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RESUMEN
La mastitis bovina es un complejo singular de enfermedades, que causa una gran cantidad
de pérdidas a nivel mundial, es la causa mas comun para un sacrificio temprano de las
vacas lecheras, ademas de problemas de Fertilidad. El propoleo es un producto natural
fabricado por la abeja Apis mellifera con variadas propiedades medicinales, entre ellas la
antimicrobiana. En el presente estudio determind la efectividad de cuatro soluciones de
propoleo (50mg, 75mg, 100mg y 125 mg) en el tratamiento de mastitis clinica bovina
aguda y sub aguda en comparacién a la Penicilina + Kanamicina. Se aplicé 10 ml de cada
solucidn en vacas diagnosticadas con mastitis clinica, el seguimiento de la terapia se realizé
con el reactivo de California Mastitis Test, para ver la evolucién del caso clinico. Para
determinar las bacterias causantes de mastitis clinica en el Establo San Isidro se tomaron 20
muestras de leche, se usé la prueba de difusion en placa en agar Muller Hilton para medir la
susceptibilidad bacteriana a las diferentes soluciones de propéleo. En el presente trabajo se
determiné que las soluciones de propdleo al 10% y 12,5% tienen una efectividad de 70 y
80% respectivamente. La bacteria mas prevalente es el Micrococcus sp con 55% de
prevalencia, seguido de Staphilococcus aureus con 20%, Escherichia coli 20% y
Streptococcus agalactiae con 5%. Siendo el Staphilococcus aureus y Micrococcus sp
sensibles a la sblucién de propdleo al 10% y 12,5% con halos de inhibicion de 10 — 24 mm,
en cambio Streptococcus agalactiae y Escherichia coli son resistentes a todas las
soluciones en estudio. En el analisis de costos se determind que el tratamiento a base de

propdleo al 12,5% es mas econémico que usar antibidticos comerciales.

Palabras clave: Mastitis bovina, propdleos, actividad antimicrobiana.



ABSTRACT

The bovine mastitis is a singular of complex diseases, which cause a lot of losses
worldwide, is the most common cause for early slaughter of dairy cows as well as fertility
problems. Propolis is a natural product produced by Apis mellifera whit various medicinal
properties, including antimicrobial. In the present study determined the effectiveness of
four propolis solutions (50mg, 75mg, 100mg and 125 mg) in the treatment ofbovine clinical
mastitis acute and sub acute in comparison to penicillin + kanamycin. Applied 10 ml of
each solution incows diagnosed with clinical mastitis, monitoring of therapy was
performed with the California Mastitis Test reagent, to see the evolution of the case.

It took 20 samples ofmilk to determinethe microorganisms present in the

dairy San Isidro, and ‘used the disk diffusion test in agar Muller Hilton for
measuring bacterial susceptibility to different propolis solutions. The
investigation determined that the solutions of propolis 10% and 12.5% had an

effectiveness of 70 and 80% respectively. Themost prevaleﬁt bacteria Micrococcus sp is
the prevalence of 55%, followed by Staphylococcus aureus with 20%, 20% Escherichia
coli, Streptococcus agalactiae with 5%. Staphylococcus aureus and Micrococcus sp. are
sensitive  to propolis solution 10% and12.5% inhibition halos of10 to 24 mm,
but Streptococcus agalactiae and Escherichia coli are resistant to all solutions studied. In
the cost  analysis determined that the treatment with propolisis 12.5% cheaper

than commercial antibiotics.

Keywords: Bovine Mastitis, propolis, antimicrobial activity.



I.  INTRODUCCION

La produccion de leche en la actualidad se convirtié en la actividad econémica
principal de muchos productores en la regién Apurimac, abasteciendo leche para los
programas sociales y para el consumo de la poblacién. Sin embargo las vacas que
producen leche presentan como primer problema de salud a la mastitis, lo que conlleva
a la aplicaciéon de antibidticos para su tratamiento; se suma a esta problefnética la falta
de control para medir los residuos de antibidticos presentes en la leche, por lo que
muchos productores seguirian destinando leche para el consumo humano, lo que
implica un grave problema para la Salud Publica.

La mastitis bovina es uno de los problemas més costosos de la Industria
Lechera. La reduccidon en produccidon de leche es el mayor gasto asociado con la
mastitis subclinica y un costo importante también estd asociado con la mastitis clinica.
En general, las mastitis causan entre un 40 a 50% de disminucion en los margenes
econdémicos netos por vaca, con la mayor parte de estas pérdidas debidas entre 5 a 7%
por disminucién en la cantidad de leche por lactancia. Las estimaciones de las pérdidas
causadas.por un menor rendimiento fluctian entre 100 a 500 kg/vaca por lactancia,
ademas de ser la causa mas comun para un sacrificio temprano de las vacas lecheras. El
26.5% de las vacas lecheras sacrificadas en el continente americano es debido a
transtornos ocasionados por la mastitis (Philpot y Nickerson 2000).

En la actualidad se estd investigando ampliamente el uso de nuevas alternativas
a los antibidticos convencionales, las que incluyen sustancias quimicas sintetizadas en
laboratorios y productos que provienen de la naturaleza. Es asi que etnofarmacélogos,

botanicos, microbidlogos, y bioquimicos, estan trabajando en la investigacion de



sustancias fitoquimicas para desarrollar tratamientos contra enfermedades infecciosas
basados en productos naturales (Rodriguez, 2007)

R¢cientemente, se ha puesto especial atencion a las indicaciones médicas de un
producto natural, denominado propolis o propdleos, el que ha mostrado interesantes
propiedades medicinales. Propoleo fue usado por la medicina antigua durante cientos
de afios. Es un compuesto natural elaborado por abejas productoras de miel (Apis
mellifera) a partir de la resina y exudados de varias plantas. Las abejas recolectan el
exudado vegetal y forman pequefios grumos con sus mandibulas, mezclando dicho
exudado con cera y productos de las glandulas salivales de ellas mismas. El material
resultante es usado para fortificar el panal, proveyendo proteccién frente a
microorganismos, y como una sustancia para embalsamar el cuerpd de algin invasor,
para que éste no se descomponga. Ademas, el propoleo presenta otras numerosas
propiedades biologicas, entre las que se destaca su actividad antimicrobiana.

El objetivo de esta investigacion fue determinar la efectividad terapéutica de
cuatro soluciones de propoleo sobre la mastitis clinica bovina, para lo cual se
realizaron pruebas en vacas con mastitis clinica aguda y subaguda, ademas de
determinar la sensibilidad in vitro de las bacterias mas importantes que causan mastitis

clinica.



IL. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes. )

Shub et al (1978), prepard extractos de muestras de propolis recolectados en 18
regiones de la URSS. Estos extractos estaban diluidos en agar, en placas petri. Las
placas fueron entonces inoculados con la bacteria Bacillus, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Pseudomonas aeraginosa, y la Candida albicans, e incubados en 37
oC 0 20-25 oC por 48h. Propolis en 125-500 ug/ml inhibi6 el crecimiento de S. aureus
y B. cereus, pero a las otras 2 bacterias las inhibié a concentraciones superiores de
1000 ug/ml.

Kujumgiev et al (1999), evalué la actividad antibacteriana de propoleos de
distintas zonas geograficas se reporta que épesar de las diferencias en su composicion
quimica todas las muestras evaluadas mostraron actividad contra bacterias Gram-
positivas. Ademas en propoleos de zonas templadas los compuestos responsables de
dicha actividad son flavonoides y esteres de acidos fendlicos. Sin embargo los
propoleos de origen tropical no contienen tales sustancias, aun asi muestran actividad
antimicrobiana. El autor concluye que la combinacidén de diversas sustancias en los
propoleos es esencial para su actividad bioldgica.

Diaz et al (2000), realiz6 una investigacion para evaluar el efecto antibacteriano
del propodleo a través de la determinacién comparativa de la concentracién minima
inhibitoria (CMI), todos los extractos de propoleos presentaron actividad antibacteriana
frente a las cepas utilizadas; siendo mayor frente a las bacterias ‘Gram positivas:

Staphilococcus aureus y Bacillus subtilis, con valores de CMI entre 0.05 mg/mL y 45

mg/mL, que frente a las bacterias Gram negativas: Salmonella typhimurium,



Pseudomona aeruginosa y Escherichia coli, con valores de CMI entre 10 mg/mL y 50
mg/mL.

Velikova et al (2001), mediante difusién en agar, evaluaron la actividad
antimicrobiana y la composicién quimica de propdleos proveniente de Turquia frente a
Staphylococcus aureus y Eschericchia coli, obteniendo resultados positivos para
Staphilococcus aureus; para Escherichia coli obtuvieron una menor inhibiciéon de
crecimiento.

Hegazi et al (2002), demostré que propdleos de origen egipcio poseen la
capacidad de inhibir el.crecimiento de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, dos
agentes importantes que causan mastitis clinica en el mundo. En esta investigacion se
reportan variaciones en la actividad antibacteriana causadas por el origen de los
propdleos y la diferencia en su composicion quimica

Tolosa y Caifiizares (2002), realizo un estudio en Campeche, Mexico,
obtuvieron y caracterizaron extractos etanolicos y acuosos de prop(’)leosv de diferentes
localidades, probando posteriormente su efectividad antimicrobiana sobre las bacterias
Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa y Streptococcus
pyogenes. Los extractés presentaron colores que variaron del ambar claro al café
oscuro, encontrandose un rendimiento en solidos solubles totales superior en los
etanolicos que en los acuosos. Se identificaron como metabolitos: lactonas, saponinas,
fenoles, triterpenos, taninos, alcaloides, flavonoides, sustancias aminadas y
leucoantocianidinas, estas ultimas sélo en los extractos acuosos. La efectividad
antimicrobiana de los extractos depende del solvénte empleado, la procedencia del
propoleo y de la especie bacteriana evaluada, siendo los extractos etanélicos los mas

efectivos, en particular los obtenidos de propdleos procedentes de Hampolol. La
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especie bacteriana mas sensible resulté ser la Pseudomona aeruginosa y la Salmonella
typhi la mas resistente.

Ortega y Vanegas (2006), evalu6 la “Utilizacion de Propolina en el control de la
mastitis bovina en fincas del municipio de Muy Muy - Nicaragua, para la cual se
usaron soluciones de propolina al 1.5% y 3%. Cuyos resultados muestran que la
solucion de 'propolina al 1.5% alcanza una efectividad de 100% a los 35 dias, y la
solucion de propolina al 3% alcanza una efectividad de 100 % a los 21 dias, ademas
reportaron que el cuarto mamario mas afectado por la mastitis fue el anterior derecho,
y concluyeron que es mas econémico un tratamiento a base de propolina.

2.2, Mastitis Bovina
2.2.1. Definiciéon de la mastitis bovina.

La palabra mastitis deriva del griego, donde mastos significa “mama” e itis
“inflamacion del” Esta inflamacién de la glandula mamaria resulta de: (1)
traumatismos o lesiones en la ubre, (2) irritaciones quimicas o, (3) mas cominmente,
de infecciones causadas por microorganismos, especialmente bacterias. La reaccién
inflamatoria es un mecanismo de proteccion para: (1) eliminar los microorganismos,
(2) neutralizar sus toxinas, y (3) ayudar a reparar los tejidos productores de leche para
que la glandula pueda volver a funcionar normalmente (Philpot y Nickerson, 2000).

La mastitis es una inflamacion de la glandula mamaria y sus tejidos secretores,
que reduce la produccion del volumen de leche, alterando su composicion, ademas de
elevar su carga bacteriana normal (Gasque, 2008)

Es un complejo singular de enfermedades, que causa una gran cantidad de
pérdidas a nivel mundial y en especial en las regiones con una produccién lechera

intensiva. La causa mas comun para un sacrificio temprano de las vacas lecheras son
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los problemas de salud de la glandula mamaria, ademas de problemas de Fertilidad. El
26.5% de las vacas lecheras sacrificadas en el continente americano es debido a
trastornos ocasionados por la mastitis (Wolter ez al, 2004)

La mastitis se clasificara en mastitis contagiosas que colonizan la glandula
mamaria y que pueden ser propagados por la ordefiadoras mecanicas y por los
ordefiadores, y la mastitis por patégenos ambientales que normalmente no infectan la
glandula mamaria pero que la pueden infectar cuando el entorno de la vaca, los
pezones, la ubre o la ordefiadora mecanica estan contaminados con estos organismos y

estos consiguen entrar en la cisterna del pezon (Rebhun et al, 1995).

Figura 1. Interaccion de los factores de riesgo de la mastitis bovina.

‘Fuente: Philpot y Nickerson, (2000)



2.2.2. C(lasificacion de Ia mastitis bovina.

La mastitis bovina normalmente se da como resultado de la infeccidn

intramamaria por bacterias que pueden producir la enfermedad de manera clinica o

subclinica (Dos Santos et al., 2002).

Cuadro 1. Clasificacion de la mastitis bovina

observables.

observables.

Formas de Vaca Ubre Leche
Mastitis
Clinica Muy enferma. Puede | Fibrosis mamaria. Frecuentemente
Hiperaguda morir. No tiene Puede agravarse | aguada y con manchas
coordinacion de sangre.
muscular.
Clinica Aguda No hay cambios Fl cuarto afectado | Purulenta, como suero
observables se muestra duré, y acuosa.
rojo e inflamado.
Clinica No hay cambios El cuarto afectado No se ven cambios,
subaguda observables. puede estar pero la produccion
inflamado puede reducirse.
Subclinica No hay cambios No hay cambios No hay cambios

observables.

Fuente: Modificado de Philpot y Nickerson 2000.

a. Mastitis clinica.

La mastitis clinica es la enfermedad mas comiin y mas costosa en la produccion

de leche en los paises industrializados. Es definida como una anormalidad observada




por los ganaderos en cualquiera de los dos casos: la leche y/o la ubre (Tollersrud,
2001).

Se caracteriza por la tumefaccion o dolor en la ubre, enrojecimiento, la leche
presenta una apariencia anormal y, en algunos casos, hay aumento de la temperatura
rectal, letargo, anorexia e incluso la muerte. Ademas, las bacterias estan presentes en la
leche, el rendimiento es muy reducido, y su contenido esta alterado considerablemente
(Heringstad et al., 2000).

En algunos casos la inflamacion de los cuartos mamarios es acompafiada de
signos clinicos (signos pronunciados de inflamacion mamaria y de enfermedad
sistémica), por lo que es diagnosticada entonces como mastitis clinica la cual puede
presentarse de manera aguda y crénica (Djabri ef al., 2002).

En su forma aguda, la mastitis clinica se caracteriza bor su condicién de
aparicion subita, la leche es de apariencia anormal, hay enrojecimiento, tumefaccion, y
dolor en la ubre, con o sin sintomas sistémicos. Afecta a las vacas lecheras en todo el
mundo y tiene un impacto sustancial en la economia de las granjas, calidad de la leche
y en el bienestar de las vacas (Morin, 2004).

En la forma crénica, se presenta una infeccién de la ubre de larga duracioén con
leche de apariencia anormal y/o cambios al realizar la palpacion del tejido de la ubre
(Schrick et al., 2001).

La mastitis clinica debida a Escherichia coli, estreptococos ambientales, y
Staphylococcus aureus continua siendo un problema importante, y puede ser una
condicion aguda y dolorpsa que afecta el comportamiento animal (Zadoks, 2002). |

Las pérdidas causadas por mastitis clinica se clasifican segun Wolter (2004), de

la siguiente manera:



- Pérdida por baja produccién del animal enfermo.

- Pérdida de produccion de leche por desecho de la misma, durante la

eliminacion del medicamento.

- Frecuentemente hay un perjuicio duradero en el rendimiento lechero de la

vaca, por el uso de medicamentos o la presencia de la enfermedad.

- Costos de medicamentos y del Médico Veterinario.

- Aumento en los costos de la mano de obra.

b. Mastitis subclinica

La mastitis subclinica es definida como la presencia de un microorganismo en
combinacién con un conteo elevado de células sométicas de la leche (Tollersrud,
2000).

La mastitis subciinica es sutil y dificil de corregir, la vaca parece saludable, la
. ubre no muestra ningun signo de inflamacién y la leche parece normal, sin que existan
cambios organolépticos en la misma. El nimero de células somaticas en la leche,
indicativo de la respuesta inflamatoria, se encuentra elevado, al igual que el nimero de
bacterias, lo que va acompafiado de una disminucion del nivel de produccion de la
secrecion lactea, asi como de la alteracién de la composicién de dicho producto.
Comunmente es de larga duracion, dificil de tratar con los antibidticos, dificil de
detectar, reduce drasticamente la produccidon de leche, afecta adversamente la calidad
de leche, y puede servir como un reservorio para infectar a otros animales en el rebafio
lechero (Valera et al., 2005).

Cuéndo los signos no son visibles, la presencia de patogenos y las
modificaciones citologicas de la leche traen como resultado una mastitis subclinica, por

lo que las técnicas de laboratorio como la medicion del conteo de células somaticas y
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el cultivo bacterioldgico son necesarios para detectar inflamacion e infeccion (Djabri et
al., 2002).

La mastitis subclinica rara vez es peligrosa para el tejido mamario o para la vida
de la vaca. Al no ser visible, muchos productores no toman conciencia de la cantidad
de leche que dejan de ordefiar, ni de que la infeccidn puede transmitirse a las otras
vacas. Las especies de bacterias asociadas mas frecuentemente con esta forma de
infeccion de la ubre son los estafilococos, como Staphylococcus aureus y esp.
Staphylococcus 'y algunos estreptococos, como Streptococcus uberis y Streptococcus
agalactiae (Philpot y Nickerson, 2000)

En la practica, los casos de mastitis subclinica con frecuencia no son detectados
rdpidamente, 0 pueden incluso no ser reconocidas por el ordefiador (Wellenberg et al.,
2002).

Es imperativo para los granjeros lecheros y sus asesores veterinarios enfocar su
principal atencion al control de la mastitis subclinica debido a que: (1) es 15 a 40 veces
mas prevalente que la mastitis clinica; (2) usualmente precede a la mastitis clinica; (3)
es de duracion prolongada; (4) es mas dificil de detectar debido a la naturaleza oculta
de la enfermedad; (5) reduce significativamente la produccion lactea; (6) afecta
adversamente la composicion de la leche y (7) constituye un reservorio de patégenos
causantes de mastitis que pueden diseminarse a otras vacas en el hato (Philpot y
Nickerson, 2000).

2.2.3. Microorganismos que causan mastitis

Se han identificado mas de 130 especies, subespecies y serovares de bacterias

causantes de la enfermedad; sin embargo, mas del 75% de los casos se deben a

microorganismos Gram positivos, particularmente especies de los géneros
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Staphylococcus y Streptococcus. La infeccion comienza con la presencia de
microorganismos patdégenos en el extremo del pezon, la penetracion de los mismos a
través del canal y su establecimiento final en la glandula mamaria. Una vez alli,
invaden y producen dafio en el tejido glandular cuya consecuencia directa es una
disminucion en la produccién de leche (Scaramelli y Gonzales, 2005).

Desde el punto de vista epidemioldgico, los patdogenos causantes de la mastitis
se han clasificado en los siguientes tres grupos, de acuerdo a su origen y forma de
transmisiéon en el rebafio: Patégenos Contagiosos, Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus aureus, Micoplasma bovis, y Corynebacterium bovis; Patdégenos
Ambientales, Streptococcus uberis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, Arcanobacterium pyogenes y muchos otros agentes y Patogenos
Oportunistas, Staphylococcus hycus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
hominis, Staphylococcus intermedius y muchas otras especies de estafilococos, que

forman parte de la flora normal de piel (Scaramelli y Gonzales, 2005).

BT
L vaca

~* " AMBIENTE
MICROORGANISMOS

Figura 2. La mastitis es el resultado de la interaccion entre la vaca, €l entorno y

los microorganismos. Fuente: Philpot y Nickerson, (2000).
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a. Causas contagiosas.

La glandula mamaria bovina es el principal reservorio de los agentes
infecciosos que causan mastitis contagiosa. El origen de infeccién suele ser una
glandula mamaria infectada. La transmision de la infeccién y las medidas de control
apropiadas dependen de factores como la capacidad del agente patdgeno en particular
para sobrevivir en el hospedador. La gravedad de las respuestas sistémicas locales en
las mastitis depende directamente de los factores de virulencia del agente patogeno
(Quinn et al, 2002).

En este grupo de microorganismos se ubican: Streptococcus agalactiae el cual
es un parasito estricto de la ubre bovina, Staphylococcus aureus, Corynebacterium
bovis y Mycoplasma bovis. Los dos primeros son los que prevalecen en explotaciones
que carecen de programas de control de mastitis y buenas practicas de ordefio.
Streptococcus agalactiae generalmente causa una mastitis aguda que, en ausencia de
tratamiento, tiene un curso crénico y subclinico, con eventuales episodios clinicos. El
microorganismo induce un alto grado de inflamacién, con gran aumento en el
contenido de células somaticas. Staphylococcus aureus generalmente causa mastitis
subclinica de larga data, con episodios clinicos recurrentes, gran aumento en el
contenido de células somaticas y eliminacién ciclica del agente; las infecciones
crénicas no responden a los antibidticos y se recomienda la eliminacién de los
animales cronicamente infectados. Corynebacterium bovis es frecuentemente aislado
del canal de pezdn; causa mastitis subclinica con muy bajo grado de inflamacion; es
uno de los agentes mas frecuentes en fincas en las que no desinfectan pezones.

Mycoplasma bovis y otras especies de micoplasmas causan agalactia y un
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desmejoramiento general en los animales afectados; suele afectar las cuatro glandulas y
diseminar rapidamente en el rebafio (Scaramelli y Gonzalez, 2005).

»  Staphilococcus aureus.

Los estafolicocos son cocos Gram positivos, de aproximadamente 1 um de
diametro, que tienden a aparecer en grupos irregulares parecidos a racimos de uvas.
Las colonias son de tamafio mediano, dorados y son hemoliticos (Quinn et al, 2002).

La infeccién por Staphilococcus aureus es una causa habitual de mastitis
bovina en muchas explotaciones lecheras a pesar de la aplicacion de muchas medidas
de control. Staphilococcus aureus puede colonizar la piel del pezén y el canal del
pezén, lo que puede predisponer a la infeccién intramamaria. La tipificacién de cepas
ha demostrado que las cepas de Staphiloccus aureus que derivan d la ubre tienden a ser
distintas de las que se aislan de otros lugares del organismo. Aunque los estafilococos
son microorganismos resistentes que pueden sobrevivir en el medio durante semanas,
la transmision de la infeccion suele tener lugar en el ordeﬁo mediante las manos del
ordefiador, las pezoneras o las toallas de secado de las ubres contaminadas (Rebhun et
al 1997).

No obstante, la cura bacteriologica del .cuarto afectado es algo que
generalmente no se logra. La infeccion se disemina desde las vacas infectadas a las
sanas durante el ordefio a través de la maquina de ordefio, las manos del ordefiador, y
los materiales que se utilizan para limpiar los pezones, como las toallas, si se utiliza la
misma en mas de una vaca. El contacto con secreciones lacteas en el material de cama
y bretes son puntos potenciales de infeccion. Las moscas pueden funcionar como

vectores del S. aureus, trasportandolo de un animal a otro (Ruegg, 2005).
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Las vacas infectadas con Staphilococcus aureus pueden presentar multiples
episodios clinicos durante la misma lactancia. La leche de las vacas infectadas puede
parecer normal o verse de otro color, con coagulos y grumos. Los recuentos de células
somaticas generalmente son normales (<200,00 células/ml) o levemente elevados
durante gran parte de la lactancia. Las vacas con infeccidn crénica, pueden presentar
abscesos o " nudos" en los cuartos que pueden ser palpados cuando la ubre esta vacia.
Durante los episodios de enfermedad clinica, los cuartos pueden presentar una
hinchazén de leve a moderada, y os recuentos de células somaticas pueden sobrepasar
el 1, 000,000 de células/ml. Es raro que tanto una vaca como una ternera desarrollen
gangrena o “bluebag” a causa de una infeccion a Staphilococcus aureﬁs. Las terneras

pueden infectarse en cualquier momento de la lactancia (Ruégg, 2005).

Figura 3. A. Infeccion por Staphilococcus aureus @ ) forma bolsas de infeccidon
en el tejido glandular. B. El sistema inmunoldgico de la vaca rodea estas areas
con leucocitos o tejido cicatrizal para mantener aislada a las bacterias. C. Las
bacterias son liberadas periédicamente de estas areas e infectan otros tejidos
Fuente: Philpot y Nickerson (2000).

= Streptococcus agalactiae.

Coco Gram-positivo, anti-hemolitico, colonias muy pequefias. Produce una

mastitis sumamente contagiosa y es transmitido de vaca a vaca durante la operacién del
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* ordeflo. Se presentan forma clinicas y subclinicas, en caso de S. agalactiae, el germen
vive en los sueros de leche y la ubre. El tejido secretor se atrofia rapidamente o se hace
fibroso e improductivo en forma permanente. La infecciéon de S. agalactiae puede
diseminarse répidamente en hatos libres aun tras breve exposicion, el Gnico reservorio
conocido son las ubres infectadas o lesiones en el pezon (Gasque, 2008).

Streptococcus agalactiae infecta principalmente la cisterna y el sistema ductal
de la glandula mamaria. Se produce un irritante que causa inflamacién de la glandula,
que la mayoria de las veces es subclinica con sintomas clinicos ocasionalmente. La
acumulacion de desperdicios bacterianos intensifica la respuesta inflamatoria,
resultando en destruccion del tejido productor de leche, reduciendo la produccion de
leche o causando agalactia. Streptococcus agalactiae rara vez produce enfermedad
severa, pero el extensivo dafio de un cuarto puede causar que en las subsiguientes

lactaciones sea improductivo (Ruegg, 2005).

Streptococcus agalactiae

{nfecta primariamente el sistema de conductos
de la porcién inferior de! cuarto afectado.

Figura 4. Las infecciones por Streptococcus agalactiae pueden reducr
drasticamente la produccién de leche. Fuente: Philpot y Nickerson, (2000).

» Micoplasma sp.

Micoplasma bovis es la causa mas frecuente de la mastitis debida a

mycoplasma sp. pero en varias partes del pais han sido aisladas en la leche otras varias
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especies. Las especies de mycoplasma producen endemias de rebafio de mastitis aguda
que subsiguientemente se convierten en mastitis crénica. Puede existir mastitis en un
solo cuarteron pero en cada una de las vacas afectadas frecuentemente aparecen en dos
o més cuarterones (Rebhun et al, 1997).

b. Causas ambientales de mastitis.

Las bacterias presentes en el medio ambiente, especialmente E. coli y
Streptococcus uberis, son los microorganismos aislados con mayor frecuencia de los
casos de mastitis clinica de muchos paises. L.a contaminaciéon de las puntas de los
pezones es un factor predisponente fundamental para el desarrollo de las mastitis
ambientales. Debido a que los agentes patogenos ambientales pueden sobrevivir y
multiplicérse en los materiales organicos de las camas, las condiciones del alojamiento -
pueden influir sobre la taza de contaminacion de los pezones (Quinn et al, 2002).

Las mastitis por organismos coliformes son dificiles de diagnosticar por cultivo
debido al bajo nﬁmerq de microorganismos que se eliminan en la leche (menos de 100
bacterias/ml) y la brevedad de la infeccion. Los estreptococos y enterococos que
habitan en las vacas yv su ambiente como Streptococcus uberis, Streptococcus
dysgalactiae, Streptococcus bovis, Enterococcus fecalis, Enterococcus faecium,
Enterococcus durans, entre otros, pueden causar cuadros subclinicos y también
clinicos de diferente intensidad, desde leves hasta agudos, tanto en vacas en lactancia
como secas, pero la infeccion es mas frecuentemente en el periodo de seca (Scaramelli
y Gonzalez, 2005).

» Escherichia coli.

La Escherichia coli , y diferentes especies de cepas coliformes se encuentran en el

intestino grueso de animales de sangre caliente y se eliminan en heces fecales. Una
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parte de esas enterobacterias saprofitas pueden causar dafio en otros tejidos fuera del
tracto gastrointestinal. Las mastitis por Escherichia coli se han observado
frecuentemente en las primeras semanas de lactacion, después del parto. Esta forma
de mastitis transcurre de forma aguda e hiperaguda y en la mayoria de los casos con
sintomas generales de infeccion. En los casos de mastitis con un desenlace mortal E.

coli es el patogeno aislado con mas frecuencia (Wolter et al, 2004).

Escherichia coli
v N

Las angowaings liberadas al morir
estas bacterias provocan un répido incremento
del recuentd de céiulas somaticas,

Figura 5. Escherichia coli libera endotoxinas, esto produce un rapido

incremento de células somaticas. Fuente: Philpot y Nickerson, (2000)

= Streptococcus uberis.

Streptococcus uberis es omnipresente en todo el ambiente de la granja causa de
la contaminacion fecal por las vacas que albergan el organismo en su rumen. El
organismo también se puede encontrar en los labios de la vaca, en la vagina, en los
genitales externos, en la piel de los pezones y de la ubre. Por tanto Streptococcus uberis
existente en los corrales contaminada, en los ambientes sucios, y el que coloniza la piel o
las lesiones de los pezones representa un patégeno potencial. De igual modo a lo que
sucede con otros patdégenos ambientales, la limpieza y la preparacion deficiente de la
mama antes del ordefio predisponen a la mastitis causada por Streptococcus uberis

(Rebhun et al, 1997).
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= Streptococcus dysgalactiae.

Streptococcus dysgalactiae parece ocupar una posicidn intermedia entre los
grupos de agentes patdgenos causantes de mastitis contagiosas y ambientales. Se le
puede encontrar en ambientes de las granjas bovinas y se ha aislado en tonsilas, boca,
vagina de las vacas. Sin erﬁbargo, esas bacterias pueden permanecer en la glandula
mamaria debido posiblemente a su capacidad de invadir células epiteliales mamarias de
las vacas. Se puede transmitir de vaca en vaca durante el ordefio (Quinn et al, 2002).
2.2.4. Desarrollo de 1a mastitis.

El interior de cada cuarto mamario se compone de la cisterna del pezon, la
cisterna de la glandula, numerosos conductos galactoforos y el tejido secretor. El interior
de cada cuarto mamario se compone de la cisterna del pezon, la cisterna de la glandula,
numerosos conductos galactéforos y el tejido secretor. Estos estdn recubiertos por
cientos de células epiteliales que producen leche. Cada alveolo esta rodeado por células
musculares (mioepiteliales) que se contraen y evacuan la leche durante el ordefio. Los
vasos sanguineos transportan nutrientes hacia los alveolos, donde las células epiteliales
los convierten en leche. Entre los ordefios, la leche se acumula en los alveolos,
conductos y cisternas; durante el ordefio esta leche es evacuada a través del canal del
pezon (Philpot y Nickerson, 2000).

a. Invasion del pezon.

La infeccion intramamaria se presenta cuando las bacterias atraviesan el canal
del pezén y se multiplican dentro del cuarto afectado. Los microorganismos pueden
invadir el canal del pezon por distintas vias: (1) entre ordefios las bacterias pueden
avanzar por el canal del pezén por multiplicacion, (2) pueden ingresar por la presion

fisica ejercida sobre la punta del pezon cuando la vaca se mueve, (3) durante el ordefio
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mecanico pueden ser impulsados hacia el canal del pezon o desde el mismo hacia el
interior de la cisterna del pezén, por los impactos que causan las fluctuaciones de vacio
contra el orificio del pezén y (4) dmaﬁte la aplicacion de un antibiético pueden ser
empujados fisicamente a través del canal del pezon por la insercion completa de la
canula. La probabilidad de invasiéon se incrementa notablemente para las bacterias que
colonizan la queratina del canal del pezon. El sellado con un germicida efectivo, tanto
antes como después del ordefio, reduce marcadamente la colonizacién del canal del
pezén (Philpot y Nickerson, 2000).

b. Establecimiento de la infeccion.

Algunas bacterias pueden avanzar dentro de la ubre atacando y colonizando
nuevos tejidos; otras pueden moverse por medio de la corriente de leche producida por
el movimiento de la vaca. Las bacterias dafian primero los tejidos que recubren los
grandes tubos colectores de leche. Las bacterias pueden enfrentarse con leucocitos
(células blancas de la leche) presentes naturalmente en bajas cantidades en la leche.
Estas cé€lulas son la segunda barrera de defensa debido a que pueden englobar y destruir
a las bacterias. Durante este proceso, los leucocitos liberan substancias que atraen a mas
“leucocitos desde el torrente circulatorio hacia la leche. Si las bacterias no son totalmente
destruidas, pueden continuar multiplicindose y comenzar a invadir los pequefios
conductos y areas alveolares. Las células secretoras de leche que son dafiadas por las
toxinas, liberan substancias irritantes que conducen a un incremento en la permeabilidad
~ de los vasos sanguineos. Leucocitos adicionales se mueven al lugar de la infeccién. Ellos
penetran el tejido alveolar en gran medida moviéndose entre el tejido secretor de leche

dafiado. Fluidos, minerales y factores de coagulacion también se mueven dentro del area
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infectada. La leche coagulada también puede cerrar conductos y, en efecto, aislar las
regiones infectadas (Wolter et al, 2004)

c¢. Inflamacién intramamaria.

El ingreso de leucocitos y fluidos desde la sangre constituye la respuesta
inflamatoria. La inflamacion puede ser leve, y no ser detectada por el ordefiador, o puede
producir signos clinicos evidentes que pueden variar segin la severidad de la
enfermedad. La mastitis subclinica aumenta leve a moderadamente el recuento de
células somaticas. Una inflamacion severa con mastitis clinica provoca un movimiento
masivo de leucocitos hacia la glandula. Segtin el grado de severidad de la infeccién estos
cambios pueden ser acompafiados por edemas, enrojecimiento e inflamacién con
secreciones anormales, aguachentas, que contienen ﬁbﬁna, grumos y glébulos rojos
(Philpot y Nickerson, 2000)

a. Respuesta tisular a la infeccién.

La velocidad de llegada de células a la glandula mamaria es un factor
importante en relacion con la sensibilidad frente a mamitis, de modo que las vacas con
un recuento celular bajo antes de la infeccion presentan riesgos superiores a enfermar
con mastitis. Los neutréfilos son el principal tipo de célula implicado en la eliminacion
de las bacterias de la glandula mamaria. El reclutamiento de neutr6filos desde la sangre
hasta el lugar de la infecciéon como respuesta a diversos mediadores inflamatorios, como
las citosinas y las prostaglandinas es uno de los primeros pasos de la reaccion
inflamatoria (Quinn et al, 2002).

2.2.5. Mecanismo de defensa de la glindula mamaria.

20



a. Barreras del pezoén.

El esfinter del canal del pezon impide la entrada de bacterias. La amplitud del
canal del pezdén se encuentra en una intima relacion con el funcionamiento del esfinter.
El crecimiento del epitelio se dirige hacia el exterior en la desembocadura del canal del
pezoén, lo cual también sirve para evitar la entrada de bacterias. Mediante el flujo hacia
fuera de la leche (por la ordefia o cuando el becerro mama) son expulsados los agentes
patdgenos del canal del pezon. La roseta de Fiistenberg forma una corona en el paso
del canal del pezon a la cisterna de este. Los pliegues de la roseta de Fiistenberg no
solo tienen una funcién mecanica como mecanismo de cierre sino también sirve como
mecanismo de defensa en ese lugar. La queratinizacion intensiva del epitelio del canal
del pezén forma una capa lactosada bactericida que representa una barrera muy
efectiva contra agentes extrafios. Si bien ese tapon de queratina sera lavado casi
completamente durante la ordefia y después de 2- 3 horas del ordefio se restablece

completamente la funcién de defensa del canal del pezon (Wolter et al, 2005).

DEFENSAS ESTRUCTURALES

Figura 6. Defensas estructurales del canal del pezon. El esfinter cierra
firmemente, y la queratina forma una barrera fisica. Fuente: Philpot y

Nickerson, (2000).
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b. Conducto del pezon.

El conducto del pezon también esta revestido con la epidermis queratinizada y
por ello esta dotada de propiedades de defensa parecidas a la de la piel del pezon. Estas
propiedades antibacterianas del conducto del pezén son sus propiedades mas eficaces

cuando el pezon esta cerrado (Blowey y Edmonson, 2004)
¢. Factores de defensa celular y humoral de la leche.

La leche tiene un efecto antibacteriano, debido al cual inhibe el crecimiento de
bacterias y también mata o hace inofensivas a las bacterias. El efecto antibacterial es
debido a factores de defensa celulares y humorales. En esto intervienen los leucocitos
polimorfonuclemes, los linfocitos y los macréfagos (principal tipo celular en la leche).
Los factores humorales son las inmunoglobulinas, factores del complemento, el
sistema lactoperoxidasatiocianato- peroxido-hidrogeno, la lactoferrina y la lisozima. El
paso rapido de los leucocitos sanguineos a la luz alveolar es de los mecanismos
naturales mas importantes de defensa contra la mastitis (Wolter ez al, 2004)

2.2.6. Resistencia bacteriana a los antibiéticos.

En el tratamiento de la mastitis bovina se utilizan de forma generaiizada agentes
antimicrobianos. Los antibidticos empleados en el tratamiento de las mastitis se pueden
administrar via parenteral o por via intramamaria. En el tratamieﬂto de mastitis clinica
aguda se utilizan con frecuencia la inyeccién intramuscular o intravenosa. En las mastitis
agudas, los productos antimicrobianos administrados por via intramamaria puede que no
consigan alcanzar el lugar afectado debido a la obstruccion de los conductos

galactéforos con exudados inflamatorios (Quinn et al, 2002).
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Como los casos individuales de mastitis suelen estar producidos por una tnica
especie bacteriana, el agente terapéutico seleccionado deberia ser tan especifico como
sea posible. Seglin eso, deberian evitarse las combinaciones de antimicrobianos de
amplio espectro. Aunque el tratamiento de las mastitis clinicas suele comenzar antes de
la identificacién del agente causal, los sintomas -clinicos e historial previo de la
explotacién puede indicar cudl es el agente implicado con mayor probabilidad. Si es
necesario el tratamiento puede modificarse con los resultados del antibiograma (Quinn
et al, 2002).

El tratamiento de la mastitis causada por coliformes es sumamente polémico y
aun se ha convertido en mas polémico por el uso de farmacos no autorizados que han
dado como resultado periodos de supresion prolongados o indeterminados. Varias
investigaciones experimentales de la mastitis por coliformes ponen en evidencia que las
infecciones se resuelven espontaneamente gracias a la afluencia de neutrofilos de la
inflamacioén hacia la glandula mamaria y que la mayoria de los signos clinicos solo
representan los efectos de las endotoxinas y de otros mediadores de la inflamacién de la
vaca (Rebhun et al, 1997)

2.2.7. Diagnéstico de la mastitis clinica.

a. Recuento de células somaticas.

Con el nombre de células somaticas se designa a las células del propio
organismo. Por tanto, las células somaticas son células corporales. Estas pasan a la leche
procedente de la sangre y del tejido glandular. El contenido de células somaticas en la
leche nos permite conocer el estado funcional y de salud de la glandula mamaria en
periodo lactante; debido a su estrecha relacién con la composicioén de la leche, es un

criterio de calidad muy importante (Wolter W ez al, 2004)
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El recuento de células somaéticas (RCS) estd compuesto principalmente de
glébulos blancos. El porcentaje de los diferentes tipos de células somaticas presentes en
la leche de una glandula sana es el siguiente: (1) macréfagos (60 %), (2) linfocitos (25
%) v (3) neutréfilos o leucocitos neutrdfilos polimorfonucleares (15 %). Aprox. el 99 %
de todas las células presentes en la leche de un cuarto infectado son glébulos blancos,
mientras que el 1% restante son células secretoras de leche provenientes del tejido
mamario. Ambos tipos de células componen el RCS de la leche, que generalmente se
expresa por mililitro (Philpot y Nickerson, 2000).

b. Pruebas en sala de ordeiio.

=  Examen Fisico.

El examen fisico deberd realizarse preferentemente con la ubre limpia e
inmediatamente después de que la vaca haya sido ordefiada. La ubre se examina para
detectar cuartos individuales que estén duros, hinchados y calientes a causa de la
mastitis. También se observa si la glandula mamaria presenta cuartos malformados o
atrofiados con areas de tejido cicatrizal. Esto indicaria dafio permanente a los tejidos de
secrecion de leche debido a una inflamacidn cronica (Philpot y Nickerson, 2000).

= Despunte.

Mientras se prepara la ubre para comenzar con el ordefio, se examinan los
primeros chorros de leche. Este proceso comuinmente se denomina despunte y permite la
deteccion de leche clinicamente anormal, que presenta alteraciones en la coloracion,
grumos, fléculos y aspecto liquido seroso. Esta leche no debe ser enviada al tanque.

Ademas, el despunte ayuda a estimular la bajada de leche (Quinn et al, 2002).
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= California Mastitis Test. (CMT).
El California Mastitis Test (CMT) estima el recuento de células somaticas
(RCS) de la leche y puede realizarse al pie de la vaca para detectar mastitis. Los valores
del CMT se relacionan con el nimero de células somaéticas en la leche. EI RCS es alto en
los cuartos infectados con microorganismos causantes de mastitis, porque -las células
somaticas migran de la sangre hacia la leche como respuesta a la infeccion. Cuanto mas
severa la infeccion, mayor el RCS. Cuando el mismo supera las 200.000/ml, estamos en
presencia de condiciones anormales en la ubre (Philpot y Nickerson, 2000).
Valoracion del test de glébulos blancos en la leche.
Segiin Neacato (2005) los resultados del test de california para mastitis se
clasifican de la siguiente manera.
Reaccion negativa (-) La mezcla de la leche con el liquido del test conserva su
fluidez y no muestra alteraciones visibles. Contenido normal (hasta 500 000 glébulos / ml.
Reaccion ligeramente positiva (+) La mezcla se vuelve estriosa. El contenido de
glébulos blancos ha aumentado ligeramente (400 000 hasta 1.5 millones de globulos / ml.).
La produccion lechera disminuye.
Reaccion positiva (++) Mezcla bastante musilaginosa (movimiento mds lento de la
' mezcla). El contenido de globulos ha aumentado (800 000 hasta 5 millones de globulos /
ml.). La produccién de leche disminuye de forma considerable.
Reaccion fuertemente positiva (+++) La mezcla aparece muy musilaginosa y
gelatinosa, no fluye libremente y se forman grumos. El contenido de gidbulos se ha
incrementado de forma ostensible (casi siempre por encima de 5 millones de glébulos /

ml.). La produccion de leche disminuye de modo importante
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c. Cultivo de muestras de leche.

El cultivo de la leche de cada vaca del hato puede ser indicado para: (1)
identificar vacas para tratamiento, particularmente aquellas infectadas con Streptococcus
agalactiae o (2) para apartar o eliminar, i)or €j., vacas con Staphylococcus aureus y
Mycoplasma bovis. Los cultivos de cuartos individuales son indicados en el caso de
mastitis inusual, severa o que no responde, para determinar su causa y para permitir
mejores decisiones en cuanto a terapia y eliminacidén de vacas. El cultivo de muestras de
leche de vacas representativas antes del secado y al parto, ayudara a evaluar el éxito del
programa de tratamiento de las vacas secas y a comprender mejor qué organismos estéﬁ
causando la mastitis en el hato (Philpot y Nickerson, 2000)

2.2.8. Prevenciony control.

La persistencia de la mastitis en los hatos lecheros puede atribuirse a: (1)
practicas de manejo deﬁéientes, (2) rutina de ordefio incorrecta, (3) equipos de ordefio
defectuosos, aunque este problema mejoré notablemente con respecto al pasado, (4)
estabulacién inadecuada, (5) ambientes con higiene deficiente, (6) fallas en la
implementacion de los métodos comprobados de control de mastitis, y (7) cria con el
objetivo tnico de aumento permanente de produccion. Todos estos factores, ademés de
otros ain no identificados, probablemente predispongan a las vacas para contraer
mastitis. La mastitis no se controla haciendo una sola cosa. Sino siguiendo varios pasos,
generalmente llamados programa de control. Un programa de control debe: (1) prevenir
un porcentaje sustancial de nuevas infecciones, (2) eliminar la mayoria de las
infecciones instauradas, y (3) ser de facil modificacion en caso de que la investigacion

desarrolle nuevos métodos de control (Philpot y Nickerson, 2000).

26



a. De los microorganismos contagiosos.

Organismos contagiosos, para los cuales la fuente primaria es la glandula
mamaria de la vaca, son transferidos principalmente por eventos asociados con el
ordefio. Buenos procedimientos de ordefio, incluyendo la limpieza e higienizacién de los
pezones durante el ordefio y el sellado de los pezones después del ordefio, ayudan a
reducir la diseminacién de la infeccion de una vaca infectada a una no infectada. En
hatos infectados con Micoplasma, el uso de guantes de hule o plastico durante el ordefio
es altamente, las manos enguantadas deben desinfectarse entre vaca y vaca y secadas
con toallas de papel. Algunos ensayos de investigacion han indicado un adicional control
de patoégenos contagiosos mediante la desinfeccion automatica de los colectores
(retrolavado) o sumergiendo los colectores entre vaca y vaca en una solucion
desinfectante. Sin embargo, esta practica en el campo ha tenido un minimo efecto en
reducir la tasa de nuevas infecciones, especialmente cuando son comparadas con lo que
se puede obtener cuando un efectivo sellado de los pezones después del ordefio es usado
apropiadamente (Ruegg, 2005).

b. De los microorganismos ambientales.

Las fuentes de los organismos ambientales son: (1) material de la cama, (2)
estiércol, (3) suciedad y barro, (4) agua estancada y (5) pienso. La fuente mas importante
es el material de la cama, ya que los pezones estan en contacto frecuente y prolongado
con ¢l mismo. Estos organismos no pueden sobrevivir por mucho tiempo sobre la piel de
los pezones. Por eso es importante prevenir la contaminacién de los mismos. Es un
hecho conocido que tanto los estreptococos ambientales como los coliformes proliferan

en todos los materiales organicos para cama, en especial si el contenido de humedad y la
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temperatura ambiental favorecen la multiplicacion microbiana (Philpot y Nickerson,
2000).

Otras fuentes de organismos ambientales son: (1) limpieza dg ubres con trapos
contaminados, (2) pasillos mojados y cubiertos de estiércol, (3) envases para varias dosis
de antibidticos, (4) areas alrededor de los comederos y (5) jeringas, cénulas o agujas
contaminadas. Estos organismos también pueden ser empujados inadvertidamente hacia
el interior de la glandula mamaria cuando se administran antibioticos, porque: (1) no se
sanearon bien las puntas de los pezones, y (2) no se aplicé la técnica de insercién parcial
de la canula en el canal del pezon (Rebhun ef al, 1997).

Los procedimientos que son altamente efectivos para controlar la mastitis
cohtagiosa tienen limitaciones para controlar la mastitis ambiental. El punto mas
importante es disminuir la humedad del ambiente, asi como la exposicion de los pezones
a potenciales patdogenos ambientales. Esto vale tanto para el periodo de seca como

durante toda la lactancia (Quinn et al, 2002).

Cuatro vias
para eliminar
la mastitis

Figura 7. Eliminacion de mastitis en un Hato lechero, Se han adoptado cuatro
vias para controlar y eliminar la mastitis bovina. Fuente: Philpot y Nickerson,

(2000).
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2.2.9. Pérdidas econémicas ocasionadas por la mastitis bovina.

La mastitis bovina estd considerada como la enfermedad que mas pérdidas
economicas ocasiona a los productores lecheros, pues su presencia en los establos se
refleja en gastos excesivos en medicamentos para el productor y una disminucién en
los ingresos por decremento de- la produccién, que generalmente deberian percibirse
dentro de la explotacidon (Medina, 2002).

Las pérdidas ocasionadas por esta enfermedad pueden agruparse de la siguiente
manera: Disminucion de la produccion, descarte de leche, costo de medicamentos,
honorarios veterinarios, trabajo extra, pérdida de potencial genético (Halasa et al,
2007).

Los costos de mastitis en Estados Unidos son de alrededor de 107 a 180 délares
por vaca y en total las pérdidas anuales de la mastitis han sido estimadas entre 1.5 a 2
billones de ddlares americanos u 11% de la produccién de leche americana total
(Bedolla, 2008).

Tabla 2: Impacto econémico de la mastitis bovina

Perdidas Porcentaje
Disminucién de la produccion 64,00
Descarte de leche después del 14,00
tratamiento

Costo de medicamentos y honorarios 8,00
profesionales

Muertes y descarte prematuro 13,00
Trabajo extra ' 1,00
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Fuente: Modificado de Saran y Chaffer, 2000.

a. Pérdidas econémicas produvcidas por mastitis clinica. |

La mastitis clinica es una enfermedad costosa en las granjas lecheras de los
Estados Unidos, con una tasa promedio de incidencia lactacional de 14.2%. Los costos
de la mastitis clinica reportados por los granjeros varian de 108 a 122 délares por caso,
en base a medicamentos y veterinario, preventivos, de trabajo extra, desecho y pérdidas
de leche (Heringstad et al., 2000).

En cada caso de mastitis clinica los costos varian con la severidad del caso, el
tiempo de respuesta del tratamiento, el desecho de léche anormal y los residuos de

leche-medicamento (Heringstad et al., 2000).

Tabla 3: Perdidas econdmicas por vaca producidas por mastitis clinica.

Concepto Perdida en délares por Porcentaje
vaca

Menor produccién 55,00 51,50
lactea

Leche descartada 35,00 32,70
Medicamentos 12,00 11,20
Servicios 2,00 1,80
- veterinarios

Mano de obra extra 3,00 2,80

Fuente: Modificado de Philpot y Nickerson, 2000
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b. Pérdidas econémicas causadas por mastitis subclinica.

La mastitis subclinica es mas importante y peligrosa en el ganado bovino
productor de leche, porque al no poder medir su dimension se le subestima, ya que
produce bajas de productividad crénica con alteraciones imperceptibles en la leche, lo
que suele provocar que se tomen medidas contra el proceso cuando ya la supresion de
productividad es muy grande y el procedimiento para la curacién es muy costoso
(Reza, 2000).

La mastitis subclinica cuya frecuencia es de 20 a 50 veces superior a la mastitis
clinica, es hoy en dia el principal problema de todo el complejo patolégico que
representa la mastitis. Cuidadosos andlisis indican que el 80% de las pérdidas de la
produccion de leche son debidas a las mastitis subclinicas. Aunqﬁe la mastitis
subclinica no tiene ningin costo directo, la ubre infectada produce un 5% menos leche
por cada 100 000 células somaticas adicionaies en ml de leche (Quinn ez al, 2002)

El costo atribuible a las formas subclinicas de mastitis asciende a la mayoria del
‘costo total, que se ubica entre 100 y 150 délares vaca/afio o del 50 % al 80% de las
pérdidas de produccion total de la industria que proviene de mastitis, mientras que las
pérdidas de produccion de leche, debido a la mastitis subclinica, y los costos de
reemplazo de vacas, asociados con las cuentas de las células somaticas, se estimd en

960 millones de dolares americanos (Wellenberg et al., 2002).

2.3. Propéleos.
El propoleo es una sustancia resinosa elaborada por las abejas meliferas (4pis
mellifera) a partir de los brotes y exudados de ciertas plantas. Una vez colectado, el

material es enriquecido con secreciones salivares y enzimadticas, y usado para construir
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y reparar la colmena. Sin embargo, el proi)éleo no sélo es un material de construccion,
sino que también es el “arma quimica” de las abejas contra los microorganismos
patégenos; la presencia de esta sustancia al interior de la colmena proporciona un
ambiente inadecuado para el crecimiento de bacterias y otros microorganismos (Goémez
et al, 2006).

2.3.1. Composicién quimica.

Los compuestos en el propdleo sin procesamiento se originan de tres fuentes:
exudado de plantas colectados por las abejas, productos metabdlicos secretados por el
insecto y, materiales introducidos durante la elaboracién del producto (Marcucci,
1995).

El propdleo contiene una amplia variedad de compuestos quimicos; se han
identificado méas de 300, tales como polifenoles (flavonoides, acidos fendlicos y sus
ésteres, aldehidos, alcoholes y cetonas fendlicas), terpenoides, esteroides aminoacidos,
y compuestos inorgdnicos Sin embargo, la composicion de este producto de la
colmena es altamente variable y dependiente de la flora local en el sitio de recoleccion
(De Castro, 2001).

Asi, algunos estudios han demostrado que los propdleos de regiones templadas
(Europa, Norte América, Oeste de Asia) poseen como principales constituyentes
compuestos fendlicos (flavonoides, acidos cindmicos, y derivados), los cuales son
colectados a partir de los exudados de diferentes brotes de alamo (Populus spp.),
abedul (Betula alba), castafio de Indias (desculus hippocastanum) y otros arboles. No
obstante, en las regiones tropicales donde estd ausente esta vegetacion, ias abejas
visitan otras plantas como fuente para la producciéon de propéleos, lo que conduce a

diferencias en la composicion quimica. En Brasil, por ejemplo, se han encontrado
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como constituyentes principales de este producto apicola, terpenoides y derivados
prenilados de acidos p-cumdricos, mientras que en Chile se encontraron
predominantemente lignanos y en Venezuela, Brasil y Cuba se hallaron benzofenonas
(Silici y Kutluca, 2005).

El grupo mas importante de compuestos encontrado en propdleos son los
denominados fenoles, los cuales, constituyen mas del 50% del peso total. Las
propiedades médicas del propdleo son atribuidas principalmerite a la presencia de estas
sustancias. Mas aun, la literatura apunta que algunas de las actividades pueden ser
fuertemente relacionadas a los flavonoides, el principal compuesto fendlico del
propdleo (Brushi et al, 2003)

El propdleo presenta una consistencia variable, dependiendo de su origen y de
la temperatura. Hasta los 15°C es duro y se torna mas maleable a medida que aumenta
la temperatura. Su punto de fusiéon varia entre 60 a 70 °C, llegando en algunos casos
hasta 100°C. Su color también es variable, de amarillo claro a marrén oscuro, pasando
por una gran cantidad de tonos castafio. (Asis, 1996).

2.3.2. Mecanismo de accién.

La accion antibacteriana del propoleo utiliza varios mecanismos, tales como la
formacion de complejos streptocdcicos pseudomulticelulares, desorganizacion del
citoplasma, de la membrana plasmatica, y de la pared celular, bacteriolisis parcial, e
inhibicion de la sintesis de proteinas. Ademas se observo una inhibicién de la division
celular en presencia de propolis, y este hecho sugirié que el propdleos podria actuar
inhibiendo la replicacion del DNA a través de la RNA polimerasa e, indirectamente,

afectando la division celular (Takaisikikuni y Schilcher, 1994).
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2.3.3. Composicién segun zona geografica.

Se ha demostrado quimicamente que los exudados de los arboles de tipo Poplar
(Populus alba), son el principal recurso de propolis de zonas con clima mediterraneo
como la zona norte de Europa, Sudamérica, y oeste de Asia (China). Menos
comunmente, en otras partes del mundo, especies como Bétula, Ulmus, Pinus,
Quercus, Salix, y Acacia son utilizadas como recurso para el propolis. Se ha
demostrado ademas, que la composicion quimica del género Poplar (Populus) incluye
principalmente muchos tipos de flavonoides, flavonas y fenoles (Popova et al, 2005)

A diferencia de los anteriores, en paises con clima tropical como Brasil los
principales componentes del propoéleos son, terpenoides y prenilados, los cuales
derivan de acidos cumarinicos. Esta diferencia ha sido explicada por el diferente origen
vegetal de este propolis, el cual, pertenece principalmente al género Baccharis sp
(Marcucci y Bankova, 1999)

a. Los Flavonoides.

Los flavonoides son pigmentos vegetales, sintetizados a partir del aminoacido
fenilalanina, que generalmente exhiben brillantes colores como el de los pétalos de las
flores. La mayoria de las veces emiten fluorescencia cuando son excitados por la luz
UV, y se localizan en las células de las plantas verdes. Los flavonoides son usados por
los botanicos para clasificacion taxondmica. Ellos regulan el crecimiento de las plantas
e influencian otras células biologicas de diversas maneras. Los flavonoides inhiben o
destruyen muchas especies bacterianas, inhiben importantes enzimas virales, tales
como la transcriptasa reversa y otras diversas proteasas, y ademas, destruyen algunos

importantes protozoos (Havsteen, 2002).
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Poseen actividad antialérgica, antiinflamatoria, antioxidante, atrapadora de
radicales libres, antimutagénica y moduladora de actividad enzimatica. Ademas, se
puede decir que aportan grandes beneficios para la salud al actuar como agentes
quimiopreventivos en cancer y prevencion de ataques al corazon. (Havsteen , 2002).

Tabla 4. Flavonoides presentes en el propdleo.

Grupo Compuesto

Flavonoles Quercetina, Kaempferol galangina, fisetina
Flavononas Pinocembrina, naringenina, herperidina.
Flavonas Apigenina, acacetina, crisiné, luteolina.

Fuente: Viuda et al, 2008.

b. Acacetina.

Tiene propiedades antiinflamatorias, recientemente se ha visto que es un
poderoso inhibidor de enzimas presentes en el Citocromo P450 (pertenecientes a la
familia de las enzimas denominadas CYP1), que estarian involucradas en el
metabolismo de los hidrocarburos policiclicos arométicos y hormonas. Por ello se
especula que estas enzimas tendrian un rol importante en la aparicion de algunos tipos
de cancer, mas ain, que han sido detectadas en algunas muestras de tejidos
cancerigenos (Jin et al, 2005).

¢. Galangina

Es uno de los flavonoides que con mayor frecuencia se han encontrado en
propéleos, presenta actividad antimutagénica, antioxidante, secuestrador de radicales
libres y modulador de actividad de enzimas metabolicas, pero se le destaca

principalmente por su capacidad antigenotéxica como un potente agente
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quimioprotector frente al cancer. Ademas posee actividad antibacteriana (Jin et al,
2005).
2.3.4. Propiedades antimicrobianas.

Numerosas propiedades biolégicas se han asociado con el propdleo, incluyendo
antibacteriana, antifiingica, antiviral, antiinflamatoria, antitumoral, antioxidante. Se
pueden distinguir innumerables usos para el propdleo en diferentes industrias:
farmacéutica (tanto en medicina hurhana como medicina veterinaria), agricola,
cosmética, y alimentaria (Matsuka, 2000).

a. Antibacteriana.

La actividad biocida del propéleos estudiada frente a bacterias de interés en
medicina, ha mostrado resultados alentadores in vitro e in vivo, ya que inhibi6 el
crecimiento de bacterias aerobias y anaerobias, tanto Gram positivo como Gram
negativo. Sin embargo, se ha sefialado que el efecto del propdleo en contra de bacterias
Gram positivo y levaduras, es mayor que sobre bacterias Gram negativo (Drago et al,
2000).

b. Antiviral.

También se ha evaluado la actividad antiviral de propdleos sobre ADN y ARN
de virus de herpes simples tipo I y tipo II, adenovirus tipo II, virus de estomatitis
vesicular y poliovirus tipo II. Encontrando que los propéleos son capaces de inhibir la
propagacion de virus herpes y poliovirus, mostrando menor efecto sobre el virus de
estomatitis vesicular y adenovirus (Silici y Kutluca, 2005).

c. Antifingica.
En cuanto a la actividad antifiingica y antiviral, se ha reportado que propoleos

de distintas zonas geograficas poseen actividad contra Candida albicans y el virus de
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la influenza aviar. La actividad observada en las muestras de propdleos fue similar a
pesar de las diferencias en su composicion (Drago et al, 2000).
d. Cicatrizante y anti-inflamatorio.

El propdleos gand espacios importantes en el tratamiento de heridas, por su
capacidad antibacteriana y por su notable capacidad cicatﬁzante y anti-inflamatoria.
Esto ultimo es comparable a la de anti- inflamatorios de sintesis como el diclofenaco.
Se sefialé al acido cafeico como responsable de inhibir la dihidrofolato reductasa,
reduciendo la produccién de interleuquinas y prostaglandinas (Ramos y Miranda,
2007).

e. Inmunomodulador.

Diversos trabajos demuestran que el propoleos estimula la inmunidad
inespecifica y la especifica, tanto inmunidad celular (linfocitos T) como la humoral
(linfocitos B). En ratones infectados con el virus influenza tipo A y tratados con
propoleos, se constaté un aumento de los linfocitos T, un mayor nivel de fagocitosis y
una menor mortalidad, en comparacién con animales testigo no tratados (Ramos y
Miranda, 2007).

2.3.5. Métodos de extraccion de propéleos.

Martinez et al (2005), realizaron la extraccidon en un equipo soxhlet industrial
de 300 L durante 56 h, alternando 8 h de extraccién a 45°C -50 °C y 16 h de
maceracion, tomando muestras a las 24 h, 48 h y 56 h. Como solvente se empled etanol
a 70 °GL y 85 °GL. Determinacion de sdlidos totales: se tomaron 10 mL de las
muestras a los tiempos sefialados anteriormente y se coloco en balanza Sartorius hasta
peso constante. Finalizada la extraccion, se trasvasoé el extracto para un tanque colector

enchaquetado para su enfriamiento a 10 °C. Posteriormente se sometié a un proceso de
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centrifugaciéon continua hasta 160 rpm y se determind el propdleos extraido como
porcentaje de sdlidos en la muestra. El extracto asi obtenido se estandarizé a 5 % de
solidos totales para su posterior uso.

Campo (2007), preparo la solucién madre de propéleo bajo el siguiente protocolo:
tomaron 35,6 g de la muestra M-A y se extrajeron por maceracion con metanol (6 X 50
mL) durante una hora, empleando agitacion esporadica con el uso de un agitador de vidrio.
Los extractos metandlicos, filtrados por embudo de vidrio normal con algodén
desengrasado, se reunieron y concentraron a sequedad en un rotoevaporador Biichi (40 °C)
a presion reducida. El extracto seco se conservo en desecadora a vacio.

Ortega y Vanegas (2006) preparo la solucion madre de propoleo bajo el siguiente
detalle: 20 gramos de propdleos para 80 ml de alcohol al 70 % para obtener una solucion
madre, se diluyo por varios dias a una temperatura de 37 a 38° hasta disolver totalmente el
propodleos en el alcohol.

Neacato (2005), describe la preparacion de la solucién madre de la siguiente
manera: obtenido el propoleo libre de impurezas se procedi6 a mezclar en una proporcion
de: 300g dé propoleo, aforando este peso a 1000g con etanol de 96° de uso interno, sin
antiséptico (alcohol potable). - Posteriormente se colocé esta mezcla en vidrio, se los
recubri6 con papel aluminio, de esta manera se aislo la mezcla de la luz del sol. - Durante
nueve dias se procedio a agitar la mezcla durante quince minutos diarios en tres intervalos
de cinco minutos cada uno. Se asegurd que el sedimento que quedo pese de 30 a 33%
menos del peso inicial de la masa, de esta manera se asegurd la obtencién de un extracto
etanolico con la mayor concentracion posible.

2.3.6. Toxicologia del propdleo.
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Muiltiples estudios realizados en el mundo han demostrado la buena tolerancia y
la inocuidad de este producto natural administrado por via oral, no lograndose
establecer la dosis letal 50 por su alta tolerancia (Ortega, 2006).

Para el estudio de toxicidad aguda oral se emplearon ratas Sprague-Dawley de
ambos sexos, realiza’mdose un ensayo limite donde se clasificé al extracto de propoleos
en la categoria “sin clasificar”, al sér administrado a una dosis de 2 g/Kg por via oral
en ratas. El estudio de irritabilidad dérmica se desarrollé en conejos albinos F1
machos, obteniéndose un indice de irritacién primario igual a cero, con el cual se
clasifica al producto como no irritante (Pérez et al, 2003)

Su toxicidad a células animales es baja. Muchos profesionales estan
incrementando el uso de flavonoides puros para tratar muchas importantes
enfermedades, debido a su comprobada habilidad de inhibir enzimas especificas,
simular algunas hormonas y neurotransmisores, y eliminar radicales libres (Havsteen,
2002).

2.4. Definicién de términos.

Alcaloide: Sustancia nitrogenada basica encontrada en las plantas y muchas son
farmacologicamente activas.

Agar: Es una mezcla compleja de sales de polisacaridos, fundamentalmente,
galactdsidos. Las grandes moléculas que lo constituyen determinan sus cualidades
sobresalientes, como coloides y espesantes, €s usados para hacer medios de cultivo.
Antibacteriano: Relativo a una sustancia que destruye bacterias o inhibe su
crecimiento o reproduccion.

Antimicrobiano: Sustancia que impide el desarrollo de los microbios: bacterias

hongos protozoos y virus.
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Célula somatica. Célula del cuerpo, incluye principalmente glébulos blancos que
migran hacia la ubre durante la inflamacion de la ubre, y un pequefio porcentaje de
células epiteliales de tejido productor de leche.

Discos de sensibilidad: Discos de papel filtro de alta calidad de aproximadamente 6
mm de didmetro, impregnados con cantidades exactas de antibidticos u otros
agentes quimioterapéuticos.

Endotoxina: Toxina termoestable asociada con las membranas externas de ciertas
bacterias Gram negativas, como brucelas, enterobacterias, neiserias y vibrios. Las
endotoxinas no son productos de secrecion externa, solo se liberan cuando se
desintegra la célula.

Fenol: Término genérico para cualquier compuesto organico que contiene uno o
mas grupos hidroxilo unidos a un anillo aromatico o de carbono y se emplea como
-agente antibacteriano.

Fibrosis: Reemplazo de tejido productor de leche infectado, por tejido fibroso
conectivo o cicatrizal, que protege los focos infecciosos contra las drogas.
Inflamacién: Estado en que el organismo de la vaca busca eliminar o neutralizar a
los microorganismos invasores y reparar los tejidos danados

Mastitis clinica subaguda: Inflamacion de la ubre que es levemente clinica, los
sintomas se limitan a grumos o floculos en la leche.

Mastitis clinica: Inflamacion de la ubre caracterizada por anormalidades visibles en
la ubre y/o leche.

Mastitis‘ crénica: Inflamaciéon de la ubre que contintia por un periodo de tiempo
prolongado, con desarrollo progresivo de tejido cicatrizal, merma de produccion de

leche, y brotes.ocasionales de mastitis clinica.
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Mastitis hiperaguda: Inflamacion de la ubre con efectos sistémicos como
depresion, aceleracion del pulso, deshidratacion y diarrea.

Microorganismos ambientales: Especies de bacterias que crecen en el entorno de
las vacas y entran en contacto con la ubre durante el intervalo entre ordefios,
causando la infeccién de la ubre.

Microorganismos contagiosos: Especies de bacterias que crecen en la ubre y
suelen transmitirse de vaca en vaca durante el ordefio.

Queratina: Sustancia cerosa producida por las células que rodean el canal del
pezén, que hace de tapén entre los ordefios y reduce la penetracion de los
microorganismos.

Recuento bacteriano: Cantidad de bacterias presentes en un mililitro de leche.
Recuperaciéon espontianea: La capacidad de una vaca de curarse sola de una
infeccion de la ubre, sin la ayuda de antibidticos u otras drogas.

Saponina: Grupo de glucésidos ampliamente di‘stribuidos en las plantas, y que se
caracterizan: 1) por su propiedadv de formar espuma duradera cuando se agitan sus
soluciones acuosas; 2)por su capacidad para disolver eritrocitos incluso en altas
diluciones, y 3)por su contenido en sapogenina como agluconas.

Tejido cicatrizal: Tejido fibroso acumulado en la ubre después de una infeccion, y
que reemplaza en forma permanente al tejido productor de leche, impidiendo que las

drogas alcancen los focos de infeccion.
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1. MATERIALES Y METODOS.
3.1. Materiales

3.1.1. Material Biolégico: Vacunos del establo San Isidro para las pruebas In

Vivo.

a. Vacas tratados con propéleo al 5,0 y 7,5%.

Identificacion N° Lactacion Edad Raza

6877 4ta lactacion. 6 Holstein
7379 3ra lactacion 4 Holstein
7393 3ra lactacion. 5 Holstein
7467 2da lactacion. 3 Holstein
7482 2da lactacion. 4 Holstein
7685 lera lactacidn. 2 Holstein

b. Vacas tratadas con propéleo al 10,0 %.

Identificacion N° Lactacion Edad Raza

756 5ta lactacion. 8 Holstein
872 Sta lactacion. 7 Holstein
892 4ta lactacion. 7 Holstein
6681 5ta lactacion. 6 Holstein
7253 2da lactacion. 4 Holstein
7273 2da lactacion. 3 Holstein
7463 2da lactacion. 3 Holstein
7487 2da lactacion. 4 Holstein
7571 lera lactacion. 3 Holstein
7581 lera lactacion. 2 Holstein
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¢. Vacas tratadas con propdéleo al 12,5%.

Identificacion N° Lactacion Edad Raza

889 4ta lactacion. 5 Holstein
928 2da lactacion. 3 Holstein
1066 2da lactacion 2 Holstein
6498 Sta lactacién. 7 Holstein
7042 4ta lactacion. 6 Holstein
7244 3ra lactacion. 5 Holstein
7268 3ra lactacion. 4 Holstein
7274 3ra lactacion. 4 Holstein
7482 3ra lactacion. 5 Holstein
7571 3ra lactacion. 5 Holstein

d. Vacas tratadas con Penicilina + Kanamicina (grupo testigo).

Identificacion N° Lactacion Edad Raza

800 4ta lactacion. 6 Holstein
897 4ta lactacién 5 Holstein
6678 4ta lactacion. 6 Holstein
6693 6ta lactacion. 9 Holstein
7010 4ta lactacion. 6 Holstein
7228 3ra lactacion. 5 Holstein
7300 3ra lactacion. 5 Holstein
7463 2da lactacion. 4 Holstein
7494 2da lactacion. 3 Holstein
7638 Ira lactacion. 2 Holstein

Fuente propia.
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3.1.2. Del terapéutico.

El propdleo fue recolectado por el Laboratorio Algas Marinas y la solucion
madre fue elaborado en sus instalaciones, las diferentes soluciqnes hidro alcoholicas
fueron procesados en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia

La composicion aproximada del propoleo del laboratorio Algas Marinas es:

Tabla 4. Composicion Aproximada del Propo6leo Bionaturista.

COMPOSICION (%) COMPUESTOS, CARACTERISTICAS Y
OBSERVACIONES

Resinas 50 Flavonoides, acidos fenolicos y ésteres.

Ceras 25 Cera de abeja y de origen vegetal

Aceites esenciales | 10 Voiétiles.

Acidos grasos , 5 La mayoria proceden de la cera y restos de
vegetales.

Polen 5 Vitaminas B1, B2, B3, B6.

Otros compuestos | 5 14 oligoelementos: predominan Fe y Zn; Cetonas,
quinonas, esteroides, esteres.

Fuente: Laboratorio Algas Marinas, 2011.
3.1.3. Cepas bacterianas pafa las pruebas In Vitro.
| Para realizar la actividad antimicrobiana In vitro de las diferentes soluciones de
propéleo se utilizaron cepas bacterianas aisladas de vacas con mastitis clinica.
Gram negativa.
» FEscherichia coli, cepa aislada de muestras de leche con diagndstico de

mastitis clinica.
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Gram positiva.

»  Staphilococcus aureus, cepa aislada de muestras de leche con diagnéstico
de mastitis clinica.

= Streptococcus agalactiae, cepa aislada de muestras de leche con diagndstico
de mastitis clinica.

®  Micrococus sp, cepa aislada de muestras de leche con diagnédstico de
mastitis clinica. |

3.1.4. De laboratorio.

a. Dilucion de la soluciéon madre.

= Propéleo al 25 %.

" Agﬁa destilada.

= Vasos precipitados, capacidad 20 ml, 50 ml, 100 ml, 500 ml.

= Botellas color &mbar, capacidad 100 ml.

= Probetas, capacidad 50 ml, 100 ml.

» Estufa.

= Etiquetas.

= Registros de sanidad.

b. Cultivo y evaluacion antibacteriana.

= Medios de cultivo (Agar sangre, Agar Miiller Hilton).

® Discos de papel filtro 6 mm para antibiograma.

= Suero fisioldgico.

= Agua destilada.

= Escala nefelométrica de Mc Farland.

= Hisopos largos de madera.
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Mechero a gas.

Camara de flujo.

Cubre y portaobjetos.

Pinzas de laboratorio clinico.

refrigeradora

3.1.5. De campo

Para toma de muestras.

Colector para fluidos biologicos Samplix® Estéril.
Colector multiusos — estéril Aky®
Paiiitos desinfectantes con alcohol.
Geles refrigerantes.

Cooler para transporte de muestras.
Registros.

Para pruebas in vivo.

Propoleo al 5 %; 7,5 %; 10,0%; 12,5%.
Jeringas descartable de 10 ml.

Canulas intramamarias desechables.
Soluciones de propéleo al 10y 12.5 %.
Alcohol antiséptico.

Reactivo California Mastitis Test.
Raqueta para prueba CMT.

.Camara fotografica.

Registros individuales.

Selladores de pezones.
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3.2. Medios de cultivo.

Agar Mueller — Hilton.
Agar Sangre.

Agar Mac Conkey.

3.3. Equipos.

Microscopio compuesto.

Autoclave de acero inoxidable.

Estufa

Camara de flyjo.
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Figura 9. Diagrama de flujo general para determinar la actividad terapéutica del propéleo

en mastitis clinica bovina.

48



3.4. Métodos.
3.4.1. Criterios de inclusion a las pruebas.

- Se incluyeron vacunos con mastitis clinica aguda o sub aguda.

- No fueron incluidos vacunos con signos y sintomas de mastitis ambiental
por coliformes (hiperaguda), debido a que implicaba la vida del animal y
la terapia compleja que se empleaba.

- No fueron incluidos vacunos con mastitis gangrenosa causada por
Staphilococcus aureus.

- Los vacunos que no mostraron mejorias al cuarto dia de iniciado el
tratamiento fueron tratados con un antibidtico por via parenteral
(Enrofloxacina al 10 %).

3.4.2. Manejo y alimentacion de los animales.

El tipo de ordefio practicado en el establo San Isidro es el ordefio mecanico en
dos turnos: de 4:00 AM a 12:00 PM; y de 4:00 PM a 12 AM, ademas en el establo San
Isidro se practica el ordefio eficiente que incluye: lavado, desinfeccion con solucion de
pre sellado, secado y sellado de pezones, ademas de desinfectar las unidades de ordefio
antes de ordefiar a la siguiente vaca.

La alimentacidon se basaba en una dieta de maiz forrajero fresco, ensilado de
maiz forrajero, alimento balanceado, y camote molido, cuya distribucion era de
acuerdo a un horario establecido.

Como medidas de control para bajar la incidencia de mastitis clinica se
realizaba las siguientes actividades: terapia de secado a base de Cloxacilina y
Neomicina, vacunaciones contra mastitis con Hipramastibac, Tratamiento de los casos

clinicos a base de antibioterapia, hidroterapia y aplicacion de antiinflamatorios.

49



Los antibidticos usados para el tratamiento de las mastitis clinicas son los
siguientes; Enrofloxaciona al 10%, Gentamicina, Penicilina + Estreptomicina,
Trimetropin + Sulfametoxasol, Penicilina + Kanamicina.

3.4.3. Etapal- Preparacion de la tintura madre al 25 %.

La tintura madre al 25 % fue elaborado por el laboratorio Algas Marinas del

Bidlogo Blas Silva. Es un producto estandarizado y elaborado bajo las normas

adecuadas, ademas cuenta con las certificaciones interﬁacionales SQF 2000,

HACCP, GMP, ISO 9001.

Obtencion de los extractos de propdleo (Protocolo del laboratorio Algas

Marinas).

1. Cosecha del propéleds en apiarios (las colmenas son de las abejas del
género y especie Apis mellifera)

2. Almacenado del propdleo en bolsas atoxicas transparentes (que se usan
para conservar alimentos.

3. Se coloca de manera conjunta en bolsas oscuras alejado de la luz (los
principios activos del propoleo se oxidan en presencia de la luz)

4. Se transporta hacia el laboratorio

5. En el laboratorio se eliminan las impurézas burdas (alas, patas y cuerpos
de abejas, porciones de cera, ¢etc)

6. Se congela la masa de propdleo a temperatura de -20 A -40 °C por
48horas.

7. Se procede a pulverizar la masa de propoleo (uso de mortero o sistema

mecanico)
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8. Extraccion con alcohdlica al 96% (se coloca 25 g de propoleo en 100 ml
de la solucidn alcohdlica)

9. Proceso de maceracion por 4 dias a 37 °C.

10. Se procede a la filtracién del extracto

11. Se estandariza (cada envase contenga el 25% de los principios activos
del propoleo que son los aceites esenciales, resinas, balsamos.

12. Envase en frascos color ambar de 100 ml.

13. Conservacion en lugar seco y fresco alejado de la luz

Se obtiene un extracto de propéleo al 25% (concentracion 250mg/ml)

Las diferentes soluciones se elaboran diluyendo 100 ml de la tintura madre en

agua destilada hasta obtener:

Solucién de extracto de propoleo a 50 mg/ml.
Solucion de extracto de propoleo a 75 mg/ml.
Solucidn de extracto de propodleo a 100 mg/mi.

Solucién de extracto de propoleo a 125 mg/ml.

3.4.4. Etapall - Preparzicién de las soluciones hidroalcoholicas de propdéleos al 5

%; 7,5 %; 10 %; 12.5 % (Protocolo propio).

Las diferentes soluciones hidroalcoholicas fueron preparados en el laboratorio

de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria

Zootecnia bajo el siguiente detalle.
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Tabla 5. Dilucién de la solucidn madre para obtener las diferentes.

concentraciones.
Concentracion de Solucion madre | Agua destilada | Concentracién
una dosis de al 25 % mg/ml
propéleo. »

50% 100 ml 400 ml 50 mg/ml.
7.5 % 100 ml 230 ml 75 mg/ml.
10.0 % 100 ml 250 ml 100 mg/ml
12.5 % 100 ml 100 ml 125 mg/ml.

3.4.5.

Después de ser preparados las diferentes concentraciones de propdleo fueron
envasadas en botellas de 100 ml color &mbar y etiquetados con sus respectivas
concentraciones.
Etapa III — Recoleccion de muestras de leche de vacas con mastitis clinica.
a. Toma de muestras (Iiiguez, 2011).
No se deben tomar muestras de vacas que hayan recibido tratamiento
antibidtico. Antes de tomar la muestra, la ubre debe estar limpia y seca. La
recoleccion de las muestras de leche se debe hacer antes del ordefio y en
forma aséptica para evitar contaminacion con microorganismos que alteren
el resultado de la prueba.
= En un recipiente estéril con tapa, se escribié el numero de la vaca, la fecha 'y
el cuarto del que se tom¢ la muestra.
= Se limpié la punta del pezén con una toalla desechable impregnada en una
solucién de alcohol al 70 %. |

= Se elimind los primeros chorros de leche (despunte).
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= Se destapo el envase aséptico, manteniéndolo en posicion horizontal para
evitar entrada de suciedad que altere los resultados.

»  Se ordefio algunos chorros de leche dentro del tubo sin llenarlo
completamente.

= Tapamos el envase y lo colocamos en refrigeracion hasta el traslado de la
muestra.

b. Envi6 de muestras al laboratorio deMicrobiologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la UNMSM.
Las muestras fueron enviadas al laboratorio dos horas después de tomadas
las muestras, estas fueron transportadas en un Cooler con geles refrigerantes.
Las muestras llegaron al laboratorio en un tiempo de cuatro horas después de
la toma de muestras.

3.4.6. Etapa IV — Evaluacién In Vivo de la efectividad de los propoéleos en el

tratamiento de mastitis clinica bovina.

a. Evaluacién de la toxicidad de solucionés de propdleo (Protocolo
propio).

= Esta prueba se realizé en 2 vacunos del establo San Isidro.

= Se aplic6 10 ml en un cuarto mamario para evaluar reacciones adversas que
puedan presentarse después de la aplicacion del producto.

»  Se evaluaron los siguientes datos: irritacidn, reaccion anafilactica,
inhibicion de la produccién lactea.

= Los resultados se recogieron en la ficha.
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b.

C.

Aplicacion de las soluciones de propéleo (Protocolo propio).

Se lavé las ubres con agua y solucién desinfectante de yodo al 2 %.
Posteriormente se secaron con papel toalla desechable.

Se realiza el despunte de los cuartos mamarios (los primeros chorros de
leche seran desechados).

Enla paleta de CMT se vierten 2ml por cada cuarto mamario.

Se realizd la prueba de California para la Mastitis, para ver la evolucién de
la infeccion.

Seguidamente se realizara el ordefio completo de todos los cuartos
mamarios.

Para la aplicacion de las soluciones de propoleos se usaron jeringas
desechables por cuarto mamario afectado.

Ademas se usaron canulas intramamarias desechables para la aplicacién de
las soluciones.

Se aplico una dosis de 10 ml segun la solucion.

Se sell6 las ubres con una solucién de yodo.

La desinfeccion de las manos se realizara también con Virkons.

Evaluacion de la efectividad de las diferentes concentraciones.

Para evaluar la efectividad en el tratamiento de mastitis clinica se considerd

los casos recuperados sobre los casos tratados, ademas el nimero de dosis

usado para la recuperacion del cuarto mamario.
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3.4.7. EtapaV - Evaluacién In Vitro de la actividad bactericida de las soluciones
pe propdleos (LABVETSUR).
Para determinar la actividad antibacteriana de las diferentes séluciones de
propdleo se aplico la técnica de difusion en agar.
Se inici6 preparando las concentraciones respectivas de propoleo cuya unidad de
medida fue ug/ul, los discos utilizados fueron de papel filtro con diametro de 6
mm, al cual se le agrego las concentraciones correspondientes.
a. Cultivo de muestras de leche con mastitis clinica.
= Las muestras de leche se refrigeraron hasta su procesamiento.
= Se prepararon los diferentes agares para cultivo bacteriano (agar sangre,
agar Muller Hilton).
= Con una anza se tomoé una gota de la muestra de leche y se procedio a hacer
el cultivo bacterioldgico en agar sangre y agar Muller Hilton.
= Los cultivos se incubaron a 37°C por 24 horas.
b. Aislamiento de las cepas bacterianas de muestras de leche con mastitis
clinica.
=  Después de 24 Horas se retiran las placas para ver si hubo crecimiento
bacteriano.
= Se procede a identificar a las bacterias que tuvieron crecimiento mediante,
tamario de la colonia, color de la colonia, hemolisis y pruebas especificas.
c. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana, método de Kirby — Bauer
= Una vez identificado las cepas bacterianas, se diluyo cada cepa en un
envase estéril con 2 ml de agua bidestilada hasta obtener una dilucién de

Mc Farland 0.5
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= Se prepararon las soluciones experimentales y los controles en 6 tubos de
ensayo.
= Se procedio a realizar la siembra de las bacterias en las placas petri que
contienen el agar Muller Hilton, mediante un hisopo( el cual se pasaba de
manera uniforme sobre la placa).
®* Luego colocamos los discos de papel en las placas de agar a una distancia
no menor de 15 mm entre siy a 1.5 cm del borde de la placa.
= Aplicamos las soluciones, una en cada disco, mediante una micropipeta de
20 ul.
= La siembra de las soluciones se realizo por cada género de bacteria y por
triplicado.
= Las placas son incubadas a 37°C por 24 horas.
= Los resultados son recogidos en la ficha.
3.5. Disefio Experimental.
Para determinar la efectividad de las soluciones de propdleo para el tratamiento de
mastitis clinica se usé un disefio completamente aleatorio (DCA), en este disefio no
existe ninguna restriccion de aleatoricidad por lo que se le asignacion de los
tratamientos a las unidades experimentales serd completamente aleatoria (Esto
quiere decir que cualquier distribuciéon de los tratamientos en las unidades

experimentales es igualmente probable)
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Tabla 6. Esquema del disefio experimental.

Repeticiones

Tratamientos con soluciones de

propodleo

T1

T2

T3

T2

TESTIGO

5%

7,5%

10%

12.5 %

Penicilina +
kanamicina

R1

R2

R3

R4

RS

Ro6

R7

R8

R9

R 10

3.6. Procesamiento estadistico de datos.

El procesamiento de datos estadisticos se realizd6 con el programa SPSS 17.

Convenientemente se aplicé el ANOVA con estadistico de “F” calculado al 5 %,

posteriormente se determind la significancia por la prueba de comparacion de

medias Duncan.
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Iv. RESULTADOS
4.1. Evaluacion de la efectividad de los propoéleos en el tratamiento de mastitis
clinica bovina

Tabla 7. Efectividad de los tratamientos a base de propoleos.

Repeticiones Tratamientos con soluciones de propdleo
T1 T2 T3 T4 TESTIGO
5% 7,5% | 10% | 12.5 % Penicilina + Kanamicina
R1 0 0 1 1 1
R2 0 0 1 1 1
R3 0 0 1 1 1
R4 1 1 1
RS 1 1 1
Ré6 0 1 0
R7 0 1 1
RS 1 0 1
R9 1 1 1
R 10 0 0 0

Fuente propia: 0 = No efectivo; 1 = Efectivo.

La tabla 7 nos muestran los efectos terapéuticos de las diferentes soluciones de
- propbleo y del tratamiento testigo (Penicilina + kanamicina); las soluciones de 5 % y
7,5% no tienen efectividad para curar casos de mastitis clinica, esto puede ser debido a
que la concentracion minima bactericida del propdleo sea mayor a 75 mg/ml (7,5%). En
cambio el tratamiento al 10% tiene una efectividad del 70 %, lo que nos indica que la
concentracién a 100 mg/ml es la concentracion minima ‘bactericida del Propoleo
Bionaturista para bacterias causantes de mastitis clinica bovina. El tratamiento al 12,5 %

tiene una efectividad del 80%, con estos resultados se puede afirmar que la concentracion
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de 125 mg/ml de propdleo es la adecuada para realizar tratamientos de casos clinicos de
mastitis bovina aguda y sub aguda.
Analisis de Varianza Eficacia de Tratamiento con Propoéleo de la Mastitis
Se compard solamente el grupo control y las soluciones de propédleo al 10% y 12,5%,
debido a que las soluciones al 5y 7,5 % no presentaron ninguna actividad antibacteriana in
vivo e in vitro.
1. Donde se propuso: La efectividad de las soluciones propdleo al 10 %; 12,5% y testigo
en el tratamiento de mastitis clinica bovina son iguales.
Hy: = = ‘Hs
Al menos dos son diferentes
Hit i # mo# w3
2. a=0,05
El cuadro de analisis de varianza, se muestra a continuacion

Tabla 8: Analisis de varianza efectividad de los diferentes tratamientos

FUENTE DE SUMA DE CUADRADO
VARIACION | CUADRADOS| G.L. MEDIO F
TRATAMIENTO 0,067 2 0,033 0,170
ERROR 5,300 27 0,196

TOTAL 5,367 29

3. Determinando la region critica:
La region critica para nuestros datos, dado que: f; 27y = 3,354

RC =[3,354 ; o>
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4. Decision: Dado que el valor de f; = 0,170 ¢ RC = [3,354 ; 00>, aceptamos la
hipotesis nula (H,) y rechazamos la hipdtesis alterna (H;), con lo que concluimos que la
efectividad de los tres tratamientos es la misma, con un nivel significancia de 0,05.

5. Interpretacion: No hay diferencia significativa en cuanto a la efectividad de
los tratamientos a base de propodleo al 10%; 12.5% y la Penicilina + Kanamicina. Eso nos
indica que la capacidad bactericida de las soluciones de propdleo es comparable al
antibidtico comercial. |

4.1.1. Efectividad de propoéleos al 5y 7,5% en el tratamiento de mastitis clinica

bovina.

Tabla 9a. Efectividad de propdleo al 5 %

Cuarto Recuperacion | N°de Dias CMT.
Identificaciéon mamario del cuadro dosis tratados - - - -
afectado elinico usado Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dias
7685 AD NO 8 4 + | ++ +H |+
6877 PD NO 8 4 H+ |+ |+ |
7482 AD NO 8 4 + | ++ = |+

Tabla 9b. Efectividad de propdleo al 7,5 %

7393 Pl NO 8 4 =+ | | |
7467 Al NO 8 4 +H+ |+ |+ |+
7379 AD NO 8 4 ++ +~= |+ |+

Fuente Propia: AD (Anterior derecho), AI (Anterior izquierdo), PI (Posterior
izquierdo).

De acuerdo a la tabla 9a y 9b se observa que los porcentajes de 5 y 7.5% de
propdleo no tuvieron ningun efecto terapéutico en el tratamiento de la mastitis clinica,
estos resultados coinciden con losb resultados in vitro, en los cuales se observa que a
estas concentraciones el propdleo no presentan halos de inhibicidén bacteriana. Se usaron

8 dosis por cada vaca tratada, lo que corresponde a cuatro dias de tratamiento. Al no
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tener ningun efecto curativo al cuarto dia se decidié hacer el cambio de tratamiento a
Enrofloxacina al 10%.
4.1.2. Efectividad de propdleos al 10,0 % en el tratamiento de mastitis clinica

bovina.

Tabla 10. Efectividad de propoéleo al 10 %.

Cuarto Recuperacion | N°de Dias CMT.
Identificacién l:fa;rcnt::'lig deil;l:iac((i)ro l:ist;s;i tratados Dial Dia3 Dia3 Diad Dias
756 Al SI 8 4 H+ |+ H [T
872 AD SI 9 5 H+ |+ S N
7571 AD SI 8 4 | ++ | T(N)
7273 Al SI 9 5 H | T N
7253 AD SI 8 4 A ++ + T(N)
892 Pl NO 10 5 i an i s +
7463 Al NO 10 5 | | +
6681 PD SI 10 5 | =+ |+ N
7487 AD SI 7 4 ++ + T N
7581 PD NO 10 5 ++ ++ s S

Fuente propia: AD (Anterior derecho), Al (Anterior izquierdo), PD (Posterior

derecho), PI (Posterior izquierdo), T (Trazas), N (Negativo).

La tabla 10 nos muestra el resultado de los tratamientos a base de soluciones de
propdleo al 10 %, de las 10 vacas tratadas con la solucién de propdleo 8 vacas
mostraron una evolucioén positiva del caso clinico, esto nos indica que la actividad
bactericida del propdleo es a concentraciones mayores de 100 mg/ml; las vacas 892,
7463, 7581 no mostraron mejoria al quinto dia del tratamiento, al no tener una
evolucién favorable se cambid el tratamiento por un producto parenteral

~ (Enrofloxacina al 10%)
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4.1.3. Efectividad de propoéleos al 12,5 % en el tratamiento de mastitis clinica

bovina.

Tabla 11. Efectividad de propoleo al 12,5%.

Cuarto Recuperacion | N°de Dias CMT.

ldentificacion | mamario | delcuadro | dosis | tratados | Dial | Dia2 | Dia3 | Diad | Dias
afectado clinico | usado ’

889 Al SI 7 4 |+ +() | N

7482 AD SI 6 3 ++ + T ™)

7274 AD SI 7 4 =+ |+t +(@M | N

1066 PD SI 9 5 H+ |+ T N

7268 AD SI 6 3 ++ + T ™)

928 AD SI 8 4 +H+ |+ ++ TN)

6498 AD S1 6 3 + + T(N)

7244 Pl NO 10 5 H+ | | ++

7671 AD SI 8 4 H+ |+ +(M | N

7042 PD NO 10 5 ++ =+ . =+ =+ ++

Fuente propia: AD (Anterior derecho), Al (Anterior izquierdo), PD (Posterior
derecho), PI (Posterior izquierdo), T (Trazas), N (Negativo).
La tabla 11 nos muestra el resultado del tratamiento a base de propdleos al
12,5%, que tuvieron una efectividad del 80%, para tratar casos clinicos de mastitis aguda
y sub aguda, con una media de 7.7 dosis aplicadas, una desviacion estandar de 1.567 y
una varianza de}2.456. Estos resultados coinciden con las pruebas in vitro donde se

observa que la solucion a 125 mg/ml tiene mayores halos de inhibicién bacteriana.
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4.1.4. Efectividad de la penicilina + kanamicina en el tratamiento de mastitis
clinica bovina.

Tabla 12. Efectividad de Penicilina + Kanamicina.

Cuarto | Recuperacion | N°de | Dias CMT.
Identificacién mamario | delcuadro | dosis | tratados | Dial | Dia2z | Dia3 | Diad | Dia5
afectado clinico usado
897 Al SI 17 4 | +(M | N
6678 PD SI 7 5 | + T N
800 PD SI 8 4 =+ =+ + TM)
7494 AD SI 7 5 =+ |+ + T N
7300 Al SI 8 6 | HE +(™N)
6693 AD NO 10 5 o ++
7638 PD SI 5 4 ++ ++ + N
7228 AD SI 8 5 o+ =+ + N
7010 PI SI 9 6 o A H + +(N)
7463 AD NO 10 5 | S A B

Fuente propia: AD (Anterior derecho), Al (Anterior izquierdo), PD (Posterior
derecho), PI (Posterior izquierdo), T (Trazas), N (Negativo).
La tabla 12 nos muestra el resultado del tratamiento testigo a base de penicilina
+ Kanamicina, que tuvieron una efectividad del 80%, para tratar casos clinicos de
mastitis aguda y sub aguda, con una media de 7.9 dosis aplicadas, una desviacion
estandar de 1.524 y una varianza de 2.322. Las vacas identificadas como 7463 y 6693
no respondieron al tratamiento al quinto dia de iniciado este, por lo que se cambi6 a un

tratamiento parenteral a base de Enrofloxacina al 10 %.
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4.1.5. Estadisticos respecto al numero de dosis en los tratamientos al 10%:;

12,5%:; testigo (Penicilina + Kanamicina)

Tabla 13: Estadisticos, Numero de dosis usado por tratamiento.

Nro de dosis

Nro de dosis

Nro de dosis

Tratamiento con Tratamiento Penicilina+
propdéleo al 10%. | propéleo al 12,5 % Kanamicina.
Animales 10 10 10
tratados
Media 8.9 7.7 7.9
Desviacion 1.101 1.567 1.524
estandar
Varianza 1.211 2.456 2.322

Fuente propia.

Esto nos permite mencionar que las dosis al 5y 7.5% no son efectivas para el

tratamiento de la mastitis bovina, de la misma manera nosotros concluimos que

los porcentajes de 10 y 12.5 % son efectivas.
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Grafico 01: Diagrama de cajas: nimero de dosis usado en el tratamiento de

mastitis clinica.
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Tratamiento aplicado

El grafico 01 muestra el numero de dosis usado en los diferentes tratamientos, la
solucion de propéleb al 10% requiere entre 8 -10 dosis para un tratamiento
efectivo; la solucion de propoleo al 12,5% requieren entre 6-9 dosis para una
terapia efectiva y la Penicilina + Kanamicina requiere un promedio de 7-9 dosis
para un resultado efectivo.
4.2. Agentes bacterianos causantes de mastitis clinica en el establo San Isidro
(agroindustrias San Isidro S.A)

»  Micrococcus sp. (55%) 11muestras positivas de 20 muestras.

»  Staphilococcus aureus.(20%) 4 muestras positivas de 20 muestras.

= Escherichia coli.(20%) 4 muestras positivas de 20 muestras.

= Streptococcus sp.(5%) 1 muestras positivas de 20 muestras.
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Estos resultados nos muestran que en el establo san Isidro el principal problema que causa
mastitis clinica bovina es a la mala practica de los BPO (buenas practicas de ordefio), que
es la principal causa de las mastitis contagiosas. Ademas se puede confirmar que las
infecciones causadas por Streptococcus sp han sido controlados con la antibioterapia
aplicada.
4.3. Presencia de halo de inhibicién sobre bacterias que causan Mastitis Clinica.
4.3.1. Presencia de halo de inhibicion sobre Staphilococcus aureus.

Tabla 14. Halos de inhibicion antibacteriana de propodleos frente a Staphilococcus

aureus.
Staphilococcus aureus. Diametro del halo
(incluido el disco) mm

Placal |Placa2 | Placa3 Promedio

6 ul 10 ul 50 ul
Propéleo 50 mg 6 mm 6 mm 6 mm 6mm
Propéleo 75 mg 6 mm 6 mm 6 mm 6mm
Propoéleo 100 mg 6 mm 12 mm 12 mm 10 mm
Propéleo 125 mg 6 mm I5mm |20 mm 13,67 mm
Solucion madre 250 mg 14mm |20mm |20mm 18 mm
Penicilina 26 mm 26 mm 26 mm

Fuente propia. La tabla 14
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El extracto de propdleo 125 mg (12,5 %), tiene un halo de inhibicién bacteriana

promedio de 13,67 mayor que a las otras concentraciones en prueba, pero su halo fue

menor que la penicilina.

Tabla 15. Estadisticos de los halos de inhibicion bacteriana de las diferentes

concentraciones de propdleo.

Propéleo | Propodleo | Propéleo | Propdleo | Propéleo | Penicili
50 mg 75 mg 100 mg 125 mg 250 mg na
N° Placas 3 3 3 3 3 3
Media 6.00 6.00 10.00 13.67 18.00 26.00
Mediana 6.00 6.00 12.00 15.00 20.00 26.00
Moda 6 6 12 15 20 26
Desviacio 0 0 3.464 7.095 3.464 0
n estandar |
Varianza 0 0 12 50.3 12 0

Fuente propia.

67




GRAFICO 02: Diagrama de cajas: Diametro de halos de inhibicién segin

tratamiento aplicado en Staphilococcus aureus.
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Tratamiento aplicado a la bacteria S. aureus

En el grafico se puede observar la accion bactericida de las diferentes soluciones de
propdleo, la solucion al 5% (50mg); 7,5% (75mg); no tuvieron ninguna accion
bactericida, la solucién al 10% (100mg) tuvo halos de inhibicion de 8 a 12 mm; y
la solucién al 12,5%(125mg) tuvo halos inhibitorios de 16 - 20mm, lo cual
demuestra la sensibilidad del Staphilococcus aureus a las soluciones de 10% y
12,5%.

Podemos demostrar la sensibilidad del Staphilococcus aureus comparandolos con los
estudios de Neacato (2007), donde encontraron halos de inhibicion del extracto
etandlico de propodleo que varian entre 10 — 13 mm. Estas dimensiones no estin
alejadas de las encontradas por otros autores. Brumfitt er al. (1990), En cuyos

experimentos encontré halos de inhibicion de Staphylococcus aureus con didametros
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que varian entre 7 — 14 mm (media = 13 mm), en discos de papel filtro (didmetro = 6

mm) impregnados con extracto etandlico de propdleo al 10 % es decir un radio de

inhibicién medio de 6.5 mm

Analisis de Varianza Sensibilidad del Staphilococcus aureus

1. Los diametros de halo de inhibicidn para el Staphilococcus aureus son iguales

para los diferentes concentraciones de propodleo.

Ho: py=p2=pu3

Al menos dos de los diametros halos son diferentes.

Hi:pi#p2#ps

2. =005

3. El cuadro de andlisis de varianza, se muestra a continuacion

Tabla 16: Analisis de varianza halos de inhibiciéon bacteriana de propéleos

frente a Staphilococcus aureus.

FUENTE DE SUMA DE CUADRAD
VARIACION | CUADRADOS G.L. O MEDIO F
DIAMETRO 595,167 5 119,033 73,883
DE HALO 12 1,611
ERROR 19,333
TOTAL 614,500 17

4. Determinando la regioén critica:

La region critica para nuestros datos, dado que: 5, 12) = 3,106

RC = [3,106 ; co>

5. Decision: Dado que el valor de f. = 73,883 € RC = [3,106 ; «o>, rechazamos la

hipétesis nula (H,) y aceptamos la hipotesis alterna (H;), con lo que concluimos
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que los diametros de halo son diferentes para los diferentes concentraciones de

propoleo, con un nivel significancia de 0,05.

4.3.2. Presencia de halo de inhibicion sobre Streptococcus agalactiae.

Tabla 17. Halos de inhibicion antibacteriana de propoleos frente a Streptococcus

agalactiae.

Streptococcus agalactiae.

Didametro del halo (incluido el disco) mm

Placa 1 Placa 2 Placa 3

6 ul 10 ul 50 ul
Propoleo S0 mg 6 mm 6 mm 6 mm
Propdéleo 75 mg 6 mm 6 mm 6 mm
Propoleo 100 mg 6 mm 6 mm 6 mm
Propdleo 125 mg 6 mm 6 mm 6 mm
Solucién madre 250 mg 6 mm 10 mm 6 mm
Penicilina 30 mm 30 mm

La prueba de sensibilidad bacteriana por el método de difusion en placa nos indica

que la bacteria Streptococcus agalactiae es resistente a todas las soluciones de

propoleo. La solucién madre (250 mg) presenta un halo de inhibicién de 4 mm en

la segunda placa, a diferencia de la penicilina que tiene un halo de inhibicion de 30

mm, lo que demuestra su efectividad frente a este microorganismo.

4.3.3. Presencia de halo de inhibicion sobre Escherichia coli.
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Tabla 18. Halos de inhibicion antibacteriana de propdleos frente a E. coli.

Escherichia coli, Diametro del halo (incluido el disco) mm

Placa 1 Placa 2 Placa 3

6 ul 10 ul 50 ul
Propdleo S0 mg 6 mm 6 mm 6 mm
Propéleo 75 mg 6 mm 6 mm 6 mm
Propéleo 100 mg 6 mm 6 mm 6 mm
Propoéleo 125 mg 6 mm 6 mm 6 mm
Solucién madre 250 mg 6 mm 13 mm 10 mm
Gentamicina 14 mm 14 m

Fuente propia

La prueba de sensibilidad bacteriana por el método de difusion en placa nos indica

que la bacteria Escherichia coli es resistente a todas las soluciones de propéleo. La

solucion madre (250 mg) presenta un halo de inhibicién de 7 mm en la segunda

placa y 4 mm en la tercera placa a diferencia de la gentamicina que tiene un halo de

inhibicién de 14 mm, que nos indica que la Escherichia coli también es resistente a

la Gentamicina.

4.3.4. Presencia de halo de inhibicién sobre Micrococcus sp.

Tabla 19. Halos de inhibicion antibacteriana de propoéleos frente a Micrococcus sp.

Micrococcus sp. Diametro del halo (incluido el disco) mm
Placa 1l Placa 2 Placa 3
6 ul 10 ul 50 ul
Propdéleo 50 mg 6 mm 8 mm 8 mm
Propdleo 75 mg 6 mm 8 mm 8 mm
Propoleo 100 mg 10 mm 16 mm 18 mm
Propéleo 125 mg 10 mm 18 mm 20 mm
Solucion madre 250 mg 15 mm 22 mm 25 mm
Penicilina 25 mm 25 mm 25 mm

Fuente propia.
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La solucién de propdleo 125 mg tiene un halo de inhibicion de 16 mm

promedio, es mayor a las otras concentraciones en estudio, pero demuestra que

el Micrococcus sp es sensible a las concentraciones del 10 y 12,5 %.

4.4. Costos economicos en el tratamiento de las mastitis clinicas.

- Tabla 20. Costos en Nuevos Soles para la preparacion de dosis de las diferentes

soluciones de propdleo.

Descripcién. Cantidad. Costo en Nuevos Soles. | Costo por unidad
de medida
Propéleo al 25 % 1200 ml 350.00 S/.0.30 x ml.
Envases 100 ml color 15 unid. 30.00 S/.2.00 x unid
ambar
Agua destilada 2000 ml 16.00 S/. 0.008 x ml.
Etiquetado 15 etiquetas 2.00 .S/.0.13 x ml.
Costo de diluciéon 30.00 S/. 2.5 x hora de
trabajo.

Tabla 21. Costo en Nuevos Soles de las dosis individuales por tratamiento.

Descripcion | Propdleo Propdéleo Propdleo Propdleo Penicilina +
5% 7.5 % 10,0 % 12,5 % Kanamicina.

Costo por S/.1.73 S/.2.00 S/.2.30 S/.2.60 S/.5.00
dosis 10 ml.
Alcohol S/.0.25 S/.0.25 S/.0.25 S/.0.25 S/.0.25
desinfectante
Reactivo S/.0.84 S/.0.84 S/.0.84 S/.0.84 S/.0.84
CMT
Oxitocina S/.2.00 S/.2.00 S/.2.00 S/.2.00 S/.2.00
TOTAL POR S/. 4.82 S/. 5.09 S/.5.39 S/.5.69 S/. 8.90
DOSIS
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Tabla 22. Estadisticos de los costos de los diferentes tratamientos.

Costo total Costo total Costo total tratamiento
tratamiento al 10% | tratamiento al Penicilina +
12,5% Kanamicicina
Animales tratados | 10 10 10
Media 47.9710 43.8130 70.31
Desviacion 59317 8.9163 13.5625
estandar
Varianza 35.185 78.501 183.943

Grafico 03: Diagrama de cajas; diferencia de los costos en los tratamientos usados.
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Tratamiento aplicado

La tabla 22 y en el grafico 03 se puede observar las diferencias en relacion a los
costos totales de los diferentes tratamientos usados en la investigacion,
demostrando que el tratamiento a base de propéleo al 12,5% es més econémico

que la Penicilina + Kanamicina.
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Analisis de varianza costo total de los tratamientos.

1. Los costos por tratamiento para mastitis en ganado vacuno son iguales
Ho: pu=po2=p;
Al menos dos de los costos son diferentes
Hi:p i #p2#ps3

2. a=0,05

3. El cuadro de andlisis de varianza, se muestra a continuacion

Tabla 23. : Analisis de varianza para los costos por tratamiento

FUENTE DE | SUMA DE CUADRADO
VARIACION | CUADRADOS | G.L. MEDIO F
COSTOS/TRA | 4061,370 2 2030,685 20,400
ERROR 1 2687,669 27 99,543

TOTAL 6749,038 29

4. Determinando la regién critica:
La regidn critica para nuestros datos, dado que: {2 27y = 3,354
RC =[3,354 ; o>
5. Decision: Dado que el valor de f, = 20,4 ¢ RC = [3,354 ; 00>, rechazamos la
hipétesis nula (H,) y aceptamos la hipétesis alterna (H;), con lo que concluimos los
costos por tratamiento de la mastitis en ganada vacuno son diferentes, con un nivel

significancia de 0,05.
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V. DISCUCIONES.

En la presente investigacion utilizamos la solucion de extracto de propdleo de
50 mg/ml, 75 mg/ml, 100 mg/ml y 125 mg/ml en el tratamiento de casos de mastitis
clinica bovina, se pudo determinar la efectividad de las soluciones de propdleo al 10% y
12,5%, siendo coincidente con el estudio realizado por Yera (2003) que determino la

efectividad del propéleo al 10% para tratar casos de mastitis aguda.

Las soluciones de propoleo al 5%, y 7,5% no presentaron actividad terapéutica
frente a la mastitis clinica bovina, esto quedé demostrado con las pruebas in vitro donde
se determiné su actividad bactericida in vitro y presento halos de inhibicién entre 6-8
mm, esto coincide con el estudio realizado por Rodriguez (2007) que estudio la
susceptibilidad de bacterias anaerobias a diferentes soluciones de propoleo demostrando
que la solucién de 50 pg/10 pl tiene halos de inhibicién entre 6 y 8 mm. Con esto
determinamos que la solucién de propdleo al 5 y 7,5% posee actividad inhibitoria

minima.

Staphilococcus aureus y Micrococcus sp fueron susceptibles a las soluciones de
propdleo de 100 mg/ml y 125 mg/ml con halos de inhibicién entre 13-25 mm, lo cual
coincide con los resultados in vivo, donde se obtiene tazas de curaciéon de 70 y 80%
respectivamente. Estos resultados coinciden con el estudio realizado por Rojas (1997)
donde demuestra que el 100% de las muestras de propdleo muestran actividad contra
Staphiloccus aureus y el 83.3% contra Micrococcus sp, y ninguna de las muestras

mostro actividad contra cepas Gram negativas como la Escherichia coli.
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Ademas Delgado et al (2005) demostrd que el extracto etanodlico de Apis
mellifera mostr6 mds susceptibilidad sobre todas las bacterias Gram positivas
Staphiloccus aureus y Streptococcus agalactiae. Con halqs de inhibicién de 19 y 21 mm
respectivamente y las CMI fueron >10 mg/ mL en los tres casos, aunque no se detectd
CMB para estas bacterias, la actividad contra esta bacteria se atribuye al compuesto
acido 3,5 difenil-4-hidroxicindmico presente en el Propoleo. Lo cual es contradictorio
con nuestra investigacidon ya que el S. agalactiae no mostro ninguna susceptibilidad

frente a todas las soluciones de propdleo.

En el estudio realizado por Tolosa y Caifiizares (2000) se determinéd la
sensibilidad del Staphilococcus aureus a soluciones de propéleo con una concentracion
minima bactericida de 4.80 mg/ml en solucién etanolica y 11.6 mg/ml usando soluciones
acuosas de propdleo. Lo que demuestra que las soluciones alcoholicas puras tienen
mayor actividad bactericida que las soluciones diluidas con agua destilada. Lo que
coincide con nuestra investigacion donde se necesitd mayor concentracion de las

soluciones de propoleo para inhibir el crecimiento del S. aureus y Micrococcus sp.

Brumfitt (1990), En cuyos experimentos encontré halos de inhibicidon de
Staphylococcus aureus con didmetros que varian entre 7 — 14 mm (media = 13 mm), en
discos de papel filtro (didmetro = 6 mm) impregnados con extracto etandlico de
propoleo al 10 % es decir un radio de inhibiciéon medio de 6.5 mm, estos resultados
coinciden con los halos de inhibicién obtenidos en las pruebas in vitro de la solucion de

propéleo al 10% que presento halos de inhibicién de 10-12 mm frente a Staphiloccus
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aureus. Ademas estos resultados coinciden con lo obtenido por Konishi ef al. (2004) con

halos de inhibicién entre 7,9 y 12,0 mm.

En otro estudio realizado por Mayta y Sacsaquispe (2010) donde analizaron la
accion antibacteriana contra el Staphilococcus aureus de los-extractos etanolicos de
propodleo. Se encontrd que el propoleo al 10% present6 una media de 9,95mm dé halo de
inhibicidn con una desviacién estandar de 0,62 lo cual es idéntico al resultado obtenido
donde la solucion de propoleo al 10% presento una media de 10 mm con una desviaciéon

estandar de 3,464.

En el estudio realizado por Diaz e/ al (2000) demostraron que la bacteria E.
coli, no presento reduccion del crecimiento en presencia de propdleos. Se demostrd que
esta bacteria es resistente a todas las soluciones diluidas de propoleo, solo presentando

un halo de inhibicién de 13 mm con la solucién madre al 25 %.

En los estudios realizados por Batista de Paula (2006) Mediante su estudio en
difusion y dilucion por agar determinaron el Concentracién Minima Bactericida (MBC)
del extracto de propodleo fue de 200-400 ug/ml formando halos de inhibicién de 14 a 17
mm de diametro. En la presente investigacion el extracto de propdleo a de 100 mg y 125
mg formaron halos inhibitorios entre 9 y 22 mm de didmetro Determinando asi que la

actividad antibacteriana a estas concentraciones es mayor.
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VI.

CONCLUSIONES.

Se determiné que las soluciones de propoleo al 5y 7,5% no tienen actividad
antimicrobiana frente a las bacterias causantes de mastitis clinica bovina.

La solucion al 10% tiene una efectividad de 70 % en el tratamiento de
mastitis clinica, siendo las bacterias susceptibles Staphilococcus aureus y
Micrococcus sp con halos de inhibiciéon de 10-16 mm. El Streptococcus
agalactiae y Escherichia coli no presentaron inhibicion en su crecimiento.
La solucién al 12,5% tiene una efectividad de 80% en el tratamiento de
mastitis clinica, siendo las bacterias susceptibles Staphilococcus aureus y
Micrococcus sp. con halos de inhibicion de 16 mm - 20 mm. El
Streptococcus agalactiae y Escherichia coli no presenfaron inhibicién en su
crecimiento.

La Penicilina + kanamicina tiene una efectividad de 80% en el tratamiento
de mastitis clinica, siendo las bacterias susceptibles Streptococcus
agalactiae, Staphilococcus aureus, Micrococcus sp con halos de inhibicion
mayores a 24 mm. Escherichia coli tubo halo de inhibicion de 13 mm.

La bacteria mas prevalente fue Micrococcus sp con una prevalencia del
55%, seguido del Staphilococcus aureus con un 20%, Escherichia coli 20%,
Streptococcus aureus 5%.

A través del andlisis de costo se determiné que el tratamiento a base de
propdleos al 10% es S/. 47,97 , el tratamiento con propdleos al 12,5 es
43,81 y el tratamiento con el antibidtico testigo (penicilina + kanamicina)
fue de 76,31, lo que nos indica que el tratamiento de propodleos al 12,5 % es

mas econémico que usar el antibidtico comercial.
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VI

RECOMENDACIONES.

Realizar mas estudios del efecto bactericida del propdleo local, frente a
bacterias causantes de mastitis clinica bovina.

Realizar pruebas de la susceptibilidad o resistencia de microorganismos,
que provoquen enfermedades econdmicamente importantes en las diferentes
especies productivas de animales, frente a extractos de propdleo.

Evaluar las otras propiedades de los extractos de propdleos, como es su
accion cicatrizante, regeneradora de tejidos, antifungica, antiviral,
anestésica, antiinflamatoria, activadora del sistema inmune.

Realizar estudios para determinar las Concentraciones Minimas Inhibitorias
(MIC) y Concentraciones Minimas Bactericidas (MBC) del extracto de

propdleo de Apurimac.
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1. Tabla de recoleccion de datos en el laboratorio.

ANEXOS

Bacteria

Diametro del halo (incluido el disco) mm

Placa 1

Placa 2

Placa 3

Alcohol 96° + agua destilada

Propoéleo al S % (50 mg/ml)

Propéleo al 7,5 % (75 mg/ml)

Propéleo al 10 % (100 mg/ml)

Propdleo al 12,5 % (125 mg/ml)

Soluciéon madre al 25 % (250 mg/ml)

Gentamicina

Penicilina
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2. Tabla de recoleccion de datos de las pruebas In Vivo.

UNRNERSIDAD MACIONAL MICAELA BASTIDAS DEAPURIMAC
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Figura 1: Materiales esterilizados para

preparacion de las soluciones de propéleo.

Figura 2: solucién madre al 25%, antes de

ser diluido.
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Figura 3: Proceso de dilucion realizado en | Figura 4: Mastitis clinica que afecta al

el laboratorio de microbiologia de la cuarto anterior izquierdo — Establo San
Facultad de Medicina Veterinaria y Isidro S.A.
Zootecnia.

Figura 5: Cuarto anterior derecho afectado | Figura 6: Antibidtico intramamario

por mastitis clinica — Establo san Isidro S.A. | compuesto de Penicila + Kanamicina.
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Figura 7: Aplicacion de solucion de
propoleo al 12,5% en el cuarto anterior

derecho.

Figura'8: Aplicacién de solucién de
propo6leo al 10% en el cuarto posterior

izquierdo.

Figura 9: Aplicacion de solucién de
propdleo al 12,5%en el cuarto anterior

derecho.

Figura 10: Prueba de CMT, realizado para

confirmar la mejoria del caso clinico.
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CMT-Test

B & ooy oo

e —

Figura 11: Preparando una dosis de

Propéleo al 10 %.

Figura 12: Reactivo CMT (California

Mastitis Test).

3 2012/03 06

Fignra 13: Reaccion Negativa al final del
tratamiento con soluciones de propéleo al

12,5%.

Figura 14: Reaccion positiva de ++ en el
cuarto anterior izquierdo, Seguimiento del

tratamiento con propoleos a base de 10,0%.
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Flgura 15: Reaccion positiva a la prueba de

CMT (+++), en el cuarto posterior derecho.

Figura 16: Mastitis clinica bovina que
afecta al cuarto anterior derecho — establo

San Isidro S.A.

Figura 17: Materiales para toma y envio de
muestras de leche.

Figura 18: Muestras de leche conservado
con geles refrigerantes hasta el envié al

laboratorio.
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'Figura 19: Desinfeccién de pezoﬁes para la

recoleccién de muestras.

Figura 20: Vacuno 7274, antes de realizar

la recoleccién de muestras de leche.

Figura 21: Coagulos lacteos que indican la

presencia de mastitis clinica.

Figura 22: prueba de fondo oscuro, nos
muestras pequefios codgulos lacteos en el

fondo del envase.
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Figura 23: Cultivo de bacterias causantes
de mastitis clinica en ¢l Laboratorio

Veterinario del Sur.

Figura 24: Propéleo al 5; 7,5; 10; 12,5 %
antes de realizar las pruebas de sensibilidad

bacteriana In Vitro.

TR
PR )4

Figura 25: Identificacion de la placa Petri,

que contiene cepas de E.coli.

Figura 26: Colocacién de discos de
sensibilidad con 10 ul de cada solucién en

prueba.
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Figura 27: Preparacion de los discos de

Figura 28: Colocacion de los discos de

sensibilidad bacteriana. sensibilidad bacteriana en una placa Petri
con cultivos de Streptococcus agalactiae.
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Figura 29. Antibiograma frente a S. aureus:
5 (propéleo al 5 %); 7,5 (Propéleo al 7,5%);
10 (Propdleo al 10 %); 12,5 (Propdleo al

12,5%); P (penicilina)

Figura 30. Antibiograma frente a S. aureus:
5 {propoleo al 5 %); 7,5 (Propdleo al 7,5%);
10 (Propdleo al 10 %); 12,5 (Propdleo al

12,5%); P (penicilina)
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Figura 31. Antibiograma frente a

Streptococcus agalactiae

Figura 32. Antibiograma frente a S.

agalaciae

Figura 33. Antibiograma frente a E. coli -
LABVETSUR.

Figura 34. Antibiograma frente a E. coli: 5
(propdleo al 5 %); 7,5 (Propdleo al 7,5%);
10 (Prop6leo al 10 %); 12,5 (Propdleo al
12,5%);
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