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Actividad in vitro del extracto de Limén ( Citrus aurantifolia)
sobre los fenotipos ORSA /MRSA de Staphylococcus aureus,
aislados de hatos lecheros de produccién familiar
por

Maria Andrea Ramirez Mendiola

Resumen

Un sistema de produccion lechero predominante en México es el de tipo familiar, que
aportan cerca del 30% de la leche nacional. Dentro de los sistemas de produccién lechera
se tienen problemas zoosanitarios que afectan el rendimiento y calidad lactea. Tal es el caso
de la mastitis, la cual es una enfermedad infecciosa que sufre el ganado lechero y, por tanto,
tiene un gran impacto en la salud publica. El agente causal primordial de dicha enfermedad
es el Staphylococcus aureus, el cual debido a diversos factores ha adquirido notable resistencia
a los antimicrobianos, por lo que es necesario buscar alternativas de tratamiento y control.
Por ello, en este trabajo se evalué el efecto antimicrobiano in vitro de los extractos crudos
obtenidos de la cascara y hoja del limén Citrus aurantifolia contra cepas de Staphylococcus
aureus aislados de vacas con mastitis subclinica en un hato lechero familiar. Para ello
se realizé6 un muestreo a una unidad de produccién lechera de tipo familiar en el Valle
de Toluca, Estado de México. En total se obtuvieron 140 muestras de leche a partir de
muestras individuales obtenidas de cada cuarto glandular de un total de 35 vacas en linea
de ordeno, de las cuales se logré aislar e identificar 30 cepas de Staphylococcus aureus (S.
aureus). A cada una de las cepas identificadas se les realizé una prueba de sensibilidad in
vitro antimicrobiana contra Oxacilina (1ug), Penicilina (10UI), Amoxicilina/Ac. Clavuldnico
(20/10ug), Cefoxitina (30ug) y Vancomicina (30 ug) mediante el método de difusion en discos,
y los resultados fueron comparados con cepas control de S. aureus ATCC 29213 (sensible),
ATCC 25923 y ATCC 43300 (resistente). Con base en las pruebas realizadas, se obtuvieron
los aislamientos de Staphylococcus aureus sensibles a Oxacilina (OSSA) y los resistentes a
Oxacilina (ORSA), los cuales para su confirmacién se incubaron simultdneamente a 35 y 42°C
durante 24 horas. La determinacién del fenotipo MRSA fue basada en el Método de Tamizado
en Placa (Oxacillin Screen Plate) en agar Miiller-Hinton, utilizando diferentes concentraciones
de Oxacilina: 2, 4 y 6 pug/mL. Para la elaboracién de los extractos crudos de limén, se realizé
la recoleccién de material vegetal (tanto hojas como cascaras) de Citrus aurantifolia en
Zitacuaro, Michoacan, durante Febrero a Marzo de 2016. Dos tipos de extractos crudos fueron
elaborados: alcohdlico y acuoso (haciendo uso de hoja y cdscara del limén, respectivamente).
Una vez obtenidos dichos extractos, se realizé la prueba de sensibilidad in vitro frente a
las cepas de Staphylococcus aureus aisladas, utilizando concentraciones de 10-50 pL. Como
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resultado, se obtuvo una baja frecuencia de infeccién por S. aureus (21.4%) en el hato
lechero muestreado en el Valle de Toluca. Al evaluar la resistencia in vitro de S. aureus a
los antibidticos [-lactdmicos, se observé una amplia proporcién para la Penicilina (93.3 %),
asi como una amplia proporcién de sensibilidad para Amoxicilina/Ac. Clavuldnico (70 %),
Oxacilina (80 %), Cefoxitina (70 %) y Vancomicina (60 %). Los antibiotipos ORSA/MRSA
mostraron sensibilidad a mayor dilucion de los extractos, obteniéndose un rango de 6 a 8 mm
en la dilucién de 10pL y un rango de 13 a 20 mm para la diluciéon de 50uL en el extracto
alcohodlico de hoja; mientras que para el extracto acuoso de hoja se observaron medidas de
Omm en la dilucién de 10pL y un rango de 10 a 13 mm en la dilucién de 50pL. Asi mismo, para
los extractos de céscara, se obtuvo ausencia de inhibicién en la concentracion de 10uL tanto
para el extracto alcohélico como para el acuoso y un rango de 9 a 12 mm para los aislamientos
evaluados en la concentracion de 50uli para los extractos alcohdlicos y un rango de 11 a 14
mm a las concentraciones de 50uL en el extracto acuoso. La confirmacion de la presencia de
los antibiotipos ORSA Y ORSA/MRSA representa un riesgo permanente de infeccién en los
hatos lecheros y su potencial riesgo a la salud publica. De los resultados obtenidos en esta
investigacion, se puede concluir que los extractos demostraron buenos niveles de actividad
antimicrobiana contra las cepas de Staphylococcus aureus aisladas de vacas lecheras con
mastitis subclinica en un hato lechero.

PALABRAS CLAVE: Mastitis; Staphylococcus aureus; extracto vegetal; alcohdlico;
acuoso; Citrus aurantifolia; ORSA/MRSA.



Capitulo 1

Introduccion

México es un pais que se destaca por su vocacion Agropecuaria. Privilegiado por sus
recursos naturales y su clima, ofrece condiciones ideales donde se desarrollan casi todas las
especies animales con propdsitos productivos, dentro de las cuales estan las vacas lecheras.
En lo que a la actividad econémica agropecuaria respecta, es preponderante la produccion
de leche, debido a las demandas para abastecer a una poblacién en crecimiento, que en
la actualidad se estima en 120,000,000 de habitantes. Para ello, existen cuencas lecheras
de suma importancia, como La Laguna en Torreén, Coahuila, o Tizayuca en el estado
de Hidalgo, asi como algunas otras en los estados de Jalisco y Querétaro. Asi mismo,
se suman un sinfin de explotaciones familiares a lo largo y ancho del pais, donde estas

ultimas representan cerca del 30 % de la produccién de leche en México (Arriaga et al., 2000).

La produccién lactea en México es deficitaria desde los anos 80, década en que se vio
disminuido el hato lechero nacional. Esto ha originado que para tratar de cubrir la demanda,
se tenga que importar leche liquida y en polvo, tanto para consumo humano, como para la

industria de derivados de leche.

Existen multiples causas que generan una disminucion de produccion lactea, entre las

cuales se encuentran problemas zoosanitarios en las practicas de manejo. Un ejemplo de
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2 Introduccion

ello es la constante presencia de Mastitis, la cual es una enfermedad infecciosa de gran
importancia sanitaria y econémica que sufre el ganado lechero (Geron-Munoz et al., 2002).
El agente patégeno principal de dicha enfermedad es el Staphylococcus aureus (S. aureus)
(Chaffer & Rimbaud, 2005); y el padecimiento resultante afecta considerablemente la salud
de la glandula mamaria, lo que resulta en una disminucién en la produccién lactea y
deterioro en la calidad de la produccién, representando un riesgo potencial a la salud publica

por la posible contaminacién de la leche y sus productos derivados (Manjarrez et al., 2008).

La Mastitis afecta tanto a las grandes cuencas lecheras, como a las pequenas explotaciones
familiares. La prevalencia de dicha enfermedad se ha atribuido a las deficientes condiciones
higiénico-sanitarias, lo cual ha contribuido a la aparicion de esta enfermedad y al uso
frecuente de la terapia antimicrobiana, que se ha venido aplicando en forma empirica, al
desconocerse en la mayoria de los casos el agente causal y su patréon de sensibilidad a
los antimicrobianos (Faria et al., 2005). Este problema es acentuado debido a que, en la
actualidad, un gran niimero de antibidticos comerciales causan resistencia debido a multiples
factores (Zafalon et al., 2007). Estudios anteriores han demostrado que el S. aureus puede
desarrollar resistencia a los compuestos antimicrobianos mas comunmente utilizados, tal
como la Penicilina (Herndndez et al., 1991). El término “meticilina resistente” aplicado a
las cepas bacterianas — S. aureus en este caso — implica resistencia a todas las penicilinas
(Pahissa, 1997). El S. aureus Meticilina resistente (MRSA, por sus siglas en inglés) es
causante de mastitis subclinica en vacas productoras de leche y representa un problema

potencial de salud piblica (Lagunas, 2002).

Al contemplar este panorama tan pesimista para poder combatir esta enfermedad
infecciosa, que ha rebasado por su resistencia las alternativas de control y combate con
productos como agentes antibacterianos y antibiéticos comerciales, nos dedicamos a la

busqueda de otras alternativas para disminuir de manera 6ptima y sin riesgo para el hato



lechero nacional, la presencia de este problema.

Esta tesis presenta los resultados de un proyecto de investigacién en el que se explora
el desarrollo de métodos naturales alternativos para controlar las infecciones. Este estudio
propone tomar un enfoque fitoterapéutico, ya que las plantas medicinales y aromaticas
(PMA) son conocidas por su actividad antibacteriana contra diferentes agentes patégenos.
Dicha virtud las convierte en un elemento terapéutico por excelencia en la medicina
tradicional, pero también ha sido la base de la medicina moderna, y la generacion de nuevas
estructuras quimicas para el desarrollo de nuevos farmacos (Baskaran et al., 2009; Mubarack

et al., 2011; Oliveira et al., 2005).

Con la finalidad de estudiar la efectividad de los extractos vegetales naturales para el
tratamiento de infecciones, es necesario realizar estudios in vitro. En particular, este método
permite la evaluacion de la actividad antimicrobiana del extracto de Citrus aurantifolia sobre
las cepas ORSA /MRSA del Staphylococcus aureus. El presente estudio pretende realizar una
exploracion sistematica de la actividad antibacteriana de los extractos de Citrus aurantifolia
sobre cepas bacterianas que causan la mastitis, principalmente en explotaciones familiares y
que son Oxacilina y Meticilina resistentes. El protocolo de evaluacién que se propone requiere
la realizacion de estudios in vitro de sensibilidad antibacteriana por el método de difusién en
placa, tanto para compuestos antibacterianos cominmente utilizados, como para el extracto

de Clitrus aurantifolia.

El resto de esta tesis se ha estructurado de la siguiente manera. En el Capitulo 2 se
presenta una revision de la literatura sobre la producciéon lechera en México y sus problemas
mas frecuentes, asi como el impacto que tiene la mastitis en la produccién lechera y en la salud
publica, la resistencia antimicrobiana de Staphylococcus aureus como principal agente causal
de mastitis, la utilizacién de la medicina tradicional como alternativa en el tratamiento de
enfermedades y por ultimo, las propiedades antimicrobianas del limén ( Citrus aurantifolia).

En el Capitulo 3 se presentan los argumentos que justifican la necesidad del estudio que
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concierne a esta tesis. En el Capitulo 4 se presentan las hipdtesis del proyecto de investigacion,
seguido por los objetivos, los cuales se presentan en el Capitulo 5. En el Capitulo 6 se presenta
un resumen del material requerido para las pruebas de sensibilidad, y en el Capitulo 7 se da
una descripcion detallada del método utilizado. Los Capitulos 8 y 9 detallan las limitaciones
espaciales y temporales, respectivamente, de las campanas de muestreo y colecta de materia
prima para la elaboracion de los extractos vegetales. Los resultados de los experimentos
realizados como parte de este proyecto de investigacion son reportados a detalle en el Capitulo
10, seguidos por la discusion de las implicaciones de dichos resultados en el Capitulo 11.
Finalmente, el Capitulo 12 ofrece las conclusiones de esta tesis, y una breve discusion de las

observaciones y sugerencias para futuras investigaciones es presentada en el Capitulo 13.



Capitulo 2

Revision de la Literatura

2.1. Sistemas de produccion lechera en México

La produccién lactea en México se ha visto aumentada debido al crecimiento de
la poblacién que exige mayor producciéon para satisfacer sus necesidades alimenticias
(SAGARPA, 2012). La produccién lechera se divide en tres diferentes sistemas de
produccion: la lecherfa intensiva, la tropical y la familiar (FIRA, 2001). Estos tres tipos de
sistemas de produccién varian de acuerdo a su grado de tecnificacién, y la forma en cémo se

desarrolla la actividad (Arriaga et al., 2000).

La lecheria intensiva es un sistema altamente tecnificado, con procesos de produccion
mecanizados tanto en produccion de forrajes de calidad como en ordeno y el manejo de la
leche. Este sistema aporta un 25 % a la produccién nacional y contribuye con maés del 80 %
de la leche pasteurizada que se consume en el pais. La lecheria tropical, extensiva y de doble
propésito, esta caracterizada por la ordena estacional de los animales recién paridos que
muestran mayor temperamento lechero (Cuevas, 2005). La lecherfa familiar se encuentra
conformada por pequenas explotaciones de tipo estabulado o semiestabulado, en las cuales
se manejan entre 3 y 30 vacas que son atendidas por los integrantes de una misma familia

productora, utilizando sistemas tradicionales de produccion, y su alimentacién se basa en
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pastoreo o en el suministro de forrajes o esquilmos provenientes de cultivos del mismo

productor.

El sistema de lecheria familiar se caracteriza por la falta de asistencia técnica, bajo
nivel sanitario en sus practicas de manejo y prevalencia de mastitis que afecta la calidad
sanitaria de la leche. Sin embargo, se estima que cerca del 30% de la leche en México
proviene de explotaciones de este tipo (Arriaga et al., 2000). La composicién racial del hato
es predominantemente raza Holstein, pero también incluye Pardo Suizo Americano y cruzas

en menor proporcién (Cuevas, 2005; SAGARPA, 2012).

Los sistemas campesinos de produccion de leche tienen una gran importancia econémica,
ya que la venta de leche representa la principal fuente de ingresos para las familias
productoras, que en ocasiones son complementados con ingresos generados por medio de
otras actividades, ya sea dentro de la unidad de produccion o fuera de esta. La lecheria
campesina ha estado ligada a la produccién de maiz, pero debido a la crisis del grano, la
produccién de leche se ha convertido en su principal ingreso. A la fecha, la produccién de
leche sigue representando una opcién econémicamente viable para este tipo de productores

del altiplano central mexicano (Espinoza et al., 2005).

No obstante, los sistemas de produccién lechera familiar tienen un bajo o nulo desarrollo
tecnoldgico ya que ain se utilizan tecnologia y procedimientos productivos atrasados. Es
decir, la ordena atn se realiza manualmente, la alimentacién de los hatos se basa en el uso de
forrajes de baja calidad, son alojados en instalaciones rusticas y la presencia de componentes
tecnologicos estd limitada a las opciones promovidas por instituciones gubernamentales.
Mas aun, los mecanismos de comercializacion se encuentran sujetos a empresas externas
o locales dedicadas a la produccién de quesos en forma artesanal (Antinez, 2000; FIRA,

2001).
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El rezago — tanto tecnolégico como econémico — al que las unidades de produccién
lechera familiar han estado sujetas, ha dado pie a la que problemas zoosanitarios tal
como la contaminaciéon de la leche por S. aureus aun prevalezca. Este problema en
particular se debe a diversos factores que ponen en riesgo la salud de la glandula
mamaria y provocan la aparicion de la mastitis. Dichos factores pueden incluir condiciones
de la vaca, tal como su estado nutricional o el posparto, pero también practicas
inadecuadas de ordenos, equipo de ordeno en mal estado o mal manejo del mismo,
la falta de educacién entre los productores acerca de la enfermedad y condiciones
inadecuadas de los establos, entre varios otros. La combinacién de estos factores hace

que la posibilidad de contaminacién de la leche incremente considerablemente (Waage, 1997).

2.2. Impacto de la mastitis bovina en la produccién

lechera y su riesgo para la salud publica

Independientemente de su causa, la mastitis es el término que se utiliza para referirse
a la inflamacion del parénquima de la glandula mamaria. Este proceso se caracteriza por
varios cambios fisicos y quimicos en la leche, asi como alteraciones patologicas en el tejido
glandular. Los cambios més importantes que se producen en la leche incluyen la modificacion
del color, presencia de codgulos y un gran nimero de leucocitos. Estas manifestaciones
pueden pasar inadvertidas, o pueden presentarse de manera muy severa (Radostits et al.,

2002; Wolter, 2002).

La mastitis es un problema que afecta considerablemente la salud de la glandula
mamaria, y que resulta en una disminucién en la produccion lactea del 4 al 30 % de leche y
deterioro en la calidad de la produccién. Pero ademéas de sus consecuencias en lo que a la
produccion lactea respecta, también representa un riesgo potencial a la salud publica debido

a la posible contaminacion de la leche y sus productos, ademaés de incrementar los costos
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del cuidado de la salud del hato y un desecho prematuro de animales (Bedolla & Ponce de
Ledn, 2008; Veldzquez et al., 2005). Desde el punto de vista de la agroindustria, la mastitis
bovina ha sido identificada como una de las enfermedades mas costosas de la producciéon

lechera a nivel mundial (Lépez et al., 2006; Miranda et al., 2008).

En México existen numerosos reportes acerca de la incidencia de mastitis subclinica
(Gerlach et al., 2009). Sin embargo, este problema no es exclusivo de nuestro pafs. La mastitis
se encuentra ampliamente diseminada en los hatos lecheros en muchos paises del mundo. En
el d&mbito de la medicina veterinaria, se distinguen dos formas de presentacion de mastitis:
la clinica y la subclinica. La mastitis clinica se acompana por signos visibles que incluyen
cambio en la coloracion de la leche e inflamacion de la glandula mamaria, fiebre y en algunos
casos severos anorexia y muerte. Por otra parte, la mastitis subclinica puede llegar a pasar
desapercibida, y su diagnostico precisa el uso de técnicas de laboratorio como es el conteo de

células somaticas (Ortiz & Vera, 2006; Shoshani et al., 2000).

Dentro de los agentes infecciosos que causan la mastitis, se encuentra Staphylococcus
aureus (S. aureus), que es el agente patdgeno contagioso mas importante asociado con la
mastitis (Miranda et al., 2008). La mastitis por S. aureus ocasiona un aumento considerable
en la produccién de leucocitos y células sométicas en la leche, que llega a ser mayor a 10°

cels/ml, con un aumento predominante de polimorfonucleares (Leitner et al., 2003).

Durante el proceso de infeccién en la glandula mamaria por S. aureus, se desarrolla un
proceso inflamatorio, posterior a la colonizacién de la bacteria, lo que dana la actividad
secretora del acino glandular; esto se debe a que la infeccion puede dar pie a una degeneracion
vacuolar de las células epiteliales, tlceras en el conducto excretor, microabscesos y abscesos,

e incluso necrosis del tejido glandular (Kluytamns et al., 1997).

Cabe reiterar que es sumamente importante mantener la salud de la glandula mamaria

en las vacas de los hatos lecheros, para obtener buena calidad e inocuidad de la leche al
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evitar la contaminacién microbioldgica del producto y sus derivados por agentes patdgenos
de origen animal, ya que esto constituye un riesgo para la salud publica al ocasionar

enfermedades transmitidas por los alimentos (Gajadhar & Allen, 2004).

2.3. Biologia del Staphylococcus aureus

El Staphylococcus aureus (S. aureus) pertenece a la familia Staphylococcaceae, observados
por primera vez por los padres de la microbiologia, Robert Koch y Louis Pasteur. Hacia
1880, fue Alexander Ogston quien acuné el término Staphylococcus, el cual se deriva del

griego staphyle = racimo y kokkos = granos, y él mismo fue quien descubrié S. aureus.

S. aureus es un coco Gram-positivo (de 0.5 a 1.5 pum de didmetro), que se agrupa
en racimos debido a su capacidad para dividirse en tres planos, es aerobio y anaerobio
facultativo, no presenta movilidad, y no presenta capsula. Es capaz de crecer hasta en
soluciones acuosas con un 20 % de sal comun; por esto puede crecer en agua de mar. Es un
agente catalasa y coagulasa positivo. Es bastante resistente a la desecacion, la congelacion y
al calor (Fuello, 2005). Muestra hemolisis en medios con sangre. Su caracteristica bioquimica
mas importante es la fermentacion de varios azucares, entre ellos, el manitol para producir
acido lactico. La principal caracteristica que diferencia a S. aureus de los demas estafilococos

es la produccién de la enzima coagulasa que coagula el plasma citratado (Garcia et al., 2005).

2.4. Resistencia de Staphylococcus aureus a los
antibidticos (f-lactamicos

Debido a la prevalencia de S. aureus como causante de mastitis clinica y subclinica, es

necesario el empleo de antibidticos capaces de eliminar la infeccion. Sin embargo, con el
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paso del tiempo, la inadecuada dosificacién y el uso indiscriminado de los antibiéticos han
dado pie a un amplio desarrollo de cepas resistentes, debido a la incapacidad del antibiético
para alcanzar niveles terapéuticos en el sitio de la lesién que eliminen al agente causal. A la

fecha, se han observado cepas de S. aureus resistente y multi-resistente (Bustos et al., 2006; 7).

De acuerdo con Hendrikson (2008), en los dltimos anos la resistencia antimicrobiana
es un problema cada vez mds importante entre varios patdgenos bacterianos causales de

infeccion tanto en animales como en seres humanos.

Los medicamentos comunmente usados para el tratamiento de mastitis son los
[B-lactamicos, aminoglucésidos, macrélidos y lincosamidas. Los agentes antimicrobianos
B-lactamicos, que incluyen las penicilinas y las cefalosporinas, afectan la pared celular
bacteriana produciendo lisis a la bacteria (Gentilini et al., 2000). La antibioterapia con
los [-lactamicos se considera a partir de los diferentes grupos clasificados en su desarrollo

generacional como:

1.- Primera generacion: Penicilina G, Penicilina V, Feneticilina y las resistentes a las

Penicilinas, como Meticilina, Nafcilina, Oxacilina, Dicloxacilina y Flucloxicilina.
2.- Segunda generacion o de amplio espectro: Ampicilina, Amoxicilina y Hetacilina.

3.- Tercera generaciéon de amplio espectro mejorado: Ticarcilina, Carbencilina y

Bacampicilina.

4.- Cuarta generacién o aminopenicilinas: Mezclocilina, Piperacilina y Azlicilina (Sumano

& Camberos, 2007).

El S. aureus puede desarrollar resistencia a las penicilinas a través de la produccién de
enzimas, como las [-lactamasas, que hidrolizan a las penicilinas simples y ampicilinas de
amplio espectro (Herndndez et al., 1991). Este tipo de resistencia aparecié al principio de la

década de 1950 y se continud rapidamente con la resistencia a los antibidticos macrolidos,
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aminoglucdsidos y tetraciclinas (Davis et al., 1996). Las bacterias se hacen o son resistentes
mediante la produccién de S-lactamasas, enzimas que atacan el nicleo [-lactamico. Estas
lactamasas pueden ser especificas contra cefalosporinas, contra penicilinas o contra ambas

(Lagunas, 2002).

El término “meticilina resistente” implica resistencia a todas las penicilinas resistentes a
la penicilinasa (Meticilina, Nafcilina, Oxacilina, Cloxacilina y Dicloxacilina), y esencialmente,
al resto de los antibidticos [-lactdmicos. Asi mismo, la mayoria de cepas son también

resistentes a la Eritromicina, Clindamicina, Tetraciclina y aminoglucésidos (Pahissa, 1997).

El incremento exponencial de la resistencia a los antibiéticos por parte de las cepas de
S. aureus, particularmente en las multiresistencias a Oxacilina y Meticilina (ORSA/MRSA)
en las vacas lecheras, pueden contribuir a incrementar la preocupacién humana por
cepas MRSA de origen bovino aisladas en humanos (Lagunas et al., 2003; Lohet et al.,
2009). Debido a su alta resistencia a la Meticilina, se les denomina S. aureus Meticilina
Resistente (MRSA, por sus siglas en inglés), mismas que son causantes de brotes de
infeccion hospitalaria. Estas cepas se identificaron por primera vez en Inglaterra en 1961,
dos anos después de la introduccion de la Meticilina. Las cepas MRSA ingresan al medio
hospitalario a través de pacientes, visitantes o trabajadores asistenciales. Aunque los
pacientes hospitalarios constituyen el reservorio fundamental con altas tasas de prevalencia,
el personal asistencial colonizado por cepas MRSA se puede convertir en fuente importante

de infeccién para los pacientes més susceptibles (Londono et al., 2006).

Las cepas ORSA/MRSA son generalmente resistentes a otras familias de antibidticos
(macrdlidos, lincosamidas y aminoglucésidos), por lo que desde la aparicién de estas
bacterias multiresistentes, los glucopéptidos (en particular la vancomicina) se han convertido

en las drogas de eleccién, y muchas veces la tinica opcién terapéutica (Velazquez et al., 2002).
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Actualmente, las cepas de S. aureus Oxacilina/Meticilina resistentes (ORSA/MRSA)
son consideradas un problema serio de salud humana a nivel mundial por el desarrollo
de infecciones intrahospitalarias causantes de septicemias, neumonia, artritis, infecciones
de tejidos blandos y aparato urinario, con un alto grado de morbilidad y mortalidad al
desarrollar cuadros clinicos graves (Lee, 2003). Asi mismo, el S. aureus puede causar
intoxicaciones por cepas productoras de enterotoxinas por consumo de leche y sus derivados

de origen alimentario (Lamprell et al., 2004).

2.4.1. Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

Las pruebas para determinar el antibidtico mas adecuado para el tratamiento eficaz de
una enfermedad dada pueden llevarse a cabo a través del aislamiento obtenido de casos
clinicos. Sin embargo, estas pruebas que se llevan a cabo in vitro no pueden contemplar
varios factores que pueden afectar la actividad antibacteriana in vivo. Se dispone de
varias pruebas de laboratorio para la determinacion de la susceptibilidad antibacteriana,
incluyendo la dilucion en caldo, la difusion en discos, el gradiente de agar y algunos métodos

automatizados (Quinn et al., 2005).

Difusion en agar con discos

Este método se basa en la inhibicién del crecimiento de la bacteria alrededor de un disco
cargado con un antimicrobiano que difunde en un medio sélido. La técnica consiste en la
siembra de una bacteria en la superficie de una placa con un medio de cultivo, sobre el que
se depositan unos discos de papel cargados con una cantidad precisa de antibidtico, que
difunde casi instantdneamente a través del agar, formandose un gradiente de concentracion
del mismo alrededor del disco. Posteriormente, la muestra se incuba a 37°C durante 18

horas (Prants, 2005).
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El microorganismo crece en la superficie de la placa, pero alrededor de los discos se
forman unos halos de inhibicién mas o menos grandes, dependiendo de la mayor o menor
sensibilidad de la bacteria a cada antibidtico. Se mide el didmetro del halo (expresado en
milimetros) y se contrasta con las tablas que correlacionan los didmetros con la sensibilidad.
En la técnica de difusion se trabaja con puntos de corte basados en dos medidas, un
didmetro menor del halo de inhibicién, por debajo del cual el microorganismo es resistente
(R), y un didmetro mayor, por encima del cual es sensible (S), entre ambos didmetros la

sensibilidad se considera intermedia o indeterminada (I) (Prants, 2005).

2.5. Medicina alternativa tradicional

A lo largo de milenios, las plantas han sido ampliamente utilizadas para curar
enfermedades y son estos conocimientos empiricos los que han impulsado a la comunidad
cientifica a investigar los compuestos responsables de la actividad bioldgica, ya que
constituyen un elemento terapéutico por excelencia en la medicina tradicional y popular

(Sanchez et al., 2012).

Las plantas medicinales y arométicas (PMA) son bien conocidas por tener actividad
antibacteriana contra diferentes agentes patdgenos. Mas aun, el estudio de las plantas
medicinales ha sido fundamental en el desarrollo de la medicina moderna (Gonzalez et al.,
2004), ya que estas han sido y seguirdn siendo una alternativa para la bisqueda de nuevas
estructuras quimicas que sirvan de base en el desarrollo de nuevos farmacos (Oliveira et al.,

2005; Schlaepfer & Mendoza-Espinoza, 2010).

La OMS (2002) define a las plantas medicinales como cualquier especie vegetal que
contiene sustancias que pueden ser empleadas para propdsitos terapéuticos o cuyos principios

activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos farmacos. En México, existen
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cerca de 30,000 especies vegetales de las cuales en 1997 el Instituto Indigenista reporté que
3,000 tienen usos medicinales. Esto representa el 10 % del total de la riqueza floristica del
pais (Aguilar, 2001). El uso de plantas empleadas en la medicina tradicional mexicana,
indica que aproximadamente el 78 % de las plantas que prescriben los médicos tradicionales
se emplean para tratar enfermedades cardiovasculares, infecciones respiratorias y de la piel,

asi como desordenes gastrointestinales, dolor y diabetes (Lozoya, 1999).

Es necesario entonces, hacer esfuerzos para evitar la pérdida definitiva del conocimiento
tradicional sobre plantas medicinales; no solo para preservar esta herencia cultural,
sino también para registrar la informacién sobre ciertas especies ttiles, que podrian ser
relevantes para el desarrollo de nuevas fuentes de medicamentos y de otros beneficios para
la humanidad, contribuyendo, al mismo tiempo, a proteger la biodiversidad (Katewa et al.,

2004).

La investigacién sobre el uso de plantas medicinales forma parte de la etnoboténica,
que ha sido definida como el estudio de las interrelaciones entre los grupos humanos y las
plantas (Gémez, 2002; Martin, 2001). Por su naturaleza interdisciplinaria, esta disciplina
abarca muchas dareas, incluyendo: botanica, quimica, medicina, farmacologia, toxicologia,
nutricién, agronomia, ecologia, sociologia, antropologia, lingiiistica, historia y arqueologia,

entre otras; esto permite un amplio rango de enfoques y aplicaciones (Martin, 2001).

Se estima que unicamente alrededor de un 5% de las especies han sido sometidas a
la validacion quimica, farmacoldgica y biomédica, lo cual marca un campo de estudio
importante (Schlaepfer & Mendoza-Espinoza, 2010). Asi mismo, el uso terapéutico de los
fitocompuestos requiere de una valoracion quimico-farmacoldgica y terapéutica para obtener

fitofarmacos con potencial para aplicaciones reales como terapéuticos (OMS, 2002).
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2.5.1. Utilizacién de extractos vegetales

El uso de compuestos naturales obtenidos de las plantas data de mucho tiempo atras
(Shiva Ramayoni, 2007). Un sinnimero de extractos de plantas se han utilizado desde
hace siglos (o quizas incluso milenios) para el tratamiento de un gran nimero de procesos
patologicos.

A menudo, los extractos naturales deben su actividad biolégica al sinergismo entre los
diversos compuestos presentes en ellos, ya que éstos por separado posen menor actividad que
cuando se encuentran juntos. Asi mismo, se ha postulado que la toxicidad de los extractos es
reducida cuando se encuentran todos sus compuestos que cuando se encuentran purificados

(Martinez, 2007).

En este sentido, se han desarrollado alternativas naturales, entre las cuales se encuentra
el uso de extractos vegetales, con los que se han obtenido resultados prometedores en
diversos ambitos, tal como la agricultura y la medicina. Ademas, los extractos vegetales
tienen las ventajas de poseer un origen biolégico, ser biodegradables y manifestar un minimo
impacto negativo sobre la salud humana y el medio ambiente (Barrera & Bautista, 2008).
Diversos estudios han demostrado la actividad antimicrobiana de diferentes extractos de

plantas, tanto in vitro como in vivo (Garduno et al., 2010).

2.6. Produccion de citricos en México

La citricultura mexicana aporta el 15% de la producciéon mundial. En naranja, México
ocupa el cuarto lugar después de Brasil, Estados Unidos y China, y es el productor niimero
uno de limén mexicano y persa. Del total de la superficie plantada de frutales en el pais, los
citricos representan el 44 %. En México, los citricos se cultivan en 23 estados de la Reptblica
generando una produccién de 5.5 millones de toneladas. De la produccion nacional, alrededor

de un 15% se destina a la industria, a partir de lo cual se estima que aproximadamente
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unas 189,750 toneladas de céscara se desperdician en la industria cada ano. Los estados que
destacan por su produccién son: Baja California Sur, Campeche, Colima, Guerrero, Hidalgo,
Jalisco, Michoacan, Nuevo Ledn, Oaxaca, Quintana Roo, Puebla, San Luis Potosi, Sonora,

Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y Yucatdn (SAGARPA, 2009).

México estd ubicado en el primer lugar mundial en la produccion de limones y limas. En
el escenario de los frutales en México, el cultivo del limén mexicano es uno de los principales
frutales dentro de los 112 reportados por el Sistema de Informacion Agroalimentaria
de Consulta (STACON), después de la naranja sin clasificar y la naranja Valencia. Los
principales estados productores de limén mexicano son Colima, Michoacan y Oaxaca; En el
2003, Guerrero fue la tnica entidad federativa productora de limén real (SAGARPA, 2009).
En Meéxico, segun el Servicio de Informacién y Estadistica Agroalimentaria y Pesquera
(SIAP) de la Secretarfa de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA), actualmente Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER), se

reportan 4 tipos de limén:

a) Limén mexicano o agrio (C. aurantifolia); Es el limén de uso comun, de coloracion

verde, tamano mediano, con semillas.

b) Limén persa (C. latifolia); Este es un limén sin semillas, se utiliza principalmente para

decorar platillos.

¢) Limén italiano (C. lemon)

d) Limén real (C. limon)

Sélo México, Brasil, Egipto y Pert producen limén mexicano. Dadas sus condiciones
climaticas, México dispone de limén durante todo el ano, acentuando su produccién en el

periodo comprendido de mayo a octubre.
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2.6.1. Limén Mexicano (Citrus aurantifolia)

La lima, también conocida como limén criollo, limén agrio o limén mexicano (Francis,
2016), es originaria del sureste de Asia, especialmente en el oriente de la India, y fue
introducida por los espanoles en las islas del Caribe y México (SAGARPA, 2005). El limén
es el fruto de un arbol que pertenece a la familia de las Rutdceas y cuyo nombre cientifico
es Citrus aurantifolia (C. aurantifolia). Este es un érbol pequeno, muy ramificado, de

entre 4 y 5 m de altura, con un tronco torcido y ramas provistas de espinas (Lota et al., 2002).

Las hojas son més anchas en la punta y en el centro que en la base, el soporte de la hoja
es un poco alado. Sus flores son pequenas, solitarias y blancas. Los frutos son pequenos, de 3
a 6cm de largo, y de color verde amarillento cuando maduros. La pulpa es abundante, muy
acida y las semillas son de color blanco y pequenas. Siendo una planta originaria de la India
y sureste asidtico, principalmente habita en climas cdlido y semicalido, ademas de semiseco
y templado, en un rango de altitudes que abarca desde el nivel del mar hasta los 2600m.
Adaptada a distintos habitats, es cultivada en huertos familiares, asociada con vegetacion
circundante de bosque tropical caducifolio, subcaducifolio y perennifolio, matorral xerdfilo,

pastizal, bosque mesdéfilo de montana y bosque mixto de pino-encino (Osuna et al., 2005).

Etnobotanica

Los principales paises productores de C. aurantifolia son Brasil, México, Jamaica, Haiti,
Martinica, Kenia, India, Estados Unidos y Egipto (Frutos Tropicales, 2016). En México,
los citricos ocupan el 40% de la superficie de produccién fruticola desde Colima hasta
Oaxaca; asimismo, se han identificado varias especies de limén: acidas y dulces. Dentro de
las dcidas se encuentra el limén mexicano y el limén persa (Citrus latifolia), ocupando el

80 y 20 %, respectivamente, de la superficie nacional plantada de limones (SAGARPA, 2005).
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El limén es ampliamente utilizado en la industria alimenticia. De hecho, uno de los
principales subproductos es el aceite esencial que es utilizado como potenciador de sabor
en alimentos y bebidas, ademés de ser ingrediente indispensable en los perfumes y en la
industria farmacéutica para enmascarar sabores desagradables de algunos medicamentos
(Lota et al., 2002). Cabe mencionar que, en México, el aceite esencial es el principal

subproducto de exportaciéon (SAGARPA, 2005).

Informacion Fitofarmacolégica
C. aurantifolia es un arbol frutal y medicinal, del que se han demostrado sus propiedades

antibacterianas principalmente, tanto de las hojas, tallo y fruto, como de su aceite esencial.

Cuadro 2-1: Informacion farmacoldgica de Citrus aurantifolia.

Extracto, compuesto o Actividad biolégica Modelo biolégico

parte de la planta utilizada

Acuoso de hoja Antibacteriana Staphylococcus aureus

Acuoso del fruto Antibacteriana Staphylococcus aureus,
Escherichia coli

Acuoso del tallo y raiz Antibacteriana  Staphylococcus aureus

Aceite esencial Antibacteriana Pseudomona aeruginosa,
Staphylococcus aureus,
Shigella sonnei

Acido citrico Antiinfecciosa

Fuente: Osuna et al. (2005).

Este arbol ha sido ampliamente estudiado, y de él se han aislado los siguientes
compuestos: Acidos (caprico, coprilico, decandico, férmico, hidrocidnico, isovalérico,
latirico, miristico, nonandico, oxalico, estedrico); Alcoholes (decil, dodecil, ergosterol,
etilico, metil antralinato, nolil, fenetil, Pirocatecol); Aldehidos (acetaldehido, benzaldehido,

isovaleraldehido); Monoterpenos (borneol, decanal, furfural, carveno, citral), Flavonoides
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(quercetina); Saponinas; Aceite: limoneno; Otros compuestos: triptamina: quinolina,;
carvona, cresol, guayacol, esperidina, narcotina, noradrenalina; Proteina: tiramina. (Osuna

et al., 2005).

En el endocarpio solo se han detectado: Acidos Organicos (citrico, mélico).
En la corteza se ha aislado: Aceites (limoneno, linalol, nerol).
En las hojas se han identificado: Alcaloides; Aceite esencial (limoneno, linalol, nerol).
Flavonoides (hesperidosido) y Flavén (diomosido).
En su aceite esencial: Cumarina: a-bergapteno; Monoterpeno: iso-y-geraniol.

(Osuna et al., 2005)

En general, los citricos han sido objeto de una multitud de estudios quimicos para
identificar los compuestos presentes en la planta, asi como para evaluar la actividad

farmacoldgica de algunos de sus extractos o compuestos (Sandoval, 2011).

2.7. Uso de extractos herbolarios de

Citrus aurantifolia como antimicrobiano

En vista de que muchas cepas bacterianas desarrollaron una gran resistencia a los
antibidticos sintéticos, se ha optado por implementar el uso de plantas y extractos
vegetales para tratar problemas clinicos. Por lo tanto, ha habido un creciente interés en
investigar fuentes alternativas de compuestos antimicrobianos, especialmente provenientes
de productos naturales como aceites esenciales (AE) y extractos de plantas, en un intento
por descubrir nuevas clases quimicas de drogas que ofrezcan posibles soluciones a estos

problemas (Ho et al., 2001).

Estudios previos han demostrado que los Aceites Esenciales (AE) poseen propiedades
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antibacterianas y se han proyectado como fuentes potenciales de nuevos compuestos
antimicrobianos. Crucialmente, algunos de estos muestran actividad inhibidora frente a

Staphylococcus aureus.

Una caracteristica importante de los aceites esenciales y sus componentes es su
hidrofobicidad, pues esta permite crear particiones con los lipidos de la membrana celular

de bacterias y mitocondrias, distorsionando las estructuras de las células para hacerlas mas

permeables (Ho et al., 2001).

En la mayoria de los estudios, las bacterias Gram-positivas tienden a ser mas resistentes
a los aceites esenciales que las bacterias Gram-negativas. Sin embargo, la investigacion sobre
las propiedades antimicrobianas de C. aurantifolia es todavia escasa. Por tanto, todavia
resta mucho por descubrir acerca de la actividad antimicrobiana de C. aurantifolia contra

una amplia gama de microorganismos como bacterias, levaduras y hongos (Solérzano y

Miranda, 2012).

Los aceites esenciales de citricos, los cuales son extraidos a partir de la cascara de los
frutos, estan dentro de los productos més utilizados en el mundo (Bousdia et al., 2009). Los
flavonoides han demostrado actividad antimicrobiana en varios estudios (Tim Cuchine &
Lamb, 2005). Se ha encontrado que los citricos pueden ser usados para inhibir las bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas, asi como las levaduras, mohos y bacterias causantes de
intoxicacién alimentaria, pero atun falta por hacer en lo que a la evaluacién de su potencial

respecta (Deans & Ritche, 1987).

Sin embargo, hay suficiente evidencia de que los compuestos obtenidos de la familia de
los citricos, incluidos los del liméon Citrus aurantifolia, han demostrado tener un efecto

potencial antimicrobiano (Burt, 2001; Dugo & Di Giacomo, 2002).
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Por ejemplo, un estudio chileno reciente se centré en la evaluaciéon del uso popular de las
plantas medicinales, donde el principal objeto de estudio es la composiciéon quimica de los
aceites esenciales y el andlisis antimicrobiano de varias plantas que crecen en Chile y Per,
incluyendo Citrus aurantifolia (Benites et al., 2011). En particular, este estudio reporta
el potencial uso de cascaras de frutas con alta capacidad antioxidante y antimicrobiana
como ingredientes en la industria alimentara y farmacéutica (fitofarmacos). En otro estudio
independiente, se demostré que la cascara de bergamota, perteneciente a los citricos,
contiene aceites esenciales que son una fuente potencial de antimicrobianos naturales
(Mandalari et al., 2007). En otro estudio, Nogata et al. (2006), logré determinar que hay
una alta concentracion de distintos flavonas y flavonoides presentes tanto en la corteza de

los arboles de citricos como en los frutos, incluyendo las cascaras.

En resumen, existe una amplia gama de triterpenos altamente oxigenados, en las familias
Rutaceae y Meliaceae, que reciben el nombre de Limonoides. Estos compuestos han sido
ampliamente estudiados y se han comprobado una extensa gama de actividades tales como
anticancerigenas, anti-maldricas, insecticidas, antimicrobianas, e incluso antivirales con

aplicaciones contra el VIH (Roy & Sarag, 2006).
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Capitulo 3

Justificacion

Debido a que muchas cepas bacterianas han desarrollado una gran resistencia a los
antibidticos, se han tenido que investigar nuevos compuestos para poder obtener alternativas
de tratamiento de infecciones causadas por estas. Tal es el caso de Staphylococcus aureus, el
cual tiene gran importancia para la salud publica por su gran resistencia tanto en animales
como en humanos, asi como su facil diseminacion y la resistencia a factores ambientales
como altos niveles de salinidad, temperaturas altamente elevadas o bajas, y condiciones de

humedad.

En este sentido, el S. aureus ORSA/MRSA representa un gran problema en la
actualidad debido a las dificultades para controlar sus brotes, lo que ha causado
grandes problemas en los hatos lecheros a nivel mundial. Por esta y otras razones, se
ha optado por regresar al uso de las plantas como elementos promotores de nuevas
sustancias quimicas con propiedades antimicrobianas, que pudieran ser utilizadas como

futuros medicamentos para hacer frente a las demandas que surgen a raiz de estos problemas.

En México, los citricos representan el 44 % del total de la superficie plantada de frutales
en el pais. Sin embargo, a pesar de todos los posibles usos y beneficios de estos compuestos,

las cascaras contintian siendo un material de desecho en, por ejemplo, la industria de jugos,

23
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asi como también las hojas al momento de la poda de estos arboles frutales, desperdiciandose

asi gran cantidad de estos biocompuestos.

El tratamiento de diferentes enfermedades, incluidas las de etiologia infecciosa,
constituyen en la actualidad un desafio en la medicina, y la utilizacion de sustancias
naturales se ofrece como una alternativa de tratamiento frente a la resistencia bacteriana
ocasionada por el uso indiscriminado de antibidticos sintéticos, lo cual ha dado pie a que las

infecciones bacterianas se conviertan en un problema de salud importante en todo el mundo.

Esta tesis se desarrolla en este preambulo, y en ella se sostiene que es preciso investigar y
experimentar con la fitoterapia. Particularmente interesante es el caso de Citrus aurantifolia
que, por sus propiedades antimicrobianas, nos brinda la oportunidad de desarrollar nuevos
conocimientos, y proponer nuevas alternativas para la produccién de tratamientos de origen

vegetal.

Como ya se ha mencionado, existen estudios sobre la familia de los citricos donde se
ha determinado su actividad como hierbas aromaticas antimicrobianas. Por tanto, los
fitocompuestos presentes en los extractos de Citrus aurantifolia estudiados como parte de
esta tesis pueden ofrecer una alternativa en el control del ciclo de infecciéon y contaminacion

de los productos de origen animal.



Capitulo 4
Hipotesis

Las propiedades, asi como los niveles de efectividad de los extractos de origen vegetal,

varian de acuerdo con el método de extraccion utilizado.

En esta tesis, se produjeron extractos crudos alcohdlico y acuoso obtenidos de la
cascara y hoja de limén (Citrus aurantifolia) con la finalidad de analizar las diferencias
en la actividad antimicrobiana in wvitro sobre los aislamientos de Staphylococcus aureus
ORSA/MRSA obtenidos de vacas de un hato lechero familiar, mostrando un incremento
de la actividad antimicrobiana los extractos de cascara de limén en comparacion con los

extractos de hoja de limon.
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Capitulo 5
Objetivos

Objetivo general
Evaluar el efecto antimicrobiano in wvitro de los extractos crudos obtenidos de la cascara y
hoja del liméon Citrus aurantifolia contra cepas de Staphylococcus aureus aislados de vacas

con mastitis subclinica en un hato lechero familiar.

Objetivos especificos

1. Realizar un estudio sisteméatico de las diferencias en la sensibilidad in vitro de los

extractos crudos acuoso y alcohdlico de Citrus aurantifolia obtenidos de hoja y cascara.

2. Evaluar la actividad in vitro de los extractos crudos obtenidos de Citrus aurantifolia

contra cepas de Staphylococcus aureus ORSA/MRSA.
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Capitulo 6

Material

6.1. Material Bioldgico

30 cepas de Staphylococcus aureus aisladas a partir de muestras de leche de vaca de una
unidad de produccion lechera de tipo familiar localizada en el Valle de Toluca.

Cepas de referencia:
» Cepa de Staphylococcus aureus sensible [ATCC 29213]
= Cepa de Staphylococcus aureus intermedia [ATCC 25923]

» Cepa de Staphylococcus aureus resistente [ATCC 43300]

6.2. Material de Muestreo

= Bolsas con refrigerante
= Termo de poliuretano
= Desinfectante yodado 500 ppm

» Etiquetas autoadheribles
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Hojas de registro

» Gradilla metalica

= Marcador

= Guantes de latex

» Torundas con alcohol etilico al 70 %

» Toallas desechables

= Tubos de ensayo de 20 x 125 mm con tapon de rosca.

» Bolsas de plastico con cierre hermético

6.3. Material de Laboratorio

a) Medios de cultivo

e Agar Base de Gelosa Sangre (Bioxon)

e Agar Vogel Johnson (Bioxon)

e Agar Sal y Manitol (Bioxon)

e Agar triple Azicar y Hierro TSI (Bioxon)
e Caldo Miiller-Hinton (Bioxon)

e Agar Miiller-Hinton (Bioxon)

e Cloruro de sodio (Baker)

e Telurito de Potasio (Sigma Chemical)
b) Cristaleria

e Cajas de Petri de vidrio de 15 x 100 mm
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e Porta objetos de 26 x 62 mm

e Tubos de ensayo con tapon de rosca de 13 x 100 mm
c¢) Equipo

e Asa bacterioldgica de nicromel de 10 L.
e Autoclave

e Balanza analitica (Ohaus)

e Balanza granataria 2.610 g (Ohaus)

e Bafio Marfa de 0 a 80°C

e Estufa bacterioldgica (Riossa)

e Gradillas metalicas

e Mecheros Bunsen de alta temperatura

e Microscopio dptico (Carl-Zeizz)

e Micropipetas de 0.5-10.5, 5.0-50, 20.0-200, 200-1000 uL
e Refrigerador (Nieto)

e Vortex (Thermolyne / Maxi min IT)
d) Reactivos y sustancias

e Agua destilada
e Clorhidrato de oxacilina (Sigma, Chemical)
e Tren de tincion de Gram

e Unidiscos de Penicilina (10 UI), Amoxicilina/Acido clavulanico (20/10 pg),
Cefoxitina (30 pg) Vancomicina (30 pg) y Oxacilina (1 ug) (BBL-Becton
Dickinson; Loveton Circle Sparks, USA)

e Unidiscos de papel filtro Whatman 40 estériles
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Capitulo 7

Método

7.1. Poblacion de estudio

El estudio se realiz6 en una unidad de produccion lechera semi-intensiva, similar a las
descritas para el tipo familiar, localizada en el Valle de Toluca (Manjarrez et al., 2008).
Especificamente, la unidad de produccion se localiza en las coordenadas 19°24’50.8”N, 99

°41’10.4”W. Esta unidad esta caracterizada por un tamano de hato de 35 vacas en linea
de ordefio, con un nivel de produccién de 15 litros/vaca/dia. El manejo del ganado es semi-
tecnificado con pastoreo y suplementacion con concentrado. El ordeno es automatizado, con

dos ordenos por dia.

7.2. Obtencion de las muestras

Durante la ordena, se obtuvieron 140 muestras de leche a partir de muestras individuales
obtenidas de cada cuarto glandular, de cada vaca en la linea de ordeno. Las muestras se
extrajeron mediante ordeno manual, y la leche fue depositada en tubos de ensayo de plastico
estériles, obteniéndose un volumen de 10 a 15 mL. Los tubos se depositaron en una hielera

y se mantuvieron a una temperatura de alrededor de 4°C hasta el momento de su analisis
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microbiolégico en laboratorio.

7.3. Aislamiento e identificacién microbiolégica

En el laboratorio, las muestras de leche se incubaron en bano Maria a una temperatura
de 37°C por 15 minutos. Posteriormente se agitaron con un vortex por 15 segundos, con la

finalidad de homogeneizar las muestras (NMS, 2005).

A partir de las muestras incubadas, se tomo6 una muestra de 0.01 ml de leche y se inoculé
en placas de agar sal manitol a una temperatura de 37°C durante 24 horas. Posteriormente,
se observaron las Unidades Formadoras de Colonias (UFC), describiéndose las caracteristicas
observadas con un Color: blanco grisaceo, amarillo doradas o cremosas, Diametro: de 1-2

mm, Forma: convexa, Fermentacién de manitol: positivo o negativo (Garcia et al., 2005).

A continuacién, se realizaron las pruebas de tinciéon de Gram, coagulasa en tubo,

fermentacion anaerobia de manitol, catalasa en placa, maltosa y trealosa.

7.4. Sensibilidad zn vitro a la oxacilina

Se empled el método de Kirby-Bauer modificado, de acuerdo al procedimiento descrito
por National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2001). Se seleccionaron
4 o 5 colonias bien aisladas de igual morfologia de la placa de cultivo, las cuales fueron
depositadas en 2 a 3 ml aproximadamente caldo Infusién Cerebro-Corazén (BHI, por sus
siglas en inglés), tocando la parte superior de cada colonia seleccionadas de una placa de

cultivo no selectivo que no sobrepasen las 18 a 24 horas de incubacién.

Inmediatamente, la suspensién debe ser ajustada al Estandar 0.5 de McFarland, lo que es
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equivalente a una densidad celular de aproximadamente 10®° UFC/mL. Se ajusté la turbidez
del inéculo por comparacién visual con el estandar, para lo cual se observaron los tubos
contra un fondo blanco con una linea negra como contraste.

Dentro de los 15 minutos después de haber ajustado el inéculo, se sembraron las placas
de Miiller-Hinton con ayuda de un hisopo estéril de algoddn, el cual se humedecié con la
suspensiéon y se distribuyé uniformemente en toda la superficie del medio. Una vez hecho
esto, se dejé a una temperatura ambiente durante 5 minutos y trascurrido el tiempo se
depositaron los unidiscos de Oxacilina (1ug). Los halos de inhibicién expresados en mm
se compararon con el estandar establecido con los valores de referencia (NCCLS, 2000).
Los antibiotipos identificados se consideraron como OSSA (Staphylococcus aureus sensible a

oxacilina) y ORSA (Staphylococcus aureus resistente a oxacilina).

7.5. Susceptibilidad in vitro de S. aureus a los
antibidticos

La prueba de sensibilidad n vitro para los antibioticos f-lactamicos se realizé de acuerdo
con el procedimiento descrito por el National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS, 2001). Para ello se seleccionaron 4 o 5 colonias bien aisladas de igual morfologia
de la placa de cultivo, las cuales fueron depositadas en 2 a 3 ml aproximadamente de caldo
Miiller-Hinton. El inéculo se suspendié en el medio de cultivo. Los tubos de cultivo se
incubaron a 37°C durante 3 a 5 horas. El in6culo se ajusté a una concentraciéon aproximada
de 108 UFC/mL, equivalente al Estandar 0.5 de McFarland. Se tomé el in6culo con un
hisopo de algoddén ligeramente humedecido, evitando el exceso mediante la rotaciéon en
las paredes del tubo, y se distribuyé uniformemente en las placas de agar Miiller-Hinton.
El medio se dejé reposar a una temperatura ambiente durante 5 minutos. Una vez hecho
esto, se depositaron cada uno de los unidiscos de Penicilina (10UI), Amoxicilina/Acido
clavulanico (20/10ug), Cefoxitina (30ug), Vancomicina (30ug) y Oxacilina (1upg), v se

incubaron a una temperatura de 37°C por 24 horas. Los halos de inhibiciéon se estimaron
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para determinar la sensibilidad de los aislamientos de Staphylococcus aureus considerados

como resistentes, intermedios y sensibles a los antibidticos.

Como controles de la prueba, se utilizaron las cepas de S. aureus ATCC 29213, ATCC
25923 y ATCC 43300.

Para caracterizar la resistencia de S. aureus a la Meticilina, se emplearon los unidiscos de

Oxacilina (1pg), Cefoxitina (30ug) y Amoxicilina/Acido clavuldnico (20/10ug) (CLSI, 2012).

7.6. Confirmacion de la resistencia a la Oxacilina

La resistencia a la Oxacilina se confirmé mediante el método de difusion en discos, también
conocido como Método Kirby-Bauer. Los unidiscos de Oxacilina (1ug) se colocaron sobre la
superficie de las placas, y las cepas de estudio se sembraron por duplicado, incubandose
simultaneamente a 35° 42°C durante 24 horas. Posteriormente, se midieron los halos de
inhibicién del crecimiento de ambas placas y se consideraron Oxacilina resistentes aquellas
cepas que mostraron una diferencia mayor a 4 mm de didmetro entre los halos de inhibicion

de las 2 temperaturas.

7.7. Determinacion del fenotipo MRSA

La determinacion del fenotipo MRSA fue basada en el Método de Tamizado en Placa
(Oxacilina Screen Plate) en agar Miiller-Hinton, cominmente utilizado para la deteccién
de cepas ORSA/MRSA. Siguiendo el protocolo descrito por Palavecino (2002), cada cepa
de trabajo se suspendié e inoculé en 1mL de caldo Miiller-Hinton durante 4 horas a 37°C.
Cada cultivo se inoculé por duplicado, depositando aproximadamente 10 uL. en placas de
Agar Miiller-Hinton adicionadas con 4 % de NaCl (sal comtn), a las cuales se les agregé las

diferentes concentraciones de Oxacilina: 2, 4 y 6ug/mL. Una vez hecho esto, se incubaron
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por 24 horas a 37°C. Para esta prueba, se consideraron como positivas a ORSA/MRSA
aquellas cepas que toleraron concentraciones de 6ug/mlL de Oxacilina (CEQA, 1998). Las
cepas ATCC 29213 (sensible) y ATCC 43300 (resistente) se emplearon como controles

positivos.

El didmetro de las zonas de inhibicion se determiné al finalizar un periodo de 24 horas de
incubacion a 37°C, y fueron comparadas con los valores establecidos por(NCCLS, 2000) para
determinar el fenotipo de resistencia, intermedio y con sensibilidad a los antibidticos para el

género Staphylococcus spp:

Cuadro 7-1: Valores de referencia a la sensibilidad in vitro de S. aureus.

Antibioticos Halos de inhibicién expresados en mm

Sensible Intermedia Resistente

PENICILINA >29 mm - < 28 mm
AMOX/AC. CLAV >20 mm - < 19 mm
OXACILINA >13mm 11-12 mm < 10 mm
CEFOXITINA >18 mm 15-17 mm < 14 mm
VANCOMICINA >17mm 15-16 mm < 13 mm

Fuente: NCCLS (2000).

7.8. Preparacion de los extractos de

Citrus aurantifolia

Obtencién de la materia vegetal

La recoleccién del material vegetal del limén (Citrus aurantifolia) fue llevada a cabo en
la localidad de San Felipe los Alzati, perteneciente al municipio de Zitacuaro, Michoacan,
con ubicacion satelital en las coordenadas: 19°29’ 23.5” N, 100°22’ 3.6” W. La recoleccién se

realizo durante los meses de Febrero - Marzo en el ano 2016. En total, se obtuvieron 10 kg
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de limones y 3 kg de hojas frescas del limén, perteneciente a la familiaCitrus aurantifolia,

para la realizacion del estudio.

Preparacién de la muestra

Limones

Los limones de C. aurantifolia, fueron lavados con agua corriente y posteriormente se
pelaron para la utilizacion de la cascara. Estas fueron depositadas en bolsas de plastico
estériles, mismas que fueron debidamente pesadas para obtener asi la cantidad exacta de kg
de cascara fresca. Posteriormente, estas fueron transportadas en termo refrigerante para
su posterior utilizacion en el laboratorio. Una vez en el laboratorio, las cdscaras fueron
sometidas a un proceso de deshidrataciéon en horno a una temperatura de 37°C, mismo que

tomo varios dias. Una vez desecadas las cascaras, estas fueron molidas.

Hojas de limoén

Las hojas de limén se lavaron de igual forma con agua corriente. Posteriormente, estas
fueron empacadas en bolsas de plastico estériles y conservadas en un termo refrigerante
para su posterior utilizacion. Al igual que las cascaras, estas se sometieron a un proceso de
deshidratacion en horno a 37 ° C durante varios dias; una vez desecadas las hojas, estas se

molieron.

Preparacién de los extractos crudos

Extractos alcohélicos de hoja y cascara de limén
Se prepararon soluciones utilizando 12.5 g de soluto en 100 ml de solvente, donde se utilizd

una mezcla de agua destilada, etanol y metanol a una proporcién 8:1:1 respectivamente. La
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mezcla se deposito en frascos de plastico blanco y se agité en forma circular manualmente 50
veces aproximadamente. Posterior a esto, se dejé reposar 48 horas. Transcurrido dicho tiempo,
la mezcla se sometié a bano Maria por 1 hora a una temperatura de 30°C. Posteriormente,

el extracto se filtré utilizando papel filtro.

Extractos acuosos de hoja y cascara de limén

Nuevamente, se prepararon soluciones con 12.5 g de soluto compuesto de materia seca tanto
de hoja como cascara por separado, en 100 ml de solvente, compuesto de agua destilada
y acetona a una proporcién de 7:3 respectivamente. La mezcla fue depositada en frascos
de plastico blanco y se agité manualmente en forma circular 50 veces aproximadamente.
Posterior a ello, la mezcla se dejé reposar 48 horas; al finalizar el periodo de reposo, se
sometié a bano Maria por 1 hora a 30°C. Finalmente, se filtré el extracto utilizando papel

filtro.

7.9. Sensibilidad in vitro al extracto crudo de
Citrus aurantifolia

El estudio de la sensibilidad de las cepas de S. aureus ORSA/MRSA obtenidas de
vacas lecheras a los extractos de C. aurantifolia requiere de una comparacion sistematica
con las siguientes 3 cepas control: ATCC 25923, ATCC 29213 y ATCC 43300. Tanto las
cepas aisladas como las de control fueron sometidas al ensayo in vitro de inhibicién ante los

extractos alcohdlico y acuoso de hoja y cascara de Citrus aurantifolia.

La actividad antimicrobiana de los extractos de C. aurantifolia contra los patdgenos
clinicos de prueba se determiné por medio del método estandarizado de difusion en disco,
también conocido como Método Kirby-Bauer. Como parte del analisis, se utilizé la porcion
acuosa obtenida de la preparacion de los extractos. En lo que a las bacterias patogenas

respecta, fue necesario preparar suspensiones celulares de turbidez equivalente al Estandar
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0.5 de la escala McFarland (108 UFC/ml), a partir de las cuales se sembraron los patégenos
en cajas Petri con agar Miiller-Hinton de manera homogénea. Para lograr esto, se usaron
discos de papel filtro (Papel Whatman no. 4) de 6mm de didmetro, impregnados con 10, 20,
30, 40, 50 ul de las muestras, los cuales fueron colocados sobre la superficie del agar. Como
control negativo de actividad, se utilizé un disco impregnado con agua destilada. Las cajas
se incubaron a 37°C durante 24 y 48 h. Zonas claras de inhibicién alrededor de los discos
indicaron actividad antimicrobiana. La determinacién se llevé a cabo por triplicado, con la

finalidad de descartar errores en la preparacion de las muestras.

7.10. Evaluacion de resultados

Los resultados fueron evaluados mediante estadistica descriptiva a partir de los cuadros
de datos que se encuentran mas adelante. La prueba de sensibilidad in wvitro fué evaluada
mediante el estadistico de Chi-cuadrada (x?) al comparar los halos de inhibicién desarrollados

por los extractos obtenidos de las hojas y la cdscara del limén mexicano (Citrus aurantifolia).
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Limite de Espacio

El estudio reportado en esta tesis estd basado en la recoleccién de material biolégico
realizado en una unidad de produccién lechera de tipo familiar ubicada en el Valle de

Toluca, con coordenadas 19°24’50.8” N, 99°4110.4” W.

La recoleccion del material vegetal requerido para la elaboracién de los extractos de limén
(Clitrus aurantifolia) fue llevada a cabo en la localidad de San Felipe los Alzati, perteneciente
al municipio de Zitacuaro, Michoacan, con ubicacion satelital en las coordenadas: 19°29’

23.5”N, 100°22” 3.6" W.

Los procedimientos de laboratorio se realizaron en laboratorios ubicados en el area de
Salud Publica e Inocuidad Alimentaria y Toxicologia, del Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados en Salud Animal (CIESA) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Universidad Autéonoma del Estado de México, misma que se ubica en el KM 15.5 de la

carretera Panamericana Toluca-Atlacomulco.
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Capitulo 9
Limite de Tiempo

La presente investigacion se realizo durante el periodo de Septiembre del 2015 a

Septiembre del 2016, apegandose al siguiente cronograma:

Abr

‘ Actividad realizada ‘ Sep ‘ Oct ‘ Nov | Dic ‘ Ene | Feb ‘ Mar May ‘ Jun | Jul ‘ Ago | Sep ‘

Muestreo de vacas lecheras X

Aislamiento e identificacién bacteriana X X

Susceptibilidad in vitro de los antibiéticos S-lactdmicos X X

Determinacion del fenotipo MRSA X X

Recoleccién de material vegetal X X

Preparacion de los extractos de Citrus aurantifolia X X

Sensibilidad in vitro a los extractos crudos de Citrus aurantifolia X X X

Integracion de informacién X X

Investigacién de tesis concluida X
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Capitulo 10

Resultados

La frecuencia de aislamientos de Staphylococcus aureus a partir de las muestras obtenidas

(n=140) del total de vacas en linea de produccion fue del 21.4 % (30/140).

Del total de aislamientos obtenidos de Staphylococcus aureus (n=30), 24 de ellos (80 %)
fueron identificados como OSSA y 5 (16.7%) como ORSA, ademés de una cepa MRSA
de campo (3.3%). La sensibilidad a los antibidticos S-lactamicos y al glicopéptido de la
Vancomicina fueron evaluados en el estudio para identificar el patrén de sensibilidad in vitro

de la Oxacilina.

En el Cuadro 10-1 se muestra la distribucion de la sensibilidad antimicrobiana, la cual
fue la siguiente: 93.3% de resistencia a Penicilina, seguida de Cefoxitina 30 %, de igual
forma Amoxicilina/Ac. Clavuldnico 30 % y Oxacilina 20 %. El antibiotipo ORSA/MRSA
se identificé a partir de las cepas resistentes a la Oxacilina, Penicilina, Amoxicilina/Ac.
clavuldnico y Cefoxitina. Se identificaron 12/30 (40 %) aislamientos de S. aureus como
resistentes a la Vancomicina (VARSA). Se identificaron los aislamientos asociados al
antibiotipo ORSA/MRSA, donde se obtuvieron 6/30 (20%) aislamientos de S. aureus
evaluados a partir de resistencia a Oxacilina, Penicilina, Cefoxitina y Amoxicilina/Ac.

Clavuldnico. Los aislamientos de ORSA/MRSA se caracterizaron finalmente como
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antibiotipo MRSA, confirmado mediante la Prueba de Tamizado (Screen Agar MRSA) a
42°C (ver Anexo 1).

Los halos de inhibicién de la prueba de sensibilidad in vitro a los antibidticos S-lactamicos

y al glicopéptido (Vancomicina), se observan en el Cuadro 10-3.

Los valores de la media obtenidos en los halos de inhibicion al comparar los aislamientos
de Staphylococcus aureus para los diferentes antibiéticos fueron: Penicilina 2045.4;
Amoxicilina/Ac. Clavuldnico 24.845.4; Oxacilina 14.64+9.7, Cefoxitina 19.848.6, y
Vancomicina 14.4+3.8. Las cepas resistentes fueron identificadas a partir de los halos de
inhibicién para los antibiéticos evaluados de acuerdo con el siguiente criterio: < 10 mm para
Oxacilina; < 28 mm para Penicilina; < 19 mm para Amoxicilina/Ac. Clavuldnico; < 14 mm

para Cefoxitina y < 13 mm para Vancomicina (ver Anexo 2).

La distribucién de la sensibilidad in vitro del S. aureus para el antibiotipo ORSA se
observa en el Cuadro 10-4. Los halos de inhibicion mostrados para los antibioticos evaluados
fueron: Oxacilina 6.5+3.6; Amoxicilina/Acido. Clavuldnico 15.3+2.6; Cefoxitina 12.2+1.6;
Penicilina 19.54+4.6 y Vancomicina 10.8+1.3.

Al comparar la sensibilidad de las cepas de control ATCC 43300 y ATCC 29213, la
sensibilidad a la Vancomicina fue de 8 mm para la primera y 12 mm para la segunda.
Al evaluar la sensibilidad in vitro de los extractos alcohdlico y acuoso respectivamente
de céscara y hoja de limén de Citrus aurantifolia (Cuadro 10-5), sobre las cepas de
control de S. aureus ATCC 43300, ATCC 29213 y ATCC 25923, se observo que al
aumentar la concentracién de los extractos incrementé la sensibilidad (50pL), mostrando

diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre los compuestos alcohélico y acuoso.
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Al comparar la sensibilidad in wvitro de S. aureus OSSA con los extractos crudos
alcohdlicos y acuosos obtenidos de las hojas y las cdscaras (Anexos 3 y 5), se determiné
que al usar la menor concentracion considerada en este estudio (10uL), se observaron halos
de inhibicién de 8.4+1.3 mm, en comparaciéon con los valores obtenidos a concentraciones
mayores (50 uL) con 14.94+1.2mm en los extractos alcohélicos de hoja, mostrando diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) con respecto a los halos de inhibicién obtenidos
para los extractos crudos acuosos (ver Anexo 7). Estos resultados se han resumido en los

Cuadros 10-6 y 10-8.

Al evaluar la sensibilidad in vitro de S. aureus ORSA frente a los extractos crudos
alcohdlicos y acuosos obtenidos de las hojas y las cdscaras (Anexos 4 y 6), también se
observé una menor actividad de los extractos acuosos sobre los aislamientos de S. aureus
donde a concentraciones de 50 pL de los extractos mostraron los halos de inhibicién mayores,
habiendo diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre los extractos alcohélicos

y acuosos (ver Cuadro 10-6 y 10-8).

Los antibiotipos ORSA/MRSA fueron caracterizados como MRSA. Estos mostraron
sensibilidad a mayor dilucién de los extractos, obteniéndose un rango de 6 a 8 mm en
la dilucién de 10puL y un rango de 13 a 20 mm para la dilucién de 50 pL en el extracto
alcohdlico de hoja. Mientras tanto, para el extracto acuoso de hoja se observan medidas

de Omm en la dilucién de 10uL y un rango de 10 a 13 mm en la dilucién de 50uL (ver Anexo 4).

De los caracterizados como MRSA, mostraron sensibilidad los extractos crudos a mayor
concentracion en los unidiscos impregnados con los extractos, obteniéndose ausencia de
inhibicién en la concentracién de 10ul. y un rango de 9 a 12 mm para los aislamientos
evaluados en la concentracion de 50 pl. para los extractos alcohdlicos obtenidos de la
cascara del limon. Mientras tanto, para el extracto acuoso de cascara se observé ausencia

de inhibicién a la concentracion de 10uL, obteniéndose un rango de 11 a 14 mm entre los
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aislamientos sometidos a la prueba de sensibilidad in vitro a las concentraciones de 50uL

(ver Anexos 6y 8).

Cuadro 10-1: Sensibilidad in vitro de Staphylococcus aureus a los antibidticos B-lactdmicos

SENSIBLES | INTERMEDIAS | RESISTENTES
ANTIBIOTICO No.| % | No. % No. %
PENICILINA 2 | 67% | 0 0% 28 | 93.3%
AMOX/AC. CLAV | 21 | 70.0% | 0 0% 9 30.0 %
OXACILINA 20 | 66.7% | 4 13.3% 6 20.0 %
CEFOXITINA 19 | 63.3% | 2 6.7% 9 30.0%
VANCOMICINA | 13 | 433% | 5 16.7% | 12 | 40.0%

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

M Sensibles

B Intermedias

W Resistentes

Penicilina  Amoxicilina/Ac.  Oxacilina Cefoxitina Vancomicina
Clavulanico

Figura 10-1: Sensibilidad in vitro de Staphylococcus aureus a los antibidticos B-lactdmicos
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Se realizé la prueba estadistica de Chi-cuadrada (x?) a los diferentes conjuntos de

mediciones obtenidas para las differentes cepas, observandose los siguientes valores:

Cuadro 10-2: Significancia estadistica de las pruebas de Chi-cuadrada (x2).

Tipo de cepa e Valor p

Cepas resistentes 41.806 0.00001
Cepas intermedias  10.2027 0.037147
Cepas sensibles 33.3333 0.00001

Los resultados son significativos para p < 0.05.

Cuadro 10-3: Distribucion de la sensibilidad in vitro de Staphylococcus aureus (n=30).

Cepas Aisladas - Halo de inhibicién (en mm)

ANTIBIOTICO RANGO | SENSIBLE | INTERMEDIAS | RESISTENTE | X 4+ D.E.
PENICILINA 29 - 10 29.0+7.0 - 19.4+£6.8 20.0+54
AMOX/AC. CLAVUL | 50-6 31.1£16.8 - 139+ 7.2 24.8+£ 115
OXACILINA 35-0 21.0£11.5 11.5+2.8 43+3.1 14.6 £9.7
CEFOXITINA 38 -8 26.1 £13.8 17.0 £ 3.0 11.4+£5.8 19.8 + 8.6
VANCOMICINA 23 -8 18.4£9.3 154£5.6 11.0£5.6 14.4£3.8

Cepas Control - Halo de inhibicién (en mm)

ANTIBIOTICO ATCC 29213 ATCC 25923 ATCC 43300
PENICILINA 18 20 10
AMOX/AC. CLAVUL 10 9 6
OXACILINA 22 0 0
CEFOXITINA 13 10 8
VANCOMICINA 12 10 8
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Cuadro 10-4: Distribucion de la resistencia y multiresistencia in vitro en el antibiotipo
ORSA/MRSA en los aislamientos Staphylococcus aureus.

Halos de inhibicién (en mm)

Cepas OXACILINA AMOXICILINA/ CEFOXITINA | PENICILINA | VANCOMICINA
aisladas AC. CLAVULANICO

15 b 6 15 12 21 12
12d 8 16 10 23 10
20 10 19 14 25 10
25 6 13 10 12 10
18 a 9 17 11 19 13
MRSA 0 12 10 17 10
cepa de campo

X = 6.5 15.3 12.2 19.5 10.8
D.E. = 3.6 2.6 1.6 4.6 1.3
Cepas

control

ATCC 43300 0 6 8 10 8
ATCC 29213 22 10 13 18 12
ATCC 25923 0 9 10 20 10
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Cuadro 10-5: Comparacion de la sensibilidad de las cepas de control de S. aureus a los extractos
alcohdlico y acuoso de Clitrus aurantifolia obtenidos a partir de hoja y cdscara.

Extractos crudos de Hojas de Citrus aurantifolia

Extracto alcohdlico (ul) Extracto acuoso (ul)
CEPAS CONTROL - -
10120 30 40|50 | X£D.E.|10|20| 30 | 40| 50 | X+ D.E.
ATCC 43300 6 |9 11 |12 113110228 |0 | 0| 7 |8 10 5.0+4.7
ATCC 29213 7110 12 13|14 11228 0| 0| 7 |9 11 5.4+5.1
ATCC 25923 § |11 12 | 14|15 120£27 ] 0 | 0 | 8 | 10| 12 6.0£5.7
X 7010117 [ 13| 14 00739 11

Extractos crudos de Cascara de Citrus aurantifolia

Extracto alcohdlico (ul) Extracto acuoso (ul)
CEPAS CONTROL - -
10120 30 |40 |50 | X£D.E.|10|20| 30 | 40| 50 | X £ D.E.
ATCC 43300 010 8 1011 58£54 |0 | 0| 7 ]9 11 5.4+5.1
ATCC 29213 010 10 |11 /12| 66£6.1 | O | O | 8 |10 | 12 6.0 5.7
ATCC 25923 010 1 |12 13| 7266 | 0O | O | 9 |11 | 12 6.4+£5.9
X 00| 97 |11]12 00| 8 |10|11.7




52 Resultados

16

14

12

10
M Alcéholico hoja

B Acuoso hoja

 Alcdholico céscara

B Acuoso cascara
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Figura 10-2: Comparacion de la sensibilidad de las cepas de control de S. aureus a los extractos
alcohdlico y acuoso de Citrus aurantifolia obtenidos a partir de hoja y cdscara.
En el eje horizontal se ve la cantidad de extracto utilizado; en el eje vertical se
observa la sensibilidad (en mm) de las diferentes cepas.

Cuadro 10-6: Comparacion de la sensibilidad in vitro de las cepas OSSA y ORSA/MRSA de
S. aureus aisladas a los extractos alcohdlico y acuoso del Citrus aurantifolia
obtenidos a partir de hoja.

Extracto alcohélico de hoja (L) Extracto acuoso de hoja (uL)
10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
Sensibilidad
OSSA 84+£13|103+£12 | 119+15|133+£14|149+12|00+£00|63+£28|84+08|98=£0.7|11.3£1.0
Sensibilidad

73+08|10.7£1.2 125427 | 13.8£26 | 155426 | 0.0£00|50£39 |82+12|98+£08|11.2+1.2

ORSA/MRSA
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Figura 10-3: Comparacion de la sensibilidad in vitro de las cepas OSSA y ORSA/MRSA de S.
aureus aisladas a los extractos alcohdlico y acuoso del Citrus aurantifolia obtenidos
a partir de hoja. En el eje horizontal se ve la cantidad de extracto utilizado; en el
eje vertical se observa la sensibilidad (en mm) de las diferentes cepas.

Ademas, se realizo el calculo del coeficiente de correlacion de Pearson para comparar los
resultados obtenidos en la prueba de la sensibilidad in vitro a los extractos alcohdlico y acuoso
de hoja y céscara de Citrus aurantifolia, tanto de las cepas OSSA como ORSA/MRSA de S.

aureus aisladas, observandose lo siguiente:

Cuadro 10-7: Comparacion de los coeficientes de correlacion de Pearson de las distribuciones de
la sensibilidad a los extractos acuosos y alcohdlicos obtenidos a partir de hoja de
Citrus aurantifolia.

Cepa Extracto  Coef. de correlacion (R=)
OSSA Alcohdlico 0.9986
ORSA/MRSA  Alcohdlico 0.9810
OSSA Acuoso 0.9366

ORSA/MRSA  Acuoso 0.9629
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Cuadro 10-8: Comparacion de la sensibilidad in vitro de las cepas OSSA y ORSA/MRSA de S.
aureus aisladas a los extractos alcohdlico y acuoso obtenidos a partir de cdscara
de Citrus aurantifolia.

Extracto alcohélico de céscara (uL) Extracto acuoso de céscara (uL)
10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
Sensibilidad
OSSA 00£00|78+2799+13|11.3+£1.1|127£09|{00+00|44+£36| 83+1.8 | 104+£1.7|124+1.3
Sensibilidad
00+00]00+00|78+12] 92+10 |103+1.0[00+£0.0|72+£35|103+1.8|120+1.1|13.0£1.0
ORSA/MRSA
14
12
10
g M OSSA alcéholico cascara
B ORSA/MRSA alcéholico céscara
6 1 OSSA acuoso cascara
4 - B ORSA/MRSA acuoso céscara
2 .
0 -
10uL 20uL 30uL 40uL 50uL

Figura 10-4: Comparacion de la sensibilidad in vitro de las cepas OSSA y ORSA/MRSA de S.
aureus aisladas a los extractos alcohdlico y acuoso obtenidos a partir de cdscara
de Citrus aurantifolia. En el eje horizontal se ve la cantidad de extracto utilizado;
en el eje vertical se observa la sensibilidad (en mm) de las diferentes cepas.
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Cuadro 10-9: Comparacion de los coeficientes de correlacion de Pearson de las distribuciones de
la sensibilidad a los extractos acuosos y alcohdlicos obtenidos a partir de cdscara
de Citrus aurantifolia.

Cepa Extracto  Coef. de correlaciéon (R=)
OSSA Alcohdlico 0.9136
ORSA/MRSA  Alcohdlico 0.9307
OSSA Acuoso 0.9833

ORSA/MRSA  Acuoso 0.9300
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Capitulo 11

Discusion

El estudio de investigacién en el que se basa esta tesis demostro el efecto antimicrobiano
in vitro de los extractos crudos acuoso y alcohdlico de la cédscara y hoja de limén ( Clitrus
aurantifolia), sobre aislamientos de Staphylococcus aureus obtenidos de vacas con mastitis
subclinica en un hato lechero familiar del Valle de Toluca. La frecuencia de aislamiento del
Staphylococcus aureus en el hato fue de 21.4 %, que es similar a la reportada por Talavera
& Barcenas (1992), con una prevalencia de S. aureus del 20 al 25% en hatos lecheros de

produccion familiar en el Valle de Toluca.

Se denota la importancia del S. aureus sobre la salud de la glandula mamaria, al obtener
la identificacién del antibiotipo ORSA/MRSA relacionado con la infeccién por cepas de
S. aureus MRSA (Lépez, 2014), lo cual indica un riesgo importante a la salud publica
(Lagunas et al., 2003). Particularmente, debido a la amplia distribucién de las unidades de
produccion lechera de tipo familiar en el Valle de Toluca donde el sistema es prevalente. La
agroindustria lechera familiar promueve la creacién de empleos, en ocasiones para familias
completas, lo cual promueve el desarrollo econémico de la regiéon (Bernal et al., 2007). Sin
embargo, como se ha corroborado con este estudio, en este tipo de producciéon existe una

alta prevalencia de mastitis relacionado con el manejo e higiene del hato (Manjarrez et al.,
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2008).

No obstante, dada la prevalencia de la mastitis subclinica en explotaciones de tipo
familiar, tal como la que fue objeto de este proyecto de tesis, se considera que el nivel de
infeccion de S. aureus en la unidad de produccion lechera estudiada es bajo, ya que si se
incrementara la infeccion, se estaria comprometiendo la salud de la glandula mamaria y la
productividad del hato lechero, generando pérdidas econémicas importantes y riesgos a la

salud animal e inocuidad alimentaria de la leche (Gianneechini et al., 2002).

Wattiaux (2013) estima que un hato lechero en apariencia sano puede llegar a
desarrollar mastitis subclinica en algiin momento de su produccién entre 15 y 45% de
sus vacas, lo que reduciria hasta un 35% su produccién total dependiendo el grado de
inflamacién. La mastitis se considera una de las enfermedades de mayor impacto a la
industria lechera, ocasionando pérdidas econdmicas importantes no solo en nuestro pais,
sino también en el resto del mundo Bedolla & Ponce de Ledn (2008). Se estima que la
mastitis representa el 70 % de los gastos totales para los ganaderos lecheros, resultando en

una pérdida de billones de ddlares cada afio (Bradley & Green, 2001; Dos Santos et al., 2002).

Por ejemplo, Romero (2004) ha estimado que los costos de mastitis en Estados Unidos
son de alrededor de 107 a 180 ddlares por vaca, y en total, las pérdidas anuales a causa de la
mastitis han sido estimadas entre 1.5 a 2 billones de délares americanos (Biesenkamp-Uhe et
al., 2007), lo que equivale al 11 % de la produccién de leche total en dicho pais. Muchos de
los costos se atribuyen a la reducida produccién de leche, la leche descartada, los reemplazos
de vaca por ano, y los costos obvios de los tratamientos médicos veterinarios (Nash et al.,

2003).

Debido a la prevalencia de S. aureus como causante de mastitis subclinica, es necesario el

empleo de antibidticos capaces de eliminar la infeccion, pero con el paso del tiempo y por la
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inadecuada dosificacién, estos patogenos tienden a mostrar in vivo un amplio desarrollo de
cepas resistentes, debido a la incapacidad del antibidtico para alcanzar niveles terapéuticos

en el sitio de la lesién (Enriquez, 1999).

Actualmente, la resistencia del S. aureus en los hatos lecheros a nivel mundial constituye
una alarma sanitaria al identificar cepas ORSA relacionadas con la MRSA (Ldpez, 2014).
Preocupantemente, las cepas de S. aureus tienen un amplio rango de resistencia a los
diferentes tipos de antibidticos, y se han encontrado cepas resistentes y multiresistentes
relacionadas con las cepas MRSA provenientes de animales de producciéon (Lépez et
al., 2011). En general, la adquisicién de esta resistencia a los antibiéticos [-lactamicos

se atribuye principalmente al intercambio de manera horizontal de genes (Bustos et al., 2006).

El uso indiscriminado de los antibidticos (-lactamicos en el tratamiento de la mastitis ha
provocado la aparicién de cepas de S. aureus resistente y multirresistente, como es el caso
de las cepas S. aureus resistentes a la Meticilina (MRSA) en vacas lecheras (De Oliveira et

al., 2000).

Esto constituye una emergencia epidemiolégica en salud publica veterinaria, por la
posible transmisién al hombre de cepas MRSA de origen animal portadoras de resistencia
a los antibidticos [-lactamicos y multiresistencia a otros antibidticos, la cual puede ser
diseminada a través de la contaminacion de la leche y sus derivados (Lee, 2003; Veldzquez et
al., 2005). La creciente prevalencia de cepas de MRSA es un problema de control adicional

a la infeccién en medicina humana y veterinaria (Kmal et al., 2013).

En lo que a esta tesis respecta, la identificacion de aislamientos asociados al antibiotipo
ORSA permiti6 su caracterizacién para ser considerados como ORSA/MRSA. Entre
dichos aislamientos, se puede identificar presuntivamente el antibiotipo MRSA, el cual es

necesario identificar mediante pruebas moleculares para la deteccién del gen mecA para
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su confirmacién debido a que algunos aislamientos del antibiotipo ORSA/MRSA pueden
producir grandes cantidades de [-lactamasa que interfieren con la caracterizacién de las

cepas BORSA (Lépez et al., 2011).

Las cepas de Staphylococcus aureus MRSA poseen resistencia a todas las Penicilinas
resistentes a la penicilinasa (Meticilina, Nafcilina, Oxacilina, Cloxacilina y Dicloxacilina) y,
esencialmente, al resto de los antibidticos S-lactamicos. Asi mismo, la mayoria de las cepas
también son resistentes a la Eritromicina, Clindamicina, Tetraciclinas y aminoglucésidos

(Pahissa, 1997).

Los antibiotipos MRSA se confirmaron mediante la prueba del método de difusion de
la Oxacilina en agar Miiller-Hinton a temperaturas de 35°y 42°C (Hernandez et al., 1991;
Russi et al., 2008). Cabe resaltar que en esta prueba la temperatura de 42°C produce la
inhibicién de la PBP 2% en aquellas cepas que portan el gen mecA, por lo cual los resultados
de la prueba se consideraron como positivos para aquellas cepas que tuvieron una diferencia

de los halos de inhibicién > 4 mm en ambas temperaturas (Russi et al., 2008).

Crucialmente, la deteccién de cepas con el antibiotipo ORSA/MRSA establece un
factor de riesgo por la amplificacién de la infeccién a la poblaciéon humana (Lagunas, 2002;

Veldzquez et al., 2005).

La importancia de MRSA radica en que este tipo de cepas son los principales agentes
causales de brotes hospitalarios, particularmente en unidades de quemados o quirurgicas,
donde la presencia de heridas profundas y dispositivos médicos tales como catéteres

proporcionan entornos propicios para su crecimiento (Shinefield & Ruff, 2009).

Dada la importancia de S. aureus como agente causal de mastitis bovina y el uso

generalizado de los antibidticos intramamarios en esta especie, no es sorprendente que
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los primeros aislamientos de MRSA en los animales fueran encontrados directamente
en la leche de las vacas infectadas (Lee, 2003). Sin embargo, esto solo enfatiza el
hecho de que esto representa un problema potencial de salud publica, debido a que
la posibilidad de que se infecte el personal que maneja el hato, o que se disemine
entre el resto de la poblacién animal, es muy real (Lagunas, 2002). El primer caso
de transmision directa de MRSA de vacas con mastitis subclinica al hombre fue
documentada por Kaszanyitzky et al. (2007); estudios como este serdn méas comunes

en el futuro si no se toman las medidas necesarias para contener la transmision de estas cepas.

El problema para algunas especies bacterianas es tan critico que existen pocas opciones
de tratamiento. Estas bacterias han sido consideradas un factor de riesgo para la salud
publica por la posible transmision al hombre de cepas resistentes a través del consumo de

productos ldcteos no pasteurizados (Faria et al., 2005).

Actualmente, las cepas de S. aureus Oxacilina/Meticilina resistentes (ORSA/MRSA)
ya constituyen un problema serio de salud humana a nivel mundial, debido al desarrollo
de infecciones intrahospitalarias causantes de septicemias, neumonias, artritis, infecciones
de tejidos blandos y aparato urinario, con un alto grado de morbilidad y mortalidad
al desarrollar cuadros clinicos graves (Lee, 2003). El incremento de la prevalencia de

MRSA implica un serio problema terapéutico en el ambiente hospitalario (Brody et al., 2008).

Anteriormente, ya se ha propuesto que ciertas plantas utilizadas en la medicina
tradicional como remedios locales para algunos padecimientos en la poblacién humana,
realmente presentan una alternativa viable a los medicamentos sintéticos (OMS, 2002). Lo
que se postula en esta tesis es que el alcance del uso de este tipo de alternativas naturales

puede, e incluso debe, extenderse al ambito veterinario.
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A partir de las plantas empiricamente catalogadas como medicinales, los cientificos han
logrado aislar, caracterizar y evaluar compuestos con actividad farmacoldgica, de los cuales
algunos se han desarrollado como farmacos para el tratamiento de diferentes enfermedades

(Sanchez et al., 2012).

El uso del limén se ha reportado en la etnobotanica de ciertas regiones del pais
como alternativa para el tratamiento de presion arterial alta, la salud mental, problemas

respiratorios, artritis y reumatismo (Saidan et al., 2004).

En cuanto a lo que los usos tradicionales respecta, las hojas han sido utilizadas para el
tratamiento de enfermedades de la piel y como agente antiinflamatorio. Por otro lado, el té
preparado del jugo, cascaras u hojas es recomendado como expectorante, y como alivio para
la gripe y el resfriado. Mas atin, el limén previene el escorbuto debido a que es una excelente

fuente de vitamina C (Piccinelli et al., 2008).

En lo que a el tratamiento, prevencién y control de mastitis causada por Staphylococcus
aureus y otros patogenos respecta, se ha recurrido a la medicina tradicional basada
principalmente en plantas y sus compuestos para la buisqueda de alternativas, ya que dichos
compuestos son fundamentales para el desarrollo de la medicina moderna (Gonzalez et al.,

2004).

En particular, el potencial de los citricos para su uso en la produccion de extractos
vegetales medicinales, también ha atraido considerable atencion. En la céscara, la corteza
de las semillas y en las hojas de los citricos, se encuentran glandulas que secretan las
esencias caracteristicas, también llamadas aceites esenciales (Baraona & Sancho, 1998).
Debido a la importancia de estos, se han realizado numerosas investigaciones con el objetivo
de identificar la composicién quimica, asi como las posibles actividades antimicrobianas de

los aceites esenciales de cortezas de diferentes especies de citricos. Los aceites esenciales
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de citricos han sido reconocidos debido a su amplio espectro de actividades biolégicas,
tales como antimicrobiano, antioxidante, antiinflamatorio y ansiolitico (Chutia et al., 2009;
Rehman, 2006). Estas propiedades antimicrobianas han demostrado crear un ambito de
especial interés para su aplicacién en la industria alimentaria, para uso veterinario (Fuselli
et al., 2008; Imran et al., 2013; Roussenova, 2011), la medicina humana (Oliveira et al.,

2014; Yin et al., 2012) y plantas para la produccién agricola (Badawy & Abdelgaleil, 2014).

En un estudio para determinar la actividad antibacteriana frente a cepas Gram negativas
y Gram positivas, una variedad de extractos de cascaras de citricos fueron evaluados.
Entre las pruebas realizadas, estd la efectividad del limén frente a E. coli ATCC 25922,
Enterococcus faecalis 'y S. aureus ATCC 25923, observandose un halo de inhibicién de
14 + 0.6mm y 10 4+ 0.3mm para E. coli, y frente a S. aureus ATCC 25923 se observd un
halo de inhibicién de 13 £ 0.5mm (Benites et al., 2011), cuyo valor concuerda con los rangos
obtenidos en los halos de inhibicion en el estudio realizado como parte de esta tesis, basado

en extractos de cascara de Clitrus aurantifolia sobre Staphylococcus aureus.

Rodriguez et al. (2000) y Aibinu et al. (2007) también realizaron investigaciones donde
determinan que la potencia de la fruta se ve reforzada por el tipo de disolvente que se usa,
lo que indica que hay algunos ingredientes activos que no serian liberados excepto cuando la

fruta se mezcle con un determinado disolvente.

Esto concuerda con un informe de Taylor (2004), en el que se establece que,
tradicionalmente, el agua es el disolvente universal utilizado para preparar las hierbas. Sin
embargo, algunos de los componentes activos presentes en las plantas no son solubles en
agua y, por lo tanto, simplemente preparar un té caliente con la planta, o incluso hirviendo
la planta en agua caliente, no basta para extraer estos componentes activos. Por este motivo,
el estudio que se presenta en esta tesis se dio a la tarea de comparar de igual forma tanto

extractos acuosos como alcohdlicos, y tanto de hoja como de cascara de Clitrus aurantifolia.
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Sin embargo, cabe mencionar que un estudio detallado de la composicién quimica de los
diferentes tipos de extractos no esta dentro del alcance de este proyecto de investigacién. Por
tanto, no se cuenta con suficiente informacién como para garantizar que cierto disolvente es
mejor para extraer la mayor cantidad de compuestos, ya que varia la extraccién de acuerdo
a su naturaleza. Claramente, este ambito requiere de una investigacién mas detallada, lo

cual es una de las recomendaciones de esta tesis para futuras investigaciones en este tema.

Existen algunos ejemplos de estudios realizados por otros autores, en los que se busca
detectar los compuestos responsables de diversas actividades; en este caso, la actividad
antimicrobiana. Dichos estudios senalan que existen fitocompuestos naturales, como
los fendlicos y terpenoides, que han sido ampliamente utilizados debido a sus fuertes
propiedades antimicrobianas contra los patogenos transmitidos por los alimentos y por lo
tanto se pueden aplicar como nuevos conservantes en la industria alimentaria (Friedman et
al., 2002). De igual manera, los flavonoides han demostrado actividad antimicrobiana en
varios estudios (Tim Cuchine & Lamb, 2005) y también se ha encontrado que los aceites
esenciales de citricos sirven para inhibir las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, asi

como las levaduras, y mohos (Deans & Ritche, 1987).

Muchos investigadores se han dado a la tarea de probar la actividad antibacteriana
de extractos elaborados con citricos, con los cuales su objeto de estudio es la obtencion
y analisis de aceites esenciales. En estos estudios se han obtenido resultados variables
en cuanto a su efecto antibacteriano, pues respecto a la sensibilidad diferencial de las
bacterias — Gram(+) y Gram(—) — contra los aceites esenciales, algunos estudios (Burt,
2001; Smith-Palmer et al., 2001) sugieren una sensibilidad mayor en bacterias Gram(+)
debido a la relativa impermeabilidad de la membrana externa en bacterias Gram(—), y
otros (Fisher & Phillips, 2006; Tassou et al., 2000) donde los resultados de sensibilidad son

similares tanto en bacterias Gram(+) y Gram(—).
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El incremento de la resistencia a los antibidticos [-lactamicos es una clara invitacion
al desarrollo de nuevas alternativas de control, dentro de las cuales se puede optar por
la herbolaria, teniendo como antecedentes el uso de esta en la medicina tradicional para
multiples padecimientos humanos. Sin embargo, esta también puede utilizarse en la medicina
veterinaria, como fuente natural de tratamientos para diversas enfermedades, como es el caso

de la mastitis bovina, que tiene gran impacto a nivel mundial.
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Capitulo 12

Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacién, se concluye

que:

Existe una baja frecuencia de infeccién por S. aureus (21.4%) en el hato lechero de

produccién familiar muestreado en el Valle de Toluca.

En las pruebas de resistencia in wvitro de S. aureus a los antibidticos (-lactamicos se
observ6 una amplia proporcién de resistencia a la Penicilina (93.3 %), asi como una amplia
proporcién de sensibilidad para la Amoxicilina/Ac. Clavuléanico (70 %), Oxacilina (80 %),
Cefoxitina (70 %) y Vancomicina (60 %).

Las pruebas de identificacién revelaron la presencia de los Antibiotipos de S. aureus:

ORSA y ORSA/MRSA.

La confirmacién de la presencia de los antibiotipos ORSA y ORSA/MRSA representan

un riesgo permanente de infeccion en los hatos lecheros y su potencial riesgo a la salud publica.

67



68 Conclusiones

De los resultados obtenidos en esta investigacién, se puede afirmar que los extractos
revelaron excelentes niveles de actividad antimicrobiana contra las cepas de Staphylococcus

aureus aisladas de vacas lecheras con mastitis subclinica en un hato lechero.

En general, se observo mayor actividad in vitro del extracto crudo alcohdlico obtenido de
hoja de Citrus aurantifolia en comparaciéon con el extracto crudo acuoso frente a cepas de
Staphylococcus aureus ORSA/MRSA. Sin embargo, en el caso de los extractos de cdscara de
Citrus aurantifolia fue a la inversa, observandose mayor actividad in vitro con el extracto

crudo acuoso sobre los aislamientos de Staphylococcus aureus ORSA/MRSA.



Capitulo 13

Sugerencias para investigaciones

futuras

Con base en lo observado durante la realizacién de este proyecto de investigacion,
se sugiere trabajar en la purificaciéon de los extractos con el fin de lograr identificar los
compuestos quimicos que resultan en la acciéon antimicrobiana, y poder asi lograr obtener
los fitocompuestos que serviran como alternativa en el control y prevencién de la mastitis

causada por S. aureus.

De igual forma, aun falta mayor trabajo de investigacion para evaluar detalladamente
sus pros y contras durante el uso in vivo de estos extractos, pues representa una alternativa
que podria garantizar un uso en la ganaderia organica, y que garantizaria una mayor

inocuidad alimentaria.
Finalmente, también se recomienda la realizacion de las pruebas de crecimiento minimo

inhibitorio (MIC) de ambos extractos, tanto de hoja como de cascara en las dos formas

estudiadas.
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Sugerencias para investigaciones futuras
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Sensibilidad in wvitro del Stapylococcus
aureus a los Antrimicrobianos en

aislamientos de vacas lecheras
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Sensibilidad in vitro del Stapylococcus aureus a los Antrimicrobianos en aislamientos de

90 vacas lecheras
CEPA OXACILINA AMOXICILINA/ CEFOXITINA PENICILINA VANCOMICINA
AC. CLAVULANICO
ATCC 43300 0 6 8 10 8
ATCC 29213 22 10 13 18 12
ATCC 25923 0 9 10 20 10
MRSA
5d
7d
11b
12d
15 b
18 a
19 ¢
20
25
27 a
37
38 13
39 18
41 23
42 19
43 17
44 26
45 B9
46 18
47 18
48 24
49 21 24
51 17 26 21
52 13 36 32
53 - 24 2
54 29 45 30
55 35 47 38
56 20 24 24 17
57 25 38 29 22
PROMEDIO (X) 16.5 26.1 20.9 19.2 15.1
DESV. ESTAN. (D.E.) 8.1 11.1 8.4 6.7 3.6

Sensibles _ Intermedias _ Resistentes
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Comparacion de la Sensibilidad de las cepas OSSA de S. aureus aisladas a los extractos

9/ alcohdlico y acuoso obtenidos a partir de hoja de Citrus aurantifolia
Extracto alcohélico de hoja (uL) ‘ Extracto acuoso de hoja (uL)
Cepa 10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
5d 7 10 13 14 15 0 7 8 9 12
7d 9 11 13 14 15 0 8 9 10 12
11b 8 10 12 14 15 0 6 8 11 12
19¢ 8 10 12 14 15 0 8 9 10 13
27 a 6 7 11 12 15 0 8 9 10 12
37 8 9 10 12 15 0 8 10 12 14
38 7 8 10 12 14 0 7 8 9 10
39 10 12 14 15 16 0 8 9 10 11
41 10 11 12 14 15 0 7 8 9 10
42 9 10 12 13 14 0 7 8 10 11
43 8 10 12 13 15 0 8 9 10 12
44 10 11 12 13 15 0 8 9 10 11
45 8 9 10 12 15 0 7 8 9 10
46 10 11 13 14 16 0 7 9 10 11
47 10 11 12 14 15 0 7 8 10 12
48 10 11 12 13 14 0 8 9 10 11
49 9 10 11 12 14 0 8 9 10 12
51 10 11 12 14 15 0 8 9 10 11
52 10 12 13 15 16 0 7 8 9 10
53 9 10 12 13 15 0 8 9 10 11
54 8 10 11 12 14 0 8 9 10 12
55 10 12 13 14 15 0 7 9 10 12
56 8 9 10 12 15 0 7 8 9 10
57 10 11 12 13 14 0 7 8 10 11
X+DE 84+13 103+12 119+15 133+14 149+12 - 63428 84+08 98+07 11.3+1.0

Del total de cepas de S. aureus aisladas, 80 % (24/30) fueron classificadas como OSSA.
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Comparacion de la Sensibilidad de las cepas ORSA/MRSA de S. aureus a los extractos

96 alcohdlico y acuoso obtenidos a partir de hoja de Citrus aurantifolia
Extracto alcohdlico de hoja (L) ‘ Extracto acuoso de hoja (uL)

Cepa 10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
MRSA

Copa de campo 8 10 11 12 13 0 0 7 10 11
12d 8 10 11 12 13 0 0 7 10 11

15 b 7 13 18 19 20 0 7 8 9 10

18 a 7 10 11 13 17 0 8 9 10 12

20 8 10 11 13 14 0 8 10 11 13

25 6 10 12 13 14 0 0 7 10 11
X+DE 73+£08 10712 125+£27 138426 155426 - 50439 82+£12 98408 112412

Del total de cepas de S. aureus aisladas, 20% (6/30) fueron classificadas como

ORSA/MRSA.
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Comparacion de la Sensibilidad de las cepas OSSA de S. aureus aisladas a los extractos

98 alcohdlico y acuoso obtenidos a partir de cascara de Citrus aurantifolia
Extracto alcohdlico de hoja (ulL) ‘ Extracto acuoso de hoja (uL)
Cepa 10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
5d 0 0 10 12 14 0 10 11 12 13
7d 0 8 10 11 13 0 0 6 8 10
11b 0 7 9 10 11 0 6 7 9 12
19 ¢ 0 8 9 10 11 0 0 7 8 10
27 a 0 0 8 10 12 0 0 9 10 12
37 0 7 9 10 12 0 0 6 8 11
38 0 8 9 11 13 0 7 9 12 13
39 0 10 11 12 13 0 0 6 9 11
41 0 9 10 11 13 0 6 8 10 14
42 0 10 11 12 13 0 0 6 8 11
43 0 8 10 11 12 0 0 7 9 12
44 0 7 8 10 12 0 0 6 10 12
45 0 7 9 11 13 0 7 11 13 14
46 0 7 8 10 12 0 7 10 11 13
47 0 8 9 10 12 0 0 7 9 12
48 0 7 8 10 12 0 10 12 13 14
49 0 8 10 12 13 0 8 10 13 15
51 0 10 11 12 13 0 7 9 11 13
52 0 10 12 13 14 0 6 7 10 12
53 0 10 12 13 14 0 7 8 10 11
54 0 9 10 11 12 0 7 9 11 12
55 0 10 11 12 13 0 6 10 12 14
56 0 10 12 13 14 0 6 9 11 12
57 0 10 11 13 14 0 6 8 12 14
X+DE. - 78+27 99+13 11.3+1.1 127409 - 44+36 83+18 104+1.7 124+1.3

Del total de cepas de S. aureus aisladas, 80 % (24/30) fueron classificadas como OSSA.
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Comparacion de la Sensibilidad de las cepas ORSA/MRSA de S. aureus a los extractos

100 alcohdlico y acuoso obtenidos a partir de cascara de Citrus aurantifolia
Extracto alcohdlico de hoja (uL) | Extracto acuoso de hoja (uL)

Cepa 10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
MRSA

Copn dosampo 0 0 10 11 12 0 0 7 10 11
12d 0 0 7 8 9 0 8 10 12 13

15 b 0 O 8 9 10 0 9 12 13 14

18 a 0 O 8 9 10 0 9 11 12 13

20 0 0 7 9 10 0 9 11 13 14

25 0 0 7 9 11 0 8 11 12 13
X+ D.E. - 78+12 92+£10 103+£10 - 72#£35 103£18 120+£1.1 13.0x1.1

Del total de cepas de S. aureus aisladas, 20% (6/30) fueron classificadas como

ORSA/MRSA.
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Distribucion total de la Sensibilidad de las cepas de S. aureus analizadas a los extractos

102 alcohdlico y acuoso obtenidos a partir de hoja de Citrus aurantifolia
Extracto alcohdlico de hoja (uL) Extracto acuoso de hoja (uL)
Cepa 10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
ATCC 43300 6 9 11 12 13 0 0 7 8 10
ATCC 29213 7 10 12 13 14 0 0 7 9 11
ATCC 25923 8 11 12 14 15 0 7 8 10 12
Egjiimpo 8 10 11 12 13 0 0 7 10 11
5d 7 10 13 14 15 0 7 8 9 12
7d 9 11 13 14 15 0 8 9 10 12
11b 8 10 12 14 15 0 7 8 11 12
124 8 11 12 13 15 0 7 8 9 10
15b 7 13 18 19 20 0 7 8 9 10
18 a 7 10 11 13 17 0 8 9 10 12
19 ¢ 8 10 12 14 15 0 8 9 10 13
20 8 10 11 13 14 0 8 10 11 13
25 6 10 12 13 14 0 7 9 10 11
27 a 6 7 11 12 15 0 8 9 10 12
37 8 9 10 12 15 0 8 10 12 14
38 7 8 10 12 14 0 7 8 9 10
39 10 12 14 15 16 0 8 9 10 11
41 10 11 12 14 15 0 7 8 9 10
42 9 10 12 13 14 0 7 8 10 11
43 8 10 12 13 15 0 8 9 10 12
44 10 11 12 13 15 0 8 9 10 11
45 8 9 10 12 15 0 7 8 9 10
46 10 11 13 14 16 0 7 9 10 11
47 10 11 12 14 15 0 7 8 10 12
48 10 11 12 13 14 0 8 9 10 11
49 9 10 11 12 14 0 8 9 10 12
51 10 11 12 14 15 0 8 9 10 11
52 10 12 13 15 16 0 7 8 9 10
53 9 10 12 13 15 0 8 9 10 11
54 8 10 11 12 14 0 8 9 10 12
55 10 12 13 14 15 0 7 9 10 12
56 8 9 10 12 15 0 7 8 9 10
57 10 11 12 13 14 0 7 8 10 11

X+DE. 84+13 103+£12 119415 133+£14 149+12 - 63+£28 84£08 98+07 11.3£1.0
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Distribucion total de la Sensibilidad de las cepas de S. aureus analizadas a los extractos

104 alcohdlico y acuoso obtenidos a partir de cascara de Citrus aurantifolia
Extracto alcohdlico de hoja (uL) Extracto acuoso de hoja (uL)
Cepa 10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
ATCC 43300 0 0 8 10 11 0 0 7 9 11
ATCC 29213 0 8 10 11 12 0 0 8 10 12
ATCC 25923 0 0 11 12 13 0 0 9 11 12
Egisdﬁmpo 0 0 10 11 12 0 0 7 10 12
5d 0 0 10 12 14 0 10 11 12 13
7d 0 8 10 11 13 0 0 6 8 10
11b 0 7 9 10 11 0 6 7 9 12
12d 0 0 7 8 9 0 8 10 12 13
15 b 0 0 8 9 10 0 9 12 13 14
18 a 0 0 8 9 10 0 9 11 12 13
19 ¢ 0 8 9 10 11 0 0 7 8 10
20 0 0 7 9 10 0 9 11 13 14
25 0 0 7 9 11 0 0 10 12 13
27 a 0 0 8 10 12 0 8 9 10 12
37 0 7 9 10 12 0 6 7 8 11
38 0 8 9 11 13 0 7 9 12 13
39 0 10 11 12 13 0 7 8 9 11
41 0 9 10 11 13 0 6 8 10 14
42 0 10 11 12 13 0 6 7 8 11
43 0 8 10 11 12 0 7 8 10 12
44 0 7 8 10 12 0 7 9 10 12
45 0 7 9 11 13 0 7 11 13 14
46 0 7 8 10 12 0 7 10 11 13
47 0 8 9 10 12 0 8 9 10 12
48 0 7 8 10 12 0 10 12 13 14
49 0 8 10 12 13 0 8 10 13 15
51 0 10 11 12 13 0 7 9 11 13
52 0 10 12 13 14 0 6 7 10 12
53 0 10 12 13 14 0 7 8 10 11
54 0 9 10 11 12 0 7 9 11 12
55 0 10 11 12 13 0 6 10 12 14
56 0 10 12 13 14 0 6 9 11 12
57 0 10 11 13 14 0 6 8 12 14
X +D.E. - H74+42 95+£15 10.8+1.3 122+13 - 58432 89+£16 10.7£1.6 125+1.3
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Comparacion total de las Distribuciones de Sensibilidad de las cepas de S. aureus
analizadas a los extractos alcohdlico y acuoso obtenidos a partir de hoja y cdscara de
106 Citrus aurantifolia

16

14

12

10

B Extracto alcoholico hoja

M Extracto acuoso hoja

1 Extracto alcoholico cascara

B Extracto acuoso cdscara

10pL 20pL 30pL 40uL 50pL

Figura 9-1: Comparacion total de las Distribuciones de Sensibilidad de las cepas de S. aureus
analizadas a los extractos alcohdlico y acuoso obtenidos a partir de hoja y cdscara de
Citrus aurantifolia. En el eje horizontal se ve la cantidad de extracto utilizado (en
wuL); en el eje vertical se observa la sensibilidad (en mm,).
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