC-7721
y SGC-7901, asi como las propiedades antibacterianas contra Staphylococcus aureus vy
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). Como resultado, estos flavonoides
mostraron citotoxicidad contra las lineas celulares K-562, SMMC-7721 y SGC-7901 y se
observo que todos estos compuestos exhibian efecto antibacteriano contra S. aureus, asi como

actividad antibacteriana contra MRSA (Ying et al, 2011).

(Yingdong et al, 2007), evaluaron la capacidad de los compuestos aislados de la “sangre de
grado” para combatir la bacteria Helicobacter pylori (ATCC43504). Como resultado,
encontraron que nuevos derivados de flavonoides eran mas eficaces contra H. pylori

(ATCC43504) con valores de CMI de 29,5, 29,5, y 31,3um.

El andlisis fitoquimico de los extractos de “sangre de grado”, reveld un alto contenido fenolico
en el concentrado de resina de CH(2)CI(2), este presenta la mas alta captacion de radicales libres,
lo que estd en buena correlacion con su contenido fendlico total. Este concentrado de
CH(2)CI(2), es un origen viable de compuestos antioxidantes naturales y tiene actividad
inhibidora contra varios agentes infecciosos presentes en alimentos. En tal sentido, el
concentrado de CH(2)CI(2), proveniente de la resina de “sangre de grado”, podria considerarse

una viable fuente de conservante de alimentos (Deepika y Rajinder, 2011).
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(Diedrich et al., 2021) lograron extraer los compuestos bioactivos de la corteza de Croton
lechleri mediante herramientas quimiométricas, para establecer relaciones entre las
concentraciones individuales de compuestos fendlicos y las mejores condiciones de extraccion.
El acido galico, el acido siringico, la epicatequina y la catequina estan presentes en el
metabolismo de Croton lechleri, estos tres primeros compuestos se extrajeron mejor a
temperaturas mas bajas, mientras que la catequina demostr6é ser mas estable a temperaturas mas
altas. Lograr extraer estos compuestos de la corteza de Croton lechleri ofrece perspectivas para
su uso como antioxidante natural y abre la oportunidad de explorar nuevas aplicaciones

tecnologicas.

2.2.5. Farmacologia experimental

Los resultados de investigaciones tanto en laboratorio como en organismos vivos confirman en
gran medida los usos tradicionales de la “sangre de grado” en la medicina popular. Estos
incluyen el tratamiento de diarrea, heridas, tumores, Ulceras estomacales, infecciones por herpes,
picazén, dolor e inflamacion causados por picaduras de insectos, entre otras dolencias (Jones,
2003).

Respecto a las propiedades farmacoldgicas, se indican estas:

Actividad antimicrobiana: La “sangre de grado” ha demostrado en multiples estudios su
potente actividad antimicrobiana, tanto antiviral como antibacteriana. Esta accion se atribuye a la
presencia de diversos compuestos bioactivos, como polifenoles, poliacetilenos, flavonoles,
terpenoides, esteroides, alcaloides, propdleos, acido clorogénico, coberinas A 'y B, y 1,3,5-
trimetoxibenceno, los cuales han mostrado una fuerte eficacia contra bacterias como el Bacillus
subtilis. En particular, la “sangre de grado” destaca por su capacidad para combatir bacterias

Gram-positivas, como el Staphylococcus aureus ATCC 6538 (Carrion et al., 2010).
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Actividad cicatrizante: Acelera la regeneracion de la piel al estimular la contraccion de las
heridas, facilitando su cicatrizacion. Este proceso se debe a la accién combinada de la taspina y
los polifenoles (catequina y proantocianidina). La taspina actda al inicio de la cicatrizacion,
atrayendo fibroblastos, células clave en la reparacion de tejidos, como se ha demostrado en
estudios con ratones. Por su parte, los polifenoles ejercen un efecto antibacteriano que contribuye
a la formacion de la costra protectora al precipitar las proteinas celulares, creando un ambiente

propicio para la regeneracion (Risco, 2001).

Actividad antiinflamatoria: La taspina, alcaloide presente en la “sangre de grado”, ha
demostrado ser un potente antiinflamatorio en estudios con ratas. Su eficacia se ha comprobado
en tres modelos experimentales: edema inducido por carragenina, granuloma inducido por
torundas de algoddn vy artritis inducida por coadyuvante. En el primer modelo, la taspina mostro
un efecto antiinflamatorio comparable a la fenilbutazona, con dosis de 58 mg/kg via oral, siendo
mas potente a las tres horas de administracion de carragenina. En el segundo modelo, con dosis
de 20 mg/kg, inhibieron la inflamacidn durante siete dias. En el tercer modelo, la taspina también
fue efectiva en dosis de 20 mg/kg/dia a lo largo de una semana y en dosis Unica de 518 mg/kg.
Ademas, el latex crudo de la “sangre de grado”, en dosis superiores a 25 mg/kg, también inhibe
completamente la reaccion inflamatoria, o que sugiere que otros componentes, ademas de la

taspina, contribuyen a esta actividad (Risco, 2005).

Actividad antifungica: Se investigo el latex de “sangre de grado” respecto a cinco hongos
causantes de infecciones de piel. Se utilizaron dos métodos: uno para medir la zona de supresion
del desarrollo del hongo alrededor de un disco con “sangre de grado”, y otro para determinar la
concentracion minima necesaria para detener de forma completa el crecimiento del hongo. Los
hongos estudiados fueron Tricophyton tonsurans, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton

rubrum, Microsporum canis y Epidermophyton floccossum. Lo que resulté fue que la “sangre de
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grado” inhibi6 el desarrollo de todos los hongos probados, con zonas de inhibicion entre 7,6 y

26,9 mm y concentraciones minimas inhibitorias entre 1,25y 2,5 mg/ml (Luilma et al, 2005).

Actividad antiviral: Como apoyo en el tratamiento de personas con VIH, se ha estudiado una
nueva sustancia llamada crofelemer, la cual es una proantocianidina que proviene del latex de la
planta Croton lechleri, una mezcla de proantocianidinas oligoméricas, cuya seguridad y eficacia
como agente antisecretor y antidiarreico han sido confirmadas en estudios clinicos, siendo el
mejor tratamiento de soporte en pacientes con VIH con diarrea secretora, ya que regula la
absorcion de agua en el intestino a diferencia de los demas medicamentos que actdan sobre la
motilidad intestinal, limitando su uso prolongado; ademas el crofelemer no interacciona con

otros farmacos, dado que no se absorbe y tampoco llega a la sangre (Wang et al., 2024).

Actividad anticancerigena: Se ha estudiado el potencial anticancerigeno de los aceites
esenciales (AE) de la “sangre de grado” cuyo uso puede ser una alternativa eficaz a los
medicamentos comerciales que causan diversos efectos secundarios en pacientes con cancer. Los
AE actltan en la fragmentacion del ADN vy la apoptosis de distintas células cancerigenas, sin
embargo, cabe destacar que muchos de estos AE ain no han sido probados en cuanto a su
seguridad biologica para comprobar su toxicidad, por lo que, se sugiere la precaucion necesaria

al utilizar dichos productos (Bezerra, 2024).

La accion anticancerigena de los aceites esenciales (AE) en el cancer colorrectal (CCR), ha
mostrado una amplia gama de efectos bioactivos, como citotoxicidad, antiproliferativos y
antimetastasicos, en las células cancerosas a través de diversos mecanismos de accion. Esto
evidencia la eficacia de los AE como agentes quimioterapéuticos/quimiopreventivos en el CCR,;
sin embargo, se necesitan mas estudios clinicos para establecer la dosis efectiva en humanos, asi

como la via de administracion mas adecuada para lograr la maxima biodisponibilidad y eficacia.
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Aun asi, los AE pueden considerarse como terapias complementarias eficaces en la

quimioterapia para el CCR (Garzoli et al., 2022).

Tzintzarov et al. (2024). Evaluaron los efectos de los extractos de ramas de Croton lechleri,
donde se reveld su riqueza en compuestos polifendlicos, en particular flavonoides, obtenidos
mediante la aplicacion de técnicas Soxhlet. Estos extractos tuvieron efectos citotdxicos en lineas
celulares de piel normales (HaCat) y de melanoma maligno (A375). Todos mostraron
citotoxicidad dependiente de la dosis. Los extractos indujeron apoptosis y necrosis, lo que

destaca su capacidad para desencadenar la muerte celular programada en células cancerosas.

2.2.6. Contraindicaciones y precauciones

Es plausible considerar que el abuso del latex conlleve a efectos adversos para la salud, como
estrefiimiento, problemas de vision, enfermedades del estomago y del sistema circulatorio.
Debido al efecto citotoxico de la taspina, no se debe usar de manera casual o en heridas grandes
causadas por quemaduras; su uso en Ulceras duodenales puede causar dafio hepéatico (Jones,

2003).

2.2.7. Toxicologia

Se encontro que la LD50 (Dosis Letal) de clorhidrato de taspina en ratas Wistar machos es de
518 mg/kg, en una frecuencia de 7 dosis/dia, a 100 mg/kg (Cayo y Barrera, 2014). El alcaloide
taspina mostrd un efecto citotoxico sobre los fibroblastos de piel humana cultivada in vitro, en
dosis de 0,5 - 2 ug/ml, no manifestaba toxicidad y mostraba un efecto de “curacion”; sin
embargo, a concentraciones altas (125 — 250 ug/ml), el compuesto era toxico para las células.

(Pieters, 1998).
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En una prueba in vivo en ratones para determinar el efecto cicatrizante de la taspina, este
alcaloide mostr6 un efecto cicatrizante dependiente de la dosis y una DE50 de 0,375 mg/kg.
También, utilizando el sistema de carcinogénesis cutanea en dos etapas de ratones, demostraron
que ni la “sangre de grado” ni el clorhidrato de taspina, presentaron actividad cancerigena ni

promotora de tumores tras 17 meses de tratamiento (Milla et al., 1989).

Asi mismo, en el estudio de Sandoval et al., (2005), evaluaron la toxicidad hepatica y renal
aguday subaguda del latex de Croton palanostigma “sangre de grado” en animales de
experimentacion, concluyendo que la administracion oral de “sangre de grado” en ratas albinas,
en dosis terapéuticas, no producen alteraciones en las bioquimicas hepéticas (gamma glutamil
transferasa, fosfatasa alcalina, proteinas totales, albumina y globulinas) ni renales (urea y

creatinina).

2.3. Generalidades de la crianza del cuy en el Pert

El cuy, cobayo o Cavia porcellus (por su denominacion cientifica), se clasifica como un roedor
y es oriundo de zonas andinas; este animal puede soportar variados ecosistemas, se reproduce
con rapidez y posee un ciclo vital breve. Estas cualidades han hecho posible la popularidad de su
crianza y masificacion de su consumo, al punto que en nueve del total de regiones del Perl
(Ancash, Apurimac, Ayacucho, Cajamarca, Cusco, Huanuco, Junin, La Libertad y Lima), se ha

optado por su produccion (INIA, 2003).

Peru es el principal consumidor y productor de cobayos a nivel mundial. Si bien el censo
agropecuario de 1994 registr6 una poblacion de casi 7 millones de cuyes, el Ministerio de
Agricultura (MINAG) estimé tiempo después, que la cifra superaba los 22 millones, de modo

que esto representd una produccidén cercana a las 18,700 toneladas de carne (INIA, 2003).
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Respecto a los beneficios en términos de alimentacion, la carne del cobayo posee un aporte
proteico de elevada calidad, con bajo contenido de grasas, por lo que se puede incluir en la dieta
de los consumidores que necesitan una alimentacion elevada en proteinas. Su carne es magra, la
proporcion de grasa no supera el 10%, y la proporcién de colesterol es baja (65mg/100g);

asimismo, también posee el beneficio de ser bajo en sodio (Gil, 2007).

La produccion del cobayo es una opcidn beneficiosa para incentivar un régimen alimentario
rico en proteinas de origen animal y favorece de manera sostenible las posibilidades de trabajo,
con lo cual, también permite disminuir la tendencia de los habitantes andinos respecto a la
migracion hacia las grandes urbes, ayudando asi, en la lucha contra los niveles criticos de
pobreza (INEI, 2009). Por otra parte, el actual esquema de produccion es aun deficiente, sobre

todo en lo que a control sanitario respecta.

Los cuyes, como cualquier otro animal, son susceptibles a los efectos de bacterias, virus,
parasitos y/o trastornos fisiologicos, que inciden desfavorablemente en la crianza de esta especie
y provocan graves pérdidas economicas. Se ha demostrado que las pérdidas no solo causan
mortalidad y morbilidad, sino que también afectan el desarrollo de la poblacion de manera
importante, especialmente cuando las estrategias de crianza incorporan tecnologias que aceleran

procesos para mayores exigencias de procreacion (Barriga, 2002).

2.4. Salmonelosis en cuyes

Este es un padecimiento grave en los cobayos en el Perd, y manifiesta una tasa de incidencia
del 52,7% y una tasa de mortalidad del 95%. Esta enfermedad se propaga de manera rauda y se
manifiesta principalmente como sepsis aguda, matando al animal dentro de las 24 a 48 horas. Asi

mismo, se desarrolla de manera cronica. La enfermedad puede manifestarse de muchas formas,
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como gastroenteritis, sepsis, aborto espontaneo, enfermedades respiratorias, etc., dependiendo

del sistema u érgano al que afecten (Morales, 2013).

Un trabajo de investigacion que evalud la manifestacion de Salmonella typhimurium en cuyes
machos recién destetados encontrd que los animales infectados con la bacteria (grupos T3y T4)
presentaron un inferior aumento de peso, una elevada ingesta y un peor indice de conversion
nutricional en comparacion con los cobayos no infectados (grupos T1 y T2). Estos resultados
permitieron concluir que la infeccién subclinica con Salmonella typhimurium afecta
negativamente la eficiencia de la produccion y repercute de forma adversa en la rentabilidad en

la crianza de cuyes (Bazan et al., 2019).

2.4.1. Etiologia

La salmonela es un bacilo Gram negativo corto, sin esporas, anaerobio facultativo, y puede
moverse debido a sus flagelos periféricos. Las bacterias enmarcadas dentro de este género
pueden desarrollarse en condiciones de temperatura que van desde los 7 hasta los 48 grados

Celsius, y en un rango de pH de 4 a 8 (Parra et al., 2002).

La S. enterica es un organismo patdgeno exhaustivamente examinado en diversos aspectos,
desde su metabolismo y genética hasta su composicion celular y factores que lo refuerzan
(Vadillo et al., 2002). La clasificacion de esta bacteria ha sido revisada y actualmente se
reconoce como S. enterica, subespecie enterica, con aproximadamente 2500 serovares diferentes.
De estos, S. typhimurium, S. enteritidis y S. dublin fueron remarcables agentes de enfermedades

en cobayos, siendo la S. typhimurium la que muestra destacada recurrencia (Parra et al., 2002).
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Las infecciones por Salmonella sp. en animales domésticos a menudo no presentan sintomas, y
se estima que entre el 1% y el 3% de estas especies portan al mencionado microorganismo. Sin
embargo, los cuyes son particularmente vulnerables a esta enfermedad, la cual puede presentarse
de manera répida y severa o de forma prolongada y persistente (cronica). La enfermedad puede
atacar a los cobayos sin importar la edad o sus etapas reproductivas, y regularmente se vincula

con contextos o condiciones estresantes (Morales et al., 2007).

2.4.2. Epidemiologia

La salmonella se transmite principalmente a través de animales enfermos o portadores, como
roedores, insectos, aves y personas, asi como por alimentos o agua contaminada. El entorno de la
granja, si no se desinfecta adecuadamente, también puede ser una fuente de contaminacion. La
bacteria se introduce al organismo, normalmente por via oral, tolerando las condiciones del
estobmago (pH), asi como los compuestos biliares, y se posiciona en el intestino delgado,
infiltrandose luego en los ganglios linfaticos mesentéricos, de modo que desencadena una

infeccion local (Radostits et al., 2002).

La transmision de la salmonella puede ocurrir por via directa o por elementos intermediarios.
Por ejemplo, a través de la miccion y la excreta, muchos animales expulsan importantes
volimenes de microorganismos al entorno circundante. Por otra parte, otros animales mas
vulnerables incorporan bacterias y virus a su sistema al ingerir alimentos o agua infestada;
asimismo, también se debe considerar el peligro de contagio a través de heridas abiertas, la

conjuntiva de los 0jos o por via aérea (Radostits et al., 2002).
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2.4.3. Patogenia

Salmonella typhimurium es un organismo zoondtico especifico y también un patégeno que
causa una mayoritaria proporcion de los registros por intoxicacién alimentaria en distintas
regiones del planeta. Tiene la capacidad de afectar a diferentes especies de animales y también a
personas, aungue, normalmente, su efecto se limita a una gastroenteritis leve. Sin embargo,
algunas cepas de este microbio son mas peligrosas y pueden invadir el intestino, penetrando el
tejido intestinal y llegando al torrente sanguineo. Tal comportamiento peculiar y peligroso esta

enlazado con el propio patrén virulento de la Salmonella (Dos Santos et al., 2019).

Tras ser ingerida, la Salmonella enfrenta un entorno hostil en el sistema digestivo: escasez de
oxigeno, presion osmdtica incrementada, acidez y calor. Sin embargo, para hacer factible su
supervivencia y establecerse en el intestino delgado (especificamente en el ileon distal y el
ciego), el microorganismo es capaz de modificar en parte su dindmica geneérica, adaptandose a

estas condiciones adversas (Radostits et al., 2002; Figueroa y Verdugo, 2005).

Cuando el microorganismo ya invadio al individuo, busca fijarse a las células del tejido
intestinal o a la matriz extracelular valiéndose de una estructura llamada adhesina, que actla
como una llave que encaja en receptores con estructura molecular especifica (cerraduras)
presentes en las células del infectado. Esta interaccion adhesina-receptor no solo permite que la
bacteria se fije, sino que también determina qué tipo de tejido puede invadir y en qué organismo
puede sobrevivir. Es decir, esta interaccion entre la adhesina y el receptor es clave para entender
por qué ciertas bacterias infectan a determinados organismos y 6rganos (Figueroa y Verdugo,

2005).
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Las adhesinas, ademas de permitir la fijacion celular de la Salmonella, también actian como
sefiales que activan a los linfocitos B y neutréfilos, desencadenando respuestas inmunitarias
como la propagacion de células y la liberacion de citocinas. Asimismo, la bacteria inicia su
invasion al organismo del invadido mediante las células epiteliales del intestino y las células M.
Estas células son un blanco ideal para la bacteria debido a que carecen de borde en cepillo y
glucocéliz, estructuras que normalmente protegen a las células de la invasion bacteriana

(Figueroa y Verdugo, 2005).

El efecto del organismo a la invasion de la salmonella depende de la estrategia de la bacteria
aplicada segun el tipo de celula que va a atacar. Para aquellas identificadas como no fagociticas,
la bacteria provoca una transformacion en la membrana plasmatica y una reestructuracion severa
de su constitucion interna o citoesqueleto a modo de protrusiones o extensiones onduladas
(ruffing), emulando el efecto que suele producirse por ciertas sustancias estimulantes del propio
sistema. Sin embargo, en los macrofagos, encargados de la defensa, la salmonella despliega su
arsenal toxico, imposibilitando el ruffing, que también se relaciona con la fagocitosis, y luego
desencadena un proceso de autodestruccion celular conocido como apoptosis (Velge et al.,
2012).

La diarrea causada por salmonella involucra una variedad de factores de virulencia. Las
infecciones intestinales causadas por salmonella pueden causar infecciones extra-intestinales, que
son causadas por macrofagos que no ejecutan su funcion primordial en contra de este
microorganismo. La Salmonella entérica transita por todo el cuerpo y se transporta a través de
fagocitos, via linfatica y sanguinea. La bacteriemia resultante manifiesta sintomas o no, y

conlleva una elevada probabilidad en el desarrollo de sepsis (Velge et al., 2012).

La fiebre producida por la sepsis puede durar varias semanas y provocar un shock séptico por

efecto de las endotoxinas en el sistema circulatorio. De manera similar, Salmonella entérica
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puede diseminarse a varios organos cuando se distribuye por todo el cuerpo, causando

infecciones locales (Velge et al., 2012).

2.4.4. Manifestaciones clinicas

En lo que respecta a los cobayos, la salmonelosis agrava su salud de dos maneras: una
infeccidn severa con sintomas de sepsis aguda, en la cual la muerte ocurre dentro de 24 y 48
horas; lo frecuente en este escenario es la no evidencia de sintomatologia pero, en peculiares
situaciones, si se puede observar colapso, anorexia, dolor, paralisis de las patas traseras, diarrea
con moco Yy aborto espontaneo; la forma cronica muestra adelgazamiento significativo, aumento

del volumen abdominal y pelaje hirsuto (Morales et al., 2007).

El serotipo de salmonella que infecta a los cobayos determina, en gran medida, los signos
clinicos que se manifiestan. Ciertos serotipos pueden causar epidemias explosivas. Por lo
general, los supervivientes permanecen como infectados sin sintomas aparentes. En los cobayos
en desarrollo, esto sucede con frecuencia y, ademas, las infecciones clinicas con alta mortalidad
son muy comunes dada su vulnerabilidad. Pero también deben mencionarse otros posibles
indicadores de la enfermedad: conjuntivitis, menos crias por parto, masa corporal reducida en las

crias recien nacidas y piel azulada (cianosis) (Garmendia et al., 2000).

En los cuyes, ya sea por salmonelosis aguda o cronica, los signos clinicos son diferentes. La
primera se caracteriza por una infeccion generalizada (sepsis) de acelerada evolucion y puede, o
no, evidenciarse con desgano, alteraciones neuroldgicas y diarrea. En la mayoria de casos, el
desenlace es fatal y el curso de la enfermedad varia entre uno y dos dias. Los animales cronicos
dejaran de comer hasta llegar a la caquexia, diarrea, hinchazdén abdominal, dificultad para

respirar, neumonia, colapso, paralisis y aborto espontaneo (Morales et al., 2007).
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2.4.5. Hallazgos en la necropsia

Gran parte de los signos internos del padecimiento consisten en congestion del corazén,
intestinos, bazo e higado. Especificamente, se observa un crecimiento del bazo, asi como
manchas blancas de diferentes tamafios, abscesos y congestion. Los indicios en el pulmoén se
suelen concentrar en el l6bulo diafragmatico y apical, tanto como evidencias de congestion como

de hemorragias (Onyekaba, 1983).

En cuyes infectados con Salmonella sp., las lesiones localizadas en los 6rganos suelen ser de
tipo inflamatorio, aunque también puede presentarse avance degenerativo, deficiencias
circulatorias y de adaptacion. En términos generales, estas manifestaciones se aprecian en cinco
organos, pero es en el higado en el que se presenta una mayor concentracion de deterioro, de

modo que es habitual detectar cuadros de hepatitis necrética (Layme et al., 2011).

2.4.6. Diagnostico

Para diagnosticar salmonelosis en Cavia porcellus, el examen consiste en integrar el analisis de
cambios en los drganos (durante la necropsia), con la observacion de los sintomas que presenta el
animal y el aislamiento del microorganismo en un laboratorio. Para detectarlo en especimenes
enfermos, se suelen analizar muestras de intestino delgado, higado y bazo, aunque es también
factible tomar muestras y aislarlas de otros érganos como el Utero, la vesicula biliar, la glandula

mamaria, ganglios linfaticos mesentéricos y el pulmon (Bustamante, 1993).

2.4.7. Susceptibilidad y resistencia antibiotica

Desde mediados de la década de 1950 se tuvo conocimiento y evidencias de que las cepas de

salmonella tenian cierta tolerancia a farmacos antibacterianos, pero fue a partir de 1990 que esta
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caracteristica empez6 a ganar mas notoriedad y preocupacion al presentar una mayor extension y

frecuencia (Majak et al., 2018).

En la actualidad, el aumento alarmante de variantes de salmonella resistentes a los antibiéticos,
sumado a la afectacion que estos farmacos generan en la microflora intestinal y la diarrea
asociada a su uso, ha disminuido la eficacia de los tratamientos convencionales. Esta situacion ha
generado una creciente necesidad de explorar y desarrollar tratamientos alternativos para

combatir la bacteria (Majak et al., 2018).

Por otra parte, se realizd un experimento para evaluar la eficacia de la norfloxacina contra
Salmonella sp. en laboratorio. Los resultados mostraron que este farmaco tiene una notable
influencia antibacteriana. Ademas, se la compard con otros medicamentos comunmente
utilizados para tratar la salmonella, como el cloranfenicol, la oxitetraciclina y la
dihidroestreptomicina. Las intervenciones con cada alternativa revelaron distinciones
significativas (P<0,05), destacandose en la norfloxacina un didmetro de halo de inhibicion de
28,533mm (promedio) respecto a su intervencion contra la Salmonella sp., ostentando un mayor
efecto bactericida en comparacion con los demas tratamientos, cuyos diametros promedios de
halo de inhibicion fueron de 5,367mm; 1, 778mm y Omm con el cloranfenicol,
dihiestreptomicina y oxitetraciclina, respectivamente. Esto evidencia la inferioridad de estos
farmacos respecto a. la norfloxacina en el escenario de la intervencion contra Salmonella sp.

(Alegria, 2008).

Aun con este hallazgo, estas variantes de Salmonella entérica siguen generando preocupacion
dada la evolucion de su capacidad de resiliencia y la eventual ineficacia absoluta de los farmacos
antibacterianos habituales, por ese motivo, es enormemente apremiante someter a prueba a

novedosos recursos para mantener el control de esta enfermedad, siendo esta una mision
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trascendente no solo para el bien de la produccién animal, sino también por el bien de la salud

humana (Garcia, 2011).

2.4.8. Medios de cultivo para Salmonella

El aislamiento de la bacteria salmonella implica los siguientes procedimientos: (1) se efectla
un enriquecimiento general para promover el crecimiento de diversas bacterias, (2) se desarrolla
un medio selectivo para favorecer el crecimiento de salmonella, (3) se siembra en placas con
medios solidos especificos que permiten diferenciar visualmente las colonias de salmonella de
otras bacterias presentes. Las colonias sospechosas son sometidas a pruebas bioquimicas en
medios de cultivo disefiados para salmonella, confirmando asi su presencia. Finalmente, un
analisis antigénico verifica la identidad de la bacteria al detectar moléculas especificas en su

superficie, concluyendo asi el proceso de aislamiento (Hurtado, 2001).

El enriquecimiento no selectivo: es importante cuando la muestra ha sido sometida a
condiciones adversas, como irradiacion, desecacion, congelacion prolongada o pH bajo. Este
proceso revitaliza las bacterias dafiadas que han atravesado circunstancias desfavorables de
almacenaje o procesos industriales, permitiéndoles iniciar su multiplicacion normal. Se utiliza
caldo peptonado bufferado o lactosado al 0,2% para mejorar la preservacion de cepas de

salmonella debilitadas (Hurtado, 2001).

El enriquecimiento selectivo: fase necesaria en el aislamiento de Salmonella sp, en la cual es
incitado el crecimiento especifico de esta bacteria mientras inhibe el desarrollo de otras presentes
en la muestra, como las bacterias intestinales y coliformes. Para lograr esto, los compuestos de

desarrollo son:
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— EI caldo selenito. Es un sustrato de cultivo con la funcién de propiciar el desarrollo de
salmonella. La peptona proporciona el contenido nutricional suficiente para la vida del
microorganismo, mientras que la lactosa actia como fuente de energia. El selenito, componente
clave de este microambiente controlado, frustra el desarrollo de bacterias intestinales,
enterococos y coliformes, especialmente durante las horas iniciales de incubacion (entre 6 y 12
horas). Sin embargo, Proteus sp., Salmonella sp. y Pseudomonas sp., no se ven afectados por el

selenito, lo que permite su crecimiento y posterior aislamiento (Merck, 1994).

— El caldo de enriquecimiento Gram negativos (GN): de acuerdo a Hajna, es un compuesto de
cultivo disefiado para asegurar el desarrollo de bacterias Gram negativas, especialmente Shigella
y Salmonella. La triptona presente en este caldo proporciona los compuestos alimenticios justos
para el desarrollo bacteriano, mientras que el citrato y el desoxicolato de sodio anulan la
presencia bacteriana Gram positiva, como los estreptococos fecales y los bacilos esporulantes,
ademas de acabar con la existencia de coliformes. Los fosfatos actian como buffer, previniendo
la acidificacion prematura del medio. La alta concentracion de manitol en relacion con la
dextrosa favorece el crecimiento de Shigella y Salmonella, al mismo tiempo que inhibe el de

Proteus (Hurtado, 2001).

Los medios selectivos: son herramientas que hacen posible aislar bacterias especificas al
restringir el crecimiento de otras. Esto es factible mediante la afiadidura de sustancias como
antibidticos, colorantes y sales biliares, que actian como agentes selectivos. Ejemplos de medios
selectivos son el agar eosina azul de metileno (EMB) y el agar MacConkey, los cuales facilitan la
identificacion de gérmenes que no sintetizan la lactosa con procesos de fermentacién, como
Salmonella y Shigella. En estos medios, las sales biliares fungen como agentes inhibidores,

impidiendo el crecimiento de bacterias no deseadas (Stanchi, 2007).
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— El agar Eosina Azul de Metileno (EMB) favorece el apartamiento de patégenos, aunque no
proporciona un diagnostico definitivo, sino que permite un acercamiento. Su composicion
incluye lactosa y sacarosa, que hacen factible la deteccion de las enterobacterias en funcién a la
estructuracién y tonalidad de sus colonias, asi como su capacidad para fermentar estos azUcares.
Los colorantes presentes en el medio truncan el crecimiento de bacterias Gram positivas. Por otra
parte, las agrupaciones de Salmonella se hacen reconocibles en el EMB a causa de su pigmento

ambar o por la ausencia de color (Stanchi, 2007).

— El agar MacConkey (McK), junto a las sales biliares y el cristal violeta, restringen el
desarrollo de organismos Gram positivos. La lactosa, junto con el indicador rojo neutro, permiten
identificar la capacidad de las bacterias para degradar este azUcar. Las colonias de bacterias
lactosa positivas, como Escherichia coli, se presentan de color rojo con un halo turbio, mientras
que las colonias de bacterias lactosa negativas, como Salmonella sp., permanecen incoloras

(Stanchi,2007).

Los medios diferenciales: su utilidad radica en la identificacion de bacterias, ya que permiten
distinguirlas en funcién de su actividad metabolica. Estos medios detectan cambios en el aspecto
de las colonias o variaciones en el pH del medio, causados por la actividad enzimatica de las
bacterias. En el proceso de aislamiento de Salmonella sp., las colonias sospechosas, identificadas
como no fermentadoras de lactosa en medios selectivos, se siembran en medios diferenciales.
Este paso crucial posibilita la preservacion especifica de colonias con las caracteristicas
particulares de Salmonella (Stanchi, 2007). De estos compuestos diferenciales, los méas usuales

son.

— El agar Hektoen Entérico. Es un recurso determinante en la identificacion de enfermedades

gastrointestinales. Su doble funcidn, selectiva y diferencial, permite aislar e identificar bacterias
26



patdgenas presentes en muestras de heces, alimentos y otros materiales (Merck, 1994). Las
colonias de Salmonella sp. en agar Hektoen presentan una caracteristica distintiva: un halo
transparente alrededor de la colonia, conocido como "ojo de pescado”, y la produccion de acido
sulfhidrico (H2S), que se manifiesta como un precipitado negro. Ademas de su capacidad para
aislar bacterias patogenas, este medio también tiene una influencia restrictiva sobre la flora
acompafante, es decir, las bacterias no patégenas presentes en la muestra (Murray y Shea, 2004).

Esto permite hace posible un mayor desarrollo de Salmonella y Shigella.

— Agar Salmonella — Shigella (SS). actia como un filtro microbiano, permitiendo el
crecimiento de patogenos intestinales claves como Salmonella y Shigella, mientras que restringe
la vida bacteriana Gram positiva, una significativa proporcion de coliformes y el crecimiento
invasivo de Proteus. Esta selectividad se logra gracias a la funcion de compuestos biliares y
verde brillante. Pero el agar SS no se limita a ser un simple filtro, también es un revelador de
identidades bacterianas. Su capacidad diferencial se basa en la presencia de lactosa y tiosulfato
de sodio, que permiten distinguir las bacterias en funcion de su metabolismo. Aquellas que
fermentan la lactosa producen &acido, generando un cambio de color en el medio, mientras que las
que producen acido sulfhidrico basandose en el tiosulfato de sodio, forman un caracteristico
precipitado negro. En el agar SS, las colonias de Salmonella se manifiestan como agrupaciones
translicidas en su mayoria, aunque a veces pueden adoptar una apariencia opaca. En algunos
casos, estas colonias presentan un area central oscura, resultado de la generacion de &cido

sulfhidrico (Murray y Shea, 2004).

— Agar Bismuto Sulfito. Es un compuesto selectivo y diferencial que mezcla peptona, tejidos
animales, glucosa, extracto de carne, sulfato férrico y sulfito de bismuto, que en conjunto crean
un ambiente hostil para la mayoria de los microorganismos comensales, permitiendo que solo

florezcan aquellos de interés. Las colonias caracteristicas de Salmonella sp., suelen presentarse
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en tonalidades café, gris o negras, a veces con un brillo metalico y rodeadas por una aureola o
halo café que puede oscurecerse méas. Algunas cepas, sin embargo, generan colonias verdes sin

esta aureola sombreada (Murray y Shea, 2004).

2.4.9. Identificacion bioquimica

Para que las formas de vida bacteriana crezcan, necesitan formar acidos nucleicos, proteinas,
lipidos y polisacaridos. Tales moléculas tienen que estar presentes en su entorno o, de lo
contrario, la célula misma debe ser capaz de producirlos (Farmer, 2003).

Para distinguir acertadamente la existencia de Salmonella sp., las agrupaciones bacterianas
examinadas en el compuesto de cultivo diferencial, y que se les asume como sospechosas, se les
realizan pruebas para analizar sus respuestas bioquimicas (Farmer, 2003). Estos examenes son

detallados a continuacion:

— TSI (triple aztcar hierro): Este agar incorpora glucosa, sacarosa y lactosa. Su naturaleza
discriminatoria reside en la facultad de discernir microorganismos en funcién de su aptitud para
metabolizar estos azucares y generar acido sulthidrico (H2S) y gas. El rojo de fenol acttia como
indicador de pH, transmutandose a amarillo ante la génesis de acido desencadenado por la
trasformacion del carbohidrato. El sulfato ferroso presente en el agar TSI permite dar con la
manifestacion de &cido sulfhidrico. La salmonella desencadena una reaccion alcalina/acida,
acompafiada de la manifestacion de H.S, perceptible en el fondo del tubo. En ciertas ocasiones,

se observa, adicionalmente, la génesis de gas (MacFaddin, 2000).

— LIA (Agar Lisina Hierro): En este medio, se revelan los intrincados procesos de
descarboxilacién y desaminacion, los cuales se desencadenan tras la metabolizacién inicial del
carbohidrato presente (glucosa) y la acidez resultante. En organismos provistos de

descarboxilasas, se suscita la descarboxilacién, liberando aminas que alcalinizan el entorno
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microbiano. En contraste, en aquellos dotados de desaminasas, se produce la desaminacion,
culminando en la génesis de acidos organicos que acrecientan la acidez del sustrato de cultivo. El
resultado es que, para Salmonella sp., se exhibe un color purpura tanto en el tendido como en el
fondo (K/K), acompafiado de produccién de HzS y gas, lo cual indica la presencia de la enzima

lisina-decarboxilasa (MacFaddin, 2000).

— Empleo del Agar Citrato de Simmons: El compuesto incorpora fosfato monopotasico, sulfato
de magnesio, fosfato de amonio sédico, citrato de sodio y azul de bromotimol, el cual sefiala el
pH. Con la evaluacion se pretende averiguar la cualidad de las bacterias para aprovechar el
citrato de sodio y extraer carbono de él, de modo que beneficie su evolucion y procesos
metabolicos. Habitualmente, salmonella aprovecha el citrato para conseguir carbono, accion que
ocasiona una modificacion en la tonalidad del microambiente de cultivo, cambiando este a un

color azul (Farmer, 2003).

— Produccion de Indol: Esta evaluacion se realiza con el proposito de establecer si la bacteria
bajo analisis posee la habilidad de descomponer el indol presente en la estructura del triptofano.
El indol es parte del total de productos resultantes de la descomposicion metabdlica del
aminoacido triptéfano. Los microorganismos que cuentan con la enzima triptofanasa desaminan
e hidrolizan el triptéfano, generando amoniaco, acido piravico e indol. Para identificar la
generacion de indol efectuada por los microorganismos examinados, se emplea el ingrediente
activo presente en los reactivos de Kovacs y Ehrlich. Salmonella sp. no tiene la facultad de
sintetizar indol, lo que provoca que el medio permanezca inalterado y no muestre ninguna

reaccién (MacFaddin, 2000).

— Prueba de Motilidad: Establece si una bacteria posee capacidad de movimiento o no. La

locomocion de los organismos se produce gracias a la existencia de flagelos que circundan los
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bacilos, aunque también ciertos tipos de cocos presentan movilidad. Este ensayo se efecttia en un
entorno de cultivo semisélido (SIM), en el cual también se analiza la generacion de indol y de
acido sulfhidrico por parte de los organismos. Las bacterias con capacidad de movimiento
originaran una turbidez uniforme en el sustrato debido a su dispersion aleatoria y la presencia de
flagelos. En contraste, las bacterias carentes de movilidad se mantendrén en el mismo punto de
inoculacién donde fueron sembradas (MacFaddin, 2000). Por lo general, las salmonelas
presentan movilidad, excepto S. pullorum y S. gallinarum, que son paréasitos exclusivos de aves

(Farmer, 2003).

— Hidrolisis de Urea: La urea constituye una estructura organica nitrogenada que ciertos
microorganismos convierten gracias a la produccion de la enzima ureasa. En esta actividad, el
nitrégeno se desprende en modo no organico como moléculas de amoniaco. Al efectuarse la
respuesta reactiva, el compuesto completo del cultivo adquiere alcalinidad, y el sensor de pH
posibilita la deteccion de la alteracion de color provocada por la alcalinizacion del entorno.
Salmonella sp. no posee la habilidad de hidrolizar la urea, resultando en una prueba negativa.
Este ensayo es esencial para distinguir bioquimicamente entre Salmonella y Proteus (MacFaddin,

2000).

2.4.10. Control y tratamiento

Una bacteria es vulnerable a un antibidtico cuando este es capaz de frenar su reproduccion y
restringir la infeccién en el huésped. De otro modo, una bacteria se califica como resistente
cuando la cantidad del farmaco en la ubicacion de la infeccion no es lo suficientemente elevada

como para frenar la replicacion y no consigue aniquilar a la bacteria (Garcia, 2011).
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Las manifestaciones de resistencia antimicrobiana pueden ser intrinsecas o desarrolladas. La
resistencia innata es una cualidad particular de la bacteria, que le proporciona ventajas
competitivas respecto a otras cepas, y donde la manifestacion de la resistencia es anterior a la
utilizacion de los antibidticos (Guerra, 2000). En la resistencia desarrollada, esta surge por
mutaciones y por la transferencia de material genético extracromosomico proveniente de otras

bacterias.

Como tactica de restriccion ante la manifestacion de brotes infecciosos, particularmente en
sistemas de produccion intensiva y parcialmente intensiva, numerosas investigaciones han
buscado precisar y clarificar las estrategias paliativas para esta especie (cobayo); en cuanto a su
tratamiento de salmonelosis, hay desacuerdo sobre los mejores medicamentos y métodos de
administracion, debido a que estos animales no responden bien a los antibidticos y existe un

riesgo considerable de intoxicacion (Percy y Barthold, 2001).

El abuso de ciertos medicamentos antibacterianos en la cura de enfermedades tiene efectos
negativos, como la aparicion de bacterias resistentes a antibidticos comunes (cloranfenicol,
trimetoprim y sulfametoxazol) y, recientemente, a las fluoroguinolonas, compuesto extensamente
utilizado para gestionar la salmonelosis por su mayor eficacia. En la actualidad, existen cepas de
salmonella. resistentes a maltiples farmacos, incluyendo las cefalosporinas de tercera generacion,

lo que dificulta su tratamiento (Mattos et al., 2007).

En lo referente a la recurrencia de medicinas tradicionales, una evaluacion cientifica efectuada
en Huanuco evidencid la accion antibacteriana de hojas de chincho (Tagetes ellliptica) en el
esquema de produccién de cobayos contra salmonella, encontrandose inhibicion de crecimiento
de Salmonella typhimurium con 3125ug / ml y la inhibicion del halo fue de 11 mm, comparado

con los 18 mm obtenidos por el cloranfenicol, su poder inhibidor se redujo (61%). Una dosis oral
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de 100 mg cada 24 horas y durante 3 dias consecutivos es la medida minima suficiente para

controlar los sintomas clinicos de la salmonelosis (Pineda et al., 2007).

Esta posible accion antibacteriana fue corroborada en pruebas de laboratorio al observar
efectos a partir de 150 UFC (Unidades Formadoras de Colonia); cuando aparecieron los sintomas
de la diarrea, se redujo a 30 UFC, lo que significa un 80% de actividad. Algunos autores creen
que la influencia antibacteriana del huacatay se explica por la presencia de flavonoides,

especialmente los derivados 7-monoglucosilados de la quercetina (Pineda et al., 2007).

En otra pesquisa se evidencio la caracteristica antibacteriana de la Mufia (Satureja parvifolia)
en referencia a las patologias causadas por Streptococcus enteritidis. A su vez, otro estudio con
cepas de Streptococcus enteritidis aisladas de tejidos de cuyes en Carhuaz, encontrd que todas

eran sensibles a enrofloxacina, sulfatrimetoprim y estreptomicina (Mattos et al., 2007).

Es de suma consideracion que los ejemplares de cobayos que resulten positivos en cultivos de
salmonella sean sacrificados. En caso de detectar focos de infeccion por salmonella en pozas,
lotes o galpones, es crucial erradicar completamente a los animales afectados para restringir la

extension del microorganismo en el resto de los animales (Morales, 2013).

Guardar precaucion respecto a la salmonelosis en cuyes implica una serie de medidas cruciales:
garantizar la higiene de los alimentos, mantener condiciones 6ptimas de temperatura y humedad
en el galpon, establecer rutinas de limpieza y desinfeccidn de las pozas y de la infraestructura de
crianza, asi como detener la incorporacion de nuevos cobayos sin un periodo de cuarentena de al
menos 20 dias y minimizar el contacto con posibles portadores y objetos contaminados (Morales,

2013).
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CAPITULO Il

DISENO DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

3.1. Hipotesis de la investigacion
La adicion de “sangre de grado” (Croton lechleri) inhibe significativamente el crecimiento
bacteriano in vitro sobre Salmonella sp. aislada de Cavia porcellus y el efecto varia de

acuerdo a la concentracion utilizada.

3.2. Disefio metodoldgico
La presente investigacion es de naturaleza aplicada, con disefio experimental y de nivel

analitico - explicativo.

3.3. Localizacion
La presente investigacion se realizo desde julio 2023 hasta diciembre 2023 en la ciudad de
Trujillo, Region La Libertad, la cual se encuentra en la en la costa norte del litoral peruano.
Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de Referencia Regional, ubicado en el Jr,

Ayacucho 306 en el distrito de Trujillo, provincia de Truijillo, region La Libertad.

La ciudad de Truijillo tiene los siguientes datos meteoroldgicos:

Altitud :34 ms.n.m.
Latitud sur : 8°6'43.29" S
Longitud oeste : 78°59'6.36" W
Temperatura promedio : Entre 18°C y 27°C
Precipitacion pluvial promedio : <0.1 mm/dia
Humedad relativa 1 78%

Fuente: SENAMHI (2024)
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Fig. N°1. Mapa de la ciudad de Trujillo

3.4. Unidad de analisis y muestra

3.4.1. Unidad de analisis

Cada placa Petri en la investigacion representa una unidad para estimar la
sensibilidad a la “sangre de grado”. Estas placas albergaron la cepa de Salmonella sp.,
aislada del tracto intestinal de Cavia porcellus, con el latex de Croton lechleri a
cantidades especificas, y el antibidtico norfloxacina.

En lo referente al calculo del nimero de ensayos de este estudio, se usé la formula de
diferencia de proporciones:

N = 2(Zan + Zp)? 25% | d?

Siendo:

n: numero de repeticiones a efectuar en cada investigacion.

Za/2: 1.96 coeficiente de confiabilidad para a=0.05

Z: 0.84 coeficiente de confiabilidad para =0.20

S: 0.7d valor asumido por no haber estudios previos.

D: Diferencia entre promedios para rechazar la igualdad de medias.
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Reemplazando:

n=2(1.96 + 0.84)2 2(0.49) d2/ d2 = 15,37

Generando el resultado final de una cifra muestral de 15 placas petri.

3.4.2 Muestra
Muestra vegetal: El latex de “sangre de grado” (Croton lechleri) se obtuvo en la
provincia de Bagua, a una altitud de 420 metros. Un experto local colabor6 en la
extraccion, realizando cortes en "V" en la corteza del &rbol para obtener 100 ml de
latex. Este fue almacenado en frascos &mbar para preservarlo de la luz y la

contaminacion, garantizando asi la preservacion de sus componentes.

Muestra microbiologica: Placas Petri de agar Mueller-Hinton cultivadas con cepas

de Salmonella sp.

3.5. Disefio de Investigacion

Criterios de inclusion
Se utilizaron cuyes de todas las edades, sin importar sexo, procedentes de granjas de
la provincia de Trujillo, los mismos que, fueron escogidos observando los sintomas de

la enfermedad (Salmonelosis).
Criterios de exclusion

No se tomaron en cuenta animales que hayan recibido algun tipo de tratamiento

antibacteriano.
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Este estudio experimental utiliz6 un disefio completamente al azar, con 4 tratamientos
y 15 unidades experimentales por tratamiento, los datos observados fueron analizados
estadisticamente en el software SPSS 20 empleando pruebas de normalidad y estadistica
no paramétrica, se uso la prueba H de kruskal-wallis de muestras independientes. con un

grado limite de confianza del 95% (p < 0.05).

Los tratamientos experimentales fueron:

Tabla 1. Distribucion de los tratamientos

Tratamientos | Concentracion %
T1 50% (2.5ml sangre de grado + 2.5ml agua destilada)
T2 75% (3.75ml sangre de grado + 1.25ml agua
destilada)
T3 100% (5ml sangre de grado + Oml agua destilada)
T4 Antibiotico norfloxacina 10mcg

La distribucion de las unidades experimentales (cepas de salmonella) por tratamiento

puede observarse en la siguiente tabla:

Tabla 2. Distribucion de las cepas de salmonella por tratamiento

T1(50%) | T2 (75%) | T3 (100%) | T4 (Norfloxacina)
CEPA1 CEPA1 CEPA 1 CEPA 1
CEPA?2 CEPA 2 CEPA 2 CEPA 2
CEPA 3 CEPA 3 CEPA 3 CEPA 3
CEPA 4 CEPA 4 CEPA 4 CEPA 4
CEPA5 CEPA5 CEPA5 CEPA5
CEPA 6 CEPA 6 CEPA 6 CEPA 6
CEPA7 CEPA7 CEPA7 CEPA7
CEPA 8 CEPA 8 CEPA 8 CEPA 8
CEPA9 CEPA 9 CEPA 9 CEPA 9
CEPA 10 | CEPA 10 CEPA 10 CEPA 10
CEPA 11 | CEPA11 CEPA 11 CEPA 11
CEPA 12 | CEPA12 CEPA 12 CEPA 12
CEPA 13 = CEPA13 CEPA 13 CEPA 13
CEPA 14 | CEPA 14 CEPA 14 CEPA 14
CEPA15 | CEPA15 CEPA 15 CEPA 15
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3.6. Disefio metodoldgico
Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.6.1 Obtencidn de las muestras de Salmonella:

Se elaboré una ficha para cada ejemplar obtenido (cuy), para asi tener registro de la
granja de origen. Los ejemplares moribundos con sintomas de salmonella fueron
sacrificados e inmediatamente se realiz6 la necropsia en el laboratorio de Referencia
Regional de Trujillo. Se realizaron un total de 24 necropsias de 5 granjas de cuyes

procedentes del distrito de Trujillo.

Para detectar salmonella en el sistema digestivo de cuyes, especialmente en el tracto
intestinal, se utilizO la técnica de necropsia. Durante las visitas a las granjas, se
sacrificaron los cuyes moribundos y se realizé una incision longitudinal en la piel desde la
mandibula hasta el pubis, utilizando un bisturi y un mechero cercano para reducir la
contaminacion. Luego, se separé la piel y se desarticul6 la articulacion de la cadera para
examinar la superficie articular. Posterior a esto, fue efectuada la incision secundaria, en
la cual se ejecutd dos cortes paralelos a las ramas mandibulares izquierda y derecha, con
el proposito de desprender la lengua mediante la seccion del frenillo y la base lingual. Se
procedio a liberar la traquea y el eséfago, removiéndolos cuidadosamente para alcanzar la
entrada del térax. Se realiz6 una incision que se extendio partiendo del proceso xifoides
del esternon hacia la sinfisis pubica, teniendo especial cuidado en evitar la perforacion de
los oOrganos albergados en la region abdominal. Posteriormente, se realizaron dos
incisiones adicionales a lo largo del borde de la ultima costilla, partiendo desde el mismo

proceso xifoides.
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Se procedié a exponer los 6rganos alojados en la cavidad torécica, para lo cual se
realizo la diseccion de los bordes del diafragma, efectuando una incision sobre el esternon
y otra incision sobre la unién costocondral tanto del lado izquierdo como del lado

derecho, alinedndose al método detallado por Astaiza et al (2013).

Se procedi6 a la toma de muestras mediante la realizacion de una incision directa en el
intestino afectado de los especimenes recolectados. Como resultado de este proceso, 15

de las 24 muestras dieron positivo a la presencia de Salmonella sp.

3.6.2. Procesamiento de las muestras

Al momento que se realizaron las necropsias, se tuvo previamente preparados varios
tubos con el medio caldo selenito, para el enriquecimiento primario, el cual sirvid para
que, en caso hubiese salmonella en la muestra, ésta prolifere e inhiba el crecimiento de

otras bacterias.

El proceso se realizé directamente con el asa de siembra estéril, utilizando el mechero;
se tomd la muestra realizando un piquete en los 6rganos a analizar y luego se coloco
directamente al tubo con selenito, la totalidad de la operacion se realizé cerca al mechero.
Seguidamente, el tubo con selenito ya inoculado se llevd a incubar en estufa a 37° por 20

a 24 horas. En total se realizaron 24 aislamientos de salmonella.

3.6.2.1 Enriquecimiento selectivo

Para este procedimiento, se prepard previamente agar SS y agar Mac Conkey.
Después de 24 horas de incubacién, se retiraron los tubos con caldo de selenito
enriquecido de la estufa. Utilizando un asa de siembra esterilizada con mechero, se

sembré por estrias en placas de agar SS y agar Mac Conkey, y se incubaron nuevamente
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durante 24 horas. Pasado este tiempo, se examinaron las placas en busca de colonias con
caracteristicas de salmonella. En el agar SS, las colonias sospechosas eran opacas y

algunas presentaban circulos negros, mientras que en el agar Mac Conkey eran incoloras.

3.6.2.2 Pruebas bioquimicas de identificacion
Una vez identificada la colonia sospechosa, se colocé en un tubo de ensayo con caldo
peptonado; para esto se empled el asa de siembra y el mechero, para luego dejarse en
incubacion (estufa) por 24 horas. Pasadas las 24 horas la cepa del tubo incubado (madre)
se dividid en dos, vertiendo un chorro de su contenido a otro tubo con caldo peptonado.
Posteriormente se realizaron las siguientes pruebas para confirmar la presencia de

salmonella.

Previamente preparamos: TSIy LIA

El agar TSI (triple azlcar hierro) esta constituido por glucosa, sacarosa y lactosa, y se
utiliza para detectar a las bacterias segin su capacidad de fermentar estos azucares y
producir acido sulfhidrico (H2S) y gas. El rojo de fenol actia como verificador de pH,
cambiando a amarillo en presencia del acido producido por la fermentacion de
carbohidratos. El sulfato ferroso permite detectar la produccion de H2S. En el caso de
salmonella, se observa una respuesta alcalina/acida con presencia de H2S, evidenciada
por un ennegrecimiento en el fondo del tubo y, eventualmente, también se produce gas

(MacFaddin, 2000).

LIA: Después de esterilizar el asa de siembra en aguja con un mechero, se tomé una
muestra de la cepa madre y se inoculé en el tubo con agar LIA, descendiendo a la zona

inferior y luego realizando una estria en la parte inclinada. El tubo se incub6 durante 24
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horas y luego se observaron las caracteristicas del crecimiento. Al haber salmonella en la
cepa madre, la parte inclinada y el fondo del agar se torn6 pdrpura, con produccion de

H2S (ennegrecimiento) y gas (MacFaddin, 2000).

3.6.2.3 Inoculacion de las placas (Siembra para las pruebas de sensibilidad)

Luego de haber obtenido la confirmacion de la presencia de salmonella en cada una de
las muestras, se procedié a realizar la siembra por diseminacién en superficie en las
placas de agar Mueller-Hinton previamente identificadas con el mismo numero de la
muestra, en total se realizaron 15 siembras, una por cada cepa de salmonella aislada.
Luego con ayuda de un hisopo estéril se introdujo dentro de los tubos de ensayo que
contenian cepas de salmonella (cultivo puro en caldo con concentracion 0,5 de turbidez
en la escala de McFarland) y se colocd dentro de la placa, asegurandonos de no dejar
zonas vacias, por lo que, si se necesitaba mas muestra, se extraia del tubo de ensayo, para
lograr un sembrado homogéneo. Este procedimiento se realizO girando la placa 60° y
cerca a la flama del mechero, posterior a ello, se dejo secar las placas a temperatura

ambiente durante 3-5 minutos previo a la introduccion de los discos de sensibilidad.

3.6.2.4 Dispensacion de los discos de sensibilidad en las placas Petri e incubacion

Para la preparacion de los discos de sensibilidad se utilizé papel filtro Whatman N°40 y

con ayuda de un sacabocado se procedid a cortar el papel en discos de 6mm de didmetro,

Los discos de papel filtro se impregnaron con las diferentes concentraciones del latex de
Croton lechleri “sangre de grado”: T1 (50%), T2 (75%) y T3 (100%) por inmersion,
colocando los discos dentro de unos recipientes previamente identificados con la

concentracion del latex.
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Como control, se utilizaron discos de sensibilidad antimicrobiana de la marca
Bioanalyse, conteniendo 10 mcg del antibiético Norfloxacina (T4), cominmente utilizado
en pruebas de antibiograma.

La técnica utilizada fue la de Kirby-Bauer, la cual implica colocar discos de papel
impregnados con antibi6ticos o sustancias antibacterianas dentro de una placa de Petri
que contiene agar y ha sido previamente inoculada con el microorganismo a estudiar. Al
tocar el agar himedo, el disco absorbe agua y la sustancia se difunde radialmente,
creando un gradiente de concentracion. Después de 24 horas de incubacidn, se forma una
zona de inhibicion alrededor de los discos, cuyo diametro se mide con un vernier para

determinar la sensibilidad del microorganismo a la sustancia (Bauer et al., 1966).

Se colocaron 4 discos de sensibilidad en cada placa petri, asegurandose de que
estuvieran separados por al menos 25 mm entre si, para evitar que las zonas de inhibicion
se superpusieran. Estos 4 discos de sensibilidad se colocaron cuidadosamente sobre el
agar Mdueller-Hinton, previamente sembrado con la cepa de Salmonella sp., utilizando
pinzas estériles para garantizar la asepsia. Se asegurd un contacto firme de los discos con
el agar, y una vez colocados, no se movieron, ya que algunas sustancias comienzan a

difundirse rapidamente en el medio.

Este proceso se realizd en un total de 15 placas, producto de los 15 aislamientos
realizados que dieron positivos a Salmonella sp. Se dejo que los compuestos diluidos se
difundieran en el agar durante 30 minutos y luego se incubaron las placas a 37°C durante

24 horas.

41



3.6.2.5 Lectura e interpretacion de los resultados para determinar el efecto antibacteriano
del latex Croton lechleri

Después de incubar las placas, se midio el diametro de las zonas de inhibicién alrededor

de los discos utilizando un vernier. La medicion se realizd por la parte posterior de la

placa con luz transmitida.

Para interpretar los resultados de la susceptibilidad de Salmonella frente al latex de
“sangre de grado™, se utilizd la escala de Duraffourd y Lapraz (1983), clasificando cada

didmetro del halo de inhibicion en funcion a los siguientes criterios:

» Nula (-): para un didametro inferior a 8 mm.
» Sensible (+): para un didmetro comprendido entre 9 a 14 mm.
» Muy sensible (++): para un diametro entre 15y 19 mm.

» Sumamente sensible (+++): para un diametro superior a 20mm.

Para la lectura e interpretacion de los resultados de la susceptibilidad del antibidtico
norfloxacina, se utilizd el método estandarizado recomendado por el C.L.S.I. (Clinical
and Laboratory Standars Institute) cuyo método se basa en el descripto por Kirby — Bauer

(CLSI, 2020).

Clasificando cada diametro del halo de inhibicion en funcién a los siguientes criterios:
» Resistente: para un didmetro < 12mm.
» Intermedio: para un didmetro comprendido entre 13 a 16 mm.

» Sensible: para un diametro > 17mm.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacion del nimero de aislamientos de Salmonella sp.

En total se recolectaron 24 especimenes de 5 granjas del distrito de Trujillo, de cada uno de estos

ejemplares se extrajo una pequefia muestra para verificar la presencia de salmonella. De los 24

aislamientos solo 15 de ellos dieron positivo a la presencia de esta bacteria.

Tabla N°3. Nimero de muestras y aislamientos realizados para Salmonella sp.

N° Etapa Granja de Vivo / Muerto | Resultado
Muestra Productiva procedencia Aislamiento
1 Gazapo Don Hernan Muerto NEGATIVO
2 Gazapo Don Hernan Muerto NEGATIVO
3 Engorde Don Hernan Vivo POSITIVO
4 Gazapo Don Santos Vivo POSITIVO
5 Reproductora Don Santos Muerto NEGATIVO
6 Reproductora Don Santos Vivo POSITIVO
7 Engorde Don Santos Vivo POSITIVO
8 Gazapo El Palmar Vivo POSITIVO
9 Gazapo El Palmar Vivo POSITIVO
10 Reproductora El Palmar Muerto NEGATIVO
11 Reproductora El Palmar Vivo POSITIVO
12 Reproductora Conache Vivo POSITIVO
13 Gazapo Conache Muerto NEGATIVO
14 Reproductora Conache Vivo POSITIVO
15 Gazapo Conache Vivo POSITIVO
16 Reproductora Conache Muerto NEGATIVO
17 Reproductora Conache Vivo POSITIVO
18 Engorde Conache Vivo POSITIVO
19 Reproductora Conache Muerto NEGATIVO
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20 Gazapo Don David Vivo POSITIVO
21 Reproductora Don David Vivo POSITIVO
22 Reproductora Don David Muerto NEGATIVO
23 Gazapo Don David Muerto NEGATIVO
24 Reproductora Don David Vivo POSITIVO
4.2.  Determinacion del efecto antibacteriano por el método de Kirby-Bauer

La accion antibacteriana del latex de Croton lechleri “sangre de grado” contra Salmonella sp. se
evalu6é midiendo el diametro de las zonas de inhibicién en cuatro grupos, tres grupos con “sangre
de grado” a diferentes concentraciones: 50%, 75% y 100%; y un grupo control con Norfloxacina

10 mcg. Se realizaron 15 ensayos (unidades experimentales) por grupo y los resultados se

interpretaron de la siguiente manera:

Para las concentraciones de “sangre de grado” T1 (50%), T2 (75%) y T3 (100%), se utilizo la
escala de Duraffourd y Lapraz para determinar la sensibilidad de la bacteria a cada concentracion

del latex.

Para evaluar la susceptibilidad del antibidtico norfloxacina (T4), se utilizo el método estandarizado

recomendado por el C.L.S.I, cuyo método se basa en el descripto por Kirby — Bauer (CLSI, 2020).

Tabla N°4. Escala interpretativa de Duraffourd y Lapraz (1983)

Escala Diametros de halos de inhibicion
Nula (-) Inferior a8 mm
Sensible (+) Entre 9 a 14 mm

Muy sensible (++)

Entre 15y 19 mm

Sumamente sensible (+++)

Superior a 20 mm

Fuente: Duraffourd y Lapraz (1983)
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Tabla N°5. Escala interpretativa para evaluar la susceptibilidad a la norfloxacina (CLSI, 2020).

Escala Diametros de halos de inhibicion
Resistente <12 mm

Intermedio Entre 13216 mm

Sensible >17 mm

Fuente: CLSI (2020)

Tabla N°6. Resultados de la lectura de los halos de inhibicién en mm.

N° Ensayo T1 T2 T3 T4

(Unidad | Concentracion | Concentracion | Concentracion Norfloxacina
de 50% 75% 100% 10mcg

analisis)
Cepal 6 7 7 30
Cepa 2 6 7 6 29
Cepa 3 7 8 7 30
Cepa 4 6 7 6 31
Cepa 5 6 7 7 31
Cepa 6 6 7 7 31
Cepa 7 7 8 6 30
Cepa 8 6 8 7 29
Cepa 9 6 7 6 30
Cepa 10 6 7 6 30
Cepa 1l 7 7 6 30
Cepa 12 6 8 7 29
Cepa 13 7 7 7 29
Cepa 14 7 7 7 30
Cepa 15 6 7 7 29

Promedio 6.33 7.27 6.60 29.87
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Fig. N°2. Resultados de la lectura de lo halos de inhibicion en mm

La tabla N°6 y la figura N°2 muestran los resultados de la medicion de los halos de inhibicion en
milimetros, obtenidas mediante el método de Kirby — Bauer, para los cuatro tratamientos: T1
(50%), T2 (75%), T3 (100%) y T4 (norfloxacina). Cada grupo cuenta con 15 unidades
experimentales (cepas de Salmonella sp.). Estos datos se recabaron al término de 24 horas de

incubacion a 37°C y se calcularon los promedios para cada grupo.
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DISCUSION

Los resultados de esta investigacion sobre Salmonella sp. utilizando latex de “sangre de grado” no
pueden ser comparados con otros estudios previos, debido a la falta de investigaciones similares
que hayan empleado este tipo de compuesto natural. Sin embargo, muchos autores reconocen la
influencia antibacteriana de la “sangre de grado” sobre patégenos Gram positivos como Cayo y
Barrera (2014), quienes mostraron que las concentraciones del 100% y del 75% del Croton
lechleri generan reacciones antagonicas en el Streptococcus mutans; mientras que la dosis del 40%
no manifiesta tal respuesta. Asimismo, Espinoza y Serna (2018) realizaron un estudio para evaluar
la cualidad antimicrobiana in vitro del latex de Croton lechleri al 25%, 50%, 75%, 100%
valiéndose del procedimiento de difusion en agar de disco de sensibilidad-placa, concluyendo asi,

que el latex Croton lechleri expone una reaccion antibacteriana contra el Staphylococcus aureus.

Respecto a la norfloxacina, se hall6 un diametro de inhibicion promedio de 29,87mm, siendo
sensible, segin la escala de susceptibilidad de este antibiotico en las tablas del CSLI. Estos
resultados coinciden con (Alegria, 2008); quien encontrd halos de inhibicion promedio de
28,53mm de la norfloxacina frente a Salmonella sp., siendo superior a los tratamientos con otros
antibidticos (cloranfenicol, oxitetraciclina y dihidroestreptomicina). Dejando asi evidencia que

este antibidtico puede seguir siendo un aliado perfecto para combatir esta enfermedad en cuyes.

Por otro lado, cabe recalcar que el Per( es un pais que cuenta con abundantes recursos en plantas
medicinales, cuya investigacion se vuelve cada dia mas importante y necesaria. Son pocos los
estudios cientificos sobre la “sangre de grado” que han demostrado sus propiedades terapéuticas o
antibacterianas y que estas, a su vez, hayan abierto otras alternativas en el campo de la salud e

inclusive en la medicina veterinaria.
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Asi mismo, de las 700 especies de croton, solo se han estudiado 80, de las cuales 11 se han
evaluado por su actividad antibacteriana. Por ello, es necesario estudiar cada planta medicinal y
verificar posibles principios activos en ellas, en busca de nuevas propiedades farmacolégicas. El
mayor estudio del gen croton ha estado enfocado en su actividad curativa debido a su contenido en
taspina, 3'-4-O-dimetilcedrusina y polifenoles (catequinas y proantocianidinas) y sus efectos
antiinflamatorios y cicatrizantes. También hay investigaciones adicionales donde se ha revelado su
capacidad antiviral respecto a una variedad de virus de ADN y ARN, entre otras propiedades

demostradas tanto en laboratorio como en organismos vivos (Forero et al., 2000).

Es obligatorio recalcar la trascendencia de inclinarse por alguna técnica idénea a la hora de
realizar estudios sobre cualidades antimicrobianas en extractos de plantas, ya que, en funcion al
método elegido, se produciran los resultados y, segun las propiedades de los extractos, variara su
susceptibilidad y reproducibilidad (Ates y Erdodrul, 2003). Tal y como demostroé Corrales (2013),
quien constatd una disimilitud notable en las dimensiones de los halos de inhibicién de ambos
procedimientos de difusion utilizados (disco y pozo). EI método de difusion en pozo mostré halos

de mas altas dimensiones en todas las diluciones y aislamientos evaluados.

También debemos tener en cuenta que los procedimientos de difusion en disco tienen falencias
cuando se necesita evaluar extractos de plantas que contienen compuestos catiénicos y polares.
Asimismo, sus beneficios son contundentes cuando se recurre a este procedimiento a modo de un

test de screening con procedimientos de dilucién (Ramirez, 2009).

Por otro lado, el papel de filtro Whartham contiene celulosa y un volumen generoso de grupos
hidroxilo libres; estos grupos dotan de hidrofilia al disco y afectan directamente a algunos
compuestos catidnicos en productos naturales, debido a que dichos compuestos catidnicos son

absorbidos por la superficie del disco e impiden que se difundan en el medio, distorsionando asi
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los resultados de la evaluacion del verdadero potencial antimicrobiano de los productos (Ramirez,
2009). De acuerdo con estas afirmaciones, en el estudio realizado por Corrales (2013), se
evidencio diferencias entre las técnicas de difusion utilizadas en los resultados obtenidos para
Stenotrophomonas maltophilia, siendo que el halo para difusién en pozo fue 21.5 mm y para el

ensayo de difusion en disco fue 15.0 mm con el compuesto etandlico.

En oposicion a todos los hallazgos anteriormente expuestos, estd el estudio de Selowa et al.
(2009), quienes obtuvieron resultados favorables con la técnica de difusion en disco al evaluar los
concentrados de tres especies de Croton sp. contra bacterias Gram Positivas. De manera
semejante, Rojas et al. (2006) en su estudio con concentrados de plantas medicinales tipicas
colombianas, reportaron resultados relevantes tanto en microorganismos Gram Positivos como

Gram Negativos.

A causa de la diversidad de posturas sobre las pruebas antibacterianas, algunos investigadores,
como Panda et al. (2010), optaron por utilizar los procedimientos de difusion en pozo para
aumentar la sensibilidad y precision de sus resultados, y observaron una mayor respuesta
antibacteriana antagonica para el Staphylococcus aureus, Escherichia coli enteropatogeno y
enterotoxigenico. Tanto los extractos acuosos como los alcoholicos presentaron halos de
inhibicion de 10 a 18 mm de didmetro, confirmando mayor sensibilidad a los procedimientos de
difusién en pozo. Esta reactividad se debe a la libre difusion del extracto en el agar, lo que permite

una mejor interaccion con los microorganismos y una medicion mas precisa de su actividad.

Los diferentes estudios in vitro e in vivo realizados con la sangre de grado, respaldan ampliamente
la mayoria de sus usos etnomédicos, incluyendo el tratamiento de diarrea, heridas, tumores,
Ulceras estomacales, infeccion por herpes, picazon, dolor e inflamacion por picaduras de insectos y

otras afecciones. Los estudios clinicos con la sangre de grado, han reportado resultados positivos
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en el tratamiento de diversas infecciones como la diarrea del viajero y la diarrea acuosa, asi como
en los sintomas de las picaduras de insectos. Dado que la savia ha demostrado baja toxicidad y las
preparaciones utilizadas en estudios clinicos fueron bien toleradas, se prevén mas estudios clinicos

y farmacoldgicos (Diedrich et al., 2021).

Todas estas cualidades antioxidantes, antibacterianas, anticoagulantes, antimicrobianas,
citotoxicas, antiinflamatorias y anticancerigenas atribuidas al Croton, ademéas de aplicaciones
como insecticida y como fuente alternativa de biodiésel; demuestra que las especies de este género
poseen potencial para diversas aplicaciones medicinales y sirven como fuente de compuestos
quimicos que podrian convertirse en principios activos de fitoterapia con resultados significativos.

Es evidente que los compuestos que contiene este latex ofrecen una alternativa de origen natural
que puede evaluarse frente a organismos, para demostrar el potencial farmacologico encontrado en

la literatura (Coy-Barrera et al., 2025).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

El latex de la “sangre de grado” (Croton lechleri) no tiene efecto antibacteriano sobre Salmonella

sp. aislada del tracto intestinal del cuy (Cavia porcellus).

No existe diferencia en el efecto de sensibilidad antibacteriana de las concentraciones del latex de

Croton lechleri “sangre de grado” T1 (50%), T2 (75%) y T3 (100%), frente a Salmonella sp.

Las concentraciones de “sangre de grado” T1 (50%), T2 (75%) y T3 (100%), tienen efecto nulo

(6,33; 7,27 y 6,60mm respectivamente) sobre Salmonella sp.

La norfloxacina,(T4) tiene efecto sensible (29,87mm) sobre Salmonella sp.
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RECOMENDACIONES:

_La muestra de “sangre de grado” debe recolectarse en frascos de color ambar para evitar posibles
alteraciones por la luz, dado que su recoleccion se sugiere sea a muy tempranas horas de la

mafiana (5:00 a 7:00am).

_Los cuyes enfermos deben estar vivos y/o agonizando ya que nos asegura obtener una muestra

fresca con posibilidades de hallar salmonella.
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APENDICE

Fig. N°4. Cuy diseccionado para inspeccion de sus érganos
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Fig. N°6. Colocacion de muestra dentro del caldo selenito
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Fig. N°7. Materiales utilizados para el experimento

Fig. N°8. Crecimiento de colonia sospechosa de Salmonella sp.
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Fig. N°9. Colocacion de los discos previo a la incubacién

Fig. N°10. Medicién de los halos de inhibicion
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Fig. N°11. Medicion de los halos de inhibicion

Determinacion de datos con o sin distribucién normal:
Ho: Los datos siguen una distribucion normal01

H1: Los datos siguen una distribucion diferente a la normal

Se acepta Ho si p-valor es mayor que 0.05, si es menor se acepta la H1.

Tabla N°7. Prueba de normalidad

Pruebas de normalidad

Tratamientos

Variable Norfloxacina

dependiente (Y) 50%
Concentracion
75%
Concentracion
100%
Concentracion

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Kolmogorov-Smirnov?

Estadisti
co

,238

,419

,453

,385
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gl

15
15

15

15

Sig.

,022
,000

,000

,000

Estadisti
co

,817

,603

,561

,630

Shapiro-Wilk

gl

15
15

15

15

Sig.

,006
,000

,000

,000



Evaluacion de datos con estadistica no paramétrica:

Ho: Las concentraciones tienen el mismo efecto en la variable respuesta (halo de inhibicion).
H1: Las concentraciones tienen diferentes efectos en la variable respuesta (halo de
inhibicion).

Si p-valor es mayor que 0.05, se acepta Ho

Tabla N°8. Prueba H de Kruskal Wallis

Resumen de prueba Kruskal-Wallis de
muestras independientes

N total 60
Estadistico de prueba 45,3612
Grado de libertad 3
Sig. asintética (prueba ,000
bilateral)

a. Las estadisticas de prueba se ajustan para empates.

Al ser p valor muy inferior a 0.05, se concluye que existe diferencia en el efecto de

sensibilidad antibacteriana de las concentraciones estudiadas.

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes
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Fig. N°12. Diferencia de sensibilidad antibacteriana entre tratamientos
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En la Fig N°12 se aprecia el efecto nulo de las diferentes concentraciones de “sangre de
grado” (< 8 mm) en comparacion con la norfloxacina, antibidtico al cual la salmonella es

sensible (>20 mm).

Tabla N°9. Comparaciones por parejas de tratamientos

Sample 1-Sample 2 Estadistico de Desv. Desv. Sig. Sig. ajustada?
prueba Error Estadistico de
prueba

50% Concentracion-100% -5,467 6,071 -,900 ,368 1,000
Concentracion

50% Concentracion-75% -17,533 6,071 -2,888 ,004 ,023
Concentracion

50% Concentracion- 37,667 6,071 6,204 ,000 ,000

Norfloxacina

100% Concentracion-75% 12,067 6,071 1,988 ,047 ,281
Concentracion

100% Concentracion- 32,200 6,071 5,304 ,000 ,000
Norfloxacina

75% Concentracion- 20,133 6,071 3,316 ,001 ,005
Norfloxacina

Cada fila prueba la hipétesis nula que las distribuciones de la Muestra 1 y la Muestra 2 son iguales.

Se visualizan las significaciones asintéticas (pruebas bilaterales). El nivel de significacion es de ,05.

a. Los valores de significacion se han ajustado mediante la correccion Bonferroni para varias pruebas.

En la tabla N°9, si vemos el sig (p-valor) solo la concentracién 50% con 100% de “sangre de
grado” no difieren en sensibilidad (p=0.368), las otras comparaciones si difieren,
especialmente cuando son comparadas con la norfloxacina, el p valor es altamente

significativo (p=0.000).
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