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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la adicidon de extracto de
semillas de citricos sobre la inhibicién del crecimiento de Staphylococcus aureus
aislados de vacas con mastitis de la comunidad de Téjaro, Michoacédn.Se trabajé
en 16 unidades de produccion. El estudio fue llevado a cabo en tres fases la
primera; dirigida a realizar un diagnéstico de la prevalencia de mastitis clinica y
subclinica a través de la prueba de California, la segunda; comprendio el
aislamiento y caracterizacion de los agentes patdégenos causantes de la mastitis
bovina en el ganado lechero en estudio, la tercera; procesamiento de las
muestras y realizacion de un antibiograma a través de la prueba de Muller -Hinton
para corroborar la efectividad del extracto de semillas de citricos. Con un total de
488 muestras tomadas de los cuatro cuartos en cada una de las vacas, se
encontro, que 308 de los 488 cuartos analizados, se encontraban afectados de
mastitis. Y de las 50 muestras sometidas al antibiograma todas resultaron
sensibles al extracto, por lo tanto,en base a los resultados de laboratorio
obtenidos en esta investigacion, utilizando extracto de semillas de citricos para el
control de la mastitis bovina causada por Staphylococcus aureus, éste puede ser
utilizado de manera segura y efectiva contra dicho patégeno dado a la inhibicién

gue el extracto ejerce sobre él mismo.

Palabras clave: Semillas de citricos, Staphylococcus aureus, Mastitis,



INTRODUCCION

La mastitis es una de las principales enfermedades que afectan a la glandula
mamaria causando grandes pérdidas econdmicas para los productores de leche
en el mundo debido a una disminucion de la produccién lactea. Es una
enfermedad compleja que puede definirse simplemente como una inflamacion de
la gldndula mamaria (Heringstad et al., 2000). Normalmente se da como
resultado de la infeccion intramamaria por bacterias que pueden producir la
enfermedad de manera clinica o subclinica (Leigh, 1999; dos Santos et al.,
2002).

En la glandula mamaria bovina se han identificado hasta 140 especies,
subespecies y serovariedades microbianas, de las cuales las mas importantes
son (Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Mycoplasma sp,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus fecalis,
estafilococos coagulasa negativos, entre otros (Aguado, 2008). Las técnicas
microbiologicas han permitido la determinacion precisa de la identidad de
muchos microorganismos patdogenos de la mastitis (National Mastitis Council,
1992; y Philpot y Nickerson,1998).

Para caso especifico de este trabajo se procesaron muestras de leche de 16
establos con la finalidad de determinar la presencia de Staphylococcus aureus,
para posteriormente evaluar el efecto de la adicion de extracto de semillas de
citricos sobre la inhibicibn de crecimiento de bacterias Staphylococcus aureus,

causantes de mastitis.



ANTECEDENTES

Fisiologia de la lactacion

El desarrollo de la glandula mamaria

El desarrollo de la glandula mamaria se inicia en el feto en todas las especies
mamiferas. En el feto bovino, desde el ectodermo, las lineas mamarias son
visibles desde el dia 35. Alrededor del tercer mes los canales mamarios y se
forman los conductos excretorios y luego se forman los alvéolos. El sistema

excretorio es completado al final del segundo trimestre de la vida fetal.

Durante el primer estadio postnatal, el proceso de crecimiento es a una tasa igual
que el resto del cuerpo (crecimiento isométrico). Al comienzo del tercer mes la
glandula mamaria comienza a crecer 2-4 veces mas rapido que el resto del cuerpo
hasta la pubertad (crecimiento alométrico). Previo a la pubertad el tejido mamario

es influenciado por factores de crecimiento y hormonas (Glauber, 2007).

A edad adulta el ciclo de la lactacion puede dividirse en periodos consecutivos:
mamogenesis, lactogénesis. galactopoyesis e flujo sanguineo mamario . Cada
fase caracterizada por un estricto control hormonal. Tres categorias de hormonas
estan involucradas: hormonas reproductivas (estrégenos, progesterona, lactdgeno,
placentaria, prolactina y oxitocina) actian directamente sobre la glandula mamaria.
Hormonas del metabolismo (hormona crecimiento, corticosteroides, tiroides,
insulina) que funcionan en distintas partes del cuerpo y a menudo tienen efecto

sobre la glandula.

Finalmente hormonas de produccién local que incluyen la hormona de crecimiento,
prolactina, paratiroideapeptidica (PTHrp) y leptina (recientemente descripta,

hormona con sintesis en el tejido adiposo pero también en la glandula mamaria).



La PTHrp se expresa en células del epitelio mamario durante la lactacion y
recientes experimentos en cobayos informan que su secrecidbn puedes
relacionarse con las concentraciones de calcio extracelular y su importancia en el

transporte de calcio desde la sangre a la leche (Glauber, 2007).

Mamogeénesis

Hormonas del metabolismo, factores de crecimiento y prolactina son necesarios
para el normal desarrollo de la glandula mamaria con especial referencia a las
hormonas sexuales esteroideas. A través de la gestacion, la proliferacion del
epitelio mamario es dependiente de estrogenos y progesterona. Los receptores
especificos para esas hormonas se expresan en niveles muy bajos durante la
mamogénesis o lactogénesis. Los estrogenos también estimulan la secrecién de
IGF-1 (Factor crecimiento-insulina) a partir de las células del estroma de la
glandula mamaria y causa el crecimiento de células epiteliales. La mamogénesis

no ocurre en ausencia de prolactina y hormona de crecimiento (Glauber, 2007).

Lactogénesis y Galactopoyesis

La produccién de leche es controlada por las hormonas lactogénicas Prolactina y
Hormona de Crecimiento (HC) durante la lactogénesis y lactopoiesis. Prolactina y
HC son esenciales para la transicién de proliferativo a glandula mamaria lactando
a través del dominio de HC sobre la prolactina durante la galactopoyesis en
rumiantes a diferencia de humanos y cobayos. En el mantenimiento de la
produccion lechera o galactopoyesis la prolactina (PRL) en la vaca lechera reviste
importancia. La accion de la prolactina es a través del epitelio mamario en forma
directa o factores de transcripcidén, semejante a la HC que actla en forma directa

en la glandula o indirectamente con produccién de IGF-I local o producida en el



higado. Las célula mamarias bovinas presentan receptores IGF-I y Il, receptores

de insulina y proteinas de unién IGF(Glauber, 2007).

Flujo sanguineo mamario

El parénquima mamario y su red de capilares se desarrollan en paralelo y
comparativamente en una tasa mas lenta desde la prefiez. El desarrollo de
conductos y bifurcaciones del parénquima mamario madura a lo largo con el
crecimiento mamario. El volumen sanguineo se expande en el animal prefiado y
alrededor del 15 % de la produccion cardiaca esta directamente relacionada con la
unién placentofetal hasta el fin de la prefiez. Al parto la mayoria del flujo es
removido del Utero a la glandula mamaria. Un oOptimo flujo sanguineo de la
glandula es esencial para la produccién de leche para proveer los precursores en
la sintesis necesaria de los elementos de la leche.

Asimismo otros érganos como el tracto gastrointestinal y el higado también usan
parte de ese elevado volumen sanguineo. La produccién de CO2 ha sido
directamente correlacionada con el flujo sanguineo mamario. Aunque el flujo
sanguineo mamario aumenta tremendamente al parto, el completo desarrollo de la
red capilar y actividad metabdlica a juzgar por la actividad de la anhidrasa
carbonica en el endotelio capilar no se alcanza hasta varios dias después del
parto en la cabra. El flujo sanguineo de la glandula mamaria es luego
correlacionado con la produccion de leche y disminuye luego del pico de lactancia

cuando comienza a declinar la produccién (Glauber, 2007).



MASTITIS

El término mastitis se deriva de las palabras griegas “mastos”, que significa
“pechos” e “itis” que quiere decir “inflamacion de”. La inflamacion es la respuesta
de los tejidos productores de leche en la ubre a una lesion traumatica o la
presencia de microorganismos infecciosos u otros agentes que han ingresado a
la ubre. El propésito de la respuesta inflamatoria es destruir o neutralizar el
agente ofensivo, reparar los tejidos dafiados y retornar la glandula a su funcién

normal (National Mastitis Council, 1998 y Philpot y Nickerson, 1992).

La mastitis es una enfermedad altamente prevaleciente en el ganado lechero, y
es una de las enfermedades mas importantes que afecta mundialmente la
industria lechera; pues ocasiona pérdidas econdémicas muy fuertes a todos los
productores de leche en el mundo debido a la disminucién en el rendimiento de
leche y un aumento en el nimero de tratamientos clinicos y desecho temprano
de vacas, por lo que se ha reconocido, durante algun tiempo, como la
enfermedad méas costosa en los hatos lecheros (Correa et al., 2002; Ceron-
Mufioz et al., 2002; Wellenberg et al., 2002).

Es una enfermedad compleja que puede definirse simplemente como una
inflamacion de la glandula mamaria (Smits et al., 1998; Heringstad et al., 2000;
De Oliveira et al.,, 2000; Riffon et al., 2001; Long et al.,, 2001; Menzies y
Ramanoon, 2001; Yazdankhah et al., 2001; Kerr et al., 2001; Zadoks, 2002).
Inflamacion causada mas comunmente por infeccion intramamaria con un
patdgeno, pero también puede ser causada por una lesion (herida), menos

frecuente por alergia y neoplasias (Menzies y Ramanoon, 2001).

La mastitis bovina normalmente se da como resultado de la infeccion
intramamaria por bacterias que pueden producir la enfermedad de manera
clinica o subclinica (Leigh, 1999; Dos Santos et al., 2002). Es decir, puede ser

acompafada de signos clinicos o no. Una inflamacion intramamaria esta



asociada con un aumento en el conteo de células somaticas (CCS) en la leche.
Sin embargo, la magnitud del aumento en el conteo de células soméaticas varia
de acuerdo a la bacteria involucrada en la infeccién intramamaria (Djabri et al.,
2002).

Tipos de mastitis

Mastitis clinica

En algunos casos la inflamacion de los cuartos mamarios es acompafada de
signos clinicos (signos pronunciados de inflamacion mamaria y de enfermedad
sistémica), por lo que es diagnosticada entonces como mastitis clinica (Djabri et
al., 2002).

La mastitis clinica es una anormalidad facilmente observada por los granjeros en
cualquiera de los dos casos: la leche y/o la ubre (de Mol, 2000). Es un problema

gue subsiste en muchos hatos lecheros (Barkema et al., 1999).

Se caracteriza por la tumefaccién o dolor en la ubre, enrojecimiento, la leche
presenta una apariencia anormal y, en algunos casos, hay aumento de la
temperatura rectal, letargo, anorexia e incluso la muerte. Ademas, las bacterias
estan presentes en la leche, el rendimiento es muy reducido, y su contenido esta

alterado considerablemente (Heringstad et al., 2000; Schrick et al., 2001).

La mastitis clinica debida a Escherichia coli (E. coli), estreptococos ambientales,
y Staphylococcus aureus (S. aureus) continua siendo un problema importante
(Schukken et al., 1999). Y puede ser una condicién aguda y dolorosa que afecta
el comportamiento animal (Zadoks, 2002). Durante la primera lactacién, este tipo
de mastitis, resulta en obvias pérdidas como son disminucién en la produccion

de leche y alteraciones en la composicion de la misma (Barker et al., 1998).



En un estudio realizado por Barker et al. (1998), demostraron que las vacas con
mastitis clinica durante la primera lactacién presentaron un prolongado intervalo
hasta el primer servicio (94 dias) comparado con animales que no presentaron

mastitis clinica (71 dias).

Ademaés, las vacas con mastitis clinica entre el primer servicio y el
establecimiento de la gestacion tuvieron un aumento en el niamero de dias

abiertos y un doble aumento de servicios por concepcion (Hockett et al., 2000).

La mastitis clinica es una enfermedad costosa en las granjas lecheras de los
Estados Unidos, con una tasa promedio de incidencia lactacional de 14.2% de

acuerdo a un analisis retrospectivo de 62 reportes realizados (Smith et al., 2001).

En el Reino Unido, la incidencia de mastitis clinica es aproximadamente de 40
casos por cada 100 vacas por afio o un millén de casos anualmente (Hillerton y
Kliem, 2002).

Segun Heringstad et al. (2000) en 1993, el nimero de casos de mastitis clinica
por 100 vacas al afio fue de 56, 32, 30 y 21 en Dinamarca, Finlandia, Noruega y
Suiza respectivamente. En varios estudios realizados en California, Michigan y
Ohio las incidencias de mastitis que se encontraron fueron de 30, 33 y 37 casos
por 100 vacas por afio respectivamente. Estas estimaciones incluyen las mastitis

reportadas por los duefios y tratadas por los veterinarios.

Los costos estimados por mastitis clinica varian dependiendo del pais y
presupuesto e incluyen los costos del tratamiento y veterinario, la reducida
produccion de leche durante la parte restante de la lactacion, las pérdidas de
leche que ha sido desechada debido a contaminacién con antibiéticos,
eliminacién temprana, labor extra, disminucion de la calidad de la leche e

incremento de los riesgos de la enfermedad en el futuro. Los costos estimados



por caso de mastitis clinica en Noruega son de 460 dolares americanos, en base

a todos los costos arriba mencionados.

Las pérdidas econdmicas estimadas en Finlandia debido a un caso de mastitis
clinica fueron de 215 dolares americanos en base al valor de leche desechada,
costos en veterinario, medicina y de labor extra. Los costos de la mastitis clinica
reportados por granjeros de Estados Unidos varian de 108 a 122 dolares por
caso, en base a medicamentos y veterinario, preventivos, de trabajo extra,

desecho y pérdidas de leche (Heringstad et al., 2000).

Mastitis subclinica

La mastitis subclinica es definida como la presencia de un microorganismo en
combinacién con un conteo elevado de células sométicas de la leche (de Mol,
2000). El conteo elevado de células somaticas en la leche indica mastitis
subclinica (Hultgren, 2002).

Este tipo de mastitis no presenta cambios visibles en la leche o ubre. Se
caracteriza por el reducido rendimiento de leche (Schrick et al., 2001),
composicién alterada de la leche y la presencia de componentes inflamatorios y

bacterias en la leche (Heringstad et al., 2000).

Cuando los signos no son visibles, la presencia de patégenos y las
modificaciones citolégicas de la leche traen como resultado una mastitis
subclinica (Djabri et al., 2002), por lo que las técnicas de laboratorio como la
medicion del conteo de células somaticas y el cultivo bacteriologico son

necesarios para detectar inflamacion e infeccion (Barker et al., 1998).



La mastitis, particularmente subclinica y crénica, es la mas persistente y mas
comun del grupo de enfermedades de importancia por la higiene de la leche en
el ganado lechero. La mastitis subclinica ocurre frecuentemente, y puede
conducir a grandes pérdidas econdmicas debido al reducido rendimiento de
leche, y multas a causa de los elevados conteos de células somaticas presentes
en los tanques de leche. En la préctica, los casos de mastitis subclinica con
frecuencia no son detectados rapidamente, o pueden incluso no ser reconocidas

por el ordefiador (Wellenberg et al., 2002).

Segun Wellenberg et al. 2002, actualmente las pérdidas ocasionadas por ambos
tipos de mastitis clinica y subclinica pueden ascender a 20% de la produccion

potencial.

CLASIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS CAUSANTES DE LA
MASTITIS BOVINA

En la glandula mamaria bovina se han identificado hasta 140 especies,
subespecies y serovariedades microbianas. Las técnicas microbiol6gicas han
permitido la determinacion precisa de la identidad de muchos microorganismos
patogenos de la mastitis. Tomando como base la epidemiologia y la
fisiopatologia, se han clasificado estos microorganismos como causantes de la
mastitis contagiosa o ambiental, en base a su asociacion epidemiolégica con la
enfermedad y a su proclividad de causar la infeccion oportunista, persistente o
transelnte, respectivamente (Green, 2001; Riffon et al., 2001; Radostits et al.,
2002; Bradley y Rossitto et al., 2002).

Segun Riffon et al. 2001, las bacterias responsables de la mastitis bovina
pueden ser clasificadas como contagiosas y ambientales, dependiendo de su
reservorio primario y el ambiente contra el cuarto de la glandula mamaria

infectad



Microorganismos causantes de la mastitis contagiosa

Los patdgenos contagiosos de primera importancia incluyen al Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium spp., y al Mycoplasma spp.
(Riffon et al., 2001; Rossitto et al., 2002; Djabri et al., 2002). Son organismos
transmitidos de vaca a vaca a través de los pafios utilizados para limpiar las
ubres, la leche residual en las pezoneras y un equipo de ordefio inadecuado
donde el reservorio primario que alberga los patégenos es el animal infectado o
el cuarto de la ubre (Rossitto et al., 2002; Zadoks et al., 2001; Radostits et al.,
2002), y la exposiciéon de los cuartos mamarios no infectados se restringe al
proceso de la ordefia (Bradley y Green, 2001; Zadoks et al., 2001; Zadoks,
2002).

Los patdgenos contagiosos de la mastitis como el Staphylococcus aureus y
Streptococcus agalactiae que son infecciosos a nivel individual y a nivel de
poblacién (Zadoks, 2002), han sido reportados bajo control en los hatos lecheros
a través del uso de practicas de manejo que utilizan la desinfeccion de las tetas
después de la ordefia, terapia de la vaca seca, desecho, mantenimiento del
equipo de ordefio, y terapia antibiética de las infecciones intramamarias (Rossitto
et al., 2002).

A pesar de que la mastitis por organismos contagiosos (especialmente
Streptococcus agalactiae) ha disminuido por mejoramiento en el manejo, las
pérdidas econdmicas debido a la enfermedad pueden continuar porque los
organismos causales no pueden ser erradicados del medio ambiente de las

vacas lecheras (Nash et al., 2002).

En general, un programa de control de la mastitis concienzudo puede erradicar a
Streptococcus agalactiae de la mayoria de los rebafos lecheros. Es mucho mas
dificil tratar los rebafios en los que Staphylococcus aureus tiene una prevalecia
alta (Radostits et al., 2002

10



Microorganismos causantes de la mastitis ambiental

Los patégenos principales en este grupo son los bacilos entéricos gram
negativos (Escherichia coli, Klebsiella spp.), Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus uberis, y Enterococcus spp. (Rossitto et al., 2002). Otros
microorganismos patdgenos se incluyen en la clase ambiental de este tipo de

infecciones.

Se trata generalmente de oportunas que invaden la glandula mamaria cuando
los mecanismos de defensa estan disminuidos o cuando se introducen
inadvertidamente en la glandula mamaria al realizar un tratamiento intramamario.
Este grupo de microorganismos oportunistas incluyen a Pseudomona spp.,
levaduras, Prototheca spp., Serratia marcescens y Nocardia spp. Cada uno de
estos agentes poseen caracteristicas de cultivo, mecanismos patégenos y

consecuencias clinicas singulares (Radostits et al., 2002).

La fuente de estos agentes patdgenos es el entorno de la vaca. La forma de
transmision principal es del ambiente a la vaca a través de un manejo
inadecuado del primero. Algunos ejemplos incluyen la cama humeda, terrenos
sucios, ubres mojadas por la leche, preparacién inadecuada de la ubre y los
pezones antes del ordefio y sistemas de estabulacién que favorecen las lesiones
en los pezones (Radostits et al.,, 2002). Y la exposicibn de los cuartos no
infectados a los patdgenosambientales que puede ocurrir en cualquier momento
durante la vida de una vaca (Zadoks et al., 2001).

Estas infecciones generalmente ocurren de forma esporadica. Sin embargo, se
pueden producir brotes en los rebafios o en una region entera, normalmente
como consecuencia de problemas con la higiene o el tratamiento. Por ejemplo,
se ha producido mastitis causada por Pseudoma aeruginosa en brotes
relacionados con la contaminacion de las conducciones de goma en las salas de
ordefio (Radostits et al., 2002).
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La mastitis ocasionada por patégenos ambientales es el principal problema que
afecta a muchos hatos lecheros bien manejados, que aplican un programa de
control de los patégenos contagiosos de la mastitis (Calvinho et al., 1998;
Phuektes et al., 2001).

Debido a que en la actualidad estos patégenos no han sido bien controlados por
los métodos arriba mencionados, ahora estan surgiendo como la causa mas
frecuente de mastitis en muchos hatos, particularmente bien manejados, hatos

con bajo conteo de células somaticas (<200,000 cs/ml) (Rossitto et al., 2002).

Tradicionalmente, los agentes mas comunes causantes de la mastitis también
han sido clasificados como patdgenos principales (mayores) y menores segun el
grado de inflamacién que estos producen en la glandula mamaria (Ariznabarreta
et al., 2002).

Los patdgenos principales son definidos como los patdégenos responsables, la
mayoria de las veces, de las mastitis clinicas o de fuertes respuestas
inflamatorias (conteos elevados de células somaticas en la leche) y comprenden
al Staphylococcus aureus, estreptococos (S. uberis, S. agalactiae, S.
dysgalactiae) y coliformes (Ariznabarreta et al., 2002; White et al., 2001; Djabri et
al., 2002).

Los patdgenos menores son definidos como los patdgenos que infectan la
glandula mamaria, causando conteos moderados de células sométicas, pero en
lo general no causan signos clinicos. Estas infecciones, son especialmente
frecuentes, debidas sobre todo a otros estafilococos (principalmente S.
chromogenes, S. hyicus, S. epidermidis, y S. xylosus) o por Corynebacterium
bovis y Micrococcaceae coagulasa-negativos (Ariznabarreta et al., 2002; White
et al., 2001, Djabri et al., 2002).
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Género Staphylococcus

Los estafilococos son cocos Gram-positivos (de 0.5 a 15 um de diametro) que se
presentan sueltos, en parejas, en pequefias cadenas (de 3 o 4 células) y mas
caracteristicamente en grupos irregulares en forma de racimos (su denominaciéon
procede del griego staphylé, racimo de uvas). Son anaerobios facultativos,
catalasa positiva, generalmente oxidasa negativos, no esporulados, inmaoviles y

generalmente no forman capsula o tienen una limitada formacion capsular.

En la actualidad en el género Staphylococcus se reconocen 32 especies y
varias subespecies, si bien sélo algunas de ellas tienen importancia desde el
punto de vista clinico. Los estafilococos segun produzcan o no la enzima
coagulasa, se dividen en dos grandes grupos: Estafilococos coagulasa positivos
(ECP) y estafilococos coagulasa negativos (ECN). Existe una buena correlacién
entre la produccién de coagulasa y la capacidad patégena de los estafilococos
de tal manera que, en general, se considera que los ECP son patégenos y que
los ECN no lo son. No obstante, algunas especies de ECN se han relacionado
con procesos patoldgicos tanto en animales como en el hombre (Vadillo et al.,
2002).

Aislamiento e identificacion

Los estafilococos crecen en los medios de cultivo ordinarios, como el agar
nutritivo, si bien para la siembra de muestras clinicas (exudados, pus de
abscesos, leche mamitica, raspados de piel, orina, etc.) se utiliza habitualmente
el agar sangre (preferentemente de oveja), medio en que puede apreciarse la

capacidad hemolitica producido por las bacterias.
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Existen varios medios selectivos para los estafilococos, como el agar sal manitol
y el medio de Baird-Parker, que se utiliza principalmente para andlisis de
alimentos. Las colonias aparecen normalmente a las 24 horas de incubacion
pueden alcanzar los 4 mm de diametro. Estas colonias son redondas, lisas y
brillantes y en agar sangre opacas, lo que las diferencia de las colonias de los
estreptococos beta-hemoliticos, que son mas pequefas y translicidas. Las
colonias pueden ser o no pigmentadas mostrando en este caso distintas

tonalidades, desde el crema palido al amarillo vivo.

El criterio generalmente utilizado para la identificacion de las especies patégenas
es la capacidad de coagular el plasma. Esta capacidad se determina bien con

una prueba de tubo, o bien con una prueba de porta.

La prueba en tubo, permite detectar la coagulasa libre y se realiza afiadiendo a
0.5 ml de plasma de conejo citratado o con EDTA un par de gotas bien en un
cultivo liquido de 18 horas, o bien de una suspension densa preparada a partir
de un cultivo de agar. La lectura de la prueba se hace alas 4 y a las 24 horas. La
prueba de la coagulasa en parte permite detectar el clumping factor y se realiza
preparando una suspension muy densa de bacterias en una gota de agua
depositada en un portaobjetos y sobre la suspension se afiade con un asa de
platino una gota de plasma de conejo y se mezcla rotando el asa (Vadillo et al.,
2002)

Staphylococcus aureus

El Staphylococcus aureus (S. aureus) es la principal causa de infeccién

intramamaria en los rumiantes (Bayles et al.,1998; Yugueros et al.,1999; Zadoks

et al., 2000; Mullarky et al., 2001) por lo que se le considera el agente causal
mas importante y frecuente de la mastitis bovina (lannelli et al., 1998; Ferens et
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al., 1998; Lammers et al., 2000; Sordelli et al., 2000; Tollersrud et al., 2000:;
Fitzgerald et al., 2001; dos Santos et al., 2002).

Aungue varios patégenos bacterianos pueden causar la mastitis, el S. aureus es
el primer agente etioldgico en la mayor parte del mundo (Tollersrud et al., 2000),
ha surgido como el mas prevaleciente, y una vez establecido en la glandula
mamaria es muy dificil de erradicar (Sordelli et al., 2000) y causa las pérdidas
econémicas mas considerables en la industria de la leche (Lammers et al.,
2000).

En muchos paises el S. aureus es un patdégeno de la ubre, muy importante que
causa la mastitis (Bjorland et al., 2001). En 1998 Smith, informo de un brote de
mastitis causada por S. aureus, en el estado de Washington, en un hato lechero
(Middleton et al., 2002); el S. aureus y las bacterias estreptococales son los
agentes etiolégicos mas comunes involucrados en los casos clinicos y
subclinicos de mastitis en los hatos lecheros de Nueva Zelanda (Douglas et al.,
2000).

El S. aureus es el patégeno principal responsable de una amplia gama de
infecciones agudas y cronicas. El primer paso en las infecciones por S. aureus
es la adherencia a las diferentes superficies y colonizacién de tejidos del
organismo infectado. Para este propoésito el S. aureus presenta una familia de
adherencias llamada MSCRMMs (componentes de la superficie microbiana que

reconocen las moléculas adhesivas de la matriz).

Estas interacciones permiten al S. aureus adherirse a una variedad de lineas
celulares y promover la invasion y muerte por apoptosis de células epiteliales
infectadas. Otro paso en la colonizacion del S. aureus es la formacion de una
biopelicula. La formacién de esta biopelicula es una inquietud importante en las
infecciones porque protege a los microorganismos de los leucocitos y

antibioticos, llevando a la infeccion cronica y septicemia. Fendmenos similares
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ocurren con otras bacterias patdégenas, como Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, Neisseria meningitisdis,

Escherichia coli y Haemophylus influenzae (Cucarella et al., 2002).

El S. aureus se reconoce mundialmente como una causa frecuente de
infecciones intramamarias subclinicas en las vacas lecheras (Riollet et al., 2001).
El reservorio principal del S. aureus parece ser el cuarto infectado y la
transmision entre las vacas, normalmente, ocurre durante la ordefia (Akineden et
al., 2001), la interaccion del S. aureus con las células de la glandula mamaria
bovina es considerada esencial en el rol que desempefia en la patogénesis de la

mastitis (Lammers et al., 1999).

Recientemente se ha demostrado que el S. aureus induce la apoptosis en las
células epiteliales de la glandula mamaria bovina, indicando que este proceso
pudiera estar involucrado en la persistencia o patogénesis de este patdgeno
(Wesson et al., 1998).

En recientes experimentos que evalian la invasion y supervivencia intracelular
del S. aureus en las células del tejido endotelial, epitelial y osteoblasto; se ha
indicado que la supervivencia intracelular pudiera contribuir a la persistencia del
patégeno, induciendo endocarditis, mastitis bovina y osteomielitis (Gresham et
al., 2000).

El S. aureus es actualmente uno de los patégenos mas dificiles de controlar
porque puede extenderse rapidamente entre el hato y puede responder
pobremente a una terapia antibiética convencional (Soltys y Quinn, 1999); la
naturaleza cronica de la mastitis bovina por S. aureus, indica que algunos
productos o componentes de este patdgeno pueden interferir en el desarrollo de

la inmunidad protectora (Ferens et al., 1998).
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Este patdogeno puede causar muchas enfermedades en los humanos y animales
(Fitzgerald et al., 2001), es el agente causal de muchas infecciones oportunas en
los humanos y los animales (Yugueros et al., 1999). Las infecciones debidas al
S. aureus es de la mayor importancia en la medicina veterinaria y humana
(Zadoks et al., 2000). En el humano el S. aureus es un patégeno responsable de
la septicemia, endocarditis y el sindrome del shock tdéxico; ocasionando la

mastitis en las vacas y ovejas (Fitzgerald et al., 2001).

El S. aureus exporta una gran variedad de enzimas, algunas de las cuales tienen
factores de virulencia conocidos (Reed et al., 2001), algunas de estas enzimas
son capaces de incrementar las caracteristicas invasoras del microorganismo y

lo protegen de los mecanismos corporales de defensa.

El S. aureus sigue siendo un patdégeno persistente alrededor del mundo que
causa serias infecciones. Las enfermedades que se han asociado con el S.
aureus son diversas, yendo de las infecciones en heridas menores a las
enfermedades mas serias, incluso la endocarditis, osteomielitis y el shock
séptico (Wesson et al., 1998).

Staphylococcus chromogenes

El Staphylococcus chromogenes (S. chromogenes) es considerado un patégeno
secundario de la mastitis bovina; sin embargo, muchos estudios recientes, han
mostrado la importancia que ha adquirido en la infeccién de la glandula mamaria
bovina. EI S. chromogenes puede causar infecciones mas severas que, en

promedio, puede causar otra especie de estafilococos (Devriese et al., 2002).
En un estudio realizado por Zhang y Maddox. (2000); se encontré que no habia

ninguna diferencia significante en los parametros de inflamacién entre una

infeccion por S. aureus y una infeccion ocasionada por S. chromogenes.
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El S. chromogenes es una especie que prevalece en la mastitis subclinica, con
un impacto bien establecido en el conteo de las células somaticas. En un estudio
realizado con 70 muestras de S. chromogenes se determind que todas eran
susceptibles a la accion de la neomicina, gentamicina, eritromicina,
enrofloxacina, penicilina y a las cefalosporinas, representadas en este estudio

por la cloxacilina (Devriese et al., 2002).

Corynebacterium bovis

El Corynebacterium bovis, frecuentemente se aisla de la leche de glandulas
mamarias de vacas infectadas de mastitis (Hommez et al., 1999; Watts et al.,
2000) y es asociado con la reduccion en la produccion de leche (Watts y
Rossbach, 2000). Esta relacionado con formas muy apacibles de inflamacién
mamaria. La unica manifestacion de esta infeccion, es un ligero aumento de la

cuenta de células sométicas (Hommez et al., 1999).

Corynebacteria nonlipophilic

La Corynebacteria nonlipophilic ha sido asociada con mastitis clinica y subclinica

en vacas lecheras; se han identificado cuatro especies: El Corynebacterium

amycolatum, Corynebacterium ulcerans, Corynebacterium pseudotuberculosis y

el Corynebacterium minutssimum (Hommez et al., 1999).
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Mycoplasma bovis

El Mycoplasma bovis induce varias manifestaciones clinicas en el ganado, como
la mastitis, artritis y pulmonia; se ha extendido mundialmente, sobre todo en
Europa y América del Norte, produciendo grandes pérdidas economicas en la

industria lechera y en la produccion de carne (Brank et al., 1999).

Mycoplasma agalactiae

El Mycoplasma agalactiae es el principal agente causal de la agalactia
contagiosa. Este sindrome es caracterizado por la agalactia, la mastitis, la artritis
y a veces la Queratoconjuntivitis. Causa severas pérdidas econdmicas,
particularmente en los hatos de ganado lechero, debido a que el Mycoplasma
agalacatiae es persistente y muy contagioso, que hace casi imposible la

produccion regular de queso (Fleury et al., 2001).

Género Streptococcus

El término Streptococcus (Streptos, trenzado; kékkos, grano) fue utilizado por
primera vez por Billroth, en 1874. Para describir unos microorganismos de forma
cocécea, dispuestos en cadena. Son células esféricas u ovoides, con un
diametro de 0.5 a 2 um, que se dividen en un plano y pueden quedar adheridas y
formar parejas o bien cadenas largas cuando crecen en medios de cultivo
liquido. A excepcion de algunas especies, son generalmente inmoviles y no
capsuladas (Vadillo et al., 2002).

Los estreptococos son organismos Gram-positivos, de catalasa negativa, que

frecuentemente son aislados de la glandula mamaria bovina y de tanques de

leche cruda (Sawant et al., 2002).
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Algunos organismos que pertenecen al género Enterococcus y Streptococcus en
particular el Enterococcus faecium, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae, Streptococcus equinus y el Streptococcus uberis, han sido bien
documentados como agentes etiologicos de mastitis bovina y sus resultados han
provocado severas pérdidas economicas a la industria lechera (Sawant et al.,
2002).

Los estreptococos son, probablemente, el segundo grupo en importancia,
después de los estafilococos, responsables de la mastitis. Aunque el
Streptococcus agalactiae, el Streptococcus uberis y el Streptococcus
dysgalactiae son las especies mas frecuentemente identificadas, otra especie de
estreptococos, el Streptococcus parasanguinis, ha sido implicado en las

infecciones de la glandula mamaria (Las Heras et al., 2002).

Aislamiento e identificacion

Para el aislamiento de los estreptococos se utilizan medios enriquecidos con
sangre o suero y medios de cultivo selectivos, que pueden llevar en su
composicién cristal violeta, sulfato de talio y, en ocasiones, sustancias
antimicrobianas; la incubacién se realiza a 37 °C en aerobios o microaerofilia
durante 18 a 24 horas, transcurridas las cuales se pueden observar colonias con
un diametro de 0.5 a 2 mm, de bordes regulares, transparentes u opacas y

convexas.

En medios de cultivo con sangre, los estreptococos pueden producir distintos
tipos de hemdlisis: Hemolisis B que se caracteriza por una lisis total de los
hematies, hemalisis a, que corresponde a una decoloracion incompleta alrededor
de la colonia, rodeada de de una zona de tonalidad verdosa de 1 a 3 mm, y

hemodlisis y o ausencia de hemolisis. La capacidad hemolitica de la bacteria se
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debe a dos enzimas: la estreptolisina O (que se inactiva en presencia de
oxigeno) y la estreptolisina S (que permanece estable en presencia de oxigeno,

y cuya produccion es inducida por el suero) (Vadillo et al., 2002).

Streptococcus agalactiae

El Streptococcus agalactiae es considerado una de las mayores causas de
infecciones intramamarias bovinas. Es un patégeno muy contagioso de la
glandula mamaria, donde puede sobrevivir por largos periodos de tiempo
(Martinez et al., 2000); esta bacteria es considerada una de las mayores causas
de infecciones intramamarias bovinas particularmente en América del Norte
(Poyart et al., 2001).

En los paises donde se ha controlado el Streptococcus agalactiae, los patégenos
mas importantes son el Staphylococcus aureus, el Streptococcus dysgalactiae y
el Streptococcus uberis. En general las especiesnormalmente aisladas, a nivel
mundial, de estafilococos coagulasa negativos parecen ser de Staphylococcus
chromogenes, Staphylococcus epidermidis y de Staphylococcus simulans.
Algunas diferencias en la patogenicidad entre las diferentes especies de ECN
han sido observadas. Asi, se encuentra al Staphylococcus simulans mas
frecuentemente asociado con las infecciones clinicas que las otras especies y

asociado con la reaccion de una inflamacion aumentada (M¢ller et al., 1999).
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Streptococcus uberis

El Streptococcus uberis es una bacteria patdgena medioambiental que induce,
en una proporcion significativa, la mastitis clinica bovina en todo el mundo
(Johnsen et al., 1999; Leigh et al., 1999; Phuektes et al., 2001); Por consiguiente
la mastitis medioambiental se ha vuelto un gran problema (Phuektes et al.,
2001).

El Streptococcus uberis es un importante patégeno medioambiental involucrado
en los casos de mastitis subclinica y clinica durante el periodo de lactacion
temprana y el periodo seco (Douglas et al., 2000); y es responsable del 12 al

14% de la mastitis clinica en vacas lactantes (Smits et al., 1998).

En el Reino Unido es responsable de alrededor del 20% de todos los casos de
mastitis bovina (Johnsen et al., 1999); sin embargo Ward et al. (2001), afirman
qgue es el responsable del 33% de los casos detectados de mastitis bovina. En
Dinamarca podrian relacionarse el 23% de los casos de mastitis en los hatos
lecheros con la infeccidon por este patdégeno (Johnsen et al., 1999). Se han
diferenciado 31 especies del género Streptococcus incluidas las especies S.
uberis y S. parauberis, ambas especies son bien conocidas como agentes
causales de mastitis bovina (Hassan et al., 2001).

Streptococcus dysgalactiae

La mastitis causada por patégenos medioambientales es un gran problema que

afecta a los hatos lecheros. De entre los patdogenos medioambientales, el

Streptococcus dysgalactiae ha sido frecuentemente aislado de las infecciones
intramamarias durante la lactacion y el periodo seco (Calvinho et al., 1998).
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El Streptococcus dysgalactiae es una de las especies bacterianas mas
importantes aislada en la mastitis bovina. El de la especie hemolitica, es un

patdgeno muy comun en la mastitis clinica y subclinica (Vasi et al., 2000).

La prueba serologica de Lancefield a la bacteria Streptococcus dysgalactiae, del
grupo C, la identifica como uno de los patégenos mas comunes de mastitis
bovina, que causa pérdidas econdmicas mas grandes en la industria de la leche
(Vasi et al., 2000; Song et al., 2001).

Este patégeno es muy capaz de sobrevivir en la boca, vagina y piel de los
animales saludables que pastan. Debido a su situaciobn medioambiental, los
métodos de higiene normales y la terapia del antibiético son menos eficaces
previniendo las infecciones por Streptococcus dysgalactiae que las infecciones

por otro patégeno contagioso (Vasi et al., 2000; Song et al., 2001).

Escherichia coli

La mastitis medioambiental es causada por bacterias coliformes. La mayoria de
las bacterias coliformes son clasificadas como Escherichia coli (E. coli). La
mastitis ocasionada por la E. coli es normalmente esporadica y las sefales
clinicas varian desde muy severa, incluso formas fatales, a mastitis apacible,

donde las vacas tienen solo sefiales locales en la ubre (Kaipainen et al., 2002).

La mastitis es un problema importante en la industria lechera y la mastitis
producida por E. coli es sobre todo la principal enfermedad en las vacas (Correa
y Marin, 2002).

La razon para la importancia de la mastitis por Escherichia coli es su creciente

incidencia y los sintomas severos. Este aumento puede ser debido al uso

rutinario de la terapia de la vaca seca, la cual es eficaz contra el organismo
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contagioso Gram positivo, pero no contra el patdgeno medioambiental como E.
coli. La infeccidon de la ubre por este patégeno probablemente es resultado de

contaminacion fecal (Correa y Marin, 2002).

De la gran variedad de patdogenos microbianos que pueden causar la mastitis
bovina, la E. coli y la Klebsiella pneumoniae son los patdgenos
medioambientales mas frecuentemente aislados de las infecciones
intramamarias y son los principales causantes de la mastitis clinica (Barkema et
al., 1998; Lin et al., 1999).

La E. coli ha sido clasificada como un agente patdogeno medioambiental que
induce la mastitis clinica, que es caracterizada por una intensa concentracion de
neutrofilos, que lleva a la eliminacién de las bacterias (Riollet et al., 2000);
(Bradley y Green, 2001).

La tasa de mastitis clinica ocasionada por este coliforme varia entre los paises.
En Finlandia menos de 20%, pero en Israel mas del 60% de casos de mastitis

son causados por coliformes (Kaipainen et al., 2002).

Diversos factores de virulencia detectados a partir de bacterias E. coli
patogénicas ocasionan infecciones del tracto urinario, diarrea, septicemia y
meningitis en animales y humanos. La mastitis bovina es semejante a la
infeccion del tracto urinario en que la infecciébn es ascendente, causada por

bacterias del ambiente (Kaipainen et al., 2002).
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Arcanobacterium pyogenes

El Arcanobacterium pyogenes es un habitante comun de los tractos respiratorio
superior, urogenital y el gastrointestinal de muchas especies animales
domésticas. Sin embargo, una herida fisica o microbiana a la ubre puede
ocasionar una variedad de infeccion supurativa de tipo piogénico, como la

mastitis en las vacas y cabras lecheras (Jost et al., 2001).

Hongos y levaduras

La incidencia de mastitis debida a hongos es usualmente muy baja en los hatos
lecheros, pero algunas veces puede ocurrir en proporciones epizooticas
(Krukowski et al., 2000).

Diversas especies de levaduras han sido reportadas en muchos paises como
causantes de mastitis. La infeccion fungal de la glandula mamaria es
predominantemente causada por levaduras del género Candida. Los hongos no
son un agente extrafo en la mastitis bovina y son frecuentemente considerados
en la mastitis medioambiental debido a la pobre higiene animal (Krukowski et al.,
2000).

Algas

La Protothecosis es una forma severa de mastitis en ganado bovino causada por

las algas descoloridas del género Prototheca (Roesler et al., 2001).
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EXTRACTOS DE SEMILLAS DE CITRICOS

Propiedades del extracto de semillas de citricos

El géneroCitrus cuyo término comun es citrico, designa las especies de grandes
arbustos o arbolillos perennes (entre 5y 15 m) cuyos frutos o frutas, de la familia
de las Rutaceas, poseen un alto contenido en vitamina C y acido citrico, el cual les
proporciona ese tipico sabor acido tan caracteristico. Oriundo del Asia tropical y
subtropical, este género contiene tres especies y numerosos hibridos cultivados,
inclusive las frutas mas ampliamente comercializadas, como el limén, la naranja, la
lima, el pomelo y la mandarina, con diversas variedades que dependen de la

region en la que se cultive cada una de ellas (www.wikipedia.org).

Su fruto es un hesperidio, caracteristico del género

Debido a la facilidad de hibridacién de los citricos, todos los cultivos para uso
comercial se obtienen injertando las especies cultivares deseadas sobre plantones
seleccionados por su resistencia a las enfermedades.

En Medicina

El acido citrico es usado muy abundantemente en la industria farmacéutica. En

Medicina se utiliza entre otras cosas como digestivo, sustancia que favorece la

digestion, estando incluido en la clasificacion internacional ATC dentro del grupo
AQ9, con el cédigo concreto de AO9ABO4.
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CitroBio 10

100% Organico bt Agroindustrial

Citrobio 10 es un bactericida y fungicida sistémico de origen natural elaborado a
partir de extractos citricos. Exhibe propiedades tanto preventivas como curativas,
permite la eliminacion y el control de una gran variedad de microorganismos
asociados con enfermedades de diversos cultivos. Permite prolongar la vida util de

los productos agricolas usando el producto para el manejo post-cosecha

(www.bioproductos.com.mx ).

Caracteristicas

Producto 100% natural

Inocuo a seres humanos, animales y vegetales
Tiene un amplio y poderoso espectro germicida
Efecto preventivo y curativo

Presenta poder residual por un minimo de 72 horas
No es corrosivo ni volatil

No es toxico.

Sugerencias de aplicacién

Aplicar el producto previamente diluido.

Llenar el recipiente hasta la mitad con agua, agregar citrobio 10 y agitar

ligeramente. Posteriormente completar con agua. No mezclar el producto con

desinfectantes 0 plaguicidas quimicos ni

(www.bioproductos.com.mx ).
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Control microbiologico de CitroBio 10

Cholera, E. Coli,Salmonella, Germenes, Amibas, Pseudomonas spp,
Xanthomonas spp, Clavibacter spp, Agrobacteriums, Fusarium sp, Ascochyta,
Botritis spp, Altemarias spp, Mycrosphaerella, Colletotrichum

(www.bioproductos.com.mx ).

Descripcion

Desinfectante poderoso de origen natural obtenido a partir de Extractos Citricos,
biodegradable, Orgéanico Certificado, con un amplio espectro germicida que
permite la eliminacion de bacterias gram positivas, gram negativas, hongos y

levaduras entre otros (www.bioproductos.com.mx ).

Desinfectante a base de extractos citricos

CITRIK MAX es un desinfectante poderoso recomendado para todo tipo de
instalaciones ya sean rastros, empacadoras y procesadoras de productos carnicos
y derivados; granjas, establos, clinicas y hospitales veterinarios, etc. Se puede
utilizar para la desinfeccion de areas, maquinaria, equipos y accesorios. Se
emplea también en camiones y otros vehiculos motorizados; asi mismo, en
tapetes y vados y arcos sanitarios. Al no ser un producto corrosivo, permite
prolongar la vida util de las instalaciones, equipo e implementos que ante la
presencia de agentes quimicos tradicionales se oxidan, corroen, agrietan y
deterioran rapidamente. No contamina leche, huevos, carnes, ni derivados

(www.corpocitrik.com).
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Usos, dosis y modo de aplicacion usos en porcicultura dilucion forma de

aplicacion

Desinfeccion de instalaciones en general 1 ml/5 litros Aspersion, cepillo, esponja
Desinfeccion de maternidades 1 ml/2.5 litros Aspersion, cepillo, esponja
Desinfeccion de comederos y bebederos 1 ml/5 litros Aspersion, cepillo, esponja
Desinfeccion de instrumental para cirugia 5 ml/litro Aspersion, inmersion

Desinfeccion de Vehiculos 1 ml/5 litros Aspersion exterior (arco sanitario) e interior

Usos en sector avicola (granjas o incubadoras) dilucion forma de aplicacion

Desinfeccion de instalaciones en general 1 mL./5 litros de agua Aspersion
cepillado o esponja (segun sea el caso)

Desinfeccion de equipo 1 mL/5 litros de agua Aspersion o inmersion antes y
después de su uso

Desinfeccion de utensilios 1 mL/5 litros de agua Aspersion, inmersion, cepillo o
esponja.

Pediluvios, rodoluvios y arcos sanitarios

1 mL./2.5-5.0 litros de agua

Inmersién o aspersion.

Desinfeccion de huevo fértil o para plato

1mL./1-25-5.0litros de agua Aspersion (www.corpocitrik.com).
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Beneficios de los citricos

Las frutas citricas tienen un alto contenido en vitamina C y acido citrico, el cual les

da un sabor 4cido muy exclusivo.

A continuacién algunos beneficios y propiedades de los citricos

(www.cuidadodelasalud.com).

Poseen una cantidad considerable de vitamina C.

Las frutas acidas consiguen desintoxicar y dar fluidez a la sangre, disuelven los
acidos aricos y ayudan a fijar mejor el calcio en los tejidos 6seos.

Por todas estas propiedades, previenen los trastornos vasculares, los calculos
renales y el rema.

De la misma manera, desarrollan una accion cicatrizante, desinfectante y
antibacteriana.

Proporcionan fitoquimicos, un tipo de Flavonoide que aumenta la capacidad
defensiva de los leucocitos (glébulos blancos) de la sangre.

Por ejemplo, "el limén, debido a su grado de acidez, actia como un antibittico
natural si se coloca sobre la piel, en las fosas nasales, boca y garganta.

En uso interno potencia las defensas antiinfecciosas y tiene accion
inmunoestimulante.

Frutas con citricos:

Entre los citricos mas habituales se encuentran las naranjas, las mandarinas, los

kiwis, la lima, las fresas, el limén y los pomelos o toronjas (www.corpocitrik.com).
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OBJETIVO
Evaluar el efecto de la adicion de extracto de semillas de citricos sobre la

inhibicion del crecimiento de Staphylococcus aureus aislados de vacas con

mastitis de la comunidad de Téjaro, Michoacan.
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MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realiz6 de Septiembre del 2010 a Enero del 2011 en la
comunidad de Téjaro, Municipio de Tarimbaro Michoacan, la cual se encuentra
ubicada en las coordenadas 19°54’ de latitud norte y 101°17’ de longitud oeste, a
una altura snm de 1900 metros (INEGI, 2009).

Se muestrearon 16 hatos lecheros de la raza Holstein-Friesian, explotados bajo un
sistema de produccion a pequefia escala. Para determinar la prevalencia de
mastitis bovina se utiliz6 la prueba de California para mastitis (CMT). Se
obtuvieron un total de 488 muestras, las cuales fueron recolectadas de 122 vacas

en produccion.

El estudio se desarrolld6 en tres etapas, la primera, dirigida a realizar un
diagnostico de la prevalencia de mastitis clinica y subclinica a través de la prueba
de California; la segunda, comprendié el cultivo, incubacion, identificacion,
aislamiento y caracterizacion de los Staphylococcus aureus causantes de la
mastitis en el ganado lechero en estudio; la tercera, comprendié el procesamiento
de las muestras y realizacién de un antibiograma a través de la prueba de Muller-
Hinton para corroborar la efectividad del extracto de semillas de citricos (CitroBio
10).

El nimero de unidades de muestreo (n=16 establos) se calculé con un modelo
aleatorio con distribucion proporcional en funcién de la caracterizacion del sistema
de lecheria a pequefia escala mediante componentes principales y conglomerados
(Sanchez et al., 2004).

Para la recoleccion de muestras de leche se procedi6 a la limpieza y desinfeccion
de los pezones con toallas de papel desechable impregnadas con alcohol a 70°
en seguida, se desecharon los primeros chorros y se procedio a realizar la prueba
de California (CMT), para lo cual se utilizO una paleta de plastico, depositando en
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ella una muestra de leche de cada pezon, la cual se mezclé con un reactivo de
nombre comercial Diagmastin (aquil-aril sulfonato de bromocresol), haciendo
movimientos rotativos, la leche de los pezones infectados forman un gel, la
consistencia del gel se evallo en forma visual. Estas reacciones se relacionan en
general con el numero de células somaticas de la leche, una reaccidon positiva
indica mastitis. Los resultados se leyeron como negativos, trazas, 1°%, 2°7, 3°* y

mastitis clinica.

Enseguida, se continué con la toma de muestras de leche utilizando para ello
tubos de plastico esterilizados llendndolos hasta dos tercios, en los cuales
previamente se anoto los datos de la vaca y el pezon. La toma de muestra se hizo
con una presion del pezon. Posteriormente, los tubos se colocaron en una gradilla
dentro de una hielera cerrada herméticamente para transportarlas al laboratorio de
bacteriologia de la USAD de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, para su procesamiento

inmediato o refrigeracion.

Procesamiento de las muestras de leche y aislamiento de los patdogenos

Las muestras se sembraron en agar sangre con azida ASA (bioxon), y agar 110
estafilococos (bioxon). Enseguida, las placas de agar se incubaron a 37 °C y se
examinaron a las 24 y 48 horas. Los aislamientos de Staphyloccoccus aureus
fueron identificados a través de su morfologia colonial, tincion de Gram, prueba de
catalasa, coagulasa, manitol, gelatina. Asimismo, fueron resembrados en base de
agar sangre adicionada con sangre de borrego e identificados por los patrones de

hemolisis y pigmentacion.
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Sensibilidad antimicrobiana al extracto de semillas de citricos (CitroBio 10)

Para las pruebas de sensibilidad antimicrobiana, se procedio a la inoculacion del
Staphylococcus aureus utilizando para ello el método de difusiébn en medio Muller-
Hinton, con discos impregnados con 25 pyL de extracto de semillas de
citricos(CitroBio 10), Posteriormente las muestras fueron incubadas a 37 °C por 24

horas, determinando de esta manera los halos de inhibicién (cm).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1, se puede observar que del total de 488 muestras tomadas de los
cuatro cuartos en cada una de las vacas, se encontrg, que 308 de los 488 cuartos

analizados, se encontraban afectados de mastitis

Tabla 1. Porcentaje de mastitis encontrado en las muestras de leche del ganado
lechero en estudio a través de la Prueba de California.

Grado de infeccion DD TD DI TI No. %
Negativas 42 45 47 42 176 36.1
Trazas 37 34 35 26 132 27

1 29 20 18 19 86 17.6
2 13 18 15 21 67 13.7
3 10 2 5 5 22 4.5
Mastitis clinica 0 0 1 0 1 0.2
Cuartos afectados 89 74 74 71 308 63.1
Cuartos ciegos 1 0 0 3 4 0.9
Total 132 119 121 116 488 100

En base a lo anterior, la prevalencia durante el periodo de estudio fue de 63.1%, la
cual fue evaluada por métodos clinicos y bacteriol6gicos para definir la naturaleza
de esta enfermedad econdmicamente importante. Esta prevalencia obtenida
resulta elevada con lo que sefala la Dairy Herd Improvement Association (DHIA)
qgue un nivel aceptable de prevalencia por hato por afio es de un 15%, asimismo
es alta en relacion a lo reportado por Medina (2002) y Guizar y Bedolla (2008), los
cuales encontraron una prevalencia de mastitis subclinica de 14.54% y de 43.14%
en un estudio realizado por cada uno de ellos en los municipios de Vista Hermosa
y de Tarimbaro, Michoacan respectivamente. Sin embargo, es baja en
comparacion con lo reportado por Baez (2002), el cual encontré que la prevalencia
de ganado afectado durante el periodo de estudio fue de un 66%, el cual fue

realizado con 374 vacas en produccion en la poblacion de Téjaro, Michoacan.
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La tabla 2, muestra la sensibilidad de las bacterias Staphylococcus aureus al
extracto de semillas de citricos, donde las 50 muestras sometidas al extracto
fueron sensibles, mostrando un didmetro de halo promedio de 2.96 + 0.91 cm;

valor superior al sugerido por el fabricante del reactivo.

Tabla 2. Resultado de las muestras de los antibiogramas con extracto de semillas
de citricos.

Muestra Diametro Muestra Diametro Muestra Diametro Muestra Diametro Muestra Diametro

1 3 11 3 21 2.5 31 2.5 41 3

2 3 12 3 22 3 32 3.5 42 2.8
3 2.9 13 3 23 2.9 33 3.2 43 2.7
4 3.1 14 3 24 2.9 34 3.5 44 2.9
5 29 15 3 25 3 35 2.9 45 2.6
6 2.9 16 3 26 3 36 3 46 2.8
7 29 17 2.8 27 3 37 2.8 47 3

8 3 18 2.9 28 3 38 3 48 3

9 3 19 2.5 29 2.7 39 3.2 49 3.2
10 3 20 3 30 2.9 40 3 50 3.5
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CONCLUSION

Se concluye que en base a los resultados de laboratorio obtenidos en esta
investigacion, utilizando extracto de semillas de citricos para el control de la
mastitis bovina causada por Staphylococcus aureus, éste puede ser utilizado de
manera segura y efectiva contra dicho patégeno dado a la inhibicion que el

extracto ejerce sobre él mismo.
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