UNIVERSIDAD ESTATAL DE BOLIVAR

Facultad de Ciencias Agropecuarias, Recursos Naturales y del
Ambiente

Carrera de Medicina Veterinaria

Tema:

EVALUACION DEL ESPECTRO ANTIMICROBIANO DEL
CANNABIDIOL, FRENTE Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa y Escherichia coli
MEDIANTE UN ESTUDIO IN VITRO

Proyecto de Investigacion previo a la obtencion del titulo de Medico/a
Veterinario/a. Otorgado por la Universidad Estatal de Bolivar a traves de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias, Recursos Naturales y del Ambiente, Carrera

de Medicina Veterinaria.

Autores

Dagmar Paola Navarro Osorio

Geovanny Alexander Parco Gavilanes
Tutor

Dr. Jaime Wilfrido Aldaz Cardenas

Guaranda — Ecuador
2024



EVALUACION DEL ESPECTRO ANTIMICROBIANO DEL
CANNABIDIOL, FRENTE Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus,
Pseudomona aeruginosa y Escherichia coli MEDIANTE UN ESTUDIO IN
VITRO.

REVISADO Y APROBADO POR:

Dr. J?(e Wilfrido Aldaz Cardenas

TUTOR

Dr. Washington Fernando Carrasco Sangache

PAR LECTOR

Dr. Washington Rolando Carrasco Mancero.

PAR LECTOR

II



CERTIFICACION DE AUTORIA

Nosotros, Dagmar Paola Navarro Osorio, con CI 0921890703, &
Geovanny Alexander, con CI 02502155 89, declaramos que
resultados presentados en este informe, no han sido previamente pPrs S&n
ningtin grado o calificacion profesional; v, que las referencias bibliogt?
incluyen han sido consultadas y citadas con su respectivo autor(es).

La Universidad Estatal de Bolivar, puede hacer uso de los derechos de publicacion
correspondientes a este trabajo, segun lo establecido por la Ley de Propiedad
Intelectual, su Reglamentaciéon y la Normativa Institucional vigente.

/D-kij_’n:u{ QWQHD

=S i~

Autora
DAGMAR PAOLA NAVARRO OSORIO

CI: 0921890703

Autor

GEOVANNY ALEXANDER PARCO GAVILANES

CI: 0250215589
» pfltor
DR. JAIME WILFRIDO ALDAZ CARDENAS PhD.

CI: 0201104296

111



Notaria Tercera del Canton Guaranda
Msc.Ab. Henry Rojas Narvaez
Notario

...T1o

N° ESCRITURA 20240201003P02721
DECLARACION JURAMENTADA
OTORGADA POR:

DAGMAR PAOLA NAVARRO OSORIO y

GEOVANNY ALEXANDER PARCO GAVILANES
INDETERMINADA

DI: 2 COPIAS L.L.

Factura: 001-001-000016284

En la ciudad de Guaranda, capital de la provincia Bolivar, Republica del Ecuador, hoy dia nueve de octubre del dos mil
veinticuatro, ante mi Abogado Magister HENRY ROJAS NARVAEZ, Notario Publico Tercero del Cantén Guaranda,
comparecen la seforita DAGMAR PAOLA NAVARRO OSORIO soltera, celular 0982218033: y. GEOVANNY
ALEXANDER PARCO GAVILANES soltero, con nimero de celular 0993994339, domiciliados en esta ciudad de
Guaranda, por sus propios derechos, obligarse a quienes de conocerlos doy fe en virtud de haberme exhibido sus
documentos de identificacién y con su autorizacion se ha procedido a verificar la informacién en el Sistema Nacional de
Identificacion Ciudadana: bien instruidos por mi el Notario con el objeto y resultado de esta escritura publica a la que
procede libre y voluntariamente, advertido de la gravedad del juramento y las penas de perjurio, me presenta su declaracion
Bajo Juramento declaran lo siguiente “Previo a la obtencion del Titulo de Médico Veterinario, de la carrera de Medicina
Veterinaria, a través de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, Recursos Naturales y del Ambiente de la Universidad Estatal
de Bolivar, manifesté que los criterios e ideas emitidas en el presente estudio de caso titulado EVALUACION DE
ESPECTRO ANTIMICROBIANO DEL CANNABIDIOL, FRENTE Streptococcus agalactiae, Staphylococcus
aureus, Pseudomona aeruginosay Escherichia coli MEDIANTE UN ESTUDIOS IN VITRO es de nuestra exclusiva
responsabilidad en calidad de autores™. Es todo cuanto puedo declarar en honor a la verdad. la misma que la hago para los
fines legales pertinentes. HASTA AQUI LA DECLARACION JURADA. La misma que clevada a escritura pablica con
todo su valor legal. Para el otorgamiento de la presente escritura publica se observaron todos los preceptos legales del caso.
leida que les fue a los comparecientes por mi el Notario en unidad de acto, se incorpora al protocolo de esta Notaria la

presente escritura, de todo lo cual doy fe.-

/\D\-_\%m \ \J( LOOUIT
DAGMARPAOLA NAVARRO OSORIO
ce. AR YUO S

AB. HENRY ROJAS NARVAEZ
NOTARIO PUBLICO TERCERO DEL CANTON GUARANDA




DEDICATORIA

Dedico esta tesis a mi familia y a mis animalitos, quienes siempre han sido una
parte importante de mi vida. En especial, agradezco a mi madre, Gabriela, por
inculcarme buenos sentimientos y valores que me han ayudado en momentos
dificiles. A mi padre, Danilo, por ser esa luz de guia en cada uno de mis proyectos,
y a mi segundo padre, Lenin, por su sabiduria y conocimiento que han enriquecido
mis experiencias. También, agradezco a mis perrihijos y gatihijos por acompafiarme
en este proceso universitario. A toda mi familia, amigos, conocidos y mascotas,

gracias por nunca dejarme rendirme.

Dagmar Navarro



DEDICATORIA

Este logro es para aquellos que creyeron en mi y me alentaron a seguir adelante,
sobre todo a mis padres Melida y Klever, por ser ese ejemplo de perseverancia.
Cada dificultad y victoria durante este proceso universitario ha sido fundamental
para mi crecimiento personal y profesional. Me llevo la ensefanza de que, con
determinacion y resiliencia, las metas planteadas se materializan. Esta tesis es el
resultado de su apoyo incondicional y de todos los que, de alguna manera,

contribuyeron a mi formacion. Gracias por ser parte de este camino.

Geovanny Parco

VI



AGRADECIMIENTO

Agradecemos a la Universidad Estatal de Bolivar por brindarnos la oportunidad de
formar parte de esta comunidad académica, y de manera especial a la Facultad de
Ciencias Agropecuarias, Recursos Naturales y del Ambiente por su apoyo

incondicional.

Queremos expresar nuestra profunda gratitud a la Escuela de Medicina Veterinaria
por su invaluable contribucién académica y cientifica. Su compromiso con la
excelencia educativa y su disposicion para proporcionar los recursos necesarios han

sido esenciales para el desarrollo y la ejecucion de nuestra investigacion.

Expresamos nuestra mas profunda gratitud a nuestro tutor, Dr. Jaime Aldaz, por su
orientacion experta, su constante apoyo y los conocimientos que nos ha brindado,
los cuales han sido fundamentales para la realizacion de este trabajo de

investigacion.

Agradecemos también al Dr. Fernando Carrasco y al Dr. Washington Carrasco por
su valioso asesoramiento en este proyecto, cuya contribucion ha sido significativa

para la calidad del mismo.

Finalmente, queremos agradecer a nuestro amigo, el Ing. Roberto Moran, por su
invaluable colaboracion en la ejecucion del trabajo de campo, sin la cual este

proyecto no habria sido posible.

VII



INDICE DE CONTENIDO

CONTENIDO

CAPITULOT

1.1. INTRODUCCION

1.2. PROBLEMA

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo General

1.3.2. Objetivos Especificos

1.4. HIPOTESIS

1.4.1. Hipotesis nula

1.4.2. Hipotesis alterna

CAPITULO I

2. MARCO TEORICO

2.2. Resistencia a los antibidticos

2.2. Amoxicilina

2.3. Enrofloxacina

2.4. Gentamicina

2.5. Oxitetraciclina

2.6. Bacterias Gram positivas y Gram negativas
2.7. Prueba de sensibilidad antibacteriana
2.8. Método de difusion en disco

2.9. Medios de cultivo

2.10. Agar Mueller Hinton

2.11. Descripcion general del Cannabis
2.11.1. Cannabis medicinal en el Ecuador
2.11.3. Cannabinoides

2.11.4. Cannabidiol

2.11.5. Extraccion del cannabis

2.11.6. Extraccion con fluidos supercriticos (SFE)

CAPITULO III
3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Ubicacion y caracteristicas de la investigacion

3.2. Metodologia

3.2.1. Material en estudio

pag.
16
16
18
20
20
20
21
21
21
21
21
22
23
23
23
24
24
27
27
28
28
28
28
29
30
30
30
31
31
31
32
32

VIII



3.2.2. Obtencidn del Cannabidiol 32

3.2.3. Obtencion del material biologico 32
3.2.4. Factores en estudio 32
3.2.5. Tratamientos 33
3.2.6. Tipo de disefio experimental 34
3.2.7. Manejo de la investigacion 34
3.2.7.1. Elaboracion de los medios de cultivo 34
3.2.7.2. Activacion de las cepas bacterianas 35
3.2.7.3. Preparacion de las diluciones del CBD 35
3.2.7.4. Preparacion de los discos de sensibilidad 36
3.2.7.5. Preparacion medio liquido 36
3.2.7.6. Preparacion del inoculo bacteriano 37
3.2.7.7. Antibiograma 37
3.2.7.8. Método de microdilucion en medio liquido. 38
3.2.7.9. Determinacién de la Concentracion Bactericida Minima (MBC) 39
3.2.8. Métodos de evaluacion 39
3.2.8.1 Prueba de susceptibilidad bacteriana 39
3.2.8.2. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC) 39
3.2.8.3. Determinacion de la concentracion bactericida inhibitoria (MBC) 39
3.2.8.4. Insumos de laboratorio iError! Marcador no definido.
3.2.8.5. Equipos iError! Marcador no definido.
3.2.8.6. Reactivos iError! Marcador no definido.
3.2.9.7. Analisis de datos 40
CAPITULO IV 40
4. RESULTADOS Y DISCUSION 40
4.1. Evaluacion de la actividad antibacteriana de los antibidticos 40
4.2. Actividad antibacteriana del CBD frente a Streptococcus agalactiae 42
4.3. Actividad antibacteriana del CBD Staphylococcus aureus 45
4.4. Actividad antibacteriana del CBD frente a Pseudomonas aeruginosa 47

4.5. Actividad antibacteriana del CBD contra Escherichia coli ATCC* 11775 ™ 49

4.7. Concentracion bactericida minima (MBC) 52
4.8. Comprobacion de la hipotesis 52
CAPITULOV 54
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 54

IX



5.1. Conclusiones

5.2. Recomendaciones
BIBLIOGRAFIA.
ANEXOS

54
55
56



INDICE DE TABLAS

N° Detalle pag.

1. Numero de tratamientos y repeticiones para las cuatro cepas bacterianas. 33
2. Concentraciones de CBD para antibiograma 35
3. Concentraciones de CBD para la concentracion minima inhibitoria. 36
4. Halo de inhibicion de los antibioticos 40
5. Halo de inhibicién del CBD frente a Streptococcus agalactiae 42
6. Comparacion del CBD frente a Streptococcus agalactiae 43
7. Halo de inhibicion del CBD frente a Staphylococcus aureus 45
8. Comparacion del CBD frente a Staphylococcus aureus 45
9. Halo de inhibicién del CBD frente a Pseudomonas aeruginosa 48
10. Halo de inhibicion del CBD frente a Escherichia coli 48
11. Concentracion minima inhibitoria de las diluciones del CBD 51
12. Concentracion bactericida minima de las diluciones del CBD 52

XI



INDICE DE FIGURAS
Ne Detalle
1. Grafico del halo de inhibicion de los antibidticos
2. Halo de inhibicion del CBD frente a Streptococcus agalactiae
3. Halo de inhibicion del CBD frente a Staphylococcus aureus
4. Halo de inhibicion del CBD frente a Pseudomonas aeruginosa

5. Halo de inhibicion del CBD frente a Escherichia coli

pag.
41
43
46
48
50

XII



INDICE DE ANEXOS

Ne° Detalle

1. Mapa de ubicacion de la investigacion

2. Instrucciones para la activacion de las cepas bacterianas
3. Base de datos

4. Fotografias de la fase experimental

5. Glosario de términos

XIII



RESUMEN

La resistencia a los antibidticos representa un desafio creciente a nivel mundial,
suscitando un interés considerable por parte de gobiernos y organismos de salud en
todo el mundo. En respuesta a esta problematica y siguiendo las directrices de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) sobre la investigacion de compuestos de
origen vegetal, se investigoé la actividad antimicrobiana del Cannabidiol (CBD)
frente a Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa y Escherichia coli. En la metodologia se aplico el método del
antibiograma por difusion en disco, utilizando concentraciones de CBD al 3%, 6%
y 9%, y se compararon con los antibidticos Amoxicilina, Enrofloxacina,
Gentamicina y Oxitetraciclina como controles positivos. Para determinar la
concentracion minima inhibitoria, se probaron concentraciones de CBD de
0,0125%, 0,025%, 0,05%, 0,10%, 0,50% y 1%, las cuales también se emplearon
para determinar la concentracion minima bactericida segun la turbidez. El extracto
de CBD obtenido en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Estatal
de Bolivar demostrd que, a una concentracion del 9%, presenta los mayores halos
de inhibicion para S. agalactiae y S. aureus, aunque estos resultados fueron
inferiores a los observados en los controles positivos. Sin embargo, no se observd
actividad contra P. aeruginosa ni E. coli. Asimismo, se determind que la
concentracion minima inhibitoria para las bacterias Gram positivas es de 0,05%,

siendo esta misma dosis efectiva para la concentracion minima bactericida.

Palabras clave: Cannabidiol, Bacterias Gram positivas y Gram negativas, pruebas

de sensibilidad antibacteriana.
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SUMMARY

Antibiotic resistance represents a growing challenge worldwide, sparking
considerable interest from governments and health organizations worldwide. In
response to this issue and following the guidelines of the World Health Organization
(WHO) on the research of compounds of plant origin, the antimicrobial activity of
Cannabidiol (CBD) against Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, and Escherichia coli was investigated. The methodology
involved the application of the disk diffusion method, using CBD concentrations of
3%, 6%, and 9%, which were compared with the antibiotics Amoxicillin,
Enrofloxacin, Gentamicin, and Oxytetracycline as positive controls. To determine
the minimum inhibitory concentration, CBD concentrations of 0.0125%, 0.025%,
0.05%, 0.10%, 0.50%, and 1% were tested, which were also used to determine the
minimum bactericidal concentration based on turbidity. The CBD extract obtained
at the Molecular Biology Laboratory of the Universidad Estatal de Bolivar showed
that, at a concentration of 9%, it presents the largest inhibition halos for S. agalactiae
and S. aureus, although these results were lower than those observed in the positive
controls. However, no activity was observed against P. aeruginosa or E. coli.
Likewise, it was determined that the minimum inhibitory concentration for Gram-
positive bacteria is 0.05%, which is also effective for the minimum bactericidal

concentration.

Keywords: Cannabidiol, Gram-positive and Gram-negative bacteria, antibacterial

sensitivity tests.
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CAPITULO I
1.1. INTRODUCCION

Los antibioticos son utilizados para prevenir y tratar infecciones bacterianas. La
resistencia a estos farmacos surge cuando las bacterias experimentan cambios
genéticos en respuesta a su uso. La resistencia a los antibidticos esta creciendo a
nivel mundial, lo que representa un riesgo para el tratamiento de enfermedades

infecciosas comunes en la salud publica y veterinaria (Camacho, 2023).

En América Latina, la resistencia bacteriana ha alcanzado niveles criticos, lo que
representa una seria preocupacion para la salud puablica. Ademas, muchos centros
de salud en la region no tienen programas de optimizacion del uso de
antimicrobianos (PROA), a pesar de que esta estrategia ha demostrado ser efectiva
para combatir las infecciones causadas por microorganismos resistentes. La

implementacion de PROA en la region ha sido lenta (Fuentes, 2023).

El Streptococcus agalactiae es considerado un patéogeno de gran importancia en la
produccion de ganado bovino, ya que causa principalmente casos subclinicos y
cronicos de mastitis (Jaramillo et al., 2018). Dado que Staphylococcus aureus es un
patdégeno oportunista, la exposicion frecuente de los humanos a animales de

compafiiay de g

ranja aumenta la posibilidad de transmision entre estas especies (Galarza &

Yarzébal, 2021).

Mientras que Escherichia coli se destaca por su implicaciéon en cuadros de
colibacilosis en animales de produccion, especialmente en porcinos (Miranda et al.,
2018). Ademas, se ha observado que esta bacteria es comun en la piometra en
animales de compaiia. Pseudomonas aeruginosa es un patdégeno oportunista e
invasivo que juega un papel importante en la perpetuacion de las otitis cronicas.
Esta bacteria forma biopeliculas protectoras sobre los tejidos colonizados, lo que

dificulta su tratamiento (Paz et al., 2019).

En el Ecuador, en febrero de 2021, la Agencia Nacional de Regulacion, Control y
Vigilancia Sanitaria (Arcsa), emitio y public6 la Normativa Técnica Sanitaria para

la regulacion y control de productos terminados de uso y consumo humano que
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contengan cannabis no psicoactivo o cafiamo, o derivados de cannabis no

psicoactivo o cafiamo (ARCSA, 2021).

El cannabidiol representa aproximadamente el 40% de los extractos obtenidos de la
planta. Su interaccion con el Sistema Endocannabinoide produce un efecto sedante
que inhibe la transmision de sefiales nerviosas asociadas al dolor. Ademas, se han
descrito propiedades anticonvulsivantes, tranquilizantes y antiinflamatorias, entre
otras (Garcia et al., 2021). También el aceite CBD de una marca ecuatoriana ha
demostrado cierta accion antimicrobiana frente a Propionibacterium acnes,

Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis (Pila & Jiménez, 2022).

Por ello, se evalud el halo de inhibicion para diferentes concentraciones del extracto
supercritico de CBD en bacterias Gram positivas y Gram negativas, en relacion con
el grado de sensibilidad de los antimicrobianos convencionales. Ademas, se busca
contribuir al conocimiento cientifico sobre la aplicacion terapéutica del cannabis en
medicina veterinaria y humana, sobre todo buscando nuevas alternativas que nos

permiten mantener el bienestar animal.
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1.2. PROBLEMA

La resistencia a los antibidticos constituye una problematica creciente a nivel
global, generando un interés significativo por parte de gobiernos y organizaciones
sanitarias en todo el mundo. No obstante, en paises que carecen de politicas publicas
y controles epidemiologicos normalizados, el personal sanitario tiende a prescribir
y la poblacion general a consumir agentes antimicrobianos sin control alguno. Esta
tendencia acerca cada vez mas un escenario en el que las enfermedades infecciosas
comunes puedan volverse potencialmente mortales, lo que se conoce como la “era

post-antibioticos”.

Diversos factores contribuyen a esta resistencia, como la venta indebida de
antibioticos, que lleva a los ganaderos a utilizarlos como promotores del
crecimiento del ganado o para prevenir infecciones en animales sanos. Ademas, el
uso incorrecto de antimicrobianos, especialmente sin un diagnodstico preciso, como
en procesos virales o de micosis, tiene un impacto significativo. El abandono

prematuro de los tratamientos también juega un papel importante en este fendmeno.

La resistencia a los antibidticos responde al siguiente postulado: son las bacterias,
y no los humanos ni los animales, las que desarrollan resistencia a los
antimicrobianos. Esta resistencia se ve exacerbada por la capacidad de las bacterias
para transferir material genético a su progenie, lo que amplifica su resistencia a

estos medicamentos.

Las bacterias asociadas a infecciones nosocomiales se caracterizan por su notable
resistencia a los antibidticos, lo que representa un gran desafio en su control y
tratamiento. Esto genera futuras amenazas en la medicina veterinaria y, por ende,
para la salud publica. Se ha observado que entre los agentes bacterianos aislados de
infecciones nosocomiales tanto en medicina humana como veterinaria se
encuentran bacterias como Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, las cuales seran evaluadas en esta

investigacion.

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), en su esfuerzo por frenar una posible

era post-antibioticos, busca la aplicacion de principios activos de origen vegetal en
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terapéutica. Estos principios se fundamentan en el conocimiento cientifico moderno
y representan pilares fundamentales de la farmacologia y la terapéutica actual.
Dentro de estas plantas medicinales, se encuentra el Cannabis sativa, una
angiosperma originaria de Asia con una amplia distribucion debido a su adaptacion

geoclimatica y ecosistémica.
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1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo General

e Evaluar el espectro antimicrobiano del Cannabidiol contra Streptococcus
agalactiae, Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa 'y Escherichia coli

mediante un estudio in vitro

1.3.2. Objetivos Especificos

e Activar las cepas de Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus,
Pseudomona aeruginosa y Escherichia coli.

e I[dentificar el antimicrobiano que genera una mayor eficacia sobre las bacterias
Gram positivas y Gram negativas.

e Determinar la bacteria clinica con mayor tolerancia a los antibidticos.

e [Establecer el grado de sensibilidad de las diferentes concentraciones del

extracto de CBD.
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1.4. HIPOTESIS

1.4.1. Hipotesis nula

El extraxto del Cannabidiol sativa no tiene efecto antibacteriano significativo in
vitro sobre Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Pseudomona

aeruginosa 'y Escherichia coli comparado con los cuatro controles positivos.

1.4.2. Hipotesis alterna

El extracto del Cannabidiol tiene efecto antibacteriano significativo in vitro sobre
Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa y

Escherichia coli comparado con los cuatro controles positivos.

CAPITULO II
2. MARCO TEORICO

2.1. Antibioticos
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Son sustancias quimicas también conocidas como antibacterianos que pueden
detener el crecimiento de bacterias (siendo bacteriostaticos) o eliminarlas por
completo (siendo bactericidas). Estos compuestos son producidos por una variedad
de organismos, como bacterias y hongos. Ademas, existen antibidticos de origen
sintético y semisintético que se obtienen mediante modificaciones quimicas para

mejorar su espectro de accion y las formas de administracion (Fernandez, 2013).

2.2. Resistencia a los antibioticos

Se describe de forma mas precisa como la habilidad de una bacteria para resistir las
concentraciones terapéuticas de un farmaco dado. A nivel genético, se han
identificado diversos mecanismos de transferencia de informacién entre bacterias
que estan relacionados con esta resistencia, destacando la conjugacion, la
transformacion y la transduccion, que permiten la diseminacion de genes asociados

a la resistencia antimicrobiana (Camacho, 2023).

En el mundo de la ganaderia, los antimicrobianos se usan para tratar infecciones,
prevenir enfermedades y evitar complicaciones debidas al estrés fisiologico. A
menudo se emplean como promotores del crecimiento, pero debido a las
preocupaciones de la OMS, la OIE y la FAO, muchos paises han tomado medidas
para restringir este uso. En la produccion ganadera intensiva, los antibidticos suelen
administrarse a grandes grupos de animales simultdneamente, sin distinguir entre
animales enfermos y sanos. Esto puede llevar a la dispersion de antibidticos en el
ambiente a través de las excretas, lo que altera las comunidades bacterianas y

favorece el desarrollo de resistencia antimicrobiana (Espinosa et al., 2019).

El cultivo y antibiograma previos al inicio de un tratamiento de erradicacion no se
consideran costo — beneficio ni se realizan de manera habitual. Por ello, la seleccion
del tratamiento se basa en pautas internacionales. Sin embargo, conocer los patrones
locales de sensibilidad puede ser ttil para elegir los esquemas terapéuticos mas

adecuados para cada poblacion especifica (Pereyra et al., 2017).
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2.2. Amoxicilina

La amoxicilina es una aminopenicilina, una clase de antibidticos que se consideran
penicilinas de amplio espectro. Es similar en eficacia y campo de accion a la
ampicilina, otra aminopenicilina efectiva. Se utiliza en medicina veterinaria debido
a su capacidad bactericida, que va mas alla de simplemente inhibir la reproduccion
bacteriana. Su efectividad terapéutica es superior a la de la penicilina natural.
Ademas, la amoxicilina es eficaz contra diversas bacterias aerobias, como

Haemophilus, Klebsiella y E. coli (J. Morales, 2019).

2.3. Enrofloxacina

En la mayoria de las especies animales, las fluoroquinolonas tienen un gran
volumen de distribucién, mucho mayor que el de los betalactamicos y
aminoglucosidos. Alcanzan altas concentraciones en saliva, secrecion nasal,
mucosa, epitelio y secrecion bronquial, asi como en el higado y en el tracto urinario.
Penetran bien en el tejido pulmonar, el fluido de revestimiento y los macrofagos
alveolares, lo que resulta en concentraciones mayores que en la sangre. En general,
las fluoroquinolonas tienen una buena absorcidon oral en animales, excepto en
rumiantes y posiblemente en equinos, y una completa absorcion parenteral (Otero

etal., 2001).

2.4. Gentamicina

Es un aminoglucésido con accidn bactericida, altamente efectivo contra una amplia
gama de bacilos gramnegativos como Escherichia coli, Enterobacter, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis y especies de Proteus positivas a indol, asi como
Pseudomonas aeruginosa. Actiua ingresando a las bacterias susceptibles a través de
transporte activo, donde se une de forma irreversible a las subunidades ribosomicas
30S, impidiendo la sintesis de proteinas y llevando a la muerte celular. La
gentamicina tiene una absorcion oral muy limitada, pero se absorbe rapida y casi

completamente de los depositos intramusculares (Rodriguez, 2013).
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2.5. Oxitetraciclina

La oxitetraciclina, perteneciente al grupo de las tetraciclinas, actiia inhibiendo la
sintesis de proteinas en las bacterias a nivel ribosomal. Su accion es principalmente
bacteriostatica, afectando tanto a bacterias Gram-positivas como Gram-negativas,
asi como a otros microorganismos como micoplasmas, espiroquetas, clamidias y
rickettsias. Actualmente, se clasifica como co-dependiente en cuanto a su cinética
de muerte bacteriana. Este antibiotico deriva del hidronaftaceno y presenta una
estructura tetraciclinica. Su mecanismo de accién implica el bloqueo de la sintesis
proteica en microorganismos sensibles, ejerciendo un efecto bacteriostatico contra
diversos gérmenes. La oxitetraciclina se administra por via oral, aunque también
existen formulaciones para uso parenteral. Su amplio espectro antibacteriano ha

llevado a un uso indiscriminado en medicina veterinaria (Dupuy, 2015).

2.6. Bacterias Gram positivas y Gram negativas

La tincion de Gram diferencia bacterias en dos grupos: Gram positivas (retienen la
tincidn azul-violeta) y Gram negativas (se decoloran y luego se tifien con safranina).
Esta diferencia se debe a la estructura de sus paredes celulares. Las Gram positivas
tienen una pared gruesa de peptidoglucanos, mientras que las Gram negativas tienen
una capa delgada de peptidoglucanos y una bicapa de lipoproteinas que se deshace

con la decoloracion (Rodriguez, 2018).

2.6.1. Streptococcus agalactiae

El Streptococcus agalactiae, también conocido como estreptococo del grupo B
(EGB), es una bacteria Gram positiva que se caracteriza por ser betahemolitica y
anaerobia facultativa, y dar negativo en la prueba de catalasa y positivo en la prueba
de Christie, Atkins y Munch-Petersen (CAMP), asi como por ser resistente a la
bacitracina. Esta bacteria cuenta con una variedad de factores de virulencia que
desempefian un papel crucial en la adherencia e invasion celular, asi como en la
evasion de la respuesta inmune del huésped, lo que le confiere la capacidad de

causar enfermedades (Pulido et al., 2021).
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El Streptococcus agalactiae (SAG) es considerado un patdgeno de gran importancia
en la produccion de ganado bovino, ya que causa principalmente casos subclinicos
y cronicos de mastitis, que requieren tratamiento con terapia antimicrobiana. Esta
enfermedad conlleva a pérdidas econdmicas significativas debido a la reduccion en
la produccion de leche, la eliminacion de la leche infectada, los costos de consultas
y tratamientos veterinarios, la eliminacidon temprana de las vacas afectadas y el

aumento en el recuento de células somaticas (Jaramillo et al., 2018).

La presencia de Streptococcus agalactiae como agente causal de infecciones en
caninos ha sido poco estudiada. Algunas investigaciones han identificado la
presencia de S. agalactiae en neonatos caninos muertos. Ademas, se ha reportado
un caso de S. agalactiae en un perro con un pioderma profundo caracterizado por
lesiones erosivas ulcerativas en las patas, lo que sugiere que la contaminacion pudo
haber sido causada por la participacion de un vector, como la mosca (Lopez et al.,

2022).

2.6.2. Staphylococcus aureus

El género Staphylococcus estd compuesto por cocos Gram-positivos y catalasa
positivos, que son anaerobios facultativos y tienden a agruparse cuando se observan
al microscopio. Las infecciones invasivas suelen originarse por la ascension a lo
largo de los tractos epiteliales, a través de heridas penetrantes o mediante
propagacion hematogena. Las bacterias del género Staphylococcus son parte
normal de la piel y las membranas mucosas en mamiferos y aves, lo que dificulta
definir qué es considerado patdgeno, siendo estas bacterias generalmente patdgenas

oportunistas en la mayoria de las especies animales (Rios et al., 2015).

Los estafilococos se caracterizan por dividirse en agrupaciones que se asemejan a
racimos de uva. Ademas, exhibe una notable capacidad de adaptacion, lo que le
permite afectar a todas las especies de mamiferos conocidas. Esta habilidad de
propagacion facilita la transmision de estos microorganismos de una especie a otra,

siendo comun la zoonosis y antropozoonosis (Zendejas et al., 2014).

En términos generales, las cepas de S. aureus encontrados en animales suelen
originarse a partir de cepas humanas, cuyas modificaciones genéticas determinan

un cambio en la especificidad del huésped. A los bovinos se destaca como uno de
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los principales reservorios animales, aunque la transmision de estas cepas puede
ocurrir entre animales de diferentes especies que cohabitan en una misma
explotacién. Muchas de estas cepas no presentan el gen mecA en su genoma, sino
su homologo conocido como mecC, responsables de la resistencia a los antibidticos

(Galarza & Rodriguez, 2021).

2.6.3. Pseudomona aeruginosa

Es un patdégeno comun y resistente, su capacidad de movimiento lo debe a su flagelo
polar. Se considerada una bacteria aerobia facultativa, pero también crece en
ambientes anaerobios utilizando nitrogeno o arginina. La capacidad de P
aeruginosa para causar una amplia gama de infecciones se debe a la diversidad de
factores de patogenicidad que posee, los cuales se dividen en dos categorias:

factores asociados a la célula bacteriana y factores secretados (Paz et al., 2019).

Es una bacteria Gram negativa que se caracteriza por no fomentar glucosa y se ha
identificado como uno de los agentes causales de la otitis externa (OE),
encontrandose en hasta un 11,9% de los casos. Su susceptibilidad a los antibiodticos
es variable, lo que se agrava por los multiples mecanismos de resistencia que

presenta (Lujan et al., 2020).

En las granjas avicolas, el hacinamiento y las condiciones que dificultan el
crecimiento adecuado de las aves pueden provocar la proliferacion de enfermedades
bacterianas, como es el caso de Pseudomonas aeruginosa. Estas enfermedades
afectan la calidad de la carne, el consumo de alimento, la conversion de alimento y,

en general, la calidad de vida de las aves (Pena, 2020).

2.6.4. Escherichia coli

Es un tipo de bacteria con forma de bacilo que se tifie de color rojo bajo el
microscopio, es anaerobio facultativo, lo que significa que puede vivir en ambientes
con o sin oxigeno. Pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Aunque esta bacteria
forma parte de la flora normal de los animales y los seres humanos, existen cepas

patdgenas que son importantes tanto para la salud animal como para la salud publica

(S. Morales et al., 2017).
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Las infecciones del tracto urinario representan una de las principales razones por
las que los veterinarios de atencion primaria ven a los perros, y son un desafio para
el tratamiento debido a su alta tasa de recurrencia y las implicaciones terapéuticas
asociadas. Escherichia coli es la bacteria mas comunmente aislada en infecciones

urinarias tanto en caninos como en humanos (Vargas, 2024).

La colibacilosis es una enfermedad frecuente en crias de alpaca que provoca altas
tasas de enfermedad y muerte durante las primeras semanas de vida. Puede
manifestarse como una infeccion intestinal leve o como una septicemia que resulta
en la muerte del animal. Entre los agentes infecciosos causales, especialmente en
neonatos, se encuentran cepas patéogenas de Escherichia coli, que a diferencia de
las cepas no patogenas, 1poseen elementos genéticos adicionales que les confieren

patogenicidad (Barrios et al., 2016).

2.7. Prueba de sensibilidad antibacteriana

Son métodos utilizados para determinar la susceptibilidad de un microorganismo a
los medicamentos antimicrobianos. Esto se logra exponiendo una concentracion
estandarizada del microorganismo a los farmacos. Estas pruebas pueden realizarse
para bacterias, hongos o virus. En algunos casos, los resultados obtenidos con un
farmaco pueden predecir la respuesta a otros farmacos similares, por lo que no todos
los medicamentos potencialmente utiles necesitan ser probados individualmente

(Vazquez, 2022).

2.8. Método de difusion en disco

El método de difusion en agar con discos, también conocido como antibiograma, se
utiliza para determinar la actividad in vitro de un Agente Terapéutico de
Microorganismos (ATM) frente a un microorganismo especifico. Este método
evalua la capacidad del ATM para inhibir el crecimiento de una bacteria o poblacién
bacteriana. Consiste en impregnar un disco de papel de filtro o tableta con una
concentracion conocida del antimicrobiano y colocarlo sobre un medio de cultivo
solido en una placa de Petri previamente inoculada con una concentracion

estandarizada de una cepa pura (Giacoboni et al., 2023)
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2.9. Medios de cultivo

En el ambito de la microbiologia, los medios de cultivo son fundamentales, ya que
permiten el crecimiento y la multiplicacion de microorganismos en condiciones
controladas en el laboratorio. Estas herramientas son vitales para analizar la
biologia, ecologia y patogenicidad de estos organismos. Los medios pueden ser
elaborados de manera especifica para estudiar distintas caracteristicas microbianas,
incluyendo su morfologia, fisiologia, metabolismo y resistencia a los

antimicrobianos (Varon et al., 2023).

2.10. Agar Mueller Hinton

Este medio de cultivo, altamente nutritivo, esta especialmente formulado para llevar
a cabo pruebas de sensibilidad a antimicrobianos. Ha sido respaldado por el Comité
de la Organizacion Mundial de la Salud como un estandar para las pruebas de
susceptibilidad, ya que no contiene sustancias que inhiban la accion de los
antibioticos. Este agar estd disefiado para el crecimiento de bacterias aerobicas o
facultativas que crecen de manera normal sin necesidad de suplementos adicionales

(Caycedo et al., 2021).

2.11. Descripcion general del Cannabis

Esta planta, conocida desde hace milenios, ha sido objeto de controversia en las
ultimas décadas debido al descubrimiento del sistema endocannabinoide, lo que ha
revolucionado la investigacion sobre sus caracteristicas y funciones principales. La
planta contiene mas de 400 componentes, principalmente cannabinoides, siendo el
Delta 9-tetrahidrocannabinol (A9-THC) y Cannabidiol (CBD) sus componentes
mas abundantes y responsables de sus principales efectos. Los mismos que estan
relacionados con su capacidad para estimular la funcién del sistema

endocannabinoide (Rodriguez et al., 2020).

2.11.1. Cannabis medicinal en el Ecuador

En Ecuador, uno de los desafios de la industria es superar el estigma asociado al

consumo de productos con CBD, un compuesto no psicoactivo derivado del
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cannabis. El cannabidiol es legal en el pais desde 2019, y en 2021 se public6 una
norma que regula la importacion, cultivo, comercializacién y exportacion de
productos que contengan cannabis no psicoactivo o cafiamo, con menos de 1% de
THC, para uso industrial. Desde 2022, también se permite la comercializacion de
alimentos y bebidas con CBD. En la actualidad, existen 705 empresas registradas
para actividades legales relacionadas con el cannabis en Ecuador, y mas de 200
productos estan disponibles en el mercado, generando una facturacioén anual de mas

de USD 7 millones (Gonzélez, 2023).
2.11.2. Sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide es un sistema interno de comunicacion presente en el
cuerpo de los mamiferos que participa en multiples procesos metabolicos y regula
diversas funciones celulares. Juega un papel importante en el control de una amplia
variedad de funciones fisioldgicas, como el metabolismo, el estado de animo, la
movilidad, el apetito, la regulacion cardiovascular, la respuesta al estrés, la
digestion, las respuestas inmunitarias e inflamatorias, la funcién hormonal y la
percepcion del dolor. Este sistema consta de varios componentes, incluidos dos

receptores principales conocidos como CB1 y CB2 (Gémez & Garcia 2022).

2.11.3. Cannabinoides

Los productos naturales aislados de Cannabis sativa que poseen el caracteristico
esqueleto terpenofendlico C21 se denominan "cannabinoides". Esta clase de
compuestos incluye derivados y productos de transformacién que también se
consideran cannabinoides. Desde que comenzaron las investigaciones quimicas
sobre Cannabis sativa, en total, se han aislado 120 cannabinoides, que se pueden
clasificar en 11 tipos generales: A9-trans-tetrahidrocannabinol (A9-THC), A8-trans-
tetrahidrocannabinol (A8-THC), cannabigerol (CBG), cannabicromeno (CBC), -
cannabidiol (CBD), cannabinodiol (CBND), cannabielsoina (CBE), cannabiciclol
(CBL), cannabinol (CBN), cannabitriol (CBT) y varios tipos mas (EISohly et al.,
2017).
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2.11.4. Cannabidiol

El cannabidiol (CBD), es el componente principal no psicoactivo de la planta de
cannabis, es un fitocannabinoide de molécula pequefia que estd compuesto por un
grupo aromatico bisfenol sustituido con pentilo (pentilresorcinol) unido a un
sistema de anillos de terpeno ciclohexeno sustituido con alquilo. Los estudios
clinicos que se han realizado con cannabinoides han investigado su eficacia en la
reduccion de las nduseas y los vomitos causados por la quimioterapia, en el estimulo
del apetito en pacientes con VIH/SIDA. Ademas, se ha observado que el CBD posee

propiedades antiinflamatorias y neuroprotectoras (Blaskovich et al., 2021).

2.11.5. Extraccion del cannabis

Existen varios métodos para extraer aceite concentrado en cannabinoides, desde
técnicas avanzadas como la extraccion con fluidos supercriticos (CO2) hasta
métodos tradicionales como el uso de etanol, que es considerado seguro para
obtener productos derivados del cannabis. Antes de cualquier método de extraccion,
la planta de cannabis debe pasar por un proceso de secado a una temperatura
especifica y durante un periodo de tiempo determinado para reducir su humedad

(Naranjo & Espinoza, 2022).

2.11.6. Extraccion con fluidos supercriticos (SFE)

La extraccion con solventes supercriticos es una técnica muy comun para obtener
aceites esenciales y diversos compuestos bioactivos de las plantas. Esta técnica

permite aislar compuestos tanto de materiales s6lidos como liquidos.

Los solventes supercriticos presentan varias ventajas respecto a los solventes
liquidos convencionales. Entre estas ventajas se encuentra su capacidad para
seleccionar los compuestos a extraer. Ademas, los solventes supercriticos tienen una
baja densidad y viscosidad, lo que facilita la difusion de los solutos en ellos. Esto
significa que las diluciones en solventes supercriticos pueden ser hasta 100 veces

mas altas que en solventes normales (Avendafio & Romero, 2023).
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CAPITULO III

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Ubicacion y caracteristicas de la investigacion

e Localizacion de la investigacion

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad
Estatal de Bolivar, Vicerrectorado de Investigacion y Vinculacion, ubicado en el

Campus Laguacoto, Guaranda, kilometro 1 1/2 Via San Simon.
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3.2. Metodologia
3.2.1. Material en estudio

e Extracto supercritico de cannabidiol (CBD)

e Cepa de Streptococcus agalactiae ATCC® 27956 ™
e Cepa de Staphylococcus aureus ATCC®12600 ™

e Cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145 ™
e Cepa de Escherichia coli ATCC® 11775 ™

3.2.2. Obtencion del Cannabidiol

El extracto de CBD utilizado en este estudio fue producido en el Laboratorio de
Biologia Molecular de la Universidad Estatal de Bolivar mediante el método de
fluidos supercriticos, utilizando CO2 como solvente. El proceso de extraccion se
extendid hasta la etapa de cromatografia de columna, logrando una concentracién

aproximada del 70% de CBD.

3.2.3. Obtencion del material biologico

Las cepas certificadas de Streptococcus agalactiae ATCC® 27956 ™,
Staphylococcus aureus ATCC® 12600 ™, Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145
™ vy Escherichia coli ATCC® 11775 ™ fueron adquiridas de Laboratorios
MEDIBAC INC S.A.

3.2.4. Factores en estudio

Factor A: antibidticos

e Al:CBD 3%

e A2:CBD 6%

e A3:CBD %%

¢ A4: Amoxicilina

e AS5: Enrofloxacina

e A6: Gentamicina
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e A7: Oxitetraciclina
Factor B: cepas bacterianas

e Bl: Streptococcus agalactiae ATCC® 27956 ™
e B2: Staphylococcus aureus ATCC® 12600 ™

e B3: Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145 ™
e B4: Escherichia coli ATCC® 11775 ™

3.2.5. Tratamientos

Tabla 1

Numero de tratamientos y repeticiones para las cuatro cepas bacterianas.

Trat. No. Cédigo Antibiético Cepa Bacteriana

T1 Al1B1 CBD 3% S. agalactiae ATCC® 27956 ™
T2 A1B2 CBD 3% S. aureus ATCC® 12600 ™

T3 Al1B3 CBD 3% P. aeruginosa ATCC® 10145 ™
T4 Al1B4 CBD 3% E. coli ATCC® 11775 ™

TS A2BI CBD 6% S. agalactiae ATCC® 27956 ™
T6 A2B2 CBD 6% S. aureus ATCC® 12600 ™
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6T7 A2B3 CBD 6% P. aeruginosa ATCC® 10145 ™

T8 A2B4 CBD 6% E. coli ATCC® 11775 ™

T9 A3BI CBD 9% S. agalactiae ATCC® 27956 ™
T10 A3B2 CBD 9% S. aureus ATCC® 12600 ™

T11 A3B3 CBD 9% P. aeruginosa ATCC® 10145 ™
T12 A3B4 CBD 9% E. coli ATCC® 11775 ™

T13 A4B1 Amoxicilina S. agalactiae ATCC® 27956 ™
T14 A4B2 Amoxicilina S. aureus ATCC® 12600 ™
T15 A4B3 Amoxicilina P. aeruginosa ATCC® 10145 ™
T16 A4B4 Amoxicilina E. coli ATCC® 11775 ™

T17 A5BI1 Enrofloxacina S. agalactine ATCC® 27956 ™
T18 A5B2 Enrofloxacina S. aureus ATCC® 12600 ™
T19 A5B3 Enrofloxacina P. aeruginosa ATCC® 10145 ™
T20 A5B4 Enrofloxacina E. coli ATCC® 11775 ™

T21 A6B1 Gentamicina S. agalactiae ATCC® 27956 ™
T22 A6B2 Gentamicina S. aureus ATCC® 12600 ™
T23 A6B3 Gentamicina P. aeruginosa ATCC® 10145 ™
T24 A6B4 Gentamicina E. coli ATCC® 11775 ™

T25 A7B1 Oxitetraciclina S. agalactiae ATCC® 27956 ™
T26 A7B2 Ogxitetraciclina S. aureus ATCC® 12600 ™
T27 A7B3 Oxitetraciclina P. aeruginosa ATCC® 10145 ™
T28 A7TB4 Ogxitetraciclina E. coli ATCC® 11775 ™

3.2.6. Tipo de disefio experimental

Se implement6 un disefio completamente al azar (DCA) con un arreglo factorial

7x4 con 3 repeticiones, generando un total de 84 unidades experimentales.

3.2.7. Manejo de la investigacion

3.2.7.1. Elaboracion de los medios de cultivo

Los medios de cultivo fueron preparados meticulosamente segun las
especificaciones proporcionadas por el proveedor comercial. Se siguieron
estrictamente las recomendaciones para la esterilizacion, composicion y
almacenamiento de los medios, garantizando asi condiciones Optimas para el

crecimiento y estudio de los microorganismos de interés en la investigacion.
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3.2.7.2. Activacion de las cepas bacterianas

El desarrollo de esta investigacion implicd trabajar con microorganismos de KWIK
— STIK ™. A continuacidn, se describe el proceso de revitalizacion de las cepas,

siguiendo la guia adjunta proporcionada por el fabricante (Anexo 2):

1. Esterilizar los medios de cultivo y materiales necesarios.

2. Encender y descontaminar la cabina de bioseguridad.

3. Labolsa de KWIK — STIK™ debe estar a temperatura ambiente y sin haber sido
previamente rasgada, preferiblemente dentro de la cAmara.

4. Retirar la lengiieta de la etiqueta y pegarlas en la placa de cultivo
correspondiente.

5. Sujetar verticalmente y pellizcar la parte inferior de la unidad, aplastando el
pellet con el liquido hasta lograr una suspension homogénea.

6. Impregnar inmediatamente el liquido hidratante con el hisopo y luego, mediante
estrias, asegurarnos de cubrir el agar.

7. Incubar las cajas Petri a 35°C durante un periodo de 24 horas.

3.2.7.3. Preparacion de las diluciones del CBD

Se utiliz6 30ml de un extracto de CBD con una concentracioén inicial del 70%. Para
preparar las concentraciones necesarias, se diluy6 el extracto en solucion salina al
0.9%, garantizando una dilucién final de 3 mL en todas las concentraciones. Estas
diluciones se llevaron a cabo con una micropipeta para asegurar la precision

requerida.
Tabla 2

Concentraciones de CBD para antibiograma

Concentraciones
Sustancias 3% 6% 9%
Solucion  salina 2,87 uL 2,74 L 2,61 uL
(0.9%)
Aceite de CBD 0,13 uL 0,26 uL 0,39 uL
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Tabla 3

Concentraciones de CBD para la concentracion minima inhibitoria.

Concentraciones

Sustancias 0,0125%  0,025%  0,05% 0,10% 0,50% 1%

Solucion

salina 2,996 uL.  2,99ul 298 ul  2,97ul 2,84 ul 2,68 uL
(0.9%)

Aceite de 0,004 pL 0,01 pL  0,02puL  0,03pL 0,16 uL 0,32 pL
CBD

3.2.7.4. Preparacion de los discos de sensibilidad

Se utilizaron discos en blanco CT998, los cuales fueron conservados en
refrigeracion para evitar su deterioro. Posteriormente, se colocaron los discos en
cajas Petri previamente esterilizadas en autoclave. Con la ayuda de una micropipeta,
se afiadieron 30 pL de extracto de cannabidiol a cada disco de sensibilidad, con las

concentraciones respectivas.

3.2.7.5. Preparacion medio liquido

El proceso comienza con la preparacion de 25 ml de medio Soya Casein Digest y
su esterilizacion, junto con los tubos de cultivo. Una vez que los materiales estén
en la cabina de bioseguridad, se utiliza una pipeta para agregar 5 ml de este medio
a cada uno de los tubos. Luego, se seleccionan de 4 a 5 colonias utilizando un asa
de siembra y se depositan en el tubo correspondiente. Es importante haber rotulado
previamente cada tubo con la cepa especifica, ademas de la fecha y hora de la
siembra. Posteriormente, se incuba los tubos a una temperatura de 35°C durante 18

horas (Jorgensen et al., 2015).
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3.2.7.6. Preparacion del inoculo bacteriano

Para la dilucion de las bacterias, el Clinical and Laboratory Standards Institute, en
su norma M07-A10, establece el método de suspension directa de colonias, que

consiste en realizar una dilucion directa en un medio de cultivo liquido.

Para ajustar la densidad del in6culo en una prueba de sensibilidad, se requiere
alcanzar una turbidez equivalente al estandar 0.5 de McFarland. Este ajuste se
realizé utilizando un espectrofotometro con una longitud de onda de 625 nm, para
medir la absorbancia de cada una de las bacterias. Se establece que el rango
aceptable se encuentra entre 0.09 como minimo y 0.12 como maximo (Patel et al.,

2015).

3.2.7.7. Antibiograma

Se utilizé los indculos ya alcanzados su turbidez por absorbancia. Luego se
sembraron con hisopos estériles en cajas Petri y en agar Mueller Hinton,
simultdneamente, se colocaron 3 discos impregnados con las diferentes
concentraciones de CBD y los controles positivos y negativos, en cada caja, con un

espacio de 3cm entre cada uno.
A continuacion, se detalla el protocolo de esta prueba de sensibilidad:

e Se autoclava el medio de cultivo a 121°C por un lapso de tiempo de 2 horas.

e Se deja enfriar el agar Mueller Hinton hasta una temperatura ambiente.

e Se vierte en condiciones asépticas y en cantidad suficiente el medio de cultivo
en la placa Petri, hasta lograr una capa de 4 mm de espesor.

e Dejar solidificar y secar las cajas Petri durante 30 minutos dentro de la cdmara
de flujo laminar antes de proceder a su inoculacion.

e Se inocula la placa con la ayuda de un hisopo estéril, cubriendo es su totalidad
la placa.

e Seubica los discos con las diferentes concentraciones diluidas de aceite de CBD
sobre el agar totalmente condensado y frio, mediante el uso de una pinza.

e Luego presionar suavemente los discos con una pinza para asegurar un buen

contacto con el medio de cultivo. Los discos se colocan espaciados de manera
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que su distancia a la pared de la placa sea de 15 mm, en cambio entre ellos a
3cm.

Se incuba a 35°C durante aproximadamente 24 horas. Los resultados se leen y
confirman habiendo transcurrido el tiempo incubacion.

Se toma como referencia para la medida del diametro de la zona de inhibicion
desde el exterior de la placa, sin quitar la tapa, procedimiento que se realiza con

el Calibrador de Vernier digital.

3.2.7.8. Método de microdilucion en medio liquido.

La esterilizacion de los materiales es crucial. Se emplea medio liquido fresco

cultivado durante al menos 24 horas previas al uso, para las cuatro cepas

bacterianas. A continuacion, se ajusta la turbidez al estandar 0.5 de McFarland

mediante dilucion con Soya Casein Digest, utilizando un espectrofotometro para

cada cepa. Finalmente, se combinan las concentraciones previamente preparadas de

CBD con la suspension bacteriana de la siguiente manera:

En el tubo N°I se coloco 10uL de dilucion de la cepa en Soya Casein Digest
mas 990uL del extracto de CBD al 0,0125%.

En el tubo N°2 se coloco 10uL de dilucion de la cepa en Soya Casein Digest
mas 990uL del extracto de CBD al 0,025%.

En el tubo N°3 se colocod 10uL de dilucion de la cepa en Soya Casein Digest
mas 990pL del extracto de CBD al 0,05%.

En el tubo N°4 se coloco 10uL de dilucion de la cepa en Soya Casein Digest
mas 990pL del extracto de CBD al 0,10%.

En el tubo N°5 se coloco 10uL de dilucion de la cepa en Soya Casein Digest
mas 990uL del extracto de CBD al 0,50%.

En el tubo N°6 se coloco 10uL de dilucion de la cepa en Soya Casein Digest
mas 990uL del extracto de CBD al 1%.

Se debe mencionar que este procedimiento se realizO para las cepas de
Streptococcus agalactiae ATCC® 27956 ™, Staphylococcus aureus ATCC® 12600
™, Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145 ™ y Escherichia coli ATCC® 11775
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™ respectivamente. Se utiliz6 un total de 24 tubos eppendorf, con 1mL de medio

liquido.

3.2.7.9. Determinacion de la Concentracion Bactericida Minima (MBC)

Para determinar la Concentracion Bactericida Minima, los tubos que no mostraron
crecimiento bacteriano ni turbidez fueron sembrados en placas Petri con agar

Triptona de Soya y posteriormente incubados a 35°C durante 24 horas.

3.2.8. Métodos de evaluacion

Se empleo una ficha técnica en la que se registrd el nimero de placas, las diluciones

del cannabidiol y la medida de la zona de inhibicion, expresada en milimetros (mm).

3.2.8.1 Prueba de susceptibilidad bacteriana

Se llevo a cabo la medicion del halo de inhibicion de los discos impregnados con
las diferentes diluciones de CBD, asi como de los controles positivos (amoxicilina,
enrofloxacina, gentamicina y oxitetraciclina) y controles negativos (discos en

blanco sin impregnacidn) frente a las bacterias Gram positivas y Gram negativas.

3.2.8.2. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC)

Se empled el método de microdilucion en caldo para preparar seis muestras de
CBD, utilizando un factor de dilucion. Posteriormente, se observo cual de estas, en
su concentracion mas baja, podia inhibir el crecimiento bacteriano de forma visible

en los tubos Eppendorf.

3.2.8.3. Determinacion de la concentracion bactericida inhibitoria (MBC)

La determinacion de la concentracion minima bactericida (MBC) se llevo a cabo
siguiendo el método realizado por (Sadiki etal., 2014). Se efectué después de
determinar visualmente el valor de la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) para
cada bacteria en las seis diluciones de CBD. Posteriormente, cada muestra se
sembrara en medio sélido y se incubara a 35°C durante 24 horas. Una vez

completado este proceso, se procederd a la lectura de los resultados.
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3.2.9.7. Analisis de datos

Se efectud utilizando el software estadistico GraphPad Prism. Se aplic6 un analisis
de varianza (ANOVA) para los conjuntos de datos homogéneos, mientras que para
los conjuntos no homogéneos se utilizd la prueba de Kruskal-Wallis. Las
comparaciones multiples se realizaron mediante la prueba de Dunn’s, con un nivel

de significancia establecido en p=0.05.

CAPITULO IV
4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Evaluacion de la actividad antibacteriana de los antibioticos

Tabla 4

Halo de inhibicion de los antibioticos

Cepas Amoxicilina Enrofloxacina Gentamicina Oxitetraciclina
Bacterianas

Sag 29.4+ 15.032 21.88 +6.00* 22.13 +£3.312 27.69 +1.68*
Sau 35.5+4.15° 30.41 £ 0.41%® 26.19 £ 4.15° 30,17 £ 0,82%
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Pae 8.64+0.17° 13.11 +£0.21° 23.42 +1.88* 13.80 + 1.09°
Eco 17.59 + 1.42° 21.84 £2.22° 23,53 £4.20* 32.70 + 1.20°

Nota: Sag = Streptococcus agalactiae. Sau = Staphylococcus aureus. Pac = Pseudomonas
aeruginosa. Eco = Escherichia coli. En las filas, los superindices diferentes indican diferencias
significativas entre los antibidticos (p=0.05).

Figura 1g
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Nota: Las letras muestran la diferencia que existe entre los antibidticos al compararlos con p= 0.05.
Analisis e interpretacion

En relacién con la Tabla 4, se destaca que Streptococcus agalactiae ATCC® 27956
es sensible a la amoxicilina (29.4 + 15.03), seguido por la oxitetraciclina (27.69 +
1.68). De manera similar, con Staphylococcus aureus ATCC® 12600 ™, Ia
amoxicilina (35.5 + 4.15) mostr6 la mayor actividad antimicrobiana. Sin embargo,

la gentamicina (26.19 + 4.15) fue la menos eficaz contra esta cepa.

Asi también, se observa que para Pseudomonas aeruginosa ATCC®10145 ™, ]a
amoxicilina (8.64 = 0.17) presento el menor al halo de inhibicién al compararlo con
la gentamicina (23.42 + 1.88), que es el antimicrobiano que mayor sensibilidad

produjo en la bacteria. En la Tabla 4, se muestra que Escherichia coli ATCC®
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11775 ™ fue sensible a la oxitetraciclina (32.70 = 1.20), comparado con la

amoxicilina (17.59 + 1.42) que fue uno de los antibidticos con menor accion.

Estos resultados concuerdan a lo obtenido por Pangprasit et al. (2023), donde el
tratamiento con amoxicilina para la mastitis clinica mostr6 una eficacia del 80.43%
y una eficacia bacteriologica del 47.82%. Se observd que las bacterias
estafilococicas oportunistas y las bacterias estreptococicas contagiosas, como
Streptococcus agalactiae, fueron los microorganismos que presentaron mayor

sensibilidad a la amoxicilina.

Resaltamos lo descrito por Plumb (2017), donde menciona que la gentamicina tiene
un espectro de actividad sobre bacterias anaerdbicas Gram negativas como
Peudomonas y E.coli, mientras que la efectividad de la enrofloxacina presenta una

actividad moderada frente a cepas E. coli y Pseudomonas aeruginosa.

Segun Sumano y Ocampo (1997), la oxitetraciclina estd indicada para el tratamiento
de mastitis coliforme que afecta a los planteles porcinos. Donde se destaca que la
concentracion minima inhibitoria (CMI) para E. coli es de 2,5 mg/ml, lo que resalta
la eficacia de este antibiotico en el tratamiento de la mastitis causada por esta

bacteria.

4.2. Actividad antibacteriana del CBD frente a Streptococcus agalactiae

Tabla 5

Halo de inhibicion del CBD frente a Streptococcus agalactiae

Cepa Tratamiento Diametro halo de inhibicion
Streptococcus Amoxicilina 29.49 +£15.03
agalactiae Enrofloxacina 21.88 +6.00
ATCC® Gentamicina 22.13 £3.31
27956 ™ Oxitetraciclina 27.69 +1.68
CBD 3% 13.57 £2.36
CBD 6 % 14,89 +£3.36
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CBD 9% 16.15 £7.49

Tabla 6

Comparacion del CBD frente a Streptococcus agalactiae

CBD 3% CBD 6% CBD 9%
Antibiotico p= Antibiotico p= Antibiotico p=

Amoxicilina 0,8101  Amoxicilina 0,9999  Amoxicilina 0,9999
Enrofloxacina 00,0610  Enrofloxacina 0,4202  Enrofloxacina 0,3088
Gentamicina 0,0250  Gentamicina 0,2112  Gentamicina 0,1498
Oxitetraciclina 0,0187  Oxitetraciclina 0,1588  Oxitetraciclina  0,1180

Figura 2.
Halo de inhibicion del CBD frente a Streptococcus agalactiae ATCC* 27956 ™.
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Nota: Las letras muestran la diferencia que existe entre los antibioticos y el CBD al compararlos

con p=0.05.
Analisis e interpretacion

De acuerdo con la Figura 2, se destaca que Streptococcus agalactiae ATCC® 27956
™ presentd sensibilidad a diferentes concentraciones de cannabidiol (CBD); sin
embargo, no se observaron diferencias significativas entre estas diluciones. Los
halos de inhibicién fueron menores en comparacioén con la amoxicilina (29.49 +
15.03), el CBD al 9% mostro un halo de inhibicion de 16.15 + 7.49 y un nivel de
significancia de p = 0,9999.

Estos resultados concuerdan a lo realizado por Abichabki et al. (2022), donde se
evalud la actividad antibacteriana in vitro del CBD ultrapuro, observandose

diferentes niveles de accion antibacteriana frente a Streptococcus agalactiae. Lo
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que nos demuestra el potencial antimicrobiano que posee el CBD contra un grupo

especifico de bacterias.

Coincidiendo también con el estudio realizado por Schofs et al. (2021), donde se ha
observado que los extractos de Cannabis Sativa e Indica obtenidos mediante el uso
de diversos disolventes presentan actividad antibacteriana frente a un grupo de
bacterias Gram positivas, destacando la accién sobre Streptococcus alpha
haemolyticus 'y Streptococcus beta haemolyticus. Datos que nos demuestran la

accion antibacteriana del CBD frente estreptococos.

4.3. Actividad antibacteriana del CBD Staphylococcus aureus

Tabla 7

Halo de inhibicion del CBD frente a Staphylococcus aureus

Cepa Tratamiento Media / Desviacion estandar
Staphylococcus Amoxicilina 35.5 +£4.15
aureus ATCC® Enrofloxacina 30.41 £0.41
12600 ™ Gentamicina 26.19 £4.15
Oxitetraciclina 30,17 £0,82
CBD 3 % 11.63 +1.47
CBD 6 % 12.50 £1.96
CBD 9% 12.66 +2.99

Tabla 8

Comparacion del CBD frente a Staphylococcus aureus
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CBD 3% CBD 6% CBD 9%
Antibiético p= Antibiotico p= Antibiético p=
Amoxicilina 0,0201 Amoxicilina 0,0787 Amoxicilina 0,0671
Enrofloxacina 00,0201 Enrofloxacina 0,0787 Enrofloxacina 0,0671
Gentamicina 0,0201 Gentamicina 0,0787 Gentamicina 0,0671

Ocxitetraciclina  0,0201 Ocxitetraciclina 00,0787 Oxitetraciclina  0,0671

Figura 3
Halo de inhibicién del CBD frente a Staphylococcus aureus ATCC®12600 ™
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Nota: Las letras muestran la diferencia que existe entre los antibioticos al compararlos con p= 0.05
Analisis e interpretacion

De acuerdo con la Figura 3, se destaca que Staphylococcus aureus ATCC® 12600

™ present6 sensibilidad a diferentes concentraciones de cannabidiol (CBD); sin
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embargo, no se observaron diferencias significativas entre estas diluciones. Los
halos de inhibicion fueron significativamente menores en comparacion con la
amoxicilina (35.5 +4.15), el CBD al 9% mostro un halo de inhibicion de 12.66 +

2.99 y un nivel de significancia de p = 0,0671 para todas las diluciones.

Datos que concuerdan con la investigacion de Blaskovich et al. (2021), donde se
destaca que el CBD es efectivo contra las biopeliculas de S. aureus resistente a la
meticilina (MRSA) y sensible a la meticilina (MSSA). Ademas, se demuestra la
actividad antibacteriana del CBD frente a Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae 'y Clostridioides difficile altamente resistentes. También se resalta que
el CBD tiene una baja probabilidad a inducir resistencia y una eficacia topica in

Vivo.

Asi también Wassmann et al. (2020), resalta que el CBD incrementa la sensibilidad
de la bacitracina (BAC) frente a bacterias Gram positivas, en el caso de
Staphylococcus aureus provocd cambios morfologicos como la formacion de
multiples septos durante la division celular y alteraciones en su membrana. También

presento actividad contra Listeria monocytogenes y Enterococcus faecalis.

4.4. Actividad antibacteriana del CBD frente a Pseudomonas aeruginosa

Tabla 9
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Halo de inhibicion del CBD frente a Pseudomonas aeruginosa

Cepa Tratamiento Media / Desviacion estandar

Pseudomonas Amoxicilina 8.64 £0.17
aeruginosa Enrofloxacina 13.11 £0.21
ATCC® Gentamicina 23.42 +£1.88
10145 ™ Oxitetraciclina 13.80 £1.09

CBD 3% 0.00

CBD 6 % 0.00

CBD 9% 0.00

Figura 4

Halo de inhibicion del CBD frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC®10145 ™
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Analisis e interpretacion
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Como se muestra en la Tabla 9, con respecto al halo de inhibicion del CBD frente
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145 ™ en comparacion con los antibioticos, se

observo la ausencia de actividad antibidtica de las tres concentraciones de CBD.

Datos que son coinciden a lo obtenido por Schofs et al. (2021), en donde los
extractos de tallos y hojas de Cannabis sativa L. fueron evaluados utilizando el
método de difusion en disco contra las cepas de P. aeruginosa ATCC 9721 y E. coli
ATCC 8677, pero no se observo actividad antibacteriana en ninguna de ellas. En
contraste, el mismo extracto mostré actividad contra S. aureus ATCC 12600, cepa

que se utilizo en esta investigacion.

En su investigacion, Blaskovich et al. (2021), sefiala que el CBD no demostro
eficacia contra 20 especies de bacterias gramnegativos entre las se destaca P.
aeruginosa y E.coli. Sin embargo, cabe mencionar que el cannabidiol si present6
actividad frente a un grupo de patogenos gramnegativos altamente peligrosos, como

la Neisseria gonorrhoeae y Legionella pneumophila, en el mismo estudio.

4.5. Actividad antibacteriana del CBD contra Escherichia coli ATCC®11775

™

Tabla 10

Halo de inhibicion del CBD frente a Escherichia coli

Cepa Control + / Cannabidiol Media / Desviacion estandar

Escherichia Amoxicilina 17.59 £ 1.42
coli ATCC® Enrofloxacina 21.84 £2.22
11775 ™ Gentamicina 23,53 +£4.20
Oxitetraciclina 32.70 +£1.20

CBD 3% 0.00

CBD 6 % 0.00

CBD 9% 0.00

Figura 5.
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Halo de inhibicion del CBD frente a Escherichia coli ATCC* 11775 ™
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0.05
Analisis e interpretacion

Con respecto al halo de inhibicién del CBD frente Escherichia coli ATCC® 11775
™ en comparacion con los antibidticos, se nota la ausencia de actividad

antimicrobiana de las tres concentraciones de CBD.

De acuerdo con el estudio de Karas etal. (2020), que investigd la actividad
antimicrobiana de dos emulsiones que contenian tanto aceite refinado como no
refinado de CBD, se observo que estas emulsiones mostraban un efecto bactericida
discreto en general contra las bacterias Gram positivas, mientras que su eficacia era
menor contra las bacterias Gram negativas. Especificamente, se registrd una

actividad practicamente nula contra Escherichia coli CCM 3954.
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En otra investigaciéon Abichabki et al. (2022), indican que la combinacion de
cannabidiol, polimixina B y fenil-arginina beta-naftilamida (CBD + PB + PABN)
mostrd una mayor actividad antibacteriana contra bacterias gram negativas,
destacando su sensibilidad sobre cepas de E. coli y P. aeruginosa resistentes a la
colistina. Esta combinacion resulté en una reduccion mas significativa en el nimero
de unidades formadoras de colonias por mililitro en comparacion con el uso
indivi2dual de CBD y PB cuando se administraron juntos en la misma
concentracion. Ademas, se observo un efecto sinérgico de la combinacion de CBD

+ PB en los parametros evaluados.
4.6. Concentracion minima inhibitoria (MIC)
Tabla 11

Concentracion minima inhibitoria de las diluciones del CBD

Cepas Tubos eppendorf con diluciones de CBD y bacterias
0,0125% 0,025% 0,05% 0,10% 0,50% 1% C-
Sag + + - - - - +
Sau + + - - - - +
Pae + + + + + + +
Eco + + + + + + +

Nota: Sag = Streptococcus agalactiae. Sau = Staphylococcus aureus. Pae = Pseudomonas

aeruginosa. Eco = Escherichia coli. C- = control negativo.
Analisis e interpretacion

En relacion con la Tabla 11, que presenta las concentraciones de CBD y su impacto
en el crecimiento de las cepas bacterianas, se observa que las cepas Streptococcus
agalactiae y Staphylococcus aureus exhiben turbidez a niveles de 0,0125% y
0,025%, indicando una proliferacion bacteriana. Sin embargo, a concentraciones de
0,05%, 0,10%, 0,50% y 1%, el medio de cultivo no presenta turbidez, sugiriendo

ausencia de crecimiento bacteriano.

En contraste, las cepas Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli demostraron

resistencia en todas las diluciones, como se evidencid en el antibiograma.
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4.7. Concentracion bactericida minima (MBC)

Tabla 12

Concentracion bactericida minima de las diluciones del CBD

Cepas Placas de cultivo de los Tubos eppendorf

1 2 3 4 5 6 C-
Sag + + - - - - +
Sau + + - - - - +
Pae + + + + + + +
Eco + + + + + + +

Nota: Sag = Streptococcus agalactiae. Sau = Staphylococcus aureus. Pae = Pseudomonas

aeruginosa. Eco = Escherichia coli. C- = control negativo.
Analisis e interpretacion

En relacion con la Concentracion Bactericida Minima (CBM) reflejada en la Tabla
9, se observa que las cepas de Streptococcus agalactiae y Staphylococcus aureus,
presentaron desarrollo de colonias bacterianas en las placas 1 y 2. Mientras que en
las placas 3, 4, 5 y 6, las bacterias inoculadas no lograron su proliferacion. Esto
indica que, para ambas cepas, las concentraciones de 0,05 %, 0,10%, 0,50% y 1%

inhibieron el crecimiento bacteriano.

Por otro lado, para las bacterias Gram negativos se evidencio el crecimiento en

todas las placas de cultivo, evidenciandose la nula actividad del CBD.

4.8. Comprobacion de la hipodtesis

Habiendo realizado la investigacion, se encontrd que el extracto de Cannabidiol a
concentraciones de 3%, 6% y 9% presenta actividad antibacteriana in vitro contra
Streptococcus agalactiae y Staphylococcus aureus. Sin embargo, no se observo
actividad antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa 'y Escherichia coli. Por lo
tanto, se rechaza la hipotesis nula (Ho), y se acepta la hipotesis alterna (Ha),
concluyendo que el extracto de Cannabidiol tiene un efecto antibacteriano
significativo in vitro sobre Streptococcus agalactiae y Staphylococcus aureus en

comparacion con los cuatro controles positivos utilizados en el estudio.

52



53



CAPITULO V
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. Conclusiones

Se logré activar con ¢éxito las cepas de Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa 'y Escherichia coli. El uso del
organismo Kwik-Stik facilité el proceso de cultivo de estas bacterias, ya que
proporciona una plataforma de cultivo conveniente y confiable. Esto permitio
una activacion rapida y eficiente de las cepas bacterianas, lo que a su vez
posibilitd la realizacion de los ensayos de sensibilidad a los antimicrobianos y
al extracto de CBD.

Se evidencié que la amoxicilina exhibi6 una elevada eficacia contra las
bacterias Gram positivas, mientras que la oxitetraciclina y la gentamicina
demostraron una mayor actividad frente a las bacterias Gram negativas. Estos
hallazgos sugieren que la eleccion del agente antimicrobiano debe basarse en
los resultados de los aislamientos y pruebas de sensibilidad, como parte
fundamental del tratamiento de las patologias infecciosas.

Se identifico que la cepa clinica de Pseudomonas aeruginosa, presentd la mayor
tolerancia a los antibioticos evaluados, en comparacion con las otras bacterias
y sus halos de inhibicion, resaltando la importancia de tener en cuenta la
resistencia bacteriana al seleccionar el tratamiento apropiado.

Se determind que el extracto de Cannabidiol (CBD) exhibe una sensibilidad
moderada contra Streptococcus agalactiae en concentraciones del 3%, 6% y 9%,
con didmetros de halo de inhibicion inferiores a los observados con los
antibidticos convencionales. Sin embargo, su efectividad contra Staphylococcus
aureus fue limitada, y no se observd inhibicion en Pseudomonas aeruginosa ni
en Escherichia coli. Estos resultados sugieren un potencial antimicrobiano

limitado del CBD en comparacion con los antibiodticos estandar.
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5.2. Recomendaciones

Ademas de su reconocida actividad antimicrobiana, se sugiere profundizar en
la investigacion de otras propiedades del Cannabidiol (CBD), tales como sus
efectos antiinflamatorios y analgésicos, que podrian tener un impacto
complementario en el manejo de infecciones bacterianas.

Se recomienda realizar estudios comparativos exhaustivos entre el CBD y otros
compuestos bioactivos de origen vegetal con actividad antimicrobiana, con el
fin de establecer su eficacia relativa y explorar posibles efectos sinérgicos.

Es esencial considerar la realizacion de estudios in vivo que permitan evaluar
la eficacia del CBD en modelos animales de infeccion bacteriana, lo que
proporcionaria datos mas robustos y extrapolables a su potencial uso en el
ambito clinico.

Es pertinente investigar si los diferentes métodos de extraccion del CBD
influyen en su actividad antimicrobiana, incluyendo la evaluacion de su version
sintética, con el objetivo de optimizar su formulacién para aplicaciones

terapéuticas.
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ANEXOS

Anexo 1.

Mapa de ubicacion de la investigacion
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Instrucciones para la activacion de las cepas bacterianas
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Base de datos

Diametro Diametro
Bacteria Antibidtico | (mm) Bacteria Antibidtico | (mm)
S.agalactiae | Amoxi 12,15 S.agalactiae | Oxi 26,96
S.agalactiae |3A 11,92 S.agalactiae |3° 13,41
S.agalactiae |6A 12,68 S.agalactiae |6° 14,69
S.agalactiae |9A 14,75 S.agalactiae |9° 13,51
S.agalactiae | Amoxi 37,42 S.agalactiae | Oxi 29,61
S.agalactiae [3A 10,29 S.agalactiae |3° 12,41
S.agalactiae |6A 14,32 S.agalactiae |6° 13,68
S.agalactiae [9A 12,92 S.agalactiae |9° 13,24
S.agalactiae | Amoxi 38,89 S.agalactiae |Oxi 26,49
S.agalactiae [3A 13,86 S.agalactiae |3° 13,88
S.agalactiae | 6A 14,88 S.agalactiae |6° 15,81
S.agalactiae [9A 16,29 S.agalactiae |9° 14,33
S.agalactiae |Enr 154 S.agalactiae |Gn 21,34
S.agalactiae |3E 13,23 S.agalactiae | 3G 14,53
S.agalactiae |6E 15,73 S.agalactiae |6G 15,04
S.agalactiae |9E 14,5 S.agalactiae |9G 14,91
S.agalactiae |Enr 22,99 S.agalactiae |Gn 19,28
S.agalactiae |3E 15,67 S.agalactiae | 3G 10,04
S.agalactiae |6E 12,42 S.agalactiae |6G 10,12
S.agalactiae |9E 10 S.agalactiae |9G 13,28
S.agalactiae |Enr 27,25 S.agalactiae |Gn 25,77
S.agalactiae |3E 18,7 S.agalactiae |3G 14,95
S.agalactiae |6E 24,2 S.agalactiae |6G 15,05
S.agalactiae |9E 39,29 S.agalactiae |9G 16,75
S. aureus Amoxi 33,52 S. aureus Oxi 30,68
S. aureus 3A 10,93 S. aureus 3° 10,83
S. aureus 6A 13,64 S. aureus 6° 10,57
S. aureus 9A 13,61 S. aureus 90 11,83
S. aureus Amoxi 32,71 S. aureus Oxi 29,23
S. aureus 3A 12,65 S. aureus 3° 8,69
S. aureus 6A 14,38 S. aureus 6° 9,95
S. aureus 9A 13,67 S. aureus 90 11,03
S. aureus Amoxi 40,27 S. aureus Oxi 30,61
S. aureus 3A 10,7 S. aureus 3° 13,09
S. aureus 6A 10,35 S. aureus 6° 13,56
S. aureus 9A 11,77 S. aureus 90 11,86
S. aureus Enr 29,93 S. aureus Gn 29,97
S. aureus 3E 10,33 S. aureus 3G 12,65




S. aureus 6E 10,81 S. aureus 6G 14,63
S. aureus 9E 11,52 S. aureus 9G 10,4
S. aureus Enr 30,68 S. aureus Gn 24,42
S. aureus 3E 10,83 S. aureus 3G 12,05
S. aureus 6E 10,57 S. aureus 6G 12,42
S. aureus 9E 11,83 S. aureus 9G 10,86
S. aureus Enr 30,61 S. aureus Gn 24,18
S. aureus 3E 13,04 S. aureus 3G 13,73
S. aureus 6E 13,56 S. aureus 6G 15,53
S. aureus 9E 11,86 S. aureus 9G 21,65
P.aeruginosa | Amoxi 8,83 P.aeruginosa | Oxi 12,99
P.aeruginosa | 3A 0 P.aeruginosa | 3° 0
P.aeruginosa | 3A 0 P.aeruginosa | 6° 0
P.aeruginosa | 9A 0 P.aeruginosa | 9° 0
P.aeruginosa | Amoxi 8,48 P.aeruginosa | Oxi 13,37
P.aeruginosa | 3A 0 P.aeruginosa | 3° 0
P.aeruginosa | 6A 0 P.aeruginosa | 6° 0
P.aeruginosa | 9A 0 P.aeruginosa | 9° 0
P.aeruginosa | Amoxi 8,6 P.aeruginosa | OXi 15,03
P.aeruginosa | 3A 0 P.aeruginosa | 3° 0
P.aeruginosa | 6A 0 P.aeruginosa | 6° 0
P.aeruginosa | 9A 0 P.aeruginosa | 9° 0
P.aeruginosa | Enr 12,93 P.aeruginosa | Gn 23,37
P.aeruginosa | 3E 0 P.aeruginosa | 3G 0
P.aeruginosa | 6E 0 P.aeruginosa | 6G 0
P.aeruginosa | 9E 0 P.aeruginosa | 9G 0
P.aeruginosa | Enr 13,34 P.aeruginosa | Gn 25,32
P.aeruginosa | 3E 0 P.aeruginosa | 3G 0
P.aeruginosa | 6E 0 P.aeruginosa | 6G 0
P.aeruginosa | 9E 0 P.aeruginosa | 9G 0
P.aeruginosa | Enr 13,06 P.aeruginosa | Gn 21,56
P.aeruginosa | 3E 0 P.aeruginosa | 3G 0
P.aeruginosa | 6E 0 P.aeruginosa | 6G 0
P.aeruginosa | 9E 0 P.aeruginosa | 9G 0
E.coli Amoxi 19,05 E.coli Oxi 33,54
E.coli 3 0 E.coli 3° 0
E.coli 3 0 E.coli 6° 0
E.coli 9 0 E.coli 9° 0
E.coli Amoxi 16,22 E.coli Oxi 33,23
E.coli 3 0 E.coli 3° 0
E.coli 6? 0 E.coli 6° 0




E.coli 92 0 E.coli Qo 0
E.coli Amoxi 17,49 E.coli Oxi 31,32
E.coli 32 0 E.coli 3° 0
E.coli 62 0 E.coli 6° 0
E.coli 92 0 E.coli Qo 0
E.coli Enr 24,4 E.coli Gn 18,73
E.coli 3E 0 E.coli 3G 0
E.coli 6E 0 E.coli 6G 0
E.coli 9E 0 E.coli 9G 0
E.coli Enr 20,58 E.coli Gn 26,56
E.coli 3E 0 E.coli 3G 0
E.coli 6E 0 E.coli 6G 0
E.coli 9E 0 E.coli 9G 0
E.coli Enr 20,53 E.coli Gn 25,29
E.coli 3E 0 E.coli 3G 0
E.coli 6E 0 E.coli 6G 0
E.coli 9E 0 E.coli 9G 0
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Foto 4. Esterilizacion de los materiales.  Foto 5. Siembra de las cepas bacterianas




Foto 6. S. agalactiae ATCC* 27956 ™ Foto 7. S. aureus ATCC* 12600 ™

Foto 9. E. coli ATCC* 11775 ™

Foto 10. Preparacion de medio liquido Foto 11. Prep. discos de sensibilidad




Foto 13. Lectura del halo de inhibicion

Foto 16. P. aeruginosa — Extracto de CBD Foto 17. E. coli — Extracto de CBD




ibitoria de S. agalactiae — Extracto de CBD

Foto 20 y 21. Concentracion Minima Inhibi

Foto 22 y 23. Concentracion Minima Inhibitoria de P. aeruginosa — Extracto de

CBD




Foto 24 y 25. Concentracion Minima Inhibitoria de E. coli — Extracto de CBD

Foto 27. Pares lectores visita de campo

Foto 28. Explicacion de la metodologia utilizada.
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ATCC: Siglas en inglés de "American Type Culture Collection", traducido como
"Coleccion Americana de Tipos de Cultivo". Es una organizacion sin fines de lucro
que se especializa en la recopilacion, autenticacion y distribucién de cultivos
celulares, microorganismos y otros materiales bioldgicos, utilizados en la

investigacion cientifica, diagndstico y desarrollo de productos a nivel global.

Canamo: A diferencia de otras variedades de cannabis, el cafamo tiene
concentraciones muy bajas de tetrahidrocannabinol (THC), el compuesto
responsable de los efectos psicoactivos. Se usa en la produccion de textiles, papel,
bioplasticos, alimentos y suplementos nutricionales, y es una planta altamente
sostenible debido a su rapido crecimiento y bajo requerimiento de pesticidas o

fertilizantes.

Cannabis: Género de plantas perteneciente a la familia Cannabaceae, que incluye
tres especies principales: Cannabis sativa, Cannabis indica y Cannabis ruderalis.

Estas especies son conocidas tanto por sus usos recreativos como terapéuticos.

Cepas certificadas: Se refiere a microorganismos cuyos cultivos han sido
correctamente 1identificados, caracterizados y mantenidos por instituciones

especializadas, como ATCC u otras colecciones reconocidas de cultivos.

Dilucién: Procedimiento mediante el cual se disminuye la concentracion de una
sustancia en una solucion, anadiendo solvente (normalmente agua), sin alterar el

volumen total de la solucion.

Espectrofotometria: Técnica empleada para medir la cantidad de luz absorbida por
una sustancia en funcion de su longitud de onda. La intensidad de la luz absorbida
esta directamente relacionada con la concentracion de la sustancia, lo que permite

determinar su cantidad en la muestra.

Genes de resistencia: Son segmentos de ADN que codifican para proteinas que
protegen a los organismos frente a agentes externos, como antibioticos, pesticidas

u otros factores ambientales.

Kwik-Stik™: Son dispositivos disefiados para proporcionar resultados rapidos y
precisos en pruebas microbioldgicas, como la identificacion de bacterias y la

determinacion de sensibilidad a antimicrobianos.



Marihuana: Término histéricamente asociado con el cannabis, posiblemente
promovido en la década de 1930 en Estados Unidos para vincular la planta con la

inmigracion mexicana, generando rechazo social hacia su consumo.
Progenie: Hace referencia a los descendientes de un organismo especifico.

Sensibilidad bacteriana: Prueba utilizada para identificar qué antibidticos son

eficaces contra una determinada bacteria.

Sinergia: En microbiologia y farmacologia, se refiere a la interaccion entre dos o
mas agentes antimicrobianos, generando un efecto combinado mayor que la suma

de sus efectos individuales.



