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RESUMEN 

De las patologías en la producción de leche bovina de mayor impacto negativo se 

encuentra la mastitis bovina, la misma es considerada una fuente en la diseminación 

de agentes bacterianos con grandes características de resistencia a los 

antimicrobianos. El objeto de la investigación fue; evaluar la efectividad 

antimicrobiana de Bacillus spp tipo silvestre vs Bacillus subtilis ATCC 6051. 

contra Staphylococcus aureus, E coli y Klebsiella spp responsables de ocasionar 

mastitis bovina. Se realizó aplicando el método de difusión en pozos, considerando 

la interacción de tres factores, donde el factor A es el método de difusión (difusión 

directa y difusión del microfiltrado), el factor B el tipo Bacillus (Bacillus subtilis 

ATCC 6051 y Bacillus spp. tipo silvestre), y el factor C bacterias patógenos (E coli, 

Staphylococcus aureus y Klebsiella spp.). obteniendo en los resultados que la 

bacteria Bacillus subtilis ATCC 6051 mediante el método de difusión directa 

expresó en las medidas de la zona de inhibición promedios de 16.60 mm, 20.40 mm 

y 20.40 mm con E coli, Staphylococcus aureus y Klebsiella spp. respectivamente, 

versus a los resultados del método de difusión del filtrado que demostró promedios 

mayores con unas medidas de 20.80 mm, 29 mm y 24 mm contra a E coli, 

Staphylococcus aureus y Klebsiella y respectivamente, mientras que Bacillus spp., 

en el método de difusión directa obtuvo medias en el área de inhibición 

comprendidas por 0.60 mm, 0.80 mm y 6.40 contra Staphylococcus aureus, 

Klebsiella y E coli individualmente, además en el procedimiento de difusión del 

filtrado se obtuvo medias en el área de inhibición de 5 mm, 9 mm y 11.60 mm 

contra cepas de E coli, Klebsiella y Staphylococcus aureus equitativamente, además 

en la estimación de la curva de crecimiento analizada se evidenció una marcada 

diferencia en las fases de crecimiento del Bacillus subtilis ATCC 6051 versus al 

Bacillus spp., tipo silvestre, destacando que la patente ATCC6051 posee mayor 

capacidad de crecimiento en la fase exponencial versus al Bacillus spp., de tipo 

silvestre, dicha diferencia esta determinada por la capacidad metabólica de cada 

una de los Bacillus. observando que Bacillus subtilis ATCC 6051 expresó mayor 

capacidad antimicrobiana frente alas bacterias en estudio.  

Palabras clave: Mastitis, Kirby-Bauer, Difusión, Escherichia coli, Klebsiella, 

Staphylococcus aureus, Curva de Drecimiento.  
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SUMMARY 

Among the pathologies in bovine milk production with the greatest negative impact 

is bovine mastitis, which is considered a source in the dissemination of bacterial 

agents with great characteristics of resistance to antimicrobials. The purpose of the 

research was to evaluate the antimicrobial effectiveness of Bacillus spp wild type 

vs Bacillus subtilis ATCC 6051. against Staphylococcus aureus, E coli and 

Klebsiella spp responsible for causing bovine mastitis. It was carried out by 

applying the diffusion method in wells, considering the interaction of three factors, 

where factor A is the diffusion method (direct diffusion and microfiltrate 

diffusion), factor B the Bacillus type (Bacillus subtilis ATCC 6051 and Bacillus 

spp. wild type), and factor C pathogenic bacteria (E coli, Staphylococcus aureus 

and Klebsiella spp.). obtaining in the results that the bacterium Bacillus subtilis 

ATCC 6051 by means of the direct diffusion method expressed in the 

measurements of the inhibition zone averages of 16.60 mm, 20.40 mm and 20.40 

mm with E coli, Staphylococcus aureus and Klebsiella spp. respectively, versus 

the results of the filtrate diffusion method which showed higher averages with 

measurements of 20.80 mm, 29 mm and 24 mm against E coli, Staphylococcus 

aureus and Klebsiella and respectively, while Bacillus spp, in the direct diffusion 

method obtained averages in the inhibition area comprised by 0.60 mm, 0.80 mm 

and 6.40 against Staphylococcus aureus, Klebsiella and E coli individually, also in 

the filtrate diffusion procedure averages in the inhibition area of 5 mm, 9 mm and 

11. 60 mm against strains of E coli, Klebsiella and Staphylococcus aureus equally, 

also in the estimation of the growth curve analyzed a marked difference in the 

growth phases of Bacillus subtilis ATCC 6051 versus the Bacillus spp, The 

difference was determined by the metabolic capacity of each of the Bacillus. It was 

observed that Bacillus subtilis ATCC 6051 expressed greater antimicrobial 

capacity against the bacteria under study.  

Key words: Mastitis, Kirby-Bauer, Diffusion, Escherichia coli, Klebsiella, 

Staphylococcus aureus, Growth Curve.



 

 
1 

CAPÍTULO I 

1.1. INTRODUCCIÓN.  

En vacas lecheras, la ubre es el órgano más ignorado en términos de su patología y 

sus posibles consecuencias para el bienestar de la vaca, además de ser uno de los 

órganos más explotados económicamente (Lavon et al., 2019). 

Décadas de selección genética orientados para una mayor producción han resultado 

en una mayor susceptibilidad a la mastitis, la ubre lactante cumple un proceso 

fisiológico destacable y significativo en el suministro nutricional que le confiere 

protección al ternero recién nacido, ya que es el principal suministro de calostro el 

cual contiene anticuerpos valiosos, pero también elementos de respuesta mediada 

por células, enzimas protectoras y citoquinas. La glándula mamaria tiene un 

mecanismo intrínseco de protección contra patógenos, en donde son los neutrófilos 

y macrófagos residentes los que participan como células efectoras en la eliminación 

(Narayana et al., 2018). 

La mastitis se puede clasificar como clínica cuando los cambios inflamatorios en la 

glándula mamaria o la leche son evidentes visualmente, o subclínica cuando la 

enfermedad está presente pero los cambios inflamatorios no se pueden detectar 

visualmente. Además, la mastitis puede clasificarse según su progresividad en base 

a al tiempo y los daños a nivel histológico producidos en, subaguda, aguda y crónica 

siendo la ultima la que mayor perjuicio ocasiona a la vaca tanto localmente como 

sistémicamente (Souza et al., 2020). 

Dentro de la dinámica de la infección es necesario saber que para el establecimiento 

de un cuadro mastítico la interacción de factores como el tipo de ambiente, la 

capacidad de respuesta inmunitaria de la vaca, el tipo de agente etiológico, las 

características de transmisión de los patógenos involucrados, influyen directamente 

sobre su fisiopatología (Hertl et al., 2018). 

Un ejemplo de esto se ve en sistemas de producción con ineficiencias ambientales 

y sanitarias donde lo más recurrente es la mastitis causada por coliformes, la cual 

es considerada potencialmente mortal debido al desarrollo de alteraciones 

sistémicas propiciadas por acción de las endotoxinas liberadas por las bacterias 

gramnegativas. Los microorganismos causales son; E coli, Klebsiella spp. P 
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aeruginosa, E aerogenes, y Las vacas son más susceptibles a este tipo de mastitis 

inmediatamente después del parto, mientras que las infecciones por Staphylococcus 

aureus a menudo persisten como infecciones subclínicas durante semanas o meses 

(Dalanezi et al., 2020). 

La mastitis clínica generalmente se tratará con antibióticoterapia y las tasas de 

curación clínica son variables y dependerán del patógeno. Las tasas de curación 

bacteriológica pueden varíar desde el 90 % para la mayoría de las infecciones por 

coliformes, hasta el 25 % o menos con Staphylococcus aureus y Streptococcus spp 

y en ocasiones este índice puede ser nulo cuando se trata de infecciones originadas 

por Mycoplasmas spp (Griffioen et al., 2021). 

Hasta la actualidad el enfoque clínico y terapéutico de la mastitis se ha limitado en 

el uso correcto y racional de algunas familias de antimicrobianos acorde a las 

necesidades diagnosticas establecidas en la patología, sin embargo, existe la 

posibilidad alternativa que permite la utilización de agentes fitofarmacológicos 

como los extractos naturales de origen vegetal y otros agentes (van der Voort et al., 

2021). 

La utilización oportuna de microorganismos con actividad biológica benéfica ha 

estado en estudio, los principales microorganismos que son considerados dentro de 

este grupo son los bacilos Gram positivos con capacidad ácido-láctica, como los 

Lactobacillus, Bacillus subtilis, Bifidobacterium, entre otros, a los cuales se les 

atribuye la capacidad de inhibición microbriana y han sido utilizados con el 

principio probiótico, por sus características intrínsecas para el control de 

infecciones causadas por agentes microbianos patógenos (Zamojska et al., 2021). 
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1.2. PROBLEMA 

El punto crítico en un animal de alta producción lechera es la glándula mamaria, ya 

que esta posee un determinado grado de susceptibilidad a diferentes factores que 

pueden condicionar su funcionalidad, esta condición es originada principalmente 

por cambios celulares e histológicos que pueden desencadenar un cuadro 

inflamatorio o infeccioso a nivel intramamarias (IMI) el cual también es conocido 

como mastitis.  

La mastitis es considera una patología del área productiva del ganado lechero cuyo 

asentamiento es principalmente el tejido secretor de la glándula mamaria su 

asentamiento repercute directamente sobre el performance productivo de la vaca. 

Generalmente, este proceso infeccioso a nivel intramamario es ocasionado por la 

interacción entre microorganismos de distintas índoles que por sus características 

intrínsecas o factores de virulencia activan mecanismos de respuesta inmunitaria, 

que cuando resultan ser insuficientes, comprometen la fisiología de este órgano y 

también repercute en la cantidad y composición de leche que se produce, además 

de que es considera la responsable de altas perdidas económicas. 

En la actualidad los esfuerzos diagnósticos se han centrado en la identificación 

oportuna del agente etiológico de dicha patología, esta labor puede ser el punto 

inicial para emprende una terapéutica ajustada a las necesidades etiopatológicas en 

el animal.  

La terapéutica farmacológica instaurada de manera incorrecta ha sido el blanco de 

muchos estudios dado a que resulta ser el principal cimiento de la generación de 

resistencia a los antimicrobianos por parte de los agentes etiológicos que causan 

infección intramamaria y su desenvolvimiento, los antibióticos son motivo de 

especial preocupación debido a su efecto potencial sobre las poblaciones 

bacterianas humanas en términos de resistencia antibiótica. Ciertos antibióticos 

reservados para su uso en condiciones especiales en pacientes humanos destacan su 

uso en medicina veterinaria, y la clínica veterinaria debe ser consciente de estas 

preocupaciones y preguntarse si se puede justificar el uso de este tipo de 

medicamentos en un manera rutinaria y generalizada. 
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1.3. OBJETIVOS  

1.3.1. General 

Evaluar la efectividad antimicrobiana de Bacillus spp tipo silvestre vs Bacillus 

subtilis ATCC 6051. frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y 

Klebsiella spp aisladas de mastitis bovina 

1.3.2. Específicos  

• Reanimar cepas de Bacillus spp., tipo silvestre y Bacillus subtilis ATCC 

6051.  

• Evaluar la susceptibilidad de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y 

Klebsiella spp aislados de mastitis bovina con cepas de Bacillus spp tipo 

silvestre vs Bacillus subtilis ATCC 6051.  

• Establecer la actividad antagónica del microfiltrado de los cultivos en caldo 

de Bacillus spp tipo silvestre y del Bacillus subtilis ATCC 6051 sobre 

las bacterias patógenas.  

• Medir la curva de crecimiento de Bacillus spp tipo silvestre y del Bacillus 

subtilis ATCC 6051 utilizados como inhibidores de crecimiento 

mediante espectrofotometría.  
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1.4. HIPÓTESIS 

HO: No existe actividad antimicrobiana in-vitro de Bacillus spp de tipo silvestre vs 

Bacillus subtilis ATCC 6051. frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus 

y Klebsiella spp ocasionantes de mastitis  

HI: Existe actividad antimicrobiana in-vitro de Bacillus spp de tipo silvestre vs 

Bacillus subtilis ATCC 6051. frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus 

y Klebsiella spp ocasionantes de mastitis 
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CAPÍTULO II 

2. MARCO TEÓRICO 

2.1. Generalidades del órgano mamario de la vaca 

Este órgano esta referido una modificación histológica de tipo glandular con una 

especialización funcional relativamente alta, dependiendo de la especie se va a 

determinar su función y características anatómicas, esta suele estar dividida en dos 

o más cuartos mamarios, constituidas de un cuerpo y un pezón (Cohick, 2022) 

La funcionalidad de la glándula mamaria esta determinada por un conjunto 

estructuras histológicas y celulares, las cuales inician los procesos metabólicos, 

moleculares y ionizante para la formación de la secreción lacta, a partir de los 

componentes sanguíneos vinculados (Sharmin, 2021) 

2.1.1. Morfo-fisiología de la glándula mamaria 

 Una serie de estructuras anatómicamente diferenciadas proporcionan a este órgano 

su ubicación y tamaño en relación al cuerpo del animal, sistemáticamente 

confiriéndole la capacidad de trasformar productos catabolizados en solutos lácteos 

(Xu et al., 2021). 

2.1.1.1. Soporte y sostén de la glándula mamaria 

Existen componentes anatómicos de características fibroelásticas que mantiene 

estable y correctamente ubicada a la ubre, entre ellos el principal ligamento 

involucrado en la suspensión longitudinal de la ubre en relación al cuerpo, es el 

ligamento suspensorio medial, el cual origina dos ramas que definen el proceso de 

amortiguamiento en la porción media de la ubre, estos ligamentos se encuentran 

sujetos a variación debido a sus capacidades adaptativas en función a las 

variaciones  referentes al tamaño en circunstancias como cuando la ubre se 

encuentra llena o en animales de edad avanzada (Kaur et al., 2021). 

 A nivel lateral de la ubre está se encuentra soportada por los ligamentos sinfisario 

originario en la sinfisispélvica e insertados en porciones laterales de la ubre, es el 

responsable de aproximadamente el 70% de la fijación y estabilidad del órgano 

cuestionado, el otro 30% esta determinado por el ligamento lateral con sus dos 

ramas laterales que interviene hasta el piso de la ubre (Sandrine et al., 2021). 
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2.2. Cisterna y conductos de la glándula mamarios  

La salida de la lecha hacia el ambiente extramamarios se encuentra determinado 

por una serie de canales y conductos, los cuales generalmente están activos cuando 

las cisternas de almacenamiento se encuentran llenas, esto debido a que la 

producción de leche por parte de las unidades funcionales es constante, para que 

este procedimiento se lleve a cabo y el metabolismo de las células epiteliales se 

active debe ocurrir una seria de sucesos neuroendocrinos de características 

aferentes (Wellnitz & Bruckmaier, 2021) 

2.3. El pezón de la glándula mamaria  

Es considerado como la principal puerta de salida de la leche, está estructura al estar 

más vinculado con el ambiente externo también puede ser la puerta de entrada de 

sustancias y patógenos, sin embargo, está estructura posee componentes que 

determinan un estado de protección físico de la ubre ya que su esfínter y la 

formación continua de un tapo estéril de quitina limitan la entrada de sustancias 

toxicas y de patógenos (Narayana et al., 2018). 

2.4. Paquete neurovascular de la glándula mamaria 

El riego arterial esta determinado por las arterias mamarias craneales y caudales, 

las cuales se originan de las arterias iliacas, este riego sanguíneo es de vital 

importancia tanto para la nutrición celular como para la difusión de moléculas y 

componentes lácteo, inmunológicamente existe un nódo linfático especifico de la 

glándula mamaria, el cual se encarga de la liberación de células inmunitarias y otras 

sustancias quimiotácticas, neurológicamente en la glándula mamaria interviene el 

conjunto del plexo mesentérico caudal y el nervio inguinal con sus ramas 

sensoriales externas e internas, los mismos que se encuentran involucrados en la 

trasmisión de estímulos vía neural, para controlar la liberación de endocrina de 

ciertas sustancias que estimulan la bajada de la leche (Filor et al., 2022). 

2.5. Eyección de la leche 

La configuración celular de las principales unidades formadoras de la leche se 

encuentra mediadas por las células epiteliales y mioepiteliales, las cuales 

metabolizan componentes sanguíneos en solidos lácteos su unión conforma el 



 

 
8 

alveolo, el cual responde contrayéndose, debido a estímulos oxitocinodependientes, 

contrayéndose para que exista un descenso de la leche desde esta estructura hacia 

las cisternas respectivamente (Kumar et al., 2022). 

La activación de las estructuras involucradas en la secreción y excreción láctea se 

encuentra regulada por una serie de factores, en donde la pubertad y el parto 

desencadenan cuatro eventos principales conocidos como mamogénesis, 

lactogénesis, galactopoyesis e involución mamaria, cada uno de estos están 

controlados por el eje del hipotálamo y la hipófisis y empieza desde el periodo fetal 

hasta después del segundo parto y de manera indefinida (Notcovich, 2021). 

Debemos entender que el sistema mamario funciona de manera progresiva y en 

dependencia de estímulos que provocan una secreción pulsátil de determinadas 

hormonas de carácter reproductivo como los principales esteroides, además el 

lactógeno placentario, y otras hormonas como la oxitocina y prolactina además de 

hormonas que regulan el metabolismo, crecimiento y multiplicación celular como 

la hormona del crecimiento (GH), corticosteroides, tiroxina, insulina, hormona 

paratiroidea, las cuales intervienen en el control metabólico  de componente extra 

celulares para metabolizarlo y trasportarlos desde la sangre hacia la leche 

conformando el perfil composicional de dicha secreción (Notcovich, 2021).  

Ciertos estímulos externos contribuyen en la activación neural por la vía aferente 

de los receptores nerviosos del pezón para que se produzca el proceso de eyección 

“bajada de la leche”, dando como resultado el mantenimiento de la lactancia hasta 

el vaciado de la ubre establecido por señales neuroendocrinas (Notcovich, 2021). 

2.6. Protección del sistema mamario 

La protección de este órgano glandular se encuentra mediada por un complejo 

sistema de estructuras físicas, químicas y celulares las cuales se encuentran 

distribuidas tanto en los componentes anatómicos como en la leche y en las células 

de respuesta inmunitaria (Nagahata et al., 2021). 

2.6.1. Componentes físicos de protección 

Dentro de los principales componentes físicos que le confiere protección a la 

glándula mamaria se encuentra el pezón con su forma y las estructuras anatómicas 
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que sellan su canal limitando la entrada y exposición de microorganismos, un fallo 

de estas condicionaría su protección y propiciaría infecciones recurrentes (Nobrega 

et al., 2020).  

Las estructuras involucradas en este proceso activo son el esfínter de la punta del 

pezón, el cual se mantiene cerrado entre los proceso de ordeño, generalmente 

cuando sufre trasgresiones como la fibrosis de este esfínter determina una barrera 

permeable para los microorganismos, el diámetro del canal de pezón generalmente 

también puede condicionar el funcionamiento de los componentes físicos de 

protección ya que su funcionamiento se relaciona en gran medida con la del esfínter, 

más internamente en el punto de unión del canal de pezón y la cisterna de la ubre 

se encuentra la roseta de Füstenberg, la cual participa como la segunda puerta de 

entrada y salida a la ubre, generalmente propicia la formación del tapón de queratina 

lactosada en el canal, la misma que tiene actividad bactericida y oblitera el canal 

impidinedo el paso de patógeno al ambiente intramamario (Palacios et al., 2018; 

Nobrega et al., 2020; Gomez et al., 2020).  

2.6.2. Mecanismos inmunitarios de la glándula mamaria 

Dentro de estos componentes de protección los principales involucrados son los 

leucocitos, los cuales componen alrededor del 99% de células inmunológicas 

presentes (CCS) en los casos de mastitis (López & Mendoza, 2022).  

Universalmente en el diagnóstico cuando se evidencia elevados conteo de células 

somáticas se asumen que están correlacionados con una respuesta activa ante una 

posible colonización bacteriana o casos subclínica de mastitis, considerando que 

cuando el numero de estas células excede las 200000/mL se considera como el 

inicio de cuadro infeccioso intramamario la evidencia principal del tipo de células 

encontradas se relaciona con las funciones de los poliformonucleares en primeras 

instancias (Cantón, 2020).   

De los agregados celulares que corresponde a los polimorfonucleares los neutrófilos 

son los que se encuentran de manera más abundante, estos son los principales 

responsables de la fagocitosis y lisis de los patógenos invasores de la glándula 

mamaria además de propiciar respuestas quimiotácticas para desencadenar una 

respuesta más exacerbada acompañadas por otro tipo de células (Castillo, 2020).  
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Adicionalmente otro tipo de leucocito que contribuye en la respuesta celular 

inmunitaria son los eosinófilos, su respuesta se encuentra ligada a los mecanismos 

regulatorios del pH y a la liberación de histamina (Souza et al., 2020).  

Este tipo de sustancias liberada por la primera línea defensiva celular contribuyen 

en la respuesta más estructurada por parte de los agranulocitos como los monocitos 

y linfocitos, los cuales se encargan de presentar molecularmente a los antígenos 

bacterianos a las células diferenciadas T y B, las cuales generan una respuesta 

humoral (Connelly et al., 2021).  

Las células linfoides de tipo B y T, son los principales involucrados en la secreción 

de componentes inmunitarios de origen proteico como las inmunoglobulinas, IgG, 

IgM, IgA y IgE, las cuales cumplen funciones opsonizadoras que limitan e impiden 

la adherencia tisular por parte de las bacterias patógenas (Hertl et al., 2018).  

2.7. Mastitis  

La interacción citotóxica que ocurre entre los mecanismos de defensa y la invasión 

de microorganismos patógenos desencadena un proceso inflamatorio del tejido 

secretor de la glándula mamaria, el cual es conocido como mastitis, la cual se 

clasifica en subclínica y clínica de manera subjetiva en función a la cantidad de 

alteraciones que puedan ser observada a nivel de la morfológico y en las 

características físicas y organolépticas de la leche (Ballesteros & Valdivierso, 

2018).  

2.7.1. Mastitis Subclínica  

Se define como la ausencia de signos patológicos perceptible a simple vista a nivel 

de la ubre, la leche y de manera sistémica en la vaca, este tipo de presentación al 

ser silente su única repercusión observable son alteraciones en la cantidad  y calidad 

de leche producida, su diagnóstico no poder ser netamente clínico, este 

generalmente suele ser molecular o mediante el conteo de células somáticas 

(Raspanti et al., 2016).  

2.7.2. Mastitis Clínica  

Este tipo de mastitis es aquella donde se observan alteraciones perceptibles, como 

una drástica disminución en la producción y alteraciones composicionales y físicas 



 

 
11 

de la leche debidas principalmente a reacciones compensatorias y tóxicas, así como 

también variaciones en la anatomía de la glándula mamaria en principio por 

alteraciones de carácter inflamatorio, aunque de mismo modo se  ha logrado 

determinar que cierto tipos de microorganismos altamente patógenos puede 

propiciar endotoxemías generalizadas que puede incluso provocar la muerte de la 

vaca, en función a estos antecedentes en el manejo clínico-terapéutico de esta 

patología se ha preferido reforzar los mecanismos de resistencia y limitar el nivel 

de exposición a las etiologías que luchar contra un cuadro establecido (Guio et al., 

2016).  

2.8. Diagnóstico de la mastitis  

El diagnóstico de esta patología suele ser clínico en función a la percepción de los 

signos de alteración composicional a nivel de la leche, y signos inflamatorios a nivel 

de las mamas, y de modo molecular mediante el coteo de células somáticas y la 

evidencia de disminución de la cantidad producida.  

2.8.1. Exploración físico-clínica de la ubre 

Semiológicamente se deben aplicar todos los métodos de exploración a nivel del 

sistema mamario de la vaca, considerando inicialmente el pezón cuya integridad 

debe ser correlacionada con los hallazgos encontrados en las pruebas diagnósticas 

complementarias, inicialmente se debe evaluar mediante observación y palpación 

las variaciones existentes en las estructuras anatómicas de la ubre iniciando desde 

el pezón hasta el cuerpo de la ubre, lo fundamental es tratar de encontrar evidencias 

de dolor, rubor, calor, tumefacción o edema y la pérdida de su funcionalidad. 

(Ayvazoglu & Eski, 2019). 

Una vez establecidos los hallazgos en la exploración anatómica de la ubre y el 

pezón, es requerido una exploración metódica de las posibles alteraciones que se 

pueden encontrar en la leche, los principales hallazgos son; formación de grumos, 

coágulos, dilución de la leche y coloración no deseada (Gómez et al., 2020).   

La asociación de factores como el tipo patógeno etiológico con su nivel de 

patogenicidad y la susceptibilidad de la vaca puede generar muchos niveles de 

sinología, incluye signos de enfermedad y septicemia como fiebre, apatía, anorexia, 

ruminitis, CID, etc.  (Gomez et al., 2020). 
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2.8.2. Recuento de células somáticas (RCS) 

Este método diagnóstico se considera como el segundo más sensible y específico 

en el diagnostico de los tipos de mastitis y su cronicidad, ya que su resultado puede 

poner en manifiesto si se trata de un cuadro subclínico o clínico, en cualquier 

sistema de producción lechera se debe considerar que un recuento mayor a 100 

000/mL es considerado evidencia de un proceso inflamatorio, sin embargo, este 

puede tener muchas índoles que no necesariamente tenga una referencia infecciosa, 

ya que inflamación no es sinónimo de infección, de tal modo los hallazgos 

diagnosticos donde se observe CCS elevados o mayores a 150 000/mL en la leche 

con tendencias alcistas, si se considera como una infección en curso, ya que esta se 

encuentra mediada por el reclutamiento de polimorfo nucleares como los 

neutrófilos principalmente (Omore et al., 1996). 

2.8.3. Prueba de mastitis de California (CMT)  

Es una prueba complementaria de carácter subjetivo, básicamente mide el nivel de 

viscosidad que propicia los componentes celulares en función a la cantidad de 

células somáticas que se lisaron por efecto del aditivo y que se puedan encontrar en 

una muestra en cuestión, su fundamente se origina en la lisis, este análisis confiere 

una puntuación subjetiva de 0 cuando no existen altos recuentos de células 

somáticas y hasta 5 cuando los recuentos de células somáticas pueden inclusive 

alcanzar el 1´000 000 de células/ml, sin embargo los reportes deben estar 

correlacionados con lo encontrado en la exploración fisca de la ubre (Balemi et al., 

2021).  

2.8.4. Conductividad eléctrica   

Cuando se desencadena una infección intramamaria generalmente suelen ocurrir 

alteraciones en los componentes de la leche principalmente por concentración o por 

dilución, las variaciones ocurren en los componentes minerales y electrolíticos, 

asumiendo que cuando existe un aumento de sodio (Na+) y cloro (Cl-) y una 

considerable merma de potasio (K+), se alteran los gradientes de conductividad 

eléctrica de las muestras de leche con mastitis, en donde se asume que valores por 

5,5 ms/cm2 a temperatura ambiente se asume altos CCS indicando valores iguales 

o superiores a 250 000/mL (Masis & Jirón, 2019).   
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2.8.5. Cultivo  

Se define como el primer tipo de monitoreamiento y método diagnóstico más 

sensible y específico en toda explotación lechera, ya que permite identificar el 

patógeno involucrado en el desarrollo y establecimiento de una infección 

intramamaria, además permite saber si es de carácter contagioso o las condiciones 

ambientales son las que propicia su crecimiento y diseminación, esta prueba 

diagnóstica otorga la capacidad de evaluar de manera individual o a nivel de rebaño 

las condiciones fisiológicas de salud del sistema mamario, y a partir de una 

perspectiva mas focalizada que permite aplicar terapia selectiva de secado, ya que 

en función a los resultados las pruebas de susceptibilidad antibiótica que pueden 

aplicarse bajo la metodología del aislamiento e identificación patógena se puede 

orientar la terapéutica antimicrobiana más efectiva (Singh et al., 2016). 

El método de toma de muestras se realiza bajo los lineamientos establecidos por el 

National Mastitis Council “NMC”, el mismo que estipula las condiciones para que 

no exista influencia de microorganismos contaminantes, la toma de muestras para 

cultivo bacteriológico debe realizarse en tubos de ensayo estériles, lo recomendable 

es tomar de 5 a 15 mL, para su efecto los pezones deben estar limpios y libres de 

materia orgánica, se debe realizar en primera instancia una desinfección del pezón 

con una inmersión en solución yodada combinada con peróxido de hidrógeno, luego 

se realiza un secado y una desinfección con alcohol isopropílico, con la utilización 

de guantes estériles se descarta el primer chorro y sin que el pezón toque la boca 

del toma se toman las muestras requeridas, finalmente se sella el pezón con una 

solución bactericida, a nivel de laboratorio se realiza la identificación bacteriana 

mediante la aplicación de medios de cultivo bacteriano específicos y diferenciales 

(Padilla et al., 2016).  

En función al metabolismo bacteriano se puede realizar su cultivo en medios que 

permitan diferenciar el crecimiento entre géneros y entre especies, generalmente 

los medios con componentes colorimétricos permiten tener en principio un criterio 

inicial de identificación, en primeras instancias es recomendable utilizar Agar 

Sangre con el 5% de adición de sangre de cordero y agar MacConkey, estos 

principalmente permiten el crecimiento mesófilos G+ y G- (Neder et al., 2021).  
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El reconocimiento del microorganismo aislado de muestras de leche positiva a 

mastitis bovina principalmente inicia con la identificación de las características 

intrínsecas a la bacteria en cuestión, así como su patrón de crecimiento y la 

observación de características microscópicas como su motilidad y algunas 

propiciadas por la tinción de Gram en donde se observa su forma, agrupación y su 

afinidad tintorial (Lago & Godden, 2018). 

Metabólicamente el microorganismo es identificado por varios aspectos, debido a 

que cada género bacteriano es diferente entre si, dentro de los cuales los principales 

métodos de observación son los patrones fermentativos de los carbohidratos del 

medio en donde fue sembrado, la capacidad de oxidar ciertos compuestos químicos, 

producción de gas y componentes nitrogenados como productos de desecho, 

capacidad de tolerar la salinidad, capacidad de coagular componentes del plasma 

sanguíneo, etc. (Nery et al., 2021).  

Generalmente la identificación se realiza en función al establecimiento de un perfil, 

implementando medidas protocolarias de segregación individual que se adjudiquen 

al diagnostico de manera correcta y oportuna para la identificación de los 

principales patógenos etiológicos involucrados, estos ensayos permiten tomar 

decisiones acertadas en la terapéutica ya que existen microorganismos que poseen 

resistencia intrínseca a determinados agentes farmacológicos.  

Las pruebas de susceptibilidad antibiótica son consideras ensayos de vital 

importancia a la hora de dirigir un plan terapéutico en aquellas vacas con mastitis, 

ya que este tipo de pruebas permiten obtener información sobre la sensibilidad o 

resistencia que un microorganismo en cuestión ah adquirido a un antibiótico o a su 

vez a una familia completa de antibióticos, todo en función a los parámetros de 

susceptibilidad establecidos en el CLSI, con esta información se puede seleccionar 

los antibióticos que serán destinados para la administración a la vaca con mastitis 

(Jones, et al., 2019). 

2.9. Mastitis contagiosa  

Este tipo de infecciones intramamarias es determinada por bacterias con 

características patológicas de rápida propagación, los cuales poseen factores de 

virulencia que exacerban esta condición, este tipo de bacterias aprovecha una 
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mínima ventana de susceptibilidad por parte de la vaca para poder ejercer su 

patogenicidad, la propagación de este tipo de microorganismos generalmente se 

encuentra bajo control de vectores involuntarios como los ordeñadores, los equipos 

de ordeño, aperos contaminados (Gussmann et al., 2019). 

En dependencia del microorganismo contagioso en desarrollo se puede evidenciar 

un cuadro subclínico o clínico, estos agentes bacterianos influyen negativamente en 

los índices de sanidad de la glándula mamaria de un lote en cuestión ya que pueden 

ser el inicio de nuevas infecciones, o inclusive de infecciones recurrentes que en 

cierto modo no son erradicables o incurables (Mendoça et al., 2018).  

Los focos de infección generalmente están vinculados a malas practicas de ordeno, 

superlotación del rebaño, mal manejo de la línea de ordeño, higiene deficiente, 

introducción de nuevos animales sin cuarentena, terapia de vaca seca inespecífica, 

microorganismos resistentes permanentes sumamente contagiosos (Mycoplasmas 

spp.), etc., entre estos muchos más factores intervienen negativamente en el 

establecimiento de una mastitis contagiosa (Gelgie et al., 2022).  

Los Mycoplasma bovis causan cuadros incurables de mastitis bovina, cuyas 

probabilidades de seroconversión son casi nulas, debido a las características 

epidemiológicas de este microorganismo es de vital importancia reforzar los 

protocolos sanitarios tanto en los animales como en los equipos de ordeño (Sosa et 

al., 2018).  

2.10. Mastitis ambiental.  

Este tipo de mastitis es de mucha recurrencia en aquellos animales que se encuentra 

en el pico más alto de susceptibilidad, generalmente se observa en animales de 

postparto inmediato, este tipo de mastitis es producida por microorganismos que se 

encuentra normalmente en el ambiente adyacente a la vaca, como camas, establos 

con deficiente manejo sanitario o con exceso de materia orgánica o nichos de 

alojamiento del ganado (Sarma & Hussain, 2021).  

Los métodos de control de este tipo de mastitis están referidos a buenas practicas 

de ordeño, establecimiento de una adecuada línea de ordeño, saneamiento y 

recambio de camas y establos, control y manejo sanitario de la sala de ordeño, cura 

y disminución de lesiones en la punta del pezón (Zigo et al., 2021). 
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Las bacterias patógenas de carácter ambiente inciden el ambiente intramamario 

generalmente en los establecimientos lecheros cuando en la rutina de ordeño no se 

realizan protocolos de limpieza de pezones bien definidos, o inclusive en el inicio 

de los procedimientos de secado en donde se introducen cánulas a través del canal 

de pezón, las bacterias de mayor recurrencia en este tipo de mastitis suelen 

coliformes o enterobacterias y estreptococos del tipo B. (Kabelitz et al., 2021).  

2.11. Etiología  

La etiología relacionada a la mastitis puede ser multifactorial, en donde pueden 

influenciar tanto las bacterias Grampositivas y Gramnegativas, cuyos factores de 

virulencia desencadenan diferentes niveles de cronicidad de la patología, en 

segundo plano la influencia de agentes virales y fúngicos también puede 

desencadenar una respuesta inflamatoria en la patología, aunque también algas y 

factores ambientales se consideran dentro del pool de etiologías (Neder et al., 

2021).  

Tabla 1.  

Microorganismos bacterianos causantes de mastitis bovina  

Microorganismo Tipo Patogenicidad 

Staphylococcus aureus Cocos gram positivo Contagioso 

Streptetococcus agalactiae Cocos gram positivo Contagioso 

Streptetococcus uberis Cocos gram positivo Contagioso–Ambiental 

Streptetococcus dysgalactiae Cocos gram positivo Contagioso –Ambiental 

Mycoplasma bovis Celula sin membrana Contagioso 

Escherichia coli Bacilo gram negativo Ambiental 

Klebsiella spp Bacilo gram negativo Ambiental 

Arcanobacterium pyogenes Bacilo gram positivo Ambiental 

Corynebacterium pyogenes Bacilo gram positivo Ambiental 

Pseudomonas aeruginosa Bacilo gram negativo Ambiental 

Enterobacter spp Bacilo gram negativo Ambiental 

Nota. Tomado de Shoaib et al. (2022) 
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2.11.1. Escherichia coli 

Este microorganismo bacteriano es considerado una enterobacteria móvil de tipo 

bacilo Gram negativo, anaerobia facultativa con alto potencial de adaptabilidad que 

no posee la capacidad de formar esporas.  

Tabla 2.  

Taxonomía de E coli 

Taxonomía  

Reino: Bacteria 

Clase: Gamma proteobacteria 

Orden:  Enterobacteriales 

Familia: Enterobacteriaceae 

Género: Escherichia 

Especie: coli 

Nota. Tomado de Zaatout, (2021). 

 

2.11.2. Mastitis ocasionada por Escherichia coli  

Este tipo de patógeno generalmente afecta a las vacas en postparto inmediato, 

llegando a observarse casos en periodo de transición existen factores relacionados 

que desencadenan brotes de este tipo de mastitis en las vacas susceptibles, como 

locales con deficiente manejo higiénico con abundante materia orgánica, lodo y 

humedad, además que las temperaturas altas contribuyen a su crecimiento y 

multiplicación en los ambientes lecheros, se suele observar en los primeros 30 días 

de haber iniciado la lactancia, generalmente no ocasiona un aumento en el recuento 

de células somáticas, aunque se suele observar alteraciones inflamatorias en las 

ubres y la leche (Zaatout, 2021). 

2.11.2.1. Patogénesis 

El primer signo característico es el edema de la ubre que algunos casos suele ser 

completo o incompleto, este tipo de microorganismo generalmente invade la 

glándula mamaria en momentos cruciales, cuando se rocían los pezones con agua, 
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la fuga de leche cuando la ubre se encuentra muy llena, la transgresión y lesiones 

del pezón, permitiendo que E. coli ingrese hacia el ambiente intramamario y 

desencadene sus factores de virulencia (des Roches et al., 2018).  

El principal factor que influyente que desencadena un sinnúmero de disfunciones 

inmunológicas es el postparto  ya que este propicia un nivel de inmunodepresión 

marcado, otros disturbios metabólicos y patologías del periodo de transición 

intervienen para deprimir la función de los neutrófilos , entre las principales 

patologías la esteatosis hepática, problemas de retención placentaria, balance 

energético negativo, cetosis e hipocalcemias influyen aumentando la 

susceptibilidad de la vaca (Lavon et al., 2019).  

El inicio del periodo de secado es también un factor que influye de manera negativa 

disminuyendo las defensas locales de la glándula mamaria, tanto las defensas 

solubles y químicas como defensas mediadas por células (Fahim et al., 2019).  

La E. coli posee factores de virulencia como los LPS los cuales pueden generar 

sinología local en la ubre y sistémica o una endotoxemia debido a la gran liberación 

de mediadores proinflamatorios que desencadenan un sinnúmero de reacciones 

orgánicas que conducen a la inestabilidad de la vida del animal que generalmente 

inicia con shock y cuadros más graves como la coagulación intravascular 

diseminada (CID), etc. estas sustancias generalmente son histamina, serotonina, 

eicosanoides, ciclooxigenasa, lipoxigenasas que conllevan al fallo orgánico 

multifuncional en la vaca y por consiguiente la muerte (Blum et al., 2020).  

2.11.2.2. Signos clínicos de mastitis por Escherichia coli 

El principal signo a nivel local son el edema mamario post-parto, además de que 

suele haber dolor, respuesta a la palpación, disminución de su funcionalidad, y más 

sistémicamente inapetencia, decaimiento, fiebre, estasis ruminal, taquicardia, 

debilidad e irritabilidad, taquicardia, cifosis, etc., todos estos hallazgos deben ser 

considerados para poder establecer los principales procedimientos a realizarse a 

nivel de laboratorio y poder definir el diagnostico de manera correcta y oportuna 

(des Roches et al., 2018). 
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2.11.2.3. Diagnóstico de E. coli  

La aplicación de los métodos y técnicas de exploración física en donde se puede 

definir como los primeros hallazgos, desde el pezón hasta el cuerpo de la ubre, es 

importante mencionar que se debe evaluar su integridad anatómica y su 

funcionalidad, adicionalmente es importante considerar alteraciones en la leche 

propiciadas por dilución de esta.  

Debido a la patogenicidad del la E. coli también debe considerar la posible 

existencia de endotoxemia, y enfermedad generalizada como taquipnea, 

taquicardia, fiebre, debilidad, escalofríos, inapetencia y shock. 

La aplicación de pruebas complementarias como la biometría hemática suele ser de 

ayuda a la hora de definir las posibles consecuencias que origina las mastitis por 

coliformes, ya que por lo antes mencionado, comunmente se suele encontrar es una 

neutrofilia con desviación a la izquierda y neutrófilos en banda que refieren a un 

proceso degenerativo, adicionalmente puede haber evidencia de leucopenia y 

trombocitofilia que propicia el CID, este conjunto de alteraciones hemáticas 

propicia a que el cuadro mastítico se exacerbe (Cheng et al., 2022).    

Además de la exploración física y ensayos clínico-patológicos, la vaca debe ser 

sometida al conteo de células somáticas individual, y cultivo microbiano que 

permitan identeificar al patógeno además de discernir de entre oro tipo de bacterias 

que pueden ser consideradas como floja contaminante o flora simbiótica (Nalband 

et al., 2020).   

2.11.3. Klebsiella spp.  

Es otro tipo de bacteria considera como contaminante y se encuentra en ambientes 

con gran cantidad de materia orgánica altamente degradable, es una bacteria Gram 

negativa que no forma esporas, es inmóvil y su forma característica es bacilar, este 

pertenece al grupo de las enterobacterias, suele vincularse con muchas patologías 

en los hatos lecheros, desde neumonías en los terneros, onfaloflebitis, diarreas y 

mastitis en las vacas susceptibles. (Massé et al., 2020).   
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Tabla 3.  

Clasificación taxonómica de Klebsiella spp. 

Taxonomía  

Reino Bacteria 

Clase Gamma proteobacteria 

Orden  Enterobacteriales 

Familia Enterobacteriaceae 

Género Klebsiella 

Especie Pneumoniae – oxitoca  

Nombre científico  
Klebsiella pneumoniae 

Klebsiella oxitoca  

Fuente. Virkler, (2021) 

 

De estos microorganismos las especies más recurrentes en los aislamientos de 

cuadros mastíticos son, Klebsiella pneumoniae y Klebsiella oxytoca los cuales 

patológicamente son muy similares a E. coli, ya que generalmente afecta a vacas 

sumamente susceptibles que se encuentran en el post-parto inmediato, se 

consideran flora natural del tracto respiratorio e intestinal de animales jóvenes, a 

diferencia de E. coli las tasas de curación de este tipo de mastitis varía y 

generalmente no suele haber curación espontanea como en los casos originados por 

E. coli, su letalidad varía de un 10% a un 80% (Klaas & Zadoks, 2018). 

Esta mastitis ocasionada por Klebsiella spp. generalmente se clasifica como una 

mastitis de tipo ambiental, este tipo de presentaciones suelen ser muy recurrentes 

en lugares de clima cálido y húmedo, especialmente este microorganismo posee 

factores de virulencia que la hacen sumamente patógena, además de que le confiere 

una capacidad extraordinaria de resistir a la fagocitosis y opsonización debido a 

determinados componentes de membrana, capsula, adhesinas, enterotoxinas y 

sideróforos, LPS, entre otros factores (García et al., 2022).   
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2.11.3.1. Diagnóstico  

El diagnóstico se establece correlacionando dos sentidos, el primero es mediante 

los hallazgos y evidencias de la exploración física, el segundo es mediante el uso 

de pruebas diagnósticas complementarias, una de ellas es los resultados del 

recuento de células somáticas, CBT, CCT, el reconocimiento del agente 

involucrado mediante técnicas de aislamiento e identificación bacteriana, inclusive 

mediante el desarrollo de pruebas moleculares, rtPCR, dicha correlación permite 

establecer un criterio diagnostico fundamentado (Mahmoudi & Momtaz, 2019) 

En los resultados de la biometría hemática se estandariza los hallazgos con los 

encontrados ante la examinación en todos los casos de mastitis bovina, en primeras 

instancias se evidencia leucocitosis mediada por una neutrofilia con desviación a la 

izquierda, en aquellos casos crónicos los hallazgos típicos son neutropenia, y 

neutrofilia en banda, aunque se asume que es consecuencia de inicios del desarrollo 

endotóxico (Cheng et al., 2021). 

Tabla 4.  

Características patológicas de la Klebsiella spp.  

Propiedades 

Fermentación de la lactosa  + 

Hidrolisis de la urea  +/V 

Utilización del Citrato +/V 

Producción de ácido sulfhídrico  - 

Voges Proscauer  + 

Producción de Indol - 

Fuente: Massé et al. (2020). 

 

2.11.4. Staphylococcus aureus  

Esta es una bacterias en forma de coco que generalmente se agrupa de manera 

particular en una forma que asemeja a un racimo de uvas cuando es observado 

microscópicamente, es Gram positivo, no tiene la capacidad de formar esporas, 

ciertos subespecies por lo general posee diferencias fenotípicas de crecimiento 
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como la producción de un beta-caroteno entre los conglomerados de bacterias y se 

sospecha que entre mayor sea la cantidad de este pigmento, mayor es su 

patogenicidad, es una bacteria anaerobia facultativo que generalmente no suele ser 

muy exigente en los requerimientos para su crecimiento aislado, posee la capacidad 

de resistir determinados niveles de salinidad y también en algunos casos resistencia 

intrínseca a determinados grupos de antibióticos como el caso del SAMR (Maity et 

al., 2020).  

Los estafilococos posee un gran capacidad patológica e invasiva de tejidos, se ha 

demostrado que varias especies de este tipo de bacterias causan mastitis, sim 

embargo, hasta la actualidad el Staphylococcus aureus, ha sido el más patogénico 

aislado de mastitis, este generalmente produce un tipo de mastitis contagiosa la cual 

puede aparecer en cualquier fase o etapa de lactancia y es el único capaz de coagular 

componentes plasmáticos, este factor ha sido tomado en cuenta como una 

característica aplicada para el reconocimiento e identificación, también este 

microorganismo es muy estudiado por su capacidad de producir biofilm como 

factor de virulencia e invadir intracelularmente ciertos tipo de células epiteliales 

(Wang et al., 2018).  

Staphylococcus aureus es uno de los agentes etiológicos mas temidos en los cuadros 

mastiticos ya que este puede ocasionar grandes pérdidas económicas relacionadas 

principalmente al descarte de animales con cuadros incurables, inclusive puede 

causar mastitis necrotizante con perdida total de la funcionalidad de un cuarto 

mamario o de la ubre completa (Fursova et al., 2020).  

En los casos de mastitis se ha logrado exhibir, asilar e identificar un aproximado de 

40 especies y subespecies de estafilococos mediante técnicas moleculares, la 

divergencia genética es amplia y cada uno de estas especies evidenciadas son 

diferenciadas entre si y determinadas por patrones particulares de patogenicidad o 

resistencia a los antibióticos,  mediante la secuenciación multilocus y la 

observación de genes que codifican la proteína A especifica de Staphylococcus 

aureus son de momento los métodos de mayor impacto y suma sensibilidad y 

especificidad (Maity et al., 2020). 
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Tabla 5.  

Taxonomía del S. aureus  

Taxonomía  

Reino Bacteria 

Clase Bacilli 

Orden  Bacillales 

Familia Staphylococcaceae 

Género Staphylococcus 

Especie aureus 

Nombre científico   Staphylococcus aureus  

Fuente: Fursova et al., (2020). 

 

2.11.4.1. Signología en mastitis causada por Staphylococcus aureus.  

Primeramente, debemos entender que este microorganismo puede ocasionar 

mastitis en todas las fases de lactancia, es particularmente subclínico en sus 

primeros periodos patogénicos, ocasiona leves depleciones de la producción de 

leche y generalmente suele no especifica la sinología hasta cuando el cuadro se ha 

cronificado (Putz et al., 2020). 

Los signos en las vacas cuyas ubres han sido infectadas por esta bacteria suelen 

observarse con fiebre leve, cuarto mamario edematizado, hiperémico, y caliente al 

tacto, además de presentar reacción al manipular los pezones debido al dolor 

generado, o inclusive signos evidentes de cojera debido al dolor en la región de la 

ubre, adicionalmente la leche se observa mas espesa cremosa o purulenta, sin 

embargo se considera que este tipo de presentación no es especifico ya que se ha 

podido evidenciar cuadros mastitis producidos por Staphylococcus aureus con 

resultados y alteraciones de la leche debido a dilución de la misma con presentación 

de grumos, de tal modo, se insiste que los métodos de identificación bacteriana 

tradicionales o moleculares son la medida diagnostica mas precisa que favorece a 

su reporte (Hambali et al., 2018). 



 

 
24 

La reacciones hiperagudas que produce la infección intramamaria de 

Staphylococcus aures pueden inclusive generar cuadros de necrosis en el cuarto 

mamario infectado, la erradicación y manejo de esta patología es complicado 

debido a los mecanismos de protección que esta bacteria posee, ya que se ha llegado 

a documentar que invade intracelularmente la células epiteliales y se protege de la 

apoptosis y lisis celular mediada por fagocitosis, esto indiscutiblemente es el punto 

de partida para que el cuadro se cronifique llegando inclusive a la gangrena de los 

lóbulo galactóforos (Vega et al., 2019). 

Ciertos factores de virulencia actúan a nivel de los paquetes vasculares ocasionando 

vasoconstricción que en pocas palabras se traduce en necrosis del tejido 

avascularizado, dentro de estas sustancias se encuentra la toxina alfa 

dermonecrótica, leucocidina, etc., (Dieser et al., 2017).  

2.11.4.2. Diagnóstico  

Una vez se aísla el microorganismo este debe ser sometido a pruebas de 

identificación tanto fenotípicas con bioquímicas y en menor medida pruebas 

moleculares, sin embargo, se ha podido inferir que S. aureus es el único capaz de 

coagular componentes plasmáticos, por ello una técnica de cajón utilizada en su 

identificación es la prueba de coagulasa la cual proporciona alrededor de un 94% a 

98% de sensibilidad a la hora de diagnosticar a esta bacteria (Sol et al., 1997).  

Actualmente existen medios de cultivo colorimétricos los cuales también poseen 

buena afinidad y buena expresión colorimétrica mediada por las características 

nutricionales y metabólicas que posee el S. aureus, sin embargo, el agar sangre 

sigue siendo utilizado de manera rutinaria ya que confiere la capacidad de observar 

su patrón de hemolisis (Rodríguez et al., 2021).  

En la mayoría de aislados de S. aureus que han sido aislados de casos positivos a 

mastitis bovina se ha podido comprobar la producción de toxina beta la cual es una 

exoproteína que hidroliza la esfingomielina la cual afecta a la permeabilidad de la 

membrana plasmática de algunos tipos celulares, divergentemente de los aislados 

de S. aureus que no produce esta exoproteína, esta diferencia radica principalmente 

en la presencia de un prófago lisogénico que se encuentra vinculado a la expresión 

del gen h1b (Angarita & Merchán, 2018). 
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2.11.4.3. Resistencia antimicrobiana  

Principalmente los grupos antimicrobianos que se utilizan en mayor medida para 

tratar las infecciones intramamarias son las penicilinas y los β-lactámicos los cuales 

actúan directamente sobre los procesos de adjudicación de la pared bacteriana, 

impidiendo que se logre una transpeptidación y disminuyendo el conglomerado con 

peptiglicano (Nader Filho et al., 2007).  

Staphylococcus aureus es sensible a muchos agentes farmacológicos y químicos y 

solamente bajo circunstancias generadas por el antibiograma se puede asumir si en 

realidad este es sensible o presenta algún tipo de resistencia, la aplicación de esta 

técnica permite orientar la terapéutica adecuada en función a la susceptibilidad del 

microorganismo (Franco Meza, 2020). 

El CLSI manifiesta que la bacteria S. aureus posee resistencia intrínseca a 

determinados fármacos, y que este tipo de resistencia van en evolución como 

ocurrió con el SAMR, el cual posee el gen mecA que codifica plásmidos y 

mecanismos des resistencia como bombas de e-flujo e hidrolización del anillo 

betalactámico por producción de betalactamasas y proteínas de unión a la penicilina 

llamada también PBP2A y PBP2, los cuales le confieren la capacidad de resistir el 

mecanismo de acción de las penicilinas y betalactámicos. (Wang et al., 2020).  

La expresión del gen mecA posiciona al S. aureus la capacidad de exhibir 

mecanismos de resistencia antimicrobiana, conociendo que este suceso 

microbiológico puede disminuir la probabilidad de éxito en la aplicación de una 

terapia farmacológica definida para el tratamiento de las mastitis bovinas, 

principalmente de aquellos fármacos que inhiben el metabolismo y formación de la 

pared celular bacteriana (Bonsaglia et al., 2018).  

2.11.5. Bacillus subtilis.  

2.11.5.1. Características.  

El bacillus spp, es una bacteria Grampositiva, que forma esporas como fuente de 

reproducción y multiplicación en largos periodos de tiempo, su particular forma 

alargada le confiere su nomenclatura (Karpov et al., 2020).  
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Bacillus spp. son microorganismos con una gran cantidad de estudios, se ha 

evidenciado que por sus mecanismos de captación y replicación de ADN a través 

de los complejos esporulados ha permitido que sea el centro de estudio de 

investigaciones significativas que en la actualidad han permitido clasificarlo y 

utilizarlo como una terapia alternativa de características probióticas ya que posee 

capacidad de inhibir otros microorganismos (Inaoka et al., 2017).  

Al no ser un microorganismo exigente su cultivo a gran escala puede resultar fácil 

de instaurar, reconociendo que su uso principalmente se enfoca mas allá del estudio 

de su patogenicidad ya que esta bacteria puede producir sustancia como enzimas y 

proteínas (>20gr/L) cuya utilidad puede ser beneficiosa en muchos procesos de 

industrialización, desde la producción de alimentos derivados de proteínas animales 

hasta como agentes terapéuticos en la industria farmacéutica (Assaf et al., 2020).  

En la producción animal se le ha dado muchos usos, observándose que puede actuar 

como probiótico mejorando los índices zootécnicos de producción debido a su alta 

producción de enzimas y proteínas bioactivas que inhiben el crecimiento de otros 

microorganismos patógenos, así como también mejora el desempeño en la 

absorción y metabolismo de los nutrientes de la dieta a nivel intestinal (Uttlová et 

al., 2016). 

Tabla 6.  

Taxonomía del Bacillus subtilis.  

Taxonomía 

Reino Bacterias 

Filo  Firmicutes 

Orden Bacillales 

Familia Bacillaceae 

Género Bacillus 

Especie Bacillus subtilis 

Fuente: Kovács, (2019).  
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Figura  1.  

Bacillus subtilis y sus bondades. 

 

Nota. Tomado de Kovács, (2019).  

 

2.11.5.2. Bacillus subtilis ATCC 6051 

El ATCC  quien desarrolla y comercializa de manera masiva determinadas patentes 

microbianas certificadas, produce de manera industrial al Bacillus subtilis ATCC 

6051 como microorganismo certificado para pruebas microbiológicas en donde se 

requiera comparar la producción de enzimas y productos derivados del 

metabolismo microbiano o inclusive en pruebas de susceptibilidad y otras 

aplicaciones biotecnológicas que generalmente son tomadas por la industria 

farmacéutica para la generación de nuevos productos con usos y enfoques 

ilimitados ya que esta bacteria con el paso del tiempo se ha descubierto que ha 

mutado. (Haeyoung et al.2015). 

2.11.5.3. Uso del Bacillus subtilis.  

En base a pruebas moleculares ha sido uno de los microorganismos más estudiados 

en cuanto a su divergencia genética y la capacidad de producir sustancias con 

niveles terapéuticos adecuados para se usados como agentes antagonistas de 

patógenos dañinos, la secuenciación genética a tenido principalmente el enfoque de 

observar si este tiene la capacidad de formar endoesporas, producir acido láctico, 

capacidad de producir bacteriocinas, de tal modo el National Center For 

Biotechnology Information (NCBI), ha reportado que de esta especie bacteriana se 
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han aplificado un aproximado de 580 genes y en función a esta base de datos se ha 

catalogado como un microorganismo probiótico (NCBI, 2022). 

Figura  2.  

Dendrograma basado en BLAST genómic del Bacillus subtilis. 

 

Nota. Tomado de NCBI, (2022). 

 

2.11.5.4. Uso en la medicina.  

Las características microbiológicas del Bacillus spp., lo han referido para ser 

utilizado en diversas áreas y campos de investigación, una de ellas es la medicina 

investigativa ya que este microorganismo produce moléculas antimicrobianas y 

antibióticos, de las cuales se ha podido identificar que son biológicamente activas 

contra patógenos dañinos incluyendo bacterias y hongos (Sun et al., 2020).  

Esta especie es un antagonista de muchos hongos que suprimen su crecimiento tanto 

in vitro como in vivo, es eficaz contra Alternaria solani, Monilia fructicola, Botrytis 

cinérea, Cladophialophora carrionii, Fusarium spp., etc. por estas razones dicha 

bacteria es un agente ideal para el control (Jiang et al., 2017).  

Es importante destacar que existen microorganismos que son considerado 

probiótios, ya que pueden ser usados de manera medicinal o industrial, estos 

atributos se deben en gran parte por sus efectos beneficiosos, los que están 

asociados a la ausencia de posibles las interacción citológica en el organismos del 

hospedador, este tipo de microorganismos son prebióticos por que resisten a las 
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enzimas gastrointestinales lo que les faculta habitar en el tubo digestivo de un 

amplio numero de animales, además los microorganismos probióticos son estables 

produciendo ácidos de cadena corta y cadena larga, este tipo de bacterias  poseen 

capacidad de adherirse a determinados tipos epitelios en donde generalmente 

producen sustancias antimicrobianas las cuales pueden ser producto de su 

metabolismo o producto de un mecanismo de defensa antagónico que inhibe el 

crecimiento de otros agentes bacterias en competencia por nutrientes y factores de 

crecimiento.  (Fuentes et al., 2022).   

Se ha evidenciado mediante ensayos microbiológicos que determinados tipos de 

Bacilos gram positivos productores de ácidos y sustancias antimicrobianas, poseen 

actividad de carácter antagónico que inhibe el crecimiento y desarrollo de otro 

agente bacteriano que generalmente suele ser patógeno, estos estudios han 

demostrado que su capacidad antibacteriana se les atribuye a determinadas 

características como las aptitudes de resistir a la acción de sustancias y enzimas 

producidas en el tracto gastrointestinal del huesped, su viabilidad en la producción 

de sustancias lisantes y antagónicas (González et al., 2016).  

Con la premisa de los principales efectos benéficos de este tipo de microorganismos 

es imprescindible añadir que su uso medicinal puede ser una alternativa acertada y 

económica en comparación a la manufacturación de fármacos antimicrobianos, ya 

que su utilidad reduce al minimo las posibilidades de generar resistencia a los 

antimicrobianos por parte de agentes patógenos lo que repercutiría de manera 

positiva en el tratamiento de enfermedades infecciosas (Al-Shawi et al., 202). 

Las enfermedades infecciosas pueden estar ocasionadas por un sinnúmero de 

microorganismos bacterianos, los cuales pueden causar diversas patologías, las 

mismas que pueden ser de tipo primario o secundario, se estima que 

aproximadamente se ha definido unos 130 géneros bacterianos causantes de 

enfermedades infecciosas en animales, de los cuales se desconoce su nivel de 

resistencia a los antibióticos, ya que este nivel esta determinado por la cantidad de 

exposición a los fármacos antimicrobianos que ha experimentado el 

microorganismo en cuestión, en base a lo reportado es fundamental la adjudicación 

de terapias alternativas con mayor espectro antibacteriano  (Arsén et al., 2021).  
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Las sustancias producidas por los microorganismos prebióticos como mecanismos 

de defensa que estos posee son inicialmente una opción prometedora, dentro de 

estas se ha logrado identifica que ciertos grupo de bacilos grampositivos producen 

bacteriosinas, las cuales actúan de manera bactericida ya que afectan en gran 

medida a la permeabilidad de la membranas celulares, estas sustancias originan la 

formación de poros en dicha pared celular, provocando un proceso incontrolable de 

perdidas de sustancias fundamentales como moléculas de ATP que incide sobre 

funciones vitales de la bacteria ocasionando su muerte y deteniendo su replicación 

(Zeigler et al., 2017).  

Un punto desacertado en las explotaciones pecuarias con un alto nivel de 

productividad es la complejidad de mantener protocolos sanitarios óptimos, ya que 

se sabe que entre mayor sea el nivel productivo las probabilidades de aparición de 

un brote infeccioso se vuelve indefinidas, por lo tanto este punto se convierte en 

una desventaja incontrolable que de cierto modo orienta al mal uso y mal 

gerenciamiento de antimicrobianos con un enfoque profiláctico, esto  repercute 

esencialmente en las tasas de curación y en el descarte de un gran numero de 

animales (Arteaga et al., 2017).    

2.11.5.5. En la industria alimenticia.  

De manera general se sabe que la presencia de trazas de medicamentos en 

determinados alimentos influyen de manera negativa en su industrialización y 

manufacturación, especialmente en aquellos donde se requiere de manera estricta 

la aplicación de biotecnología para que sea menos perecibles, un claro ejemplo son 

los productos lácteos que pasan por un proceso de fermentación para aumentar su 

resistencia su consumibilidad en función al tiempo, además se sabe que las trazas 

de medicamentos en ciertos alimentos pueden repercutir en la salud de los 

consumidores ya que se asume que aproximadamente el 10% de la población 

mundial presente reacciones de hipersensibilidad a determinados alimentos 

originados en primer plano por la presencia esencialmente de algún tipo de 

antibiótico(Durán et al., 2020).  

Una manera de contrarrestar los posibles impactos negativos que originan los 

medicamentos en la industria alimentaria ha sido mediante la regularización por 



 

 
31 

parte de los entes gubernamentales para establecer estatutos de comercialización de 

materias primas de origen animal libres de trazas de medicamentos especialmente 

de antibióticos y que a nivel de la unidad productiva se respeten los periodos de 

retiro y metabolismo de estos agentes medicamentosos  (Garrido & Barat, 2021).  

2.11.5.6. Propiedades acidogénicas.  

Dentro de las bacterias acidogénicas se puede destacar a los Lactobacillus spp, al 

Bacillus subtilis, etc., los cuales son microorganismos gram positivos aerobios 

obligatorio en forma de bastón, es generalmente reconocido como una fuente 

terapéutica alternativa segura por parte de la FDA, ya que ha sido desarrollados 

numerosos ensayos investigativos que ha conllevado a categorizar a este tipo de 

bacterias como una de las mas estudiadas a nivel mundial, este tipo de bacterias 

poseen características únicas en su metabolismo como la facultad de poseer el 

operón RABCD cell el cual permite a la célula bacteriana  amonificar el nitrato a 

partir de la codificación de una eznima llamada EII permeasa y una proteína de 

nombre fosfo-beta-glucósida que le permite utilizar fuentes alternativas de carbono 

para generar ATP como único producto glicogénico, es destacable mencionar que 

los ácidos producidos en mayor medida por parte del Bacillus subtilis son el L-

lactato y el 2;3 butanodiol los cuales son metabolitos producidos por la nutrición de 

esta bacteria (Cedena, 2020). 

Molecularmente debemos saber que la característica de producir acido láctico por 

parte de este tipo de microorganismos catalogados como probióticos se encuentra 

dependiendo de la expresión del gen lctE ubicado en el locus lctEP el mismo que 

permite a las enzimas lactato deshidrogenasa y lactato permeasa ser codificadas, las 

cuales actúan en función a sus características proteicas como vehículos de 

transporte de iones para la catálisis y formación de lactato en base al piruvato, con 

su respectiva transferencia del anión hidrogenico. (Castillo, 2020).   

Esta formación y producción de ácidos se asume que es el principal mecanismos 

que posee las bacterias acidolácticas de acondicionar el medio de crecimiento, 

además, también se les atribuye a esta característica la capacidad de antagonizar el 

crecimiento de otro tipo de microorganismos que generalmente suelen ser 

patógenos y que no toleran los medios ácidos  (Vikromvarasiri et al., 2022).  
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Figura  3.  

Ruta metabólica acidogénica del Bacillus subtilis. 

 

Nota. Tomado de Román, (2018). 

 

Las variaciones en la expresión de los genes antes mencionados y sus mutaciones 

pueden inferir de manera negativa en la producción de ácidos por parte de las 

bacterias acidolácticas, incidiendo también en su capacidad antimicrobiana, 

antagónica, y en su utilización benéfica en ciertos procesos de industrialización 

(Crowe-McAuliffe et al., 2018).  

2.11.5.7. Susceptibilidad antimicrobiana del Bacillus subtilis.  

Todorova et al. (2020) reporta que los diámetros de las zonas de inhibición se 

determinan en mm, mediante el método de difusión en pocillo, y cuando los 

microorganismos de prueba tienen zonas de un tamaño son considerados como;  
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Tabla 7.  

Categoría interpretativa de la zona de inhibición del Bacillus subitilis. 

Bacillus subtilis 

Sensibles 

Halo de inhibición (mm). 

≥ 18 

Medianamente sensibles 12 – 17 

Resistentes ≤ 12 

Tomado de Dimitrov & Gigova (1978). 

 

2.12. Probiótico 

Es determinado como un complemento alimenticio conformado por 

microorganismos vivos o atenuados o a su vez porciones bioactivas de 

microorganismos (esporas, bacteriosinas, ácidos, etc.) el cual está determinado para 

su administración con fines terapéuticos, en la producción animal se ha considerado 

para mejorar el rendimiento productivo, debido a sus capacidades de modular la 

población de agentes patógenos propiciando una mejor absorción y 

aprovechamiento de nutrientes a nivel metabólico, estas sustancias también poseen 

la capacidad de modular las acciones inmunológicas de ciertos agregados de células 

inmunitarias (Vásquez et al., 2018).  

Actualmente se ha focalizado el interés en terapéuticas antimicrobianas alternativas 

a las tradicionales, considerando entre ellas la fitofarmacología y la utilización de 

agentes probióticos debido principalmente a la cantidad casi nula de los posibles 

efectos colaterales y el impacto en terceros que estas alternativas podrían 

desencadenar, como lo han venido haciendo los antibióticos, actualmente existen 

diversos agentes bacterianos que se pueden utilizar como probióticos, esto 

dependerá del propósito y los niveles de producción animal donde serán dirigidos, 

entre los mas comunes encontramos a géneros como Lactobacillus, Streptococcus 

sp. Bifidobacterium sp. y levaduras tipo Saccharomyces sp. Los cuales pueden 

mejorar los índices de salud de un animal desde un enfoque inclusivo y profiláctico 

(Castillo et al., 2018) 



 

 
34 

2.13. Tratamiento de la mastitis  

Los antibióticos pueden evitarse sin influir de forma adversa en el resultado de 

muchos episodios de mastitis clínica. Pero es probable que los protocolos 

terapéuticos que excluyen el uso de antibióticos tengan un efecto perjudicial en la 

vaca y en la explotación (Nobrega et al., 2020).  

La eficacia del tratamiento antibiótico y la elección del antibiótico dependen del 

microorganismo patógeno que cause la mastitis clínica, las vacas con mastitis 

clínica leve y sin crecimiento de bacterias en la leche es poco probable que las 

beneficie un tratamiento antibiótico, como las vacas con una concentración baja de 

E. coli en la leche (Smulki et al., 2020).  

Las vacas con mastitis por Mycoplasma o mastitis causada por microorganismos 

patógenos oportunistas como Pseudomonas aeruginosa, Prototheca zopfii o 

levaduras es poco probable que respondan al tratamiento antibiótico. Por otra parte, 

los antibióticos pueden aumentar la resolución de muchos episodios de mastitis 

estreptocócica o estafilocócica (Dong et al., 2022).  

La selección del caso es muy importante para evitar un uso innecesario de los 

antibióticos, que resulta costoso para el pro- ductor y preocupa al consumidor. 

Cuando los productores no desean o no son capaces de usar los resultados de los 

cultivos como base para determinar el tratamiento, es probablemente preferible 

tratar a todas las vacas (que cumplan los criterios de selección) con antibióticos que 

evitar los antibióticos completamente (Duque et al., 2021).  

2.14. Metodologías para evaluar la actividad antibacteriana.  

Los métodos laboratoriales utilizados de manera estandarizada para la 

determinación de la susceptibilidad de un microorganismo en cuestión son dos 

fundamentalmente, difusión de discos en agar sólido mediante lo establecido por 

Kirby-bauer el cual tiene variantes en dependencia del estado físico del agente 

antimicrobiano, y el método de microdilusion en placa (Trisia et al., 2018).  

Los resultados dependerán del microorganismo probado, la concentración del 

fármaco probado y las categorías interpretativas señaladas por parte del CLSI 

quienes proponen los lineamientos en las pruebas de susceptibilidad de diversos 
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microorganismos y su capacidad de resistir a una concentración mínima de un 

fármaco en cuestión (Montero et al., 2018).  

Tradicionalmente la técnica del antibiograma considera también como difusión de 

disco, bajo los lineamientos del procedimiento de Kirby Bauer ha sido el que se ha 

utilizado en mayor medida en todos los laboratorios a nivel mundial ya que esta 

metodología es sencilla, practica y rápida, cuya interpretación se encuentra en 

función a los valores de las áreas de inhibición del crecimiento bacteriano y las 

medidas que categorizan la susceptibilidad un agente patógeno según lo establecido 

por el CLSI, aunque cuando se ha probado concentraciones mínimas de agentes 

antimicrobianos en estado liquido se ha utilizado la variante de este método en 

donde se ha propuesto la formación de pocillos en el agar solido (Carrillo et al., 

2020).  

Es recomendable que se utilice una concentración de una población bacteriana 

definida para evitar interacciones erróneas entre la concentración del fármaco y la 

cantidad de bacterias por mL, evitando obtener valores irreales de las zonas de 

inhibición, generalmente se realiza una calibración del factor de turbidez de 

MacFarland (1x108 UFC/mL ) (Galatiuk et al., 2020). 

2.14.1. Método de difusión.  

Es un método cuantitativo que permite obtener medidas precisas del nivel de 

inhibición que presenta agente químico o farmacológico cuando inhibe el 

crecimiento de un microorganismo, estas medidas deben ser correlacionadas con 

las categorías interpretativas de susceptibilidad puntualizadas por el CLSI el cual 

permite establecer si un agente bacteriano es sensible, resistente o medianamente 

resistente.   

El fundamento de la técnica aplicada se origina con la utilización de discos de papel 

filtro de Whatman impregnados con una concentración determinada de antibiótico 

los cuales son sembrados en la superficie del agar Müeller Hinton posteriormente 

que se halla sembrado una dilución de bacterias que pretenden ser estudiadas 

(Mohamed et al., 2019).   

Los puntos de corte para la lectura de un antibiograma se detallan a continuación 

(Cantón, 2020): 
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• Sensible: una cepa bacteriana se define como sensible cuando en los 

ensayos de susceptibilidad es inhibido por la concentración mínima estipulada por 

el CLSI de un fármaco en cuestión fundamentada en la medida del halo encontrado, 

este hallazgo garantiza el éxito terapéutico.  

• Intermedio: Se cataloga como intermediamente resistente a la cepa 

bacteriana que puede ser inhibida en las pruebas in vitro con una medida 

relativamente ajustada al punto de corte, sin embargo, en las pruebas in vivo debe 

considerarse que no se obtendrá el nivel terapéutico deseado o resulta ser incierto.   

• Resistente: El punto de corte y la medida del halo de inhibición del 

crecimiento bacteriano obtenida permite establecer este criterio, considerando que 

una cepa es resistente cuando la concentración del fármaco estudiado no es la 

suficiente para inhibir completamente a la bacteria, generalmente las probabilidades 

de éxito terapéutico son nulas (Meroni et al., 2020). 

2.14.2. Métodos de filtración por membrana.  

Es una técnica que se utiliza para filtrar partículas microscópicas de muestras de 

cultivos en caldo o agua contaminada, esta técnica tiene la ventaja de separar 

componentes en función al tamaño del poro y el requerimiento, la técnica se 

fundamenta en el uso de una membrana que cumple la función de un microtamiz, 

esta membrana posee un poro de un tamaño determinado, esta membrana se 

encuentra en medio de una circuito de vacío o succión y el fluido a filtrar, la 

cantidad de filtrado y la fuerza de vacío serán establecido por el técnico 

microbiólogo y el procedimiento a realizarse (Soto et al., 2020).  

Figura  4.  

Porosidad de la membrana y su relación en la retención de partículas 

 

Nota. Tomado de T.C.I. (2009).  
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Otro uso que determina esta técnica es la esterilización mediante la retención de 

microorganismos y solidos contaminantes, en donde el mínimo requerido de 

tamaño de poro para este aplicativo es un poro de 0.22µm. (Jaimes, 2018).  

2.14.3. Microfiltración.  

2.14.3.1. Porosidad de la membrana. 

La técnica de microfiltrado por vacío requiere la utilización de una membrana cuyas 

características debe cumplir con ciertos requerimientos en función a las actividades 

propuestas, considerando que su principal función se asemeja a la de un tamiz en 

donde permite el filtrado de ciertas partículas, esta retención esta determinada 

principalmente por el tamaño en la porosidad de la membrana que se encuentre 

definido, en el mercado se pueden hallar membranas de filtrado con numerosas 

medidas de poros conociendo que pueden determinarse medidas entre 0,025µm, 

1µm pudiendo llegar hasta 8µm, se sabe que las medidas mas reducidas de poros  

generalmente suelen utilizarse para procedimientos de biología molecular como la 

microdíalisis de complejos proteicos del ADN, también para filtración de ácidos 

nucleicos y determinantes proteicas, así como también se puede utilizar como un 

filtro esterilizante mediante la retención de partículas contaminantes de diferentes 

índoles (Gomez et al., 2019).  

2.14.3.2. Compatibilidad química  

La filtración mediante la utilización de micromembranas de filtrado en el campo 

investigativo también puede utilizarse con propósitos de separación de soluciones 

y estandarización de complejos, un claro ejemplo es la separación de sustancias que 

químicamente no suelen ser tan compatibles, que sin embargo se encuentran 

fusionadas en una solución, dentro de esta las soluciones liquido-gaseosas,fluidos 

con diferencia en su densidad, etc, convenientemente se puede hallar de manera 

comercial membranas de microfiltrado con afinidad química por ciertas sustancias, 

un ejemplo son las membranas hidrofóbicas o Flooropore las cuales permite retener 

o filtrar sustancias a partir de muestras de solventes orgánicos, otro ejemplo son las 

membranas que filtran en menor medida las proteínas de gran tamaño como las 

Durapore, en términos generales existen muchas membranas con distintos niveles 

de utilidad y aplicación  (Herrera & Méndez, 2021).  
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2.15. Espectrofotometría.  

Es un ensayo laboratorial el cual se fundamenta en determinar la cantidad de 

absorbancia que contiene una muestra a analizar, el principio de esta técnica se 

fundamenta en la retención de luz que se fija entre un rayo de luz y un sensor, 

considerando que es fundamental considerar la densidad de la muestra determinada 

por disolución, esto nos permite saber la cantidad de solutos suspendidos en una 

solución. (Valladares, 2020).  

La espectrofotometría mide principalmente la cantidad de luz con espectro UV 

visible que atraviesa un fluido compuesto, existen determinantes para su 

determinación como la longitud de onda, y la calibración de la absorbancia, además 

de las características físicas de la muestra como pH, constante dieléctrica, fuerza 

iónica, densidad proteica, coloración etc., es una metodología determinante y 

fundamental para observar la cinética molecular de un fluido (Martínez, 2019).  

2.15.1. Transmisión de la espectrofotometría. 

Es un factor o un parámetro que indica la cantidad de luz emanada y la cantidad de 

luz recibida por el sensor cromófobo, el mismo que detecta la cantidad de luz 

recibida y la cantidad de luz retenida por la muestra, este parámetro es considerado 

de manera proporcional, sin embargo es importante destacar que el porcentaje de 

transmisión no es paralelo a la concentración de un soluto presente en la muestra, 

por que se debe considerar su cálculo logarítmico inverso (Restrepo, 2021).  

2.15.2. Absorbancia de la espectrofotometría. 

Entre las características y parámetros que se determinan en los ensayos la 

absorbancia es un factor vinculado a la muestra, este se determina en dependencia 

de cuanta luz logro absorber la misma, logarítmicamente se determina como el 

factor calculable de la transmisión (Rojas et al., 2022). 
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CAPITULO III 

3. MARCO METODOLÓGICO 

3.1. UBICACIÓN DEL EXPERIMENTO 

3.1.1. Localización de la investigación 

Tabla 8.  

Localización de la investigación.  

País Ecuador 

Provincia Bolívar 

Cantón Guaranda 

Parroquia Gabriel Ignacio Veintimilla 

Sector Km 1 ½ vía San Simón  

 

3.1.1.1. Situación geográfica y climática. 

Tabla 9.  

Situación geográfica del lugar de la investigación. 

Parámetros Geográficos del laboratorio 

Altitud 2608.00 metros 

Latitud 1°36'20"S 

Longitud 79°00'02"O 

Temperatura máxima 20 º C 

Temperatura mínima 10 º C 

Temperatura media anual 14° C 

Precipitación media anual 1620 mm3 

Humedad relativa (%) 70 % 

Nota. Tomado de INAMHI (2019) 
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3.1.1.2. Zona de vida 

Los datos de sistematización de zonas de vida publicados el geólogo dr. Leslie 

Holdridge, la zona cantonal de Guaranda se clasifica como una formación Bosque 

Húmedo Montano Bajo (Holdridge, 1967). 

3.2. Metodología  

3.2.1. Material experimental 

• Bacillus spp 

• Bacillus subtilis ATCC 6051   

• E coli 

• Klebsiella spp 

• Staphylococcus aureus  

3.2.2. Factores en estudio 

Mediante difusión directa en placa y difusión del filtrado se utilizó al Bacillus spp 

tipo silvestre y Bacillus subtillis ATCC 6051 como agente antagónico de 

Staphylococcus aureus, E coli, y Klebsiella spp. aisladas de infecciones 

intramamarias (mastitis). 

• Factor A  

A1= Método de difusión directa  

A2 = Método de difusión del filtrado  

• Factor B 

B1= Cepas de Bacillus subtillis 100 µL  

B2= Cepas de Bacillus spp tipo silvestre 100 µL 

• Factor C 

C1= Cepas de Escherichia coli 

C2= Cepas de Klebsiella spp 

C3= Cepas de Staphylococcus aureus  
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3.2.3. Tratamientos 

Tabla 10.  

Descripción de la interacción de factores y tratamientos en estudio. 

Tratamiento Interacción Descripción 

0 - Discos de Neomicina + aislados patógenos 

1 a1b1c1 
Difusión directa + Cepas de Bacillus subtillis + Cepas 

de Escherichia coli 

2 a1b1c2 
Difusión directa + Cepas de Bacillus subtillis + Cepas 

de Klebsiella spp 

3 a1b1c3 
Difusión directa + Cepas de Bacillus subtillis + Cepas 

de Staphylococcus aureus 

4 a1b2c1 
Difusión directa + Cepas de Bacillus s spp tipo 

silvestre + Cepas de Escherichia coli 

5 a1b2c2 
Difusión directa + Cepas de Bacillus spp tipo silvestre 

+ Cepas de Klebsiella spp 

6 a1b2c3 
Difusión directa + Cepas de Bacillus spp tipo silvestre 

+ Cepas de Staphylococcus aureus 

7 a2b1c1 
Difusión del filtrado + Cepas de Bacillus subtillis + 

Cepas de Escherichia coli 

8 a2b1c2 
Difusión del filtrado + Cepas de Bacillus subtillis + 

Cepas de Klebsiella spp 

9 a2b1c3 
Difusión del filtrado + Cepas de Bacillus subtillis + 

Cepas de Staphylococcus aureus 

10 a2b2c1 
Difusión del filtrado + Cepas de Bacillus spp tipo 

silvestre + Cepas de Escherichia coli 

11 a2b2c2 
Difusión del filtrado + Cepas de Bacillus spp tipo 

silvestre + Cepas de Klebsiella spp 

12 a2b2c3 
Difusión del filtrado + Cepas de Bacillus spp tipo 

silvestre + Cepas de Staphylococcus aureus 

Nota. Experimental Quincha & Galeas (2023). 

 

3.2.4. Tipo de diseño 

• Se desarrolló un diseño con arreglo factorial de tres factores, para observar 

el comportamiento en los ensayos antimicrobianos, con ayuda del siguiente 

modelo;YIJK=M+ai+Bj+yK+aBij+ayik+Bγjk+aBγjk+EijK 
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Donde:  

M: es el valor promediado de manera general de la investigación. 

ai: Referencia del resultado provocado por el i-ésimo nivel del factor A. 

Bj: Referencia del resultado provocado por el j-ésimo nivel del factor B. 

yk: Referencia del resultado provocado por el k-ésimo nivel del factor C. 

αBij: simboliza el resultado de interacción de la combinación ij. 

aγik: Referencia del resultado provocado por la interacción en la composición ik. 

Bγjk: Referencia del resultado provocado por la interacción en la composición jk. 

aBγjk: Referencia del resultado provocado por la interacción en la composición ijk 

Eijk: error circunstancial, con μ=0 y σ2=Constante, que son independientes sí. 

• Prueba de Tukey al 5%, con la ayuda del siguiente modelo matemático; 

W = q x√
CME

R
 

Donde: 

q: amplitud total estudentizada, valor que se obtiene de la tabla Tukey. 

CME: cuadrados medios con el error experimental 

R: Valor de las repeticiones de los promedios de los tratamientos a ser comparados. 

3.2.4.1. Características analíticas del diseño.  

Tabla 11.  

Características numéricas del diseño.  

Tratamientos experimentales 12 

Número de bloques (aislados) 5 

Tamaño de la U.E. 100 µL 

Aislados totales (3 géneros) 15 

Número total de análisis  60 

Nota. Experimental Quincha & Galeas (2023). 
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3.2.4.2. Desarrollo del ANOVA 

Tabla 12.   

Paramétricas del Análisis de varianza (ANOVA).  

Fuente de Variación  Formula GL G.L 

Fac. A a – 1 1 

Fac. B b – 1 1 

Fac. C c - 1 2 

AxB (a - 1) (b-1) 1 

AxC (a-1) (c-1) 2 

BxC (b-1) (c-1) 2 

AxBxC (a-1) (b-1) (c-1) 2 

Error A*b*c (n-1) 48 

Total  Abcn-1 59 

Nota. Experimental Quincha & Galeas (2023). 

 

3.2.5. Manejo del experimento 

• Reanimación de las bacterias en estudio: 

Las cepas en estudios, se obtuvieron del cepario existente en el laboratorios general 

de la facultad de Ciencias Agropecuarias de trabajos investigativos anteriormente 

realizados, donde se tomó el criovial que contiene a la bacteria a estudiar 

conservada a 2°C en una solución Broth nutriente + glicerina, la correcta 

manipulación de dicho criovial inició con la exposición a temperatura ambiente 

para un correcto proceso de destiemple térmico, después, se introdujeron los 

crioviales seleccionados a la incubadora a 37°C por el lapso de 1 hora, transcurrido 

este periodo de tiempo se suspendió 100 µL en el caldo utilizado como medio de 

cultivo (MR-VP),  luego se procedió a incubar por 24 hora a 37°C, para la obtención 

de cepas totalmente revitalizadas, en lo referente al Bacillus subtilis ATCC 6051, 

fue obtenido e importado mediante la casa comercial MEDIBAC, y se reanimó 

en función a las instrucciones del distribuidor de la patente.  

La resiembra o cultivos secundarios se realizaron una vez transcurrido el periodo 

de incubación de 24 – 48 horas, en donde se inició con la preparación de medios de 
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cultivos; Agar MacCkey (Enterobacterias), Agar sal-manitol (S. aureus), Agar 

tripticasa soja y lactobacilli MRS Broth (Bacillus sp.), donde se suspendió 100 µL 

del cultivo anteriormente mencionado, con la ayuda de un hisopo estéril se difundió 

por toda la superficie del agar, posteriormente se incubó por 24 horas a 37°C.  

• Obtención del filtrado.  

Para la obtención del filtrado microbiano se tomó 1000 µl del cultivo inicial 

bacteriano en caldo de Bacillus spp. Tipo silvestre y Bacillus subtilis ATCC 6051 

(broth MRVP y MRS), separando 1 mL en viales Eppendorf, posteriormente cada 

vial se sometió a centrifugación a 6000 rpm/minuto durante al menos de 5 a 8 

minutos, posteriormente se realizó el filtrado del paquete liquido con un circuito 

Millipore por medio del uso de una membrana de microfiltración de 0.22 µm 

(Millipore) (Cizeikiene et al., 2013).  

• Evaluar la susceptibilidad. 

Se evaluó la susceptibilidad de las cepas en estudio mediante dos metodologías 

establecidas por Kirby Bauer; Difusión directa y la difusión del filtrado de cultivos 

en Broth. El método de difusión para establecer la susceptibilidad se realizó 

mediante difusión en agar por pocillo, en agar Müeller-Hinton se cultivó cepas con 

un ajuste de 0.5 McFarland, de S. aureus, E. coli y Klebsiells spp. aisladas de 

muestras de mastitis bovina, previo a su cultivo, se realizó pocillos de alrededor de 

6 mm en el medio de cultivo (MH) utilizando un microtubo de vidrio de dicha 

medida, luego de la inoculación se depositó 100 µL de Bacillus spp. tipo silvestre 

y Bacillus subtilis ATCC 6051 para la definición de los métodos difusión directa y 

difusión del filtrado respectivamente, se dejó reposar por 10 minutos a temperatura 

de refrigeración (2-4°C), luego se incubó por 24 h a 37°C. 

• Medir la curva de crecimiento de Bacillus spp. tipo silvestre y Bacillus 

subtilis ATCC 6051. 

Se procedió a medir mediante un espectrofotómetro nanodrop, el cual midió la 

cantidad de absorbancia (ABS%) en cada uno de los cultivos bacterianos que se 

utilizaron como agentes antagónicos (Bacillus spp. tipo silvestre y Bacillus subtilis 

ATCC 6051) del crecimiento de S. aureus, E. coli y Klebsiells spp, esto con la 

finalidad de evaluar cual de los dos géneros bacterianos “benéficos” expresaron una 
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cinética de crecimiento mas eficiente en cada una de sus fases de crecimiento, en 

función al tiempo de incubación (Castañeda & Sánchez, 2016). En primera 

instancia se realizó caldo de cultivo estéril (Broth MRS y MR-VP), el mismo que 

se inoculó con los Bacillus considerados y que tenía un periodo de incubación 

previo para determinar el máximo de absorbancia (ABS%), así mismo se utilizó los 

cultivos sin crecimiento para calibrar el espectrofotómetro o trazar la medición de 

cero, las mediciones se realizaron cada 4 H hasta cumplirse las 28 H de medición.  

3.2.6. Métodos de evaluación y datos a tomarse 

• Reanimación de Bacillus spp: es una variable de tipo independiente, la 

cual se midió de manera subjetiva en función al tipo de Bacillus Grampositivo que 

se consideraron para las pruebas de susceptibilidad, ya que se realizaron utilizando 

al Bacillus subtilis ATCC 6051 y Bacillus spp., tipo silvestre mediante el 

crecimiento en el medio MRS.  

• Efecto inhibitorio: variable de tipo dependiente, que se evaluó tomando en 

cuenta el efecto inhibitorio que posee los dos tipos de Bacillus con la finalidad de 

incidir en el crecimiento de un patógeno provocando su inhibición, dicha variable 

se desarrolló mediante el registro de las medidas de los diámetros de las zonas de 

inhibición en el antagonicograma.  

• Susceptibilidad: variable dependiente que se evaluó comparando las zonas 

de inhibición con los puntos de corte establecidos por Dimitrov & Gigova, (1978), 

considerándose resistentes evidencias de halos ≤ 12 mm, medianamente sensibles 

medidas de 13 – 17 mm y sensibles halos de ≥ 18 mm.  

• Curva de crecimiento: Método de evaluación dependiente, la que se 

registró considerando la medición del crecimiento de los Bacillus Gram positivos 

antes mencionados, con espectrofotometría a las 0, 4, 8, 12, 16, 24 y 28 horas, 

midiendo la absorbancia (ABS %), con una longitud de onda calibrada en 560- 600 

nanometros, y el factor calibrado a 0.9. según lo citado por (Agudelo et al., 2016).  

3.2.7. Análisis de dato  

La operacionalización de los resultados se realizó en el programa estadístico SPSS 

aplicando las herramientas del diseño trifactorial. 
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CAPÍTULO IV 

4. RESULTADOS Y DISCUSIONES  

4.1. INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS 

4.1.1. Reanimación de cepas de Bacillus spp. tipo silvestre  

Tabla 13.  

Reanimación y caracterización de Bacillus spp., aislados de mastitis bovina.  

No Código 
Crecimiento en caldo MRS  

Si  No 

1 D002PD  ✓ 

2 EA013AD  ✓ 

3 AR005AI  ✓ 

4 AR006AD  ✓ 

5 AR007AD  ✓ 

6 AR011PD ✓  

7 AR012AI  ✓ 

8 AR023AI  ✓ 

9 AR026PD ✓  

Total 2 7 
Nota. MRS: caldo de crecimiento bacteria M.R.S (Man, Rogosa y Sharpe). 

 

Figura  5.  

Porcentaje de reanimación de Bacillus spp., en caldo MRS.  

 

Nota. MRS: caldo de crecimiento bacteria M.R.S (Man, Rogosa y Sharpe). 

De la batería de bacterias se seleccionaron los viales de criopreservación de Bacillus 

spp., tipo silvestre aislados de mastitis bovina en la investigación de Mazón & 

Mazón (2022), considerando que para la presente investigación del total de aislados 

se utilizaron 2 cepas (22.22%) que fueron caracterizadas como productores de ácido 

láctico, mediante la utilización del caldo de cultivo MRS apropiado para el 

crecimiento de bacterias ácidos lácticas, mientras que 7 aislados (77.78%) restante 

no se lograron reanimar  en dicho medio de cultivo, por lo cual no se consideraron 

para estudio.  

22.22%

77.78%
Si

No

0.00% 10.00% 20.00% 30.00% 40.00% 50.00% 60.00% 70.00% 80.00% 90.00%

Si No
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4.2. Estudio de varianza del efecto inhibitorio de los tratamientos en estudio 

de Bacillus frente patógenos comunes causantes de mastitis bovina.  

Tabla 14.  

Estudio de la interacción de los tratamientos en estudio mediante diseño factorial 

con arreglo de tres factores. 

FV GL SC CM F-Valor Sig. 

Modelo corregido 11 4911.383a 446.489 377.315 0.000** 

Intersección 1 11288.817 11288.817 9539.845 0.000** 

A (Dd:Df) 1 487.350 487.350 411.845 0.000** 

B (Bs:B) 1 3985.350 3985.350 3367.901 0.000** 

C (Ec:K:Sa) 2 103.233 51.617 43.620 0.000** 

A * B 1 0.817 0.817 0.690 0.410NS 

A * C 2 176.700 88.350 74.662 0.000** 

B * C 2 85.900 42.950 36.296 0.000** 

A * B * C 2 72.033 36.017 30.437 0.000** 

Error 48 56.800 1.183   

Total 60 16257.000 
           R2 = 0.989 (R2 ajustada = 0.986) 

Total corregido 59 4968.183 

Nota. **: Diferencias estadificas altamente significativas, Factor A: (Dd: difusión directa, Df: 

difusión del filtrado), Factor B: (Bs: Bacillus subtilis ATCC 6051, B: Bacillus spp tipo silvestre), 

Factor C (Ec: Escherichia coli, K: Klebsiella spp., Sa: Sataphylococccus aureus). 

 

Mediante el procedimiento del cálculo del ADEVA del diseño factorial con arreglo 

de tres factores podemos determinar que existió un efecto estadístico altamente 

significativas (P<0.01) observado hacia el modelo corregido y la intersección de 

los siguientes factores (A*C, B*C y A*B*C), interpretando de tal modo que la 

interacción de los factores determinaron parámetros de inhibición diferentes en el 

antibiograma realizado frente a los patógenas (Staphylococcus aureus, Klebsiella 

spp y E coli,) consideradas para el estudio, así mismo, observamos que los métodos 

(difusión directa y difusión del filtrado) utilizados, expresaron un efecto estadístico 

altamente significativo, demostrando que el método de difusión directa versus la 

difusión del filtrado expresaron distinto efecto inhibitorio. 

Al analizar la asociación existente entre el factor A * factor B (método de difusión 

* tipo de Bacillus), observamos que no se exhibió un efecto estadístico significativo 

(p>0.05), demostrando que al aplicar cada uno de los métodos en donde se utilizó 
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al Bacillus spp., tipo silvestre se obtuvo un similar efecto inhibitorio,  de igual 

manera al observar el comportamiento del Bacillus subtilis ATCC 6051 podemos 

inferir que, independientemente del método de difusión utilizado, el diámetro de las 

zonas de inhibición propiciadas por los agentes antagónicos mencionados fueron 

similares sobre las unidades experimentales consideradas para el estudio.  

Con un R2 del 98% otorgando confiabilidad y admisión a los resultados obtenidos 

durante la experimentación. 

En la investigación de Fuentes et al. (2022) de la actividad antimicrobiana de 

Bacillus subtilis contra S entérica, quien aplicó un DCA con arreglo de 3 factores, 

en donde obtuvo divergencias estadísticas en los efectos inhibitorios (**) de los 

microrganismos en estudio por el método (difusión directa y difusión del filtrado) 

aplicado. Comparativamente se observó el mismo efecto inhibitorio durante la fase 

experimental del presente trabajo investigativo probado mediante un arreglo 

factorial.  

Tabla 15. 

Comparativa de los promedios según Tukey al 5% de los valores registrados de 

las zonas de inhibición en cada interacción factorial.   

Tratamientos 
Subconjunto 

1 2 3 4 5 6 7 8 

6 = (Dd+B+Sa) 0.60        

5 = (Dd+B+K) 0.80        

10 = (Df+B+E)  5.00       

4 = (Dd+B+E)  6.40       

11= (Df+B+K)   9.00      

12 = (Df+B+Sa)    11.60     

1 = (Dd+Bs+E)     16.60    

2 = (Dd+Bs+K)      20.40   

3 = (Dd+Bs+Sa)      20.40   

7 = (Df+Bs+E)      20.80   

8 = (Df+Bs+K)       24  

9 = (Df+Bs+Sa)        29 

Nota. Los promedios agrupados en el mismo subconjunto no son estadísticamente diferentes. Dd: 

difusión directa, Df: difusión del filtrado, Bs: Bacillus subtilis ATCC 6051, B: Bacillus spp tipo 

silvestre, Ec: Escherichia coli, K: Klebsiella spp., Sa: Sataphylococccus aureus. 
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Al comparar los promedios obtenidos se evidenció que T9 exhibió la mayor medida 

del área de inhibición con una media de 29 mm, el cual expresó diferencias 

significativas en relación con los otros promedios, siguiéndole el T8 con un 

promedio de 24 mm, adicionalmente los T7, T3 y T2 son estadísticamente iguales 

con un promedio comparativo igual a 20.80 mm, 20.40 mm y 20.40 mm 

individualmente en la medida del diámetro del área de inhibición. Adicionalmente 

el T1 T12 y T11 se consideran estadísticamente diferentes a los promedios de los 

otros tratamientos, los cuales exhibieron un promedio de 16.60 mm, 11.60 mm y 

9.00 mm en el diámetro del área de inhibición respectivamente, asi mismo el T4 y 

T10, son considerados estadísticamente iguales, ya que comparten el mismo 

subconjunto, estos obtuvieron promedios de 6.40 mm y 5.00 mm en la medición 

del área de inhibición respectivamente.  

Finalmente, el subconjunto 1 determinado por el T5 y T6 obtuvieron los menores 

promedios en las medidas del área de inhibición, encontrándose que son 

estadísticamente iguales con promedios de 0.80 mm y 0.60 mm respectivamente.  

Figura 6.  

Medias marginales estimadas de las medidas de las áreas de inhibición (mm) de 

los tratamientos experimentados.   

Nota. Las medias marginales expresan las medidas de tendencia central considerando la medida del 

área de inhibición de cada tratamiento estudiado. 
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En la investigación de Fuentes et al. (2022) de la actividad antimicrobiana de 

Bacillus subtilis frente a S entérica, mediante la técnica de Kitby-Bauer bajo los 

métodos de difusión directa y difusión del filtrado manifestó una media de 18 

milímetros, comprendidos como el área de inhibición. Comparativamente son 

valores inferiores en relación con los obtenidos en la actual experimentación debido 

a que el resultado inhibitorio propiciada por Bacillus subtilis ATCC 6051 por el 

método de difusión directa y difusión del filtrado frente a las enterobacterias 

Escherichia coli y Klebciella spp estuvo entre los rangos desde 16.60 hasta 24 mm 

de zona de inhibición. 

Pedraza et al. (2020) en su estudio del mecanismo de acción de Bacillus spp., contra 

microorganismos patógenos, menciona que Bacillus spp., produce péptidos de 

síntesis ribosomal (RiPPs), los cuales generan Amilociclina y Mersacidina, que son 

considerados como los principales responsables de la actividad antagónica contra 

Escherichia coli y Staphylococcus spp., otra de las características benéficas es que 

los compuestos antimicrobianos pueden estar presente en el filtrado o sobrenadante 

de un caldo cultivo. Concordando con lo antes mencionado ya que ponemos en 

evidencia científica que no es necesario el uso de la cepa viva para obtener un efecto 

inhibitorio. 

4.2.1. Estudio de la susceptibilidad de Escherichia coli frente a Bacillus spp., 

tipo silvestre y Bacillus subitilis ATCC 6051.  

Tabla 16.  

Susceptibilidad de Escherichia coli causante de mastitis bovina frente a Bacillus 

spp., tipo silvestre y Bacillus subtilis ATCC 6051.  

               Tra 

Rep 

T1 T4 T7 T10 

Med. Sus. Med. Sus. Med. Sus. Med. Sus. 

1 (D003PI) 19 S 6 R 19 S 4 R 

2 (EA006PI) 17 M.S. 8 R 22 S 5 R 

3 (AR001AD) 16 M.S. 5 R 20 S 5 R 

4 (AR013PI) 15 M.S. 6 R 21 S 4 R 

5 (D002PI) 16 M.S. 7 R 22 S 7 R 

Nota. Tra: tratamientos, Rep: repeticiones, Med.: medidas de los halos de inhibición, Sus.: 

susceptibilidad, S: sensible, MS: medianamente sensible R: resistente. 
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Cuando existe evidencia de medidas de halos ≤ 12 mm el aislado bacteriano se 

considera como resistente, medianamente sensibles cuando las medidas se 

encuentran entre 13 mm – 17 mm y sensibles cuando existen medidas de ≥ 18 mm 

(Dimitrov & Gigova, 1978).  

De acuerdo con los resultados obtenidos, los 5 aislados de Escherichia coli se 

fueron sensibles en la interacción con Bacillus subtilis ATCC 6051 mediante el 

método de difusión del filtrado (T7), mientras que dicha bacteria en la interacción 

del método de difusión directa (T4) tan solo un aislado de Escherichia coli fue 

sensible, y los 4 aislados restantes se manifestaron como medianamente sensibles.  

Los 5 aislados de Escherichia coli frente Bacillus spp., tipo silvestre tanto en el 

método de difusión directa (T4) como difusión del filtrado (T10) se exhibieron 

como resistentes, ya que obtuvieron valores menores a 12 mm del área de 

inhibición. 

Figura 7.  

Proporción de la susceptibilidad de E coli causante de mastitis bovina, frente a 

Bacillus spp., tipo silvestre y Bacillus subtilis ATCC 6051.  

 

Nota. S: sensible, MS: medianamente sensible, R: resistente. Dd: difusión directa, Df: difusión del 

filtrado. Bs: Bacillus subtilis ATCC 6051, B: Bacillus spp., tipo Silvestre. 

 

En la investigación de Manafi et al. (2017) sobre la eficacia de Bacillus subtilis y 

su actividad antimicrobiana contra Escherichia coli intestinal, quienes utilizaron un 

inoculo de bacterias de 0.5 mL en caldo nutritivo, el cual contenía 108 UFC/mL de 

Escherichia coli, observaron que B. subtilis disminuyó significativamente la 

población de E. coli a nivel cecal. Concordando con los antes citado, ya que Bacillus 

subtilis ATCC 6051 presentó un mayor porcentaje inhibitorio versus a Bacillus 

spp., tipo silvestre enfrentado a E coli que originan cuadros mastíticos. 
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4.2.1.1. Ensayo comparativo de la actividad antibacteriana entre 

Bacillus y Neomicina contra E coli que originan cuadros mastíticos.  

Tabla 17.  

Test de normalidad entre los tratamientos en estudio versus a Neomicina de 30µg 

contra E coli que originan cuadros mastíticos.  

Test de normalidad 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Estadístico gl Sig. Estadístico  gl Sig. 

Halos inhibición 0.153 25 0.134 0.911 25 0.032* 

Nota. *: Divergencias estadísticas.  

 

El ensayo estadístico de Shapiro-Wilk manifestó la existencia de divergencias 

estadísticas significativas entre los efectos inhibitorios propiciados los tipos de 

Bacilos y el efecto de la Neomicina a 30µg. 

Tabla 18.  

Resultados del promedio del área de inhibición del tratamiento testigo (T0: 

Neomicina a 30µg) contra E coli que originan cuadros mastíticos. 

Repeticiones Halo de inhibición (mm) 

1 (D003PI) 13 

2 (EA006PI) 12 

3 (AR001AD) 10 

 4 (AR013PI) 11 

 5 (D002PI) 12 

X̅ 11.60 

Nota. X̅: promedio o media aritmética. 

 

Los resultados del antibiograma (Kirby-Bauer) donde se utilizó Neomicina a 30µg   

contra E coli expresaron una media general de 11.60 milímetros en las medidas de 

las áreas de inhibición, comparados con las medidas de las categorías interpretativas 

del CLSI (2020), quien expresa que cuando hay evidencia de áreas de ≤ 12 mm en 

el área inhibitoria, E coli es resistente, deduciendo de tal modo que el 100% de los 

patógenos estudiados son resistentes a dicha concentración. 
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Comparativamente los efectos inhibitorios detallados de la tabla 15 y tabla 16 

versus lo obtenido como áreas de inhibición de la tabla 17 observamos que la 

inhibición bacteriana propiciada por el Bacillus spp., tipo silvestre versus 

Neomicina de 30µg fue inferior debido a su limitado espectro antimicrobiano, sin 

embargo, la inhibición bacteriana propiciada por Bacillus subtilis ACTT 6051 

versus Neomicina 30 µg fue superior, tanto en la difusión directa como la difusión 

del filtrado. 

Mohamed & Dawod, (2016) en su  investigación sobre la susceptibilidad 

antimicrobiana de patógenos que provocan mastitis en vacas lecheras en Egipto, 

aislaron 112 diferentes géneros bacterianos, donde Escherichia coli se aisló en un 

32.14%, al realizar el antibiograma observó un 50% de sensibilidad en dichos 

aislados, mientras que el otro 50% restantes se exhibieron como resistente a la 

Neomicina de 30 µg. Difiriendo de lo antes mencionado ya que por parte de 

Bacillus subtilis ATCC 6051 en el antibiograma inhibió en mayor medida a E coli 

en relación a Neomicina de 30 µg, poniendo en manifiesto nuevos hallazgos 

inhibitorios propiciados por terapias alternativas, que pueden contribuir para la 

mitigación de la resistencia antimicrobiana de la mastitis.  

4.2.2. Estudio de la susceptibilidad de Klebsiella spp., frente a Bacillus spp., 

tipo silvestre y Bacillus subitilis ATCC 6051.  

Tabla 19.  

Susceptibilidad de Klebsiella spp., causante de mastitis bovina frente a Bacillus 

spp., tipo silvestre y Bacillus subtilis ATCC 6051. 

               Tra 

Rep 

T2 T5 T8 T11 

Halo S Halo S Halo S Halo S 

1 (EA013AI) 20 Ss 0 R 23 Ss 9 R 

2 (EA007PI) 19 Ss 1 R 25 Ss 8 R 

3 (EA008PI) 21 Ss 0 R 23 Ss 10 R 

4 (EA014AD) 22 Ss 2 R 25 Ss 9 R 

5 (AR015PI) 20 Ss 1 R 24 Ss 9 R 

Nota. Tra: tratamientos, Rep: repeticiones, S.: susceptibilidad, Ss: sensible, MS: medianamente 

sensible, R: resistente. 
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Cuando existe evidencia de medidas de halos ≤ 12 mm el aislado bacteriano se 

considera como resistente, medianamente sensibles cuando las medidas se 

encuentran entre 13 mm – 17 mm y sensibles cuando existen medidas de ≥ 18 mm 

(Dimitrov & Gigova, 1978).  

Al comparar los resultados de la tabla 19, podemos determinar que los 5 aislados 

de Klebsiella spp., se mostraron como sensibles a la actividad antimicrobiana 

exhibida por el Bacillus subtilis ATCC 6051, tanto en la aplicación del método de 

difusión directa (T2), como el método de difusión del filtrado (T8), sin embargo, 

los aislados en estudio de Klebsiella expresaron ser resistentes al mecanismo 

antimicrobiano de Bacillus spp., tipo silvestre, mediante el método de difusión 

directa (T5), como la difusión del filtrado (T11.) 

Figura 8.  

Porcentaje de susceptibilidad de Klebsiella spp., causante de mastitis bovina, 

frente a Bacillus spp., tipo silvestre y Bacillus subtilis ATCC 6051. 

Nota. S: sensibles, MS: medianamente sensibles, R: resistentes. Dd: difusión directa, Df: difusión 

del filtrado. Bs: Bacillus subtilis ATCC 6051, B: Bacillus spp., tipo silvestre. 

  

En una revisión científica no se encontraron estudios similares, pero si la utilización 

de otros géneros bacterianos considerados como agentes probióticos. En la 

investigación de Rondón et al. (2019) sobre la actividad antimicrobiana de 

Lactobacillus  spp., productores de ácido láctico contra patógenos causantes de 

cuadros mastíticos en vacas lecheras, en donde observaron que Klebsiella spp., fue 

inhibida en una área de 16 milímetros, siendo valore inferiores al compararse con 

la actual experimentación, tomando en cuenta a los T2 y T8, ya que los resultados 

de la actividad antimicrobiana de Bacillus subtilis ATCC 6051 son superiores en 

relación a los reportados por los autores antes citados.  
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4.2.2.1. Ensayo comparativo de la actividad antimicrobiano de Bacillus 

versus Neomicina contra Klebsiella spp., que originan cuadros mastíticos.  

Tabla 20.  

Test de normalidad entre los tratamientos en estudio versus a Neomicina de 30µg 

contra Klebsiella spp que originan cuadros mastíticos.  

Test de normalidad 
Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Estadístico gl Sig. Estadístico gl Sig. 

Halos inhibición 0.283 25 0.000 0.849 25 0.002** 

Nota. **: Divergencias estadísticas altamente significativas.  

 

El ensayo estadístico de Shapiro-Wilk manifestó la existencia de divergencias 

estadísticas altamente significativas (**) entre los efectos inhibitorios propiciados 

los tipos de Bacilos y el efecto de la Neomicina a 30µg contra Klebsiella spp. 

Tabla 21.  

Resultados del promedio de halo de inhibición del tratamiento testigo (T0: 

Neomicina a 30µg) frente a Klebsiella spp. 

Repeticiones Halo de inhibición (mm) 

1 (EA013AI) 19 

2 (EA007PI) 19 

3 (EA008PI) 20 

4 (EA014AD) 22 

5 (AR015PI) 19 

X̅ 19.8 

Nota. X̅: promedio o media aritmética. 

 

Los resultados del antibiograma (tabla 21) mediante la técnica de kirby-Bauer de la 

susceptibilidad de Klebsiella frente a Neomicina a una concentración de 30µg 

expresaron una media general de 19.8 milímetros en las medidas de las áreas de 

inhibición, comparados con las medidas de las categorías interpretativas del CLSI 

(2020), quienes expresan que cuando hay evidencia de áreas de ≥ 12 milímetros en 

el área inhibitoria, Klebsiella spp., es sensible, deduciendo de tal modo que el 100% 

de los aislados estudiados son sensibles a dicha concentración. 
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Comparativamente los efectos inhibitorios detallados en la tabla 19 y tabla 15 

versus los obtenidos como áreas de inhibición de la tabla 21 (T0) observamos que 

la actividad antimicrobiana propiciada por Bacillus spp., tipo silvestre fue inferior 

a la obtenida por Neomicina de 30µg, tanto en el método de difusión directa como 

en la difusión del filtrado, sin embargo, el efecto antimicrobiano propiciado por 

Bacillus subtilis ACTT 6051 fue superior al efecto inhibitorio generado por la 

Neomicina 30 µg, tanto en la difusión directa como la difusión del filtrado, esto 

determinado por la obtención de valores superiores en la zona de inhibición.   

En la investigación de Vásquez et al. (2018) sobre el análisis de susceptibilidad 

antimicrobiana de Neomicina frente a 5 aislados de Klebsiella spp., causantes de 

mastitis bovina, obtuvo que 2 aislados (40%) fueron resistentes a dicha 

concentración, mientras que los 3 aislados (60%) restantes fueron sensibles. 

Discrepando de los antes citado, ya que en la presente investigación los 5 aislados 

fueron sensibles a dicha concentración, debido a que dichos valores de las áreas de 

inhibición obtenidas en los diferentes asilados resultaron superiores a las medidas 

de las categorías interpretativas del CLSI, (2020), sin embargo, al comparar los 

valores de los tratamientos en la zona de inhibición, observamos que los valores de 

las zonas de inhibición de la actividad antimicrobiana del Bacillus subtilis ATCC 

6051 son superiores a los encontrados en el antibiograma de la Neomicina de 30µg. 

4.2.3. Estudio de la susceptibilidad de Staphylococcus aureus frente a Bacillus 

spp., tipo silvestre y Bacillus subitilis ATCC 6051.  

Tabla 22.  

Susceptibilidad de S aureus causante de cuadros mastíticos contra Bacillus spp., 

tipo silvestre y Bacillus subtilis ATCC 6051. 

               Tra 

Rep 

T3 T6 T9 T12 

Halo S Halo S Halo S Halo S 

1 (AR010PI) 20 Ss 1 R 30 Ss 10 R 

2 (AR018PI) 21 Ss  0 R 29 Ss 11 R 

3 (D001AI) 20 Ss 0 R 27 Ss 12 R 

4 (EA003PD) 21 Ss 2 R 29 Ss 12 R 

5 (EA010PI) 20 Ss 0 R 30 Ss 13 MS 

Nota. Tra: tratamientos, Rep: repeticiones, S.: susceptibilidad, Ss: sensible, MS: medianamente 

sensible, R: resistente. 
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Cuando existe evidencia de medidas de halos ≤ 12 mm el aislado bacteriano se 

considera como resistente, medianamente sensibles cuando las medidas se 

encuentran entre 13 mm – 17 mm y sensibles cuando existen medidas de ≥ 18 mm 

(Dimitrov & Gigova, 1978).  

Al comparar los resultados de la tabla 22, podemos determinar que los 5 aislados 

de Staphylococcus aureus se mostraron como sensibles a la actividad 

antimicrobiana exhibida por el Bacillus subtilis ATCC 6051, tanto en la aplicación 

del método de difusión directa (T3), como el método de difusión del filtrado (T9), 

sin embargo,  los 5 aislados en estudio se exhibieron como resistentes al 

mecanismos antimicrobiana de Bacillus spp., tipo silvestre, mediante el método de 

difusión directa (T6), mientras que en el método de difusión del filtrado (T12) se 

mostraron 4 aislados como resistentes y 1 un aislado fue medianamente sensible a 

dicho tratamiento. 

Figura 9.  

Porcentaje de susceptibilidad de Sthaphylococcus aureus causante de mastitis 

bovina, frente a Bacillus spp., tipo silvestre y Bacillus subtilis ATCC 6051. 

 

Nota. S: sensible, MS: medianamente sensible, R: resistente. Dd: difusión directa, Df: difusión del 

filtrado. Bs: Bacillus subtilis ATCC 6051, B: Bacillus spp., tipo silvestre.  

 

Según Kimelman & Shemesh (2019) en su investigación sobre la bifunciones 

probióticas de Bacillus subtilis sobre Staphylococcus aureus formadores de biofilm, 

demostró que Bacillus subtilis afecta a la formación de biopelículas a través de la 

interferencia de señales, mediante la producción de fengycins o surfactin 

originalmente por la expresión de los genes fenA y srfA en dicha bacteria, esto 

produce un incrementando de su susceptibilidad a las bacteriocinas que son 

producidas por el mismo Bacillus subtilis,. Comparativamente se puede corroborar 
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este reporte científico mediante la expresión fenotípica de las áreas de inhibición 

que determinaron como sensible al Staphylococcus aureus que fue sometido al 

enfrentamiento mediante los métodos de difusión directa y difusión del filtrado del 

Bacillus subtilis ATCC 6051. 

Lim et al. (2021) quienes demostraron los efectos probióticos del Bacillus subtilis, 

observaron que el Staphylococccus aureus fue inhibido en un área 

aproximadamente 18 milimetros en el área de inhibición, con relación a este 

hallazgo inferimos que es inferior a lo exhibido en la actual experimentación. 

4.1.4.1. Ensayo comparativo en la actividad antibacteriana entre 

Bacillus versus Neomicina frente S aureus que originan cuadros mastíticos. 

Tabla 23.  

Test de normalidad entre los tratamientos en estudio versus a Neomicina de 30µg 

frente a Staphylococcus aureus causante de mastitis bovina.  

Test de normalidad 
Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Estadístico gl Sig. Estadístico gl Sig. 

Halos inhibición 0.162 25 0.092 0.916 25 0.041* 

Nota. *: Divergencias estadísticas significativas.  

 

El ensayo estadístico de Shapiro-Wilk exhibió la existencia de divergencias 

estadísticas significativas (*) entre los efectos inhibitorios propiciados los tipos de 

Bacilos y el efecto de la Neomicina a 30µg contra S aureus. 

Tabla 24.  

Resultados del promedio de halo de inhibición del tratamiento testigo (T0: 

Neomicina a 30µg) contra S aureus. 

Repeticiones Halo de inhibición (mm) 

1 (AR010PI) 10 

2 (AR018PI) 12 

3 (D001AI) 11 

4 (EA003PD) 12 

5 (EA010PI) 10 

X̅ 11 

Nota. X̅: promedio o media aritmética. 
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Los resultados del antibiograma (tabla24) mediante la técnica de kirby-Bauer de la 

susceptibilidad de Staphylococcus aureus frente a Neomicina a una concentración 

de 30µg expresaron una media general de 11 milimetros en las medidas de las áreas 

de inhibición, comparados con las medidas de las categorías interpretativas del 

CLSI (2020), quienes expresan que cuando hay evidencias de áreas de ≤ 13 

milímetros en el área inhibitoria, S aureus es resistente, deduciendo de tal modo 

que el 100% de los aislados estudiados son resistentes a dicha concentración. 

Comparativamente los efectos inhibitorios detallados en la tabla 22 y tabla 15 

versus los obtenidos como áreas de inhibición de la tabla 24 (T0) se observó que la 

actividad antimicrobiana propiciada por Bacillus spp., tipo silvestre fue inferior a 

la obtenida por Neomicina de 30µg, tanto en el método de difusión directa (T6) 

como en la difusión del filtrado (T12), sin embargo, el efecto antimicrobiano 

propiciado por Bacillus subtilis ATCC 6051 fue superior al efecto inhibitorio 

generado por la Neomicina 30 µg, tanto en la difusión directa (T3) como la difusión 

del filtrado (T9), esto determinado por la obtención de valores superiores en el área 

inhibitoria.  

De acuerdo a lo que Abdul et al. (2014), mencionan en su experimento sobre la 

sensibilidad de diferentes antibióticos frente a 59 aislados de Staphylococcus 

aureus, la Neomicina de 30µg obtuvo un 87.93% de sensibilidad y un 12.07% de 

resistencias con medidas en la zona de inhibición ≤ 13 mm. Comparativamente 

podemos diferir de los antes mencionado, ya que los aislados en estudio fueron 

resistentes a dicho antibiótico, sin embargo, ponemos en manifiesto otra alternativa 

para el control del Staphylococcus aureus causante de mastitis, mediante la 

utilización de los efectos antimicrobianos que posee el Bacillus subtilis ATCC 

6051, ya que se observó buenos patrones inhibitorios.  

4.1.5. Estimación de la cinética de crecimiento de Bacillus spp., tipo silvestre 

y a Bacillus subtilis ATCC 6051. 

El ensayo de la cinética de crecimiento de Bacillus spp., tipo silvestre y Bacillus 

subtilis ATCC 6051 se realizó por medios de espectrofotometría con la ayuda de 

un espectrofotómetro nanodrop, el cual determinó la absorbancia de cada cultivo 
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bacteriano en relación al tiempo de incubación, pudiendo apreciarse que el Bacillus 

subtili ATCC 6051 exhibió mayor absorbancia en la fase exponencial, es decir que 

la replicación bacteriana es mejor en dicha bacteria, asumiendo existe una mayor 

población de bacterias en relación al Bacillus spp., adicionalmente los dos 

microorganismos completaron su fase exponencial partir de las 12 horas, iniciando 

la fase estacionaria, adicionalmente se observó que Bacillus spp., tipo silvestre 

demostró mayor absorbancia a partir de las 14 horas en relación al Bacillus subtilis 

ATCC 6051, es decir que dicha bacteria puede iniciar a su fase estacionaria después 

de las 14 horas de incubación, manifestando que tiene un crecimiento retardado, y 

finalmente la fase declive o muerte se expreso después de las 24 horas.  

Figura 10.  

Curva de crecimiento de Bacillus spp., tipo silvestre y Bacillus subtilis ATCC 6051.   

 

Fuentes et al. (2022) demostró que Bacillus subtilis inicia el cumplimiento de su 

fase exponencial desde las 4 horas de incubación, y las 12 horas la fase estacionaria 

y a partir de las 24 horas un declive o muerte celular, determinando a las 24 horas 

un máximo de absorbancia de 1.34. Comparativamente son valores muy semejantes 

a los percibidos en la actual experimentación, sin embargo, podemos observar que 

Bacillus subtilis ATCC 6051 expresó mayor absorbancia en la fase exponencial 

(0.30) en relación a la investigación citada (0,22), haciendo referencia a una mayor 

población bacteriana por ende se asume que existe la probabilidad de encontrar una 

mayor cantidad de compuestos que le otorgan su actividad antimicrobiana. 

0.09

0.19
0.3

0.4

0…
0.9

1 1.01 1.05 1.09
1

0.9

0.08
0.13 0.19

0.29

0.52

0.83

0.98

1.2 1.25
1.35

1.25
1.1

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

0 2 4 6 8 10 12 14 16 24 26 28

A
b
so

rb
an

ci
a

Tiempo (h) 

CURVA DE CRECIMIENTO

Bacillus subtilis ATCC 6051 Bacillus spp 2



 

 
61 

4.2. COMPROBACIÓN DE LA HIPÓTESIS 

Mediante el ensayo estadístico de H-Kruskal-Wallis utilizado en agrupaciones 

heterogéneos (diferentes métodos, diferentes organismos probióticas y diferentes 

bacterias patógenas), el valor de H-Kruskal-Wallis fue de 47.645 el mismo que a 

nivel de significancia expresa que exhibió divergencias estadísticas altamente 

significativas (**) en la distribución del área inhibitoria al relacionarlas con la 

escala de la actividad antimicrobiana, basándose en dicho análisis refutamos la 

hipótesis nula y aceptamos la hipótesis alterna (Figura 8), que manifiesta lo 

siguiente; Existe actividad antibacteriana in-vitro de Bacillus spp de tipo silvestre 

vs Bacillus subtilis ATCC 6051. frente a E coli, S aureus y Klebsiella spp 

causantes de cuadros mastíticos. 

Figura  11.  

Resumen de la comprobación de hipótesis planteadas en la presente investigación. 

 
 

Tabla 25.  

Frecuencias y Promedios de la interacción de la escala de la actividad 

antimicrobiana de Bacillus spp., en relación con el área inhibitoria.  

Actividad Antimicrobiana 
N 

Diámetro de la 

zona de 

inhibición 

(mm) 

Resistente: ≤ 12 mm 29 

Medianamente Sensible:13-17 mm 5 

Sensible: ≥ 18 mm 26 

Total 60 

Nota. N: número de resultados o unidades experimentales.  
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CAPÍTULO V 

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES  

5.1. Conclusiones  

• El proceso de reanimación aplicado a las cepas identificadas como Bacillus 

spp., tipo silvestre el cual fue aislado de casos positivos de mastitis bovina, 

se realizó en función a las características de crecimiento, ya que como 

focalización de estudio se reanimó solo las cepas que tenían la capacidad de 

producción de acido láctico, esto fue desarrollado con la ayuda del caldo de 

cultivo MRS, el mismo que permitió el crecimiento de solo de Bacillus 

Grampositivos productores de acido láctico. Adicionalmente la reanimación 

del Bacillus subtilis ATCC 6051 se realizó bajo las instrucciones del 

fabricante en caldo nutritivo con digerido pancrático de caseína. 

• Conforme a los resultados obtenidos se pueden deducir que el Bacillus 

subtilis ATCC 6051 posee un efecto antimicrobiano sobre todas las 

bacterias estudiadas, en este sentido de E coli, S aureus y Klebsiella spp. en 

la interacción del antibiograma tanto en la difusión directa como en la 

difusión del filtrado. 

• El Bacillus spp., de tipo silvestre demostró no tener inhibir a las bacterias 

patógenas estudiadas, las cuales fueron; E coli, S aureus y Klebsiella spp. 

en la implementación de los metodos de inhibición de difusión directa y 

difusión del filtrado.  

• La curva de crecimiento analizada nos expresó una marcada diferencia en 

las fases de crecimiento del Bacillus subtilis ATCC 6051 versus al Bacillus 

spp., tipo silvestre, destacando que la patente ATCC6051 posee mayor 

capacidad de crecimiento en la fase exponencial versus al Bacillus spp., de 

tipo silvestre, asumiendo que dicha diferencia esta determinada por la 

capacidad metabólica de cada una de los Bacillus consideras en estudio.  
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5.2. Recomendaciones  

• Realizar un estudio de cromatografía liquida para cuantificar los 

componentes bioactivos como el ácido láctico y bacteriocinas lábiles que se 

encuentran en el microfiltrado del medio de cultivo en caldo de Bacillus 

subtilis ATCC 6051. 

• Estimar la capacidad antimicrobiana de Bacillus subtilis ATCC 6051 frente 

a otros géneros bacterianos causantes de mastitis bovina.  

• Caracterizar molecularmente las cepas de Bacillus spp., de tipo silvestre 

utilizadas en la presente investigación. 

• Incorporar la observación mediante microscopia electrónica ionizada en 

estudios posteriores, con la finalidad de observar el grado de daño 

estructural y patrón de lisis de las bacterias patógenas que expuestas a 

análisis de actividad antimicrobiana.  
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Anexo 1. Mapa de ubicación del lugar de investigación.  

 

Fuente: Google maps, (2022).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Anexo 2. Base de datos de los resultados obtenidos en la investigación. 

Tratamientos 

Repeticiones 

Promedio  1 2 3 4 5 

T1 19 17 16 15 16 16.60 E.c 

T2 20 19 21 22 20 20.40 K. 

T3 20 21 20 21 20 20.40 S.a 

T4 6 8 5 6 7 6.4 E.c 

T5 0 1 0 2 1 0.8 K. 

T6 1 0 0 2 0 0.6 S.a 

T7 19 22 20 21 22 20.8 E.c 

T8 23 25 23 25 24 24 K. 

T9 30 29 27 29 30 29 S.a 

T10 4 5 5 4 7 5 E.c 

T11 9 8 10 9 9 9 K. 

T12 10 11 12 12 13 11.6 S.a 

Nota. E.c: Escherichia coli, K. Klebsiella, S.a: Staphylococcus aureus. 

 

Neomicina de 30µg 

No Codigo Zona de inhibición (mm) 

Escherichia coli 

1 D003PI 13 

2 EA006PI 12 

3 AR001AD 10 

4 AR013PI 11 

5 D002PI 12 

Klebsiella spp. 

1 EA013AI 19 

2 EA007PI 19 

3 EA008PI 20 

4 EA014AD 22 

5 AR015PI 19 

Staphylococcus aureus 

1 AR010PI 10 

2 AR018PI 12 

3 D001AI 11 

4 EA003PD 12 

5 EA010PI 10 

 

 

 

 



 

 

 

Anexo 3. Fotografías de investigación. 

  

Foto 1. Seleción de bacillus spp tipo 

silvestre del cepario 

Foto 2. Preparación de medios de 

cultivo 

  

Foto 3. preparación del medio MRS 
Foto 4. Inoculación de los medios de 

cultivo con Bacillus spp. Tipo silvestre 

  

Foto 5. Características microscópicas, 

mediante la aplicación de la tinción de 

Gram. 

Foto 6. Observación microscópica del 

Bacillus spp. tipo silvestre 



 

 

 

 

Foto 7. Trasplante del Bacillus spp 

tipo silvestre reanimado a medio 

liquido  

Foto 8. Reanimación del Bacillus 

subtillis ATCC® 6051 ™, realizado 

por el Dr. Favián Bayas M. Ph.D 

  

Foto 9. Bacillus subtillis ATCC® 

6051 ™ 

Foto 10. Evidencia del crecimiento de 

Bacillus subtillis ATCC® 6051 ™ 

  

Foto 11. reanimación y trasplante de 

Enterobacterias  

Foto 12. reanimación y trasplante de 

Staphylococcus aureus 



 

 

  

Foto 12. circuito de microfiltrado Foto 14. Proceso de microfiltrado  

 

 

Foto 15. Membrana de microfiltrado 
Foto 16. Colocación del microfiltrado 

en los pocillos del Mueller Hinton 

 

 

Foto 17. Incubación  

 

 



 

 

  

Foto 19. Resultados del T1: Bacillus subtilis 

ATCC 6051 frente a Escherichia coli más 

difusión directa 

Foto 20. Resultados del T2: Bacillus 

subtilis ATCC 6051 frente a Klebsiella 

más difusión directa 

  

Foto 21. Resultados del T3: Bacillus subtilis 

ATCC 6051 frente a Staphylococcus aureus 

más difusión directa. 

Foto 22. Resultados del T4: Bacillus 

spp., tipo silvestre frente a Escherichia 

coli más difusión directa. 



 

 

  

Foto 23. Resultados del T5: Bacillus spp., 

tipo silvestre frente a Klebsiella spp., más 

difusión directa. 

Foto 24. Resultados del T6: Bacillus 

spp., tipo silvestre frente a 

Staphylococcus aureus más difusión 

directa. 

  

Foto 25.  Resultados del T7: Bacillus 

subtilis ATCC 6051 frente a Escherichia 

coli más difusión del filtrado. 

Foto 26.  Resultados del T8: Bacillus 

subtilis ATCC 6051 frente Klebsiella 

spp., más difusión del filtrado. 



 

 

 

 

 

 

  

Foto 27.  Resultados del T9: Bacillus 

subtilis ATCC 6051 frente a Staphylococcus 

aureus más difusión del filtrado. 

Foto 28.  Resultados del T10: Bacillus 

spp., tipo silvestre frente a Escherichia 

coli más difusión del filtrado. 

  

Foto 29.  Resultados del T11: Bacillus spp., 

tipo silvestre frente a Klebsiella spp. más 

difusión del filtrado 

Foto 30.  Resultados del T12: Bacillus 

spp., tipo silvestre frente a 

Staphylococcus aureus más difusión 

del filtrado. 



 

 

Anexo 4.Glosario de términos. 

• Abióticos: Sin vida. Habitualmente en referencia a los componentes 

químicos y físicos del ambiente de un organismo (luz, temperatura, agua, productos 

químicos y atmósfera). 

• Agar: Medio de cultivo gelatinoso, a base de algas marinas, que se usa para 

hacer crecer bacterias en el laboratorio. 

• Análisis de sensibilidad a antibióticos: Término genérico para la 

determinación en el laboratorio, mediante distintos métodos, de los niveles de 

sensibilidad o resistencia mostrados por una cepa bacteriana aislada frente a los 

antibióticos. Puede incluir, por ejemplo, la prueba de difusión en disco o la 

determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI). 

• Antibiograma: Resultado del análisis de laboratorio para determinar la 

sensibilidad de una cepa bacteriana aislada a diferentes antibióticos. Los 

antibiogramas se pueden recopilar para obtener antibiogramas acumulativos, que 

pueden ayudar a elaborar recomendaciones de prescripción en el ámbito nacional, 

regional o de un hospital 

• Bacteriemia: Infección en la que se produce (y se identifica) la presencia 

de bacterias en la sangre. 

• Betalactamasa: Familia de enzimas producidas por las bacterias, que 

hidrolizan (destruyen) antibióticos betalactámicos. Los antibióticos betalactámicos 

hidrolizados varían en función del tipo de betalactamasa 

• Biocenosis: Es el conjunto de organismos de todas las especies que 

coexisten en un espacio definido llamado biotopo, que ofrece las condiciones 

ambientales necesarias para su supervivencia. 

• Biodegradación: Es el resultado de los procesos de digestión, asimilación 

y metabolización de un compuesto orgánico llevado a cabo por bacterias, hongos, 

protozoos y otros organismo 



 

 

• Biopelícula: Es un ecosistema microbiano organizado, conformado por una 

o varias especies de microorganismos asociados a una superficie viva o inerte, con 

características funcionales y estructuras complejas. 

• Biotransformación: La biotransformación es el proceso mediante el cual 

una sustancia se convierte (transforma) en otro producto químico por una reacción 

química en el organismo. 

• Cepa: Una cepa es una variante genética o subtipo de microorganismo (p. 

ej., virus, bacteria u hongo). Algunas cepas pueden ser más peligrosas o difíciles de 

tratar que otras. 

• CMB (Concentración Mínima Bactericida): La concentración más baja de 

un antibiótico que mata a una cepa bacteriana. 

• CMI (concentración mínima inhibitoria): Medición cuantitativa (expresada 

en mg/lo µg/ml) de la actividad de un antibiótico específico frente a una cepa 

aislada en particular. Se determina en el laboratorio y se utiliza junto con el valor 

crítico para decidir si una cepa aislada es sensible o resistente a ese antibiótico. 

• Codigo genetico: Conjunto de reglas por las que la información de un 

fragmento de ADN se traduce a una proteína. 

• Colonizacion: Proceso en el que un microorganismo (por ejemplo, una 

bacteria) crece/habita en el interior de una persona sin causar una enfermedad. 

• Cultivo bacteriano:  es un método para la multiplicación de 

microorganismos, tales. 

• Difusión en disco: Método de laboratorio ampliamente utilizado para medir 

la actividad de un antibiótico específico frente a una cepa aislada en particular. Se 

utiliza junto con el valor crítico para determinar si una cepa aislada es sensible o 

resistente a ese antibiótico  

• Endóspora: son células especializadas, no reproductivas, producidas por 

algunas bacterias de la división Firmicute. Su función primaria es asegurar la 

supervivencia en tiempos de tensión ambiental. Son extraordinariamente resistentes 



 

 

a la radiación (ultravioleta, X y gamma), a la desecación, a la lisozima, al calor, a 

los desinfectantes químicos y a trituración mecánica. 

• Enterobacterias: Gran familia de bacterias Gram negativas que son por sí 

mismas la causa más común de infecciones en humanos. 

• Exotoxinas: Una exotoxina es una proteína secretada extracelularmente por 

un microorganismo como bacterias, protozoos y algunos hongos y algas. 

• Farmacocinética (FC): “Las interacciones características entre un fármaco 

y el organismo, en lo que respecta a su absorción, distribución, metabolismo y 

excreción” (Merriam-Webster).  

• Farmacodinámica (FD): Estudio de los efectos bioquímicos y fisiológicos 

de los fármacos sobre el organismo o sobre los microorganismos o parásitos que se 

encuentran en él, y los mecanismos de acción del fármaco. 

• Gram negativo: Las bacterias que en su pared celular contienen únicamente 

una capa fina de peptidoglicano, lo que no les permite retener la tinción con cristal 

violeta utilizada en el laboratorio. 

• Gram positivo: Bacterias que en su pared celular contienen una capa gruesa 

de peptidoglicano, que puede retener la tinción con cristal violeta utilizada en el 

laboratorio. 

• Hemocultivo: Cultivo microbiológico de sangre, que suele ser un ambiente 

estéril. Se emplea para detectar infecciones que se están diseminando por el torrente 

sanguíneo, principalmente en pacientes con sepsis. 

• Infección: Es la invasión de un anfitrión por un microorganismo patógeno, 

su multiplicación en los tejidos y la reacción del anfitrión a su presencia y a la de 

sus posibles toxinas.  

• Infestación: La invasión de un organismo vivo por agentes parásitos 

externos o internos. La diferencia fundamental con el término infección es que este 

último, se aplica exclusivamente a microorganismos que tienen como objetivo su 

reproducción en el organismo infectado. 



 

 

• Morbilidad: Cualquier complicación relacionada con una enfermedad o su 

tratamiento 

• Mutagénico: Es un agente físico, químico o biológico que altera o cambia 

la información genética de un organismo y ello incrementa la frecuencia de 

mutaciones por encima del nivel natural. Patogenicidad: Los mecanismos 

bioquímicos por medio de los cuales los microorganismos causan enfermedad. 

Patógeno: Es todo agente que puede producir enfermedad o daño a la biología de 

un huésped, sea animal o vegetal. 

• PCR: Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction). 

Es una técnica utilizada en biología molecular para amplificar una copia única o 

varias copias de un fragmento de ADN hasta varias órdenes de magnitud, lo que 

genera miles de millones de copias de una secuencia concreta de ADN. En 

microbiología se usa para identificar la presencia de ADN o ARN bacteriano, 

fúngico o vírico en muestras clínicas 

• Plásmido: Fragmento circular de ADN, altamente variable en tamaño y 

propiedades, que puede transportar las instrucciones genéticas para hacer que las 

bacterias sean resistentes a los antibióticos. Los plásmidos pueden ser transferidos 

de una bacteria a otra, contribuyendo así a la diseminación de las resistencias. 

• Resistencia: Propiedad de algunas bacterias, que hace que ciertos 

antibióticos se vuelvan ineficaces frente a ellas, en el laboratorio o cuando se usan 

para tratar infecciones. La resistencia puede ser una característica intrínseca o se 

puede adquirir y seleccionar por exposición a antibióticos. La última categoría suele 

tener una mayor importancia en lo que respecta a la salud pública. 

• SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina: cepas de S. aureus 

que son resistentes a meticilina, y por tanto también son resistentes a la mayor parte 

de los otros antibióticos betalactámicos 

• Simbiosis: Asociación de dos o más organismos de diferentes especies que 

viven en unión estrecha para su beneficio mutuo. Vida en común de dos o más 

organismos. 



 

 

• Telenomia: Se refiere a la calidad de aparente propósito y de orientación a 

objetivos de las estructuras y funciones de los organismos vivos, la cual deriva de 

su historia y de su  adaptación evolutiva para el éxito reproductivo. 

• Tincion de gramo: También conocido como método de Gram, es un 

método que permite diferenciar especies bacterianas en dos grandes grupos (Gram 

positivas y Gram negativas). El nombre proviene del bacteriólogo danés Hans 

Christian Gram, que desarrolló la técnica. La tinción de Gram diferencia bacterias 

por las propiedades químicas y físicas de sus paredes celulares, ya que detecta el 

peptidoglicano que presenta en una capa gruesa las bacterias Gram positivas. En 

una prueba de tinción de Gram, las bacterias Gram positivas retienen el tinte cristal 

violeta, mientras que la contratinción (normalmente con safranina o fucsina) que se 

añade tras el cristal violeta dio una coloración rojiza o rosa a todas las bacterias 

Gram negativas 

• Toxinas y toxoides: Una toxina es  una sustancia que es toxica producida 

por células vivas  de animales, plantas, bacterias u otros organismos biológicos y 

un toxoide es una toxina  bacteriana cuya toxicidad ha sido atenuada o suprimida 

por un producto químico o por  efectos del calor, mientras que se mantienen otras 

propiedades, como su  inmunogenicidad. 

• Vacunas:  Material elaborado con organismos patógenos muertos o 

atenuados, o con determinantes antigénicos derivados de esos organismos, para 

inducir la formación de anticuerpos en un hospedador, y por tanto, conferirle 

inmunidad frente al patógeno. 

• Valores críticos: Criterios de corte consensuados utilizados para interpretar 

la CMI o el tamaño de las zonas de difusión en disco con el fin de definir si una 

cepa aislada es sensible o resistente a un antibiótico particular y ayudar en la toma 

de decisiones clínicas conforme a los posibles resultados del tratamiento. 
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