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RESUMEN

Con fines de mejorar el estado sanitario de la glandula mamaria en vacas mestizas afectadas con mastitis
subclinica, se evaluaron los extractos comerciales de oleo resina de ajo, Allium sativum (A) y oleo resina
orégano, Oreganum vulgare (O) administrados de manera intramamaria. Antes de su aplicacion los
extractos se diluyeron en glicerol en relacion 1:10. El experimento se realizd0 bajo un disefio
completamente al azar con cuatro repeticiones, cada cuarto de la glandula mamaria constituyd una
repeticion. Los tratamientos fueron: TI=3mMLA+1mLO; T2=3mLO+1mLA; T3=6 mLA+1mL
O; T4=6 mL O + 1 mL A, administrados con una canula y jeringa intramamaria en cada cuarto. Se midié
la concentracion de bacterias de Staphylococcus aureus y Escherichia coli, antes y después de la
aplicacion de los extractos. Los resultados obtenidos muestran que T3 redujo (P < 0,05) la concentracion
bacteriana para Staphylococcus aureus de 11,61 a 9,49 UFC mL™; mientras que T4 redujo (P < 0,05) de
15,11 a 14,18 UFC mL™ de Escherichia coli. Se concluye que hubo efecto reductor de los extractos
utilizados contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
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ABSTRACT

For the purpose of improving the mammary gland health status in crossbred cows affected with
subclinical mastitis, commercial extracts oleo resin garlic, Allium sativum (A) and oil oregano resin,
Oreganum vulgare (O) administered intramammary way were evaluated. Before application extracts were
diluted 1:10 in glycerol. The experiment was conducted under a completely randomized design with four
replications, each quarter of the mammary gland was a repetition. The experiment was conducted under a
completely randomized design with four replications, each quarter of the mammary gland was a repetition.
The treatments were: TL=3mMLA+1mLO; T2=3mLO+1mLA;T3=6mLA+1mLO;T4=6
mL O + 1 mL A, administered with intramammary cannula and syringe into each quarter. The
concentration of bacteria of Staphylococcus aureus and Escherichia coli was measured before and after
application of the extracts. The results show that T3 reduced (P < 0.05) for Staphylococcus aureus
bacterial concentration of 11.61 to 9.49 UFC mL™, while T4 decreased (P < 0.05) from 15.11 to 14.18
UFC mL™" Escherichia coli. It was concluded that there was reducer effect of extracts used against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli.
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INTRODUCCION

En la actualidad la busqueda de nuevos
principios antimicrobianos que actden en el control
de microorganismos patdégenos de manera
bacteriostatica o bactericida, en los principales
microorganismos causantes de enfermedades, tanto
en el hombre como en animales, es creciente.
Existen algunos productos naturales que pueden ser
tan eficientes, que han demostrado actividad
antimicrobiana (Marquez et al. 2009), mientras que
los producidos por sintesis quimica, ademas de su
alto costo, causan dafios al ambiente y a la salud
publica (Bastos et al. 2011).

El ajo contiene por lo menos 33 compuestos
azufrados, varias enzimas, 17 aminoacidos Yy
algunos minerales que contribuyen a su actividad
antimicrobiana. De todas las especies de Allium, el
ajo es el que contiene la mayor concentracion de
compuestos azufrados, lo que le confiere actividad
antimicrobiana potente (Bender y Barcenas 2013).
Uno de estos azufrados es la alicina que inhibe a
més de 300 bacterias, tanto Gram-positivas como
Gram-negativas, tales como Bacillus subtilis,
Bacillus megaterium, Bacillus sphaericus, Bacillus
polymyxya, Staphylococcus aureus y Escherichia
coli (Kumar y Jain 2010).

La importancia de la planta de orégano se
refleja en el alto valor agregado que adquiere su
aceite esencial por sus componentes quimicos,
como el Timol (67,51%) que le otorga mdltiples
propiedades antioxidantes, microbiolégicas vy
conservantes de alimentos (Acevedo et al. 2013).

Armenteros et al. (2004) informaron que el
uso indiscriminado de antibioticos ha dado lugar a
la presencia de microorganismos  menos
susceptibles a su efecto antibacteriano, por lo que
es una necesidad imperiosa la busqueda de
compuestos, que por su contenido de
antimicrobianos y antioxidantes permitan un
tratamiento efectivo de la mastitis.

La evaluacion de la actividad antimicrobiana
de los extractos de ajo y orégano frente a una
patologia de alta prevalencia, busca reducir el uso
de antibidticos en el tratamiento de mastitis
subclinica, y de esa manera obtener un producto de

calidad e inocuidad para el consumidor (Hanafi et
al. 2010).

El objetivo planteado en la presente investigacion
fue evaluar los extractos de ajo (Allium sativum) y
orégano (Origanum vulgare) administrados de
manera intramamaria como inhibitorio de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, causales
de la mastitis subclinica.

MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron cuatro vacas mestizas
criollas, en fase de lactancia tardia (200 a 300
dias), en condiciones similares de ambiente y
manejo; con patologia de mastitis subclinica, la
cual fue detectada mediante pH de la leche, la
prueba California Mastitis Test (CMT) vy
concentracion de bacterias de Staphylococcus
aureus y Escherichia coli.

Recoleccion y evaluacion de las muestras

Antes de la toma de las muestras, se
rechazaron los primeros dos o tres chorros de
leche, luego se frotd cada pezon por unos segundos
con algodon impregnado de alcohol al 70%.
Finalmente la leche se recolect6 de cada cuarto en
recipientes estériles. Las muestras se procesaron en
el laboratorio de microbiologia de la Escuela
Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi
Manuel Félix Lopez.

Para evaluar la condicion de las glandulas
mamarias se determind en las muestras de leche
pH, prevalencia de mastitis subclinica mediante la
prueba CMT vy calificacion de la prueba de CMT.

El proceso de identificacion de las bacterias
antes y después de la aplicacion de los extractos en
el caso de Staphylococcus aureus, consistié en
purificar la bacteria en el medio de -cultivo
especifico Agar Manithol Salt. Ademas, se realiz
la prueba de la catalasa con la finalidad de
confirmar Staphylococcus; para esto, a la colonia
purificada que estaba en la caja Petri, se le agregd
una pequefia cantidad de peroxido de hidrogeno al
3% y se observd la formacion inmediata de
burbujas (catalasa positiva) (MacFaddin 2003).
Mientras que para la identificacion de Escherichia
coli, se realizd una suspension en 5 ml de solucion
salina (1% de NaCl) de una colonia aislada del
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microorganismo, a la cual se le aplico el sistema de
multipruebas (APl 20E), cuya técnica consta 21
test bioquimicos estandarizados y miniaturizados y
una base de datos. Cada tira de APl 20E contiene
20 microtubos o pocillos con distintos sustratos
deshidratados (BioMérieux 2010). La lectura de los
resultados se realiz6 por comparacion de los
colores de cada pocillo con los de las tablas de
lectura.

En el aislamiento de Staphylococcus aureus,
se emple6 Agar Mannitol Salt Phenol. En su
preparacion se colocaron 108 g en 1000 ml de agua
destilada, se utilizo el método de dilucion multiple
1:10000, la siembra se realiz6 colocando 1 mL de
la dilucién (10*) en las cajas de Petri,
posteriormente se incubaron en una estufa por 72
horas a 37 °C. Mientras que para la Escherichia
coli se empled 50 g Agar Mc Conkey en 1000 ml
de agua destilada, el método de dilucién multiple
1:1000000 fue utilizado, con la siembra de 1 mL de
la dilucién (10° en las cajas de Petri (Harrigan y
McCance 2014), estas fueron incubadas por 24
horas a 37 °C.

La concentracion microbiana se determino a
través del numero de colonias bacterianas
contenidas en cada una de las cajas de Petri,
usando el contador de colonias (marca Senna,
modelo: SC6). Los datos se expresaron de la
siguiente manera: N de unidades formadoras de
colonias (UFC), multiplicadas por 10x, donde X
representa la respectiva dilucion, segun la norma
INEN 1529-14,

Mientras que para las cajas de Petri que no
presentaron crecimiento bacteriano, los resultados
se expresaron como recuento estimado de bacterias
(<) 1,0 multiplicado por el respectivo factor de
dilucion, segun la norma INEN 1529-7.

Obtencion de los extractos

Los extractos de Allium sativum y Oreganum
vulgare fueron obtenidos de manera comercial
(oleo resina de ajo y oleo resina de orégano),
fabricados por la empresa "ACAY" y originarios
de la India. Las concentraciones de los extractos
segun Tecnaal son las siguientes: aceite volatil de
orégano con 20% Yy oleo resina de ajo con 0,28%.
Los extractos se diluyeron en proporcion 1: 10 en

glicerol que es un conservante, y se mezcld
uniformemente.

Aplicacion y descripcién de los tratamientos

Con la ayuda de una canula intramamaria de
Instrumental Laura, calibre 12 por 3 pulgadas y
una jeringa, se aplicaron en una ocasion los
extractos en cada cuarto infectado, por un lapso de
tres dias consecutivos, segun las concentraciones
que se describen:

T1, consistio en una solucion de de 3 mL de
oleo resina de ajo + 1 mL oleo resina de orégano
(A3+01). T2, 3mL de oleo resina de orégano + 1
mL oleo resina de ajo (O3+Al). T3, 6 mL de oleo
resina de ajo + 1 mL oleo resina de orégano
(A6+01). T4, 6 mL de oleo resina de orégano + 1
mL oleo resina de ajo (O6+ALl).

Finalmente, al cuarto dia las muestras de
leche tomadas de cada cuarto fueron trasladadas al
laboratorio y sometidas a las pruebas referidas,
para la identificacion, aislamiento y concentracion
de los microorganismos.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados a través de
comparacion de promedios entre la cantidad de
bacterias antes y después de la aplicacion de los
extractos a través de prueba de T para muestras
pareadas 0  relacionadas, utilizando el
el software InfoStat version 2010, del Grupo
InfoStat FCA, Universidad Nacional de Cordova,
Argentina.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los cuatro cuartos mamarios en estudio
presentaron mastitis subclinica, de acuerdo con la
prueba de CMT (Tabla 1). El pH fue 6,72 en todos
los casos. Estos resultados coinciden con los
reportados por Carrién (2008) quien informd que
un pH entre 6,6 y 6,8 de la leche es condicion de
algln grado de mastitis. Asi mismo, Alviar (2002)
manifestd que el pH de la leche estd comprendido
entre 6,5y 6,6. Por otro lado, valores de pH 6,7 a
7,5 son medidos en leches mastiticas debido a un
aumento de la permeabilidad de las membranas de
la glandula mamaria que origina una mayor
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concentracion de iones Na y Cl y una reduccion del
contenido de lactosa y de P inorganico soluble
(Alais y Godina 1985). Lo planteado por la
literatura y los resultados obtenidos permiten
inferir que el pH promedio de 6,7 es un indicador
de presencia de mastitis.

Tabla 1. Prueba de CMT aplicadas en los cuartos mamarios
de las vacas

CUARTOS UNIDAD BOVINA

MAMARIOS 6733 186 124 792
CALL ++ ++ ++ ++
C.AD ++ ++ ++ ++
C.P.1 ++ ++ ++ ++
C.P.D ++ ++ ++ ++

El efecto de la aplicacion de los extractos bajo
estudio sobre el nimero de UFC de Escherichia coli
result6 significativo (Tabla 3) para el T4; mientras que
los otros tratamientos no presentaron diferencias. Esto
demuestra que la aplicacién de O6+A1 mL fue el mas
eficiente en la disminucion de Escherichia coli,
posiblemente el contenido de fenol, carvanol y timol
en el orégano causd reduccién en la presencia de la
bacteria.

Tabla 3. Efecto de la aplicacion los extractos sobre el
nimero de UFC de Escherichia coli en leche de
vacas.

Promedio y error estandar (UFC mL™)

C.A.l. Cuarto anterior izquierdo
C.A.D. Cuarto anterior derecho

C.P.1. Cuarto posterior izquierdo
C.P.D. Cuarto posterior derecho

Limites de calificacion de la prueba de CMT: Coagulos definidos
(+); Formacion de una masa definida (++); Formacidn de una masa
fuerte (+++)

En la Tabla 2 se presenta el efecto de la
aplicacion de los extractos sobre el nimero de
UFC de Staphylococcus aureus en cuartos
mamarios de vacas. Se observé que solamente la
solucion A6+01 causo diferencias entre la cantidad
de UFC encontrada antes y después de la
aplicacién de los tratamientos. Esto demuestra que
aplicacion de la solucién con mayor concentracion
de ajo y baja en orégano ocasiona mas eficiencia
en la reduccion de esta bacteria.

Tabla 2. Efecto de la aplicaciéon de los extractos sobre el
nimero de UFC de Staphylococcus aureus en leche de vacas.

Tratamientos Antes Después Valor de
P
A3+01 15,66+0,79 14,58+0,58 0,056 "
03+Al 15,36+0,33 13,81+0,45 0,06 "
A6+01 16,65+0,67 14,50+0,88 0,059 "
06+A1 15,11+0,66 11,18+0,91 0,003 *

Promedios y error estdndar (UFC mL™)

Tratamientos Antes Después Valor de P
A3+01 10,45+0,32 9,81+0,44 0,085™
03+A1 10,9 £0,45 9,91+0,64 0,097 ™
A6+01 11,61+0,61 10,19+0,86 0,002*
06+A1 10,59+0,75 9,71+0,23 0,098 "

*significativo al 5%
Ns: No significativo

Moscoso (2011) sefial6 que la aplicacion del ajo
en concentracion alta disminuye la carga microbiana en
la leche de una manera mas eficiente. Asi mismo,
Garcia y Herrera (2007) mencionaron que el ajo
también posee efecto bactericida frente a bacterias
Gram (+), lo cual coincide con los resultados
encontrados. Mientras que Bastos et al. (2011)
demostraron que el orégano también posee efecto
inhibitorio frente a bacterias Gram (+) como
Staphylococcus aureus en leche de vacas.

*significativo al 5%
Ns: No significativo

Estos resultados son similares a los encontrados
por Rodriguez (2011), quien informé que el orégano
por su composicién quimica posee los niveles mas altos
de actividad bacteriana frente a microorganismos Gram
(-) como Escherichia coli. Sin embargo, los resultados
del presente trabajo difieren de los obtenidos por
Lachowicz et al. (1998), quienes no encontraron accion
especifica de los extractos entre las cepas Gram (-) y
Gram (+).

CONCLUSION

Los extractos de Allium sativum y Origanum
vulgare en combinacién asociativa presentaron un
efecto reductor en la concentracion de las bacterias
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, por lo
que su uso es una alternativa factible para el
control de la mastitis subclinica.
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