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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue evaluar la efectividad de los biopreparados
organicos como tratamiento de la mastitis clinica y subclinica en bovinos en
produccion. Se seleccionaron 15 vacas, agrupadas en tres grupos de cinco
animales cada uno para la aplicacion (durante tres dias) de los respectivos
tratamientos: Sangre de Drago (Croton lechleri) al 5%, Propdleo (Propolis de
Apis mellifera) al 5% y Cefalexina (comercial). Ademas se realiz0 la prueba
California Mastitis Test (CMT) y toma de muestras de leche, a nivel de cada
pezdn, para la realizacion del Conteo de Células Somaticas (NCS), antes de la
aplicacion de los tratamientos y 48 horas después que se finaliz6 la aplicaciéon
de los preparados. Se emple6 un DCA con submuestras, para tres tratamientos
con cinco repeticiones, para un total de 60 observaciones. Las variables medidas
fueron: Numero de células somaticas (NCS/ml), cantidad de aglutinacion de las
submuestras de leche (CMT), efectividad de los biopreparados orgénicos y
Cefalexina. Los resultados infieren un efecto no significativo (p>0,05) en los
tratamientos para las variables estudiadas. Se observé en los valores obtenidos
un mejor comportamiento entre los preparados organicos en comparacion al
comercial; destacando el Propdleo (Propolis de Apis mellifera) al 5% que redujo
las NCS vy la aglutinaciéon de la leche, que presenté el menor costo a nivel
econdémico. Se concluye que la aplicacién de los preparados organicos (Propoleo
y Sangre de Drago) mantiene una semejanza en la eficacia con respecto al
producto comercial (Cefalexina).

PALABRAS CLAVE: Produccién de leche, Glandula mamaria, California
mastitis test, Células somaéticas, preparados organicos.
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ABSTRACT

The objective of the research was to evaluate the effectiveness of organic
biopreparations as a treatment of clinical and subclinical mastitis in cattle in
production. Fifteen cows were selected, grouped into three groups of five animals
each for the application (for three days) of the respective treatments: Drago Blood
(Croton lechleri) 5%, Propolis (Apis mellifera Propolis) 5% and Cephalexin
(commercial). In addition, the California Mastitis Test (CMT) and milk samples
were taken, at the level of each nipple, to perform the Somatic Cell Number
(NCS), before the application of the treatments and 48 hours after it was
completed the application of the preparations. A DCA with subsamples was used,
for three treatments with five repetitions, for a total of 60 observations. The
variables measured were: Number of somatic cells (NCS / ml), Amount of
agglutination of milk subsamples (CMT) and effectiveness of organic
biopreparations and Cephalexin. The results infer a non-significant effect
(p>0.05) in the treatments for the variables studied. It was observed in the values
obtained a better behavior among the organic products in comparison to the
commercial one; highlighting the Propolis (Apis mellifera Propolis) 5% that
reduced NCS and agglutination of milk, which presented the lowest cost at the
economic level. It is concluded that the application of organic products (Propolis
and Drago Blood) maintains a similarity in efficacy with respect to the commercial
product (Cephalexin).

KEY WORDS: Milk production, Mammary gland, California mastitis test, Somatic
cells, organic products.



CAPITULO I. ANTECEDENTES
1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

La mastitis es la enfermedad muy frecuente en el ganado lechero, causando
principalmente pérdidas econdmicas en los productores, se presenta debido a
un manejo inadecuado de la sanidad de la glandula mamaria y también por un
proceso inadecuado en el manejo antes, durante y después del ordefio
(Guimaréaes, 2016).

En las explotaciones ganaderas, para tratar la mastitis se recurre principalmente
al uso de antibioticos (Calderén y Rodriguez, 2008). Debido a esto el productor
llega a tener pérdidas econdmicas por el costo del tratamiento asi como la no
realizacion del ordefio en esos animales (Andresen, 2001). Ademas se debe
esperar el tiempo de retiro correspondiente del antibiotico que se haya utilizado
para el tratamiento; también se puede llegar a perder animales con buenos
promedios de produccion por el descarte después de tratamientos fuertes ya que
la mastitis puede producir dafios a nivel epitelial de la glandula mamaria y el

animal ya no estaria 6ptimo para sus fines productivos (Wang et al., 2016).

El uso de antibioticos es una practica habitual para el control de la mastitis, y es
tema de preocupacion creciente entre consumidores, industriales, técnicos y
autoridades sanitarias, quienes han puesto de manifiesto que el empleo excesivo
de antibidticos es el principal factor en la aparicibn de cepas bacterianas
resistentes (OIE, 2010). Hallazgos tanto clinicos como epidemiol6gicos, han
indicado que cada vez son més frecuentes los reportes de la transferencia de
genes de resistencia entre microorganismos patdégenos y no patdgenos en el

ambito veterinario (Frana y Wellinton, 2015).

Ademas de esto, cabe resaltar que el productor recibe mayores ingresos si la
cantidad de bacterias es menor al limite maximo establecido en la ley
(Agrocalidad, 2010).

La mastitis es un grave problema que afecta la industria lechera a nivel mundial,
implicando grandes pérdidas econdmicas debido a la disminucion de la
produccion de leche, gastos en servicios veterinarios, medicamentos, el desecho

temprano de las vacas afectadas, descarte de volumenes de leche por



contaminacion con agentes antimicrobianos asi como una disminucion en la

calidad de los derivados lacteos (Gomez et al., 2015).

La mastitis bovina radica en la inflamacién de las glandulas mamarias o la ubre,
este va a generar gran dolor, molestia y estrés en los animales, como
consecuencia va a ocasionar disminucion en la produccion (Yera y Ramirez,
2016), calidad y condicién de la leche. Ademas se evidencian cambios en su

sabor, olor y aumento de la carga bacteriana (Ruiz et al., 2016; Zaror, 2011).

La problematica planteada, permite buscar alternativas que puedan mitigar la
enfermedad de la mastitis, es alli que el empleo de biopreparados organicos
debe ser evaluado. Ante esto, surge la siguiente interrogante ¢Seréd que los
efectos de preparados organicos a base de Sangre de drago (Croton lechleri) y
Propdleo (Propolis de Apis mellifera), coadyuvan al control de mastitis clinica y
subclinica en bovinos en La Hacienda Santa Rosa, sitio San Lorenzo del Cantén

Chone?



1.2. JUSTIFICACION

La presente investigacion se realiza con la finalidad de que a través de la
introduccién de nuevos productos al mercado se puede controlar la mastitis
bovina, y es el caso de que nuevos servicios farmacologicos a base de
ingredientes de origen natural, es muy interesante ya que se pueden innovar las
actividades comerciales de las casas farmacéuticas donde se elaboran y
distribuyen productos de uso veterinario y por supuesto evitar residuos de
quimicos en la leche, mejorando la calidad y rentabilidad de los productos lacteos

en el pais.

La busqueda de nuevos principios activos que actien en los principales
microrganismos causantes de enfermedades, tanto en el hombre como en
animales, es creciente (Duarte, 2011). Los productos naturales pueden ser tan
eficientes como los producidos por la sintesis quimica. Diversos condimentos
como ajo, orégano, tomillo y muchos otros han demostrado actividad

antimicrobiana, lo que explica su utilizacion histérica (Miguel y Bendin, 2011).

La necesidad de investigar sobre esta enfermedad nace por razones de salud
publica y salud animal ademas de los costos que este padecimiento representa
en la economia del sistema de produccién, justifican la transcendencia del
estudio para la pronta y acelerada identificacién de la glandula mamaria que

sufre de mastitis (Alejandratos, 2010).



1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de preparados organicos de Sangre de Drago (Croton lechleri)
y Propoleo (Propolis de Apis mellifera) en el tratamiento de mastitis clinica y

subclinica en bovinos de leche.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el contenido de células sométicas y aglutinacion California Mastitis
Test (CMT) antes y después en leche de vacas mastiticas tratadas con
preparados organicos formulados a partir de Sangre de Drago (Croton lechleri),

Propéleo (Propolis de Apis mellifera) y genérico comercial a base de Cefalexina.

Comparar la efectividad de los distintos productos utilizados en el control de la

mastitis clinica y subclinica.

Estimar la factibilidad econdmica de los tratamientos utilizados en el control de

la mastitis a través del costo de cada uno de ellos.

1.4. HIPOTESIS, PREMISAS Y/O IDEAS A DEFENDER

La aplicacion de preparados organicos: Sangre de drago (Croton lechleri) y
Propdleo (Propolis de Apis mellifera) en el tratamiento de mastitis clinica y
subclinica en bovinos, contribuyen a la reduccién de los agentes causales de la

enfermedad.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. LA MASTITIS

El término mastitis deriva de las palabras griegas mastos (mama) e itis
(inflamacién). La mastitis, como su nombre lo indica, constituye una reaccion
inflamatoria de la glandula mamaria que puede ser ocasionada por
microorganismos patégenos transmisibles, o por diferentes agentes como
lesiones traumaticas, disturbios secretorios de origen metabdlico-nutricional,
situaciones de estrés, cambios fisiologicos asociados con una terminacion
temprana de la lactancia y menos frecuente, por alergia y neoplasmas (Bonetto,
2014).

La mastitis es una inflamacion de la glandula mamaria y sus tejidos secretores,
que reduce la produccion del volumen de leche, alterando su composicion,
incluso su sabor, ademas de elevar su carga bacteriana normal. De acuerdo a
su duracién, se puede clasificar en aguda o crénica. Puede manifestarse de
forma clinica o subclinica. Esta enfermedad provoca graves pérdidas
econdémicas a la industria lechera. Aunque en muchos casos hay tumefaccion,
calor, dolor y endurecimiento de la glandula mamaria, la mastitis no se identifica
facilmente, ni por examen visual ni por leche obtenida en la copa de ordefio
(Goémez, 2015).

2.1.1. ETIOLOGIA

La etiologia de la mastitis puede ser infecciosa, traumatica o toxica. Las bacterias
causantes pueden ser patdgenos mayores 0 menores de la glandula mamaria.
Los patégenos mayores incluyen Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae y Actinomyces pyogenes, y otras bacterias como Escherichia coli,
Klebsiella spp. y Enterobacter spp. Los patdgenos menores incluyen
Mycoplasma ssp., Pasteurella ssp., Nocardia ssp., Listeria ssp. y algunos hongos

y levaduras, entre otros (Truijillo et al., 2011; Ericsson et al., 2009).

2.1.2. PATOGENIA
La mastitis esta relacionada con la patogenicidad de los distintos
microorganismos Yy la habilidad para invadir los tejidos mamarios, asi como la

resistencia que tiene la glandula mamaria. La patogenia presente en las



inflamaciones mamarias, son los principales gérmenes causantes de la mamitis
y pueden llegar al tejido glandular de la siguiente manera: a través del esfinter
del pezdn, canal, cisterna y conducto galactéforo y por medio soluciones que
entran en contacto con piel lesionada de los pezones y de las mamas; tal como

reporta la literatura (Chaves et al., 2017; Pelaez, 2015).

Una vez que el patdgeno llega a la ubre, ya sea por via ascendente o
descendente, desencadena la reaccion inflamatoria producida por la presencia
de los microorganismos; esta reaccion también se puede producir debido a algin

tipo de lesion traumatica (Martinez, 2015).

La punta del pezén normalmente permanece cerrada; esta compuesta por
musculo liso y actia como la primera linea de defensa de la glandula mamaria;
una vez realizado el ordefio, el canal del pezén queda abierto aproximadamente
por 2 horas, lo que favorece a que las bacterias puedan ingresar al interior del
canal y desencadenar la presencia de mastitis. Debido a la presencia de
bacterias se produce un incremento de leucocitos reduciendo la cantidad y
calidad de la leche. En casos avanzados se puede producir la pérdida total de la
funcién de la glandula mamaria, ya que los conductos se pueden mantener
obstruidos debido a que las células secretoras llegan a perder su funcionalidad
(Morales, 2011).

2.2. CLASIFICACION DE LA MASTITIS CLINICA Y SUBCLINICA

La mastitis bovina es una infeccion de la glandula mamaria de la vaca que
provoca su inflamacién. Es una enfermedad que puede ocasionarse por
multiples causas si bien en el 80% de los casos es debida a microorganismos
patégenos, y es muy comun en las vacas lecheras y causante de pérdidas
econdémicas para el ganadero, debido a que la mastitis bovina afecta a salud del
animal y calidad de la leche producida. Si el animal no recibe atencion veterinaria
la mastitis puede llegar a ser crénico, en cuyo caso el ganadero tendra que

sacrificar la vaca (Zotal, 2017).

La mastitis es muy dificil de contrarrestar ya que dependiendo de las
caracteristicas del animal como su raza y los factores de su ambiente

contribuyen a que esta patologia se siga propagando (Rangel et al., 2011).



De acuerdo a sus signos la mastitis puede ser clinica y subclinica. Los signos
clinicos van a presentar una disminucion en la produccion de leche ya que su
composicién y apariencia va a estar totalmente alterada por la presencia de
microorganismos, fiebre, glandulas mamarias enrojecidas, hinchadas vy
calientes, es decir la presencia de sintomas visibles y notables (Hillerton y Berry,
2005).

Bolafios (2012) hace referencia a que en la mastitis subclinica no son visibles los
cambios en la ubre o en la leche, estos solo se perciben al realizar la prueba de
California Mastitis Test (CMT) donde se observa alteracion en la composicion de
la leche por la presencia de factores inflamatorios o cuando la produccion de
leche disminuye. En la practica la mastitis subclinica no se detecta a tiempo, por
eso es importante realizar con frecuencia el Conteo de Células Somaticas
mediante técnicas de laboratorio; de lo contrario el impacto econémico sera
mayor por reduccién en la produccion y por el aumento de células somaticas en

los tanques de enfriamiento de la leche.

La mastitis subclinica es uno de los principales problemas sanitarios que tienen
los pequefios y medianos productores en sus hatos lecheros; esto es debido a
las condiciones y el medio en el que se desempefian las labores de ordefio y por
el desconocimiento en el manejo de las actividades diarias de ordefio (Bonifaz y
Conlago, 2016).

La mastitis, particularmente subclinica y cronica, es la mas persistente y mas
comun del grupo de enfermedades de importancia por la higiene de la leche en
el ganado lechero, ocurre frecuentemente, y puede conducir a grandes pérdidas
econdémicas debido al reducido rendimiento de leche, y multas a causa de los
elevados conteos de células sométicas presentes en los tanques de leche. En la
practica, los casos de mastitis subclinica con frecuencia no son detectados
rapidamente, o pueden incluso no ser reconocidas por el ordefiador (Bedolla,
2017).



2.3. BREVE REVISION DE LA ANATOMIA DE LA GLANDULA
MAMARIA

La ubre es un gran cuerpo glandular, presenta un sistema de conductos
organizados por la cisterna del pezon, cisterna de la glandula, canales lacteos y
alvéolos. La vaca posee cuatro cuartos mamarios, dos craneales y dos caudales,
siendo el cuerpo de forma elipsoidal, pero aplanada transversalmente. El
conducto papilar desemboca en el vértice redondeado del pezon. El conducto
papilar no esta totalmente cerrado y facilita las infecciones ascendentes de la
ubre (mastitis). Un canal papilar parcialmente ocluido impide la salida de la leche
(Wolter 2015; Konig et al., 2013; Medina y Silva, 2005; Sisson et al., 1982).

La produccién y secrecion de la leche corre a cargo de un conjunto de células
especializadas que se agrupan en una unidad funcional llamada alveolo, estos
forman un lobulillo, y los mismos un l6bulo que desemboca en los conductos
galactoforos, estos conductos desembocan en la cisterna y se contindan al
exterior por el conducto papilar del que esta separado por unos pliegues de la
mucosa, la "roseta de Furstenberg”, que junto con el esfinter papilar es de gran

importancia para evitar la salida pasiva de la leche (Callejo, 2014).

2.4. METODOS DE DIAGNOSTICO DE MASTITIS

2.4.1. OBSERVACION Y PALPACION DE LA UBRE

La mastitis subclinica, es una infeccion incipiente que puede estar dafiando el
tejido glandular y provocando por lo tanto una alteracién en la leche. Esta
infeccion puede provocar inflamacion de uno, varios cuartos o de toda la glandula
y aumento de la temperatura en el area afectada, asi como enrojecimiento de la
zona y dolor; cuando se encuentran todos o alguno de los sintomas enumerados
se puede interpretar como un caso de mastitis clinica, donde ademéas se
encuentran cambios importantes en la leche que produce el tejido afectado, tales
como: alteracion del color, aparicibn de grumos, coagulos sanguinolentos,

coagulos con pus, o una leche mas acuosa, entre otros (Pérez et al., 2005).

2.4.2. CONDUTIVIDAD ELECTRICA DE LA LECHE
Medina y Montaldo (2003) destacan que la Prueba de Conductividad Eléctrica
(PCE) se ha utilizado como un indicador de la mastitis durante la Ultima década,

se basa en el aumento de conductividad eléctrica de la leche debido a su mayor



contenido electrolitico especialmente iones de sodio y de cloro y se ha
desarrollado como un método para monitorear el estado de la mastitis en la vaca.
Se le encuentra como parte de algunos equipos de ordeiilo computarizados
dentro de las salas de ordefio asi como también en forma de medidores

portatiles, lo que permite el monitoreo individual por cuarto (Norberg et al., 2004).

Esta técnica es importante porque mide la lesién, como es el caso del recuento
celular. Sin embargo, sus limitaciones probablemente restringen su uso a vacas
de produccién elevada que se mantienen en rebafios pequefios, 0 en
laboratorios con auto analizadores. Se puede emplear una combinacion de la
deteccion de mastitis subclinica tomando como base la conductividad eléctrica
de laleche, la produccion lactea, el nimero de parto y los dias de lactacion, como
un modelo logistico de regresion como instrumento de analisis en un rebafio con

una incidencia alta de mastitis subclinica (Radostits et al., 2002).

2.4.3. PRUEBA DE CMT

La Prueba de California para Mastitis (CMT, por sus siglas en inglés) ha sido
empleada durante décadas y sigue siendo la prueba mas utilizada a nivel de
campo para el diagnostico de mastitis en el ganado bovino lechero (Medina y
Montaldo, 2003).

La funcion del California Mastitis Test (CMT) es indicar si las células de la leche
estdn aumentadas o disminuidas, el resultado puede ser negativo donde la leche
y el reactivo son acuosos Yy positivos donde la leche y el reactivo se solidifican
(Royster y Wagner, 2015). Este reactivo es Alquilauril Sulfanato de Sodio que es
un detergente que causa una liberacion de contenido celular de los leucocitos y
este se convierte junto con unos agentes proteicos de la leche en una gelatina,
el cual a mayor numero de células en la leche libera mas ADN y hace que esta
mezcla se vea mas viscosa. Este reactivo se encuentra en una paleta de que
tiene cuatro compartimentos donde se alberga la misma cantidad de leche y
permite evaluar cada cuarto independientemente (Wilson et al., 2009).

Bedolla (2007) considera que el uso de esta prueba de campo permite obtener

resultados inmediatos y con una especificidad del 93% y una sensibilidad de
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66,7% para infecciones asociadas a patdogenos mayores, del 49,5%, para

patbgenos menores, y de un 84% para patdgenos ambientales.

El CMT es una prueba sencilla y atil para detectar la mastitis subclinica por
valorar groseramente el recuento de células de la leche. No proporciona un
resultado numérico, sino mas bien una indicacion de si el recuento es elevado o
bajo, por lo que todo resultado por encima de una reaccion vestigial se considera
sospechoso (Blowey y Edmonson, 1995). Los resultados pueden ser
interpretados en cinco clases (Figura 1): desde el resultado negativo en el que la
leche y el reactivo siguen siendo acuosos, hasta el recuento de células mas
elevado en el que la mezcla de la leche y el reactivo casi se solidifica. Esto se
determina en relacién a la reaccion de gelificacion (Bedolla, 2004).

Figura 2.1. Manera de interpretar los resultados con la prueba de CMT.

Negativo

Dos o ++ Tres 0 +++ Mastitis clinica
Fuente: Bedolla et al (2007).
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Cuadro 2.1. Interpretacion de resultados de la Prueba de California Mastitis Test

Score Significado Descripcion de la reaccion Interpretacion (Rcs/ml)
) La mezcla permanece en estado liquido y
N Negativo . 0-200.000
homogéneo.
Hay algo de engrosamiento. La reaccion
T Trazas es reversible y la viscosidad observada 150.000-500.000

Ligeramente

1 »
Positivo

2 Positivo

3 Muy Positivo

por primera vez tiende a desaparecer.

La mezcla espesa, pero no hay
formacion de gel en el medio de la paleta
y la viscosidad observada tiende a

persistir. La mezcla cae poco a poco.

Gel se formara en el centro de la paleta
durante el movimiento giratorio. El gel se
acumula en la parte inferior de la paleta
cuando el movimiento giratorio se
interrumpe. Cuando se viene la mezcla la
masa gelatinosa cae y puede dejar un

poco de liquido en el pocillo.

Gel se formara en el centro de la paleta y
se pega en el fondo del pocillo, pero no a
un lado. Cuando se vierte la mezcla, se

cae sin dejar liquido detras.

400.000-1,500.000

800.000-5,000.000

>5,000.000

Fuente: DVG, 2002 citado por Bedolla et al (2007).

Medina y Montaldo (2003) destacan que la prueba consiste en el agregado de

un detergente a la leche, el Alquilauril Sulfonato de Sodio, causando la liberacién

del ADN de los leucocitos presentes en la ubre y este se convierte en

combinacion con agentes proteicos de la leche en una gelatina. A mayor

presencia de células se libera una mayor concentracion de ADN, por lo tanto

mayor sera la formacion de la gelatina, traduciéndose en nuestra lectura e

interpretacion del resultado como el grado mas elevado de inflamacién.

2.4.4. NUMERO DE CELULAS SOMATICAS (NCS)

El método Optico o recuento microscopico de células sométicas si bien es de

referencia, actualmente es de poca utilidad cuando se trata de un gran nimero

de muestras y se debe trabajar con una metodologia mas rapida. Sin embargo,



12

aun mantiene su utilidad para los trabajos de investigacion (Saran y Chaffer,
2000).

Carrion (2001) describe al método tradicional del recuento de células sométicas,
como el recuento directo por microscopio utilizando un agrandamiento de 500x.
Es un ensayo cuantitativo de laboratorio por el cual se examinan bajo el
microscopio utilizando frotis tefiidos de leche problema y se cuenta el nimero de
células sométicas. Los tanques de leche a granel con més de un millén de células
por mililitro de leche, sugieren que por lo menos el 40% de las vacas de la

explotacion tienen mastitis.

Los recuentos de menos de un cuarto de millén, indican que no mas del 10% de
las vacas estan clasificadas bajo el nimero dos de la escala de calificacion en la
prueba de California. Este método es mas preciso, pero también el que consume
mMas tiempo y requiere ademas equipo costoso. Sin embargo, es dificil que una
persona alcance a contar mas de 10 muestras por hora. Es por eso que los
procedimientos directos de recuentos por microscopio deben considerarse
anticuados, ya que no pueden utilizarse para analizar un gran numero de

muestras en poco tiempo y con alta precision (Carrion, 2001).

2.5. TERAPIA ORGANICA EN EL TRATAMIENTO DE MASTITIS

Hay terapias organicas de interés para los sistemas ganaderos de produccion
autosuficiente y alternativa, como puede ser la ganaderia ecoldgica. Estas
pérdidas invaluables de los conocimientos en salud animal exigen en la
actualidad respetar y fortalecer el caracter holistico y en particular el

conocimiento sobre el mismo (Gomez, 2011).

De igual manera los ganaderos han observado de cerca sus animales y su
medio, tienen nombres para las diferentes enfermedades que afectan a sus
animales, saben a qué sexo y a qué edad son normalmente afectados. Han
desarrollado un amplio espectro de métodos de prevencion y tratamiento para
mantener sus animales sanos y productivos. Estos conocimientos han sido
denominados medicina etnoveterinaria, este término incluye habilidades

médicas como el diagnéstico de enfermedades (Molina, 2004).
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La fitoterapia estudia la utilizacién de plantas medicinales y sus derivados con
finalidad terapéutica, ya sea para prevenir, para aliviar o para curar
enfermedades. Es la ciencia que usa los extractos que contienen los principios
activos contenidos en los distintos tejidos vegetales, o sus derivados para
combatir patologias crénicas o agudas, para prevenirlas o bien para conservar
un buen estado de salud. Se encuentran entre las terapias mas sencillas y mas

antiguas (Guaman, 2014).

Investigaciones cientificas han permitido descubrir una variada gama de
principios activos, de los cuales los mas importantes desde el punto de vista de
salud, son aceites esenciales, los alcaloides, los glucidos o heterépsidos, los
mucilagos, gomas y taninos, sin embargo existen también en las plantas otros
principios activos relevantes denominados nutrientes esenciales, como las
vitaminas, minerales, aminoacidos, carbohidratos y fibras, azucares diversos,

acidos organicos, lipidos y los antibioticos (AECID, 2012).

Por lo expuesto anteriormente, se trata de encontrar métodos naturales efectivos
para disminuir la carga bacteriana y que no sean perjudiciales para la salud
humana (Arancibia, 2011).

2.6. g,QUE SON LOS BIOPREPARADQOS?

Son sustancias y mezclas de origen vegetal, animal o mineral presentes en la
naturaleza que tienen propiedades nutritivas para las plantas o repelentes y
atrayentes de insectos para la prevencion y control de plagas y/o enfermedades.
A lo largo de la historia, los biopreparados se han desarrollado a partir de la
observacion empirica de los procesos y efectos de control que realizan dichos
productos. Por este motivo, la mayor parte de los biopreparados no tienen un
autor definido y, en muchos casos, ni siquiera se conoce con precision la ciudad
o el pais de origen (FAO, 2010).

26.1. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DEL USO DE LGOS
BIOPREPARADOS

Seguidamente se describiran de acuerdo a lo indicado por la FAO (2010), las

ventajas y desventajas del uso de los biopreparados en el &mbito animal.
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2.6.1.1. VENTAJAS
Se basan en el uso de recursos que, generalmente, se encuentran disponibles
en las comunidades, constituyendo en una alternativa de bajo costo para el

control de plagas y enfermedades.
Casi no requieren de energia a base de combustibles fosiles para su elaboracion.

Suponen un menor riesgo de contaminacion al ambiente, ya que se fabrican con

sustancias biodegradables y de baja o nula toxicidad.

Su rapida degradacion puede ser favorable pues disminuye el riesgo de residuos

en los alimentos.

2.6.1.2. DESVENTAJAS
El proceso de elaboracion puede demandar cierto tiempo y, muchas veces, los
ingredientes necesarios no se encuentran disponibles todo el afio, por lo que su

preparacion debe ser planificada.
No siempre pueden almacenarse para un uso posterior.

Se degradan rapidamente por los rayos ultravioleta por lo que su efecto residual
es bajo, aunque en muchos casos, no se han determinado con exactitud los

l[imites méaximos de residuos.

En muchos casos no han sido validados con rigor cientifico, en especial en lo
que refiere a las dosis y los momentos de aplicacion. Como su uso esta basado
en la préactica, se debe recordar que las condiciones de produccion o ecolbgicas

pueden cambiar.

Su manejo requiere de cuidados para evitar la ingestion y el contacto con la piel

(uso de guantes) de altas concentraciones de algunos de ellos.

De acuerdo con lo anterior surgio la idea de hacer esta investigacion utilizando
dos biopreparados, aplicandolos de forma separada para comprobar la eficacia
de cada uno de los preparados de origen organico en el tratamiento de mastitis
clinica y subclinica, y de esta manera responder a la siguiente interrogante ¢ Los

biopreparados ejercen una accion en el tratamiento de mastitis?
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2.7. PROPOLEO (Propolis de Apis mellifera)

Propdleos proviene del griego pro (para o en la defensa) y polis (la ciudad) que
significa defensor de la ciudad. Es una sustancia blanda, pegajosa y balsamica,
que fabrican las abejas a partir de resinas colectadas de las yemas de los
arboles. Esta resina es mezclada con cera y enzimas secretadas por el sistema
glandular de las abejas, para dar lugar a una masilla con un potente poder
antibacteriano. Es utilizado por las abejas para barnizar el interior de la colmena,
sellar grietas, reducir vias de accesos; sellar agujeros en sus panales, alisar las
paredes internas y consolidar los componentes estructurales, protegiendo a la

colonia de enfermedades (Ramirez et al., 2014; Huang et al., 2014; Asis, 1989).

El propoleo tiene su punto de fusion entre los 62 - 70 ° C, un peso especifico de
1,127 g/cm3y se endurece a 15°C. Las abejas lo elaboran mezclando sustancias
activamente secretadas o exudadas por las heridas de ciertos vegetales, con
ceras, sus secreciones salivares y otras sustancias en proporciones variables

(Bedascarrasbure et al., 2006).

En la historia los propéleos fueron utilizados por los egipcios en el proceso de
embalsamiento de cadaveres para su preservacion. Debido a las bondades
terapéuticas que posee, Aristoteles lo indicd para las afecciones de la piel y
heridas supuradas, ademas el famoso médico griego Galeno menciona las
propiedades de los propdleos en sus tratados y recomienda su uso. En la
segunda guerra mundial se utilizé6 por sus propiedades en la desinfeccién y
cicatrizacion de heridas, desde entonces ha sido utilizado hasta la actualidad
(Ramirez et al., 2014; Huang et al., 2014, Asis, 1989).

Suran et al. (2015), manifiesta que los propoleos poseen actividad
antimicrobiana y antiinflamatoria. Una de sus funciones es inhibir la division
celular evitando el aumento de agentes bacterianos (Fiordalisi et al., 2016), esto
se debe a los flavonoides y a los acidos fendlicos principalmente que existen en
su composicion (Bradbear, 2005). También inhibe la actividad de la
ciclooxigenasa, al estimular a los macréfagos e inhibir la agregacion plaquetaria
(Carrillo et al., 2011).
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Wang et al. (2016), ratifica que existen varios estudios que plantean las
cualidades de los propdleos en diversas concentraciones, en su actividad
antimicrobiana y antiinflamatoria. Por lo anteriormente mencionado, es

importante determinar una concentracion ideal (Carrillo et al., 2011).

Mediante investigaciones realizadas se determiné que el propdleo contiene
elementos muy interesantes, principalmente flavonoides, fenoles, algunos
elementos traza y algunos acidos potentes; los cuales otorgan propiedades, que
permite brindar considerables valores terapéuticos en el organismo animal y
humano. Las fuentes de obtencién de los propdleos por las abejas ha sido un
tema muy discutido. Muchos consideran que estos insectos cosechan la resina
de los arboles ubicados en el entorno de la colmena y también a grandes
distancias (Gonzalez y Bernal, 1997). Los principales paises productores de
propéleo en el mundo son: China, Brasil, Argentina, Cuba, Chile, Uruguay y
Canada (Martinez, 2010).

Inicialmente, algunos autores pensaban que el propdleo podria ser un
subproducto generado por las abejas durante el proceso de produccion del
polen. Después de un riguroso estudio de la estructura externa de las abejas
llevado a cabo por cientificos aplicados a la investigacion apicola, afirmando que,
en una primera etapa, es de origen vegetal. Se encuentra recubriendo los brotes
de las plantas, fundamentalmente, en las yemas de los alamos, pinos, sauces,

castafios, abedules, fresnos, olmos (Crea, 1993).

Actualmente, se ha demostrado que el propodleo es el resultado de un aporte
mixto entre las sustancias resinosas provenientes de las exudaciones de los

arboles y los balsamos procedentes del polen (Lacalle, 2008).

Cuando el tiempo es frio y la resina se encuentra mas dura, el insecto ablanda
la sustancia con una secrecion de las glandulas mandibulares. A continuacion,
tritura la porcion extraida y ayudandose de las patas del segundo par la transfiere
a la cesta de pata posterior del mismo lado, esta operacion se realiza
sucesivamente hasta llenar la cesta de la otra pata, una vez finalizado, la abeja
recolectora se dirige hacia la colmena y pasa su carga hacia las receptoras y

ubicarlas en el lugar indicado, produciendo entre 150 y 300 gramos de propéleo
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por afo, cifra que puede variar segun las condiciones climaticas, temperatura,

cantidad de colmenas (Crea, 1993).

2.7.1. COMPOSICION QUIMICA DEL PROPOLEO (Propolis de Apis
mellifera)

Ramirez et al. (2014) destacan que la composicion quimica de los propoleos
depende de la ubicacién geografica de recoleccion, el tipo de vegetacion vy el
disolvente utilizado para la extraccion. Generalmente, la composicion quimica
mas usual muestra compuestos polifendlicos, flavonoides, acidos fendlicos,
ésteres, terpenos, minerales como: Mg, Ca, |, K, Na, Cu, Zn, Mn y Fe y algunas
vitaminas entre las cuales estan: vitamina B1, B2, B6, C, vitamina E ademas de

una serie de 4cidos grasos.

Su variada composicion quimica, depende de la temporada climéatica, del lugar
donde la abeja recolecta las resinas o exudados de los arboles y la flora local
predominante, condiciona los diferentes tipos de propoleos de acuerdo a su
ubicacion geografica (Huang et al., 2014; Bankova et al., 2016; Salas et al., 2016;
Elnakady et al., 2017).

Cuadro 2.2. Composicién del Propéleo (Propolis de Apis mellifera)

Componente % Contenido
Resinas y balsamos 50-55 Flavonoides, acidos fendlicos y esteres.
Cera de abeja 30-40 Acidos grasos de cadena larga.
Aceites esenciales 5-10 Aceites volatiles.
Polen 5 Proteinas.

14 trazas de minerales, Fe y Zn (méas
comunes), cetonas, lactonas, quinonas,
esteroides, acidos benzoico, vitaminas,

azucares.

Materiales y diversos
compuestos organicos

Fuente: Krell, 1996.

La composicion del propoleo es bastante compleja y dificil de caracterizar o
comparar mediante una norma generalizada debido a su alta variacion (por
cambios en vegetacion, clima, manejo, ubicacién). Por esto existen rangos
generales que sirven para conocer la composicion y las fuentes de origen de

cada componente, asi como sus usos (Bedascarrasbure et al., 2000b).

La fraccion resinosa donde se encuentran compuestos bioldgicamente activos,

por lo tanto, un mayor fragmento de ésta puede indicar mejor calidad por las
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posibles propiedades y usos potenciales en la industria (Bedascarrasbure et al.,
2000a). El propoleo en definitiva debe estar libre de contaminantes todxicos
(metales pesados); contener bajos niveles de cera, impurezas mecanicas y
cenizas. Asimismo, es recomendado determinar la fuente vegetal circundante de
la colmena para conocer los componentes activos presentes en sus resinas y de

igual forma, estimar la proporcion de éstos compuestos activos (Bankova, 2000).

Hasta ahora se han identificados méas de 300 compuestos quimicos como
constituyentes de los propdleos de diferentes zonas geograficas del mundo. De
los componentes estudiados se destacan los flavonoides, que se clasifican
segun su estructura quimica y han sido aislados desde propéleos de China,
Polonia, México, Kenia, Nepal, Canad4, Cuba, Grecia y Japon. Otros
componentes como: lignanos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
triterpenos, fenilpropanoides prenilados, ésteres, estilbenos y cumarinas se han
identificado en distintas zonas geograficas (Huang et al., 2014; Bankova et al.,
2016; Salas et al., 2016; Elnakady et al., 2017).

2.7.2. ACTIVIDADES BIOLOGICAS DEL PROPOLEO (Propolis de Apis
mellifera)

2.7.2.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
La capacidad antioxidante que presenta el propéleos se debe principalmente a
la presencia de flavonoides y sus derivados. Los métodos para determinar dicha

capacidad son muy variados (Ocampo, 2014; Venegas et al., 2016).

2.7.2.2. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

La accién antibacteriana que posee el propoleos se les atribuye a sus
constituyentes, principalmente a flavonoides, acidos grasos, eésteres,
hidroxiacidos, sesquiterpenos y demas componentes, que juntos establecen un
sinergismo significativo para ejercer la actividad bioldgica. En varias literaturas
se menciona que diferentes ensayos satisfactorios realizados con propdleos
frente a cepas bacterianas de importancia clinica, entre estas estan: Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, S. Enterococcus sp, Escherichia coli, Klebsiella
sp, Helicobacter pylori (Sanpa et al., 2015; Villanueva et al., 2015; Raghukumar
et al., 2010; Melliou, 2007).
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2.7.2.3. ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA

El propdleo es rico en flavonoides y se ha demostrado ser mas activo contra el
parasito de Leishmania. En algunos ensayos realizados se demuestra actividad
antiparasitaria frente a promastigotes de Leishmania amazonensis, evaluandose
en diferentes modelos biologicos experimentales. Se han obtenido resultados
muy favorables en cuanto a la dosis respuesta lo cual demuestra que el
propdleos tiene la capacidad de inactivar parasitos intracelulares (Dantas et al.,
2017; Nascimiento et al., 2016).

2.7.2.4. ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

En algunos paises como Uruguay, Colombia, Cuba, Argentina se utiliza el
prop6leo como crema de ordefio que es un preventivo y curativo de grietas,
heridas e inflamacion de pezones. También el unglento que se utiliza en la
cicatrizacion de heridas superficiales, necrobacilosis, quemaduras, procesos
infecciosos e inflamatorios, dermatitis seborreica, escaras, ademas de las
soluciones adhesivas utilizada en enfermedades pdédales, llagas de prepucio,
miasis, mucosas infectadas, heridas de piel y mucosas, castraciones, evita la

contaminacion post-quirargica de las suturas (Anzola, 2005).

Este producto ha sido empleado en la terapéutica veterinaria en diversos campos
y especies animales, entre las que se destacan: la aplicacion de soluciones para
la prevencion y control de enfermedades pddales en ovinos, infusiones
mamarias para el tratamiento de mastitis, polvo antidiarreico, bolos y soluciones
inyectables, en enfermedades del sistema genito-urinario como la endometritis;
colirios y unglientos para la queratitis y queratoconjuntivitis infecciosas, tinturas
y pomadas en herida recientes y otras que no cicatrizan por primera intencion;
se usa en la terapia de la onfalitis del ternero; soluciones inyectables como

estimulantes del sistema inmunolégico, entre otros (Fierro, 2000).

Lozina (2003), hace énfasis en la informacién ya que los extractos de propoleos
presentan actividad antimicrobiana sobre microorganismos aislados de animales
enfermos con otitis. Dentro del grupo de bacterias se encuentran: Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y la levadura Malassezia
pachydermatis, sobre las cuales se estudi6 si el propdleo generaba inhibicion a

su desarrollo. Las muestras fueron obtenidas del conducto auditivo externo de
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caninos con otitis. Al finalizar del estudio se llego a la conclusidn que el extracto
de propdleos posee propiedades antibidticas y antiinflamatorias. Ambas son
importantes para aliviar los sintomas de la otitis, e incluso lograr la curacion del

paciente, segun estudios realizados por diferentes médicos veterinarios.

2.7.3. DESCRIPCION DEL PRODUCTO

Cuadro 2.3. Descripcion del tratamiento a base de Propdleo (Propolis de Apis mellifera)

DOSIS ViA DE ADMINISTRACION PRESENTACION POR ENVASE

Bovinos: 1 jeringa/cuarto afectado

cada 24 horas durante 3 dias o Intramamaria o
. Envase plastico (jeringas de 5 ml).
hasta la recuperacion completa.

2.8. SANGRE DE DRAGO (Croton lechleri)

La Sangre de Drago se la conoce también como Sangre de Grado, con este
nombre esta distribuida en toda América tropical y sub-tropical, desde la
amazonia peruana hasta las Guyanas. En América del Sur se le encuentra en
Bolivia, Colombia, Ecuador y Pert (Meza, 1999; Pinedo et al., 1997).

Grefa (2016) reporta que la Sangre de Drago es un latex de color vino y viscoso;
este se obtiene de la corteza del arbol por medio de la realizacién de diferentes
cortes, su tronco es de color blanquecino y puede llegar a medir entre 10 a 20m
de altura; se origind en América y se lo puede localizar en la Amazonia entre los
700 y 1600msnm. El latex es utilizado por los habitantes de la Amazonia desde
muchos afios atrds con fines curativos para numerosas enfermedades tanto
internas como externas; para ser ingerida por via oral esta debe ser mezclada

con agua.

Desde la antigiiedad la savia se ha utilizado sobre heridas para detener la
hemorragia, acelerar el proceso de cicatrizacién evitando dejar huellas visibles o
gueloideas, sellar y proteger las lesiones de la infeccion, secandose rapidamente
y generando una barrera de tono rojizo, formando una segunda piel (Gupta et
al., 2008). Este componente es usado principalmente para el tratamiento de una
serie de patologias (Cerutti, 2000; Chen, 1994). Su componente activo principal

es un elemento llamado Taspina, que es un alcaloide que se encarga de la
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formacion del colageno y por ende la aceleracion de la cicatrizacion, ademas de

ser un excelente antibacteriano y antiséptico (Lobardo, 1994; Porras et al., 1993).

El género Croton ha sido estudiado desde el punto de vista fitoquimico, en cuanto
a la presencia de compuestos carcinogénicos en algunas de sus estructuras
(Sandoval et al., 2006) y también han sido investigadas sus usos terapeuticos
como el de la regeneracion de tejidos, su actividad antioxidante, curacion de
Ulceras, propiedades antidiarréicas, anticancerigenas, antiinflamatorias,
antirreumaticas y propiedades antisépticas a nivel vaginal (Ayala et al., 2009;
Gupta et al., 2008).

En cuanto a los extractos de Croton lechleri, se ha demostrado que la polaridad
es un aspecto importante que permite comprender las diferencias entre la
actividad y eficacia que los extractos de una misma planta puedan presentar
frente a las bacterias (Cowan, 1999). En este sentido, el extracto etandlico de
Croton lechleri se caracteriza por ser apolar, caso contrario del extracto obtenido
con éter de petréleo, lo que se correlaciona con la diferencia en los resultados
del potencial antibacteriano obtenidos para cada uno (Ramirez et al., 2013).

Ramirez (2009) y Murillo (2008) reportan que en una investigacion que realizaron
relacionaron la resistencia antimicrobiana en aislamientos de S. aureus
asociados a mastitis bovina en un hato lechero en el afio 2008, mencionaron que
cuando las bacterias son expuestas a los agentes antimicrobianos, el grupo con
carga positiva (polar) se asocia con los grupos fosfato de los fosfolipidos de la
membrana, mientras que la porcion no polar penetra en el interior de la
membrana la cual se caracteriza por ser hidréfobo, esto induce la pérdida de la
semipermeabilidad de la membrana, permitiendo asi que mas componentes

penetren en la célula y desnaturalicen las proteinas de la misma.

2.8.1. COMPOSICION QUIMICA

La composicién quimica del Croton lechleri estd constituida por: esteroides,
cumarinas, alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas, antocianinas, Yy
antracenos; compuestos reductores como: lactosa, galactosa y ramnosa,

triterpenoides. Ademas de compuestos fenolicos (acido galico), vitamina A, E'y
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C; e igualmente presenta acidos organicos debiles como almidon, celulosa,

grasas, lignanos, mucilagos, proteinas y catequinas (Ramirez, 2003).

2.8.2. PROPIEDADES DE LA SANGRE DE DRAGO (Croton lechleri)

Cuadro 2.4. Propiedades de la Sangre de Drago (Croton lechleri)

PROPIEDADES BENEFICIOS

o Permite la formacién tanto del colageno como de la costra,
Cicatrizante ) ) ]

debido a que presenta taninos y alcaloides.

Accidn antiviral y Inhibe diferentes virus que se presentan en el organismo
antibacteriana gracias a la presencia de proantocianidinas.

o o Presenta radicales libres que benefician los procesos
Actividad antioxidante ) )
inflamatorios.
Actividad de infecciones Combate la principal bacteria (Helicobacter pylori) que afecta

gastricas las mucosas gastrointestinales

Actividad analgésica y Actia como des-inflamatorio y a su vez evita la activacion de
antiinflamatoria las fibras nerviosas que transmiten dolor al cerebro.

Fuente: Allaica (2015).

2.8.3. ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LA SANGRE DE DRAGO
(Croton lechleri)

2.8.3.1. ACTIVIDADES ANTIVIRAL Y ANTIBACTERIANA

Se ha podido comprobar la actividad antimicrobiana de la Sangre de Drago frente
a Gram positivos, como: Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228; y a gram negativos: Pseudomona y Klebsiela, fueron
documentados (Galvez et al., 2006). Ademas, actia inhibiendo el crecimiento del
Helicobacter Pylori cuando se presenta en concentraciones elevadas (Tamariz
et al., 2003).

Asimismo su actividad antibacteriana, en varios experimentos in vitro muestran
su accién inhibiendo diferentes virus, incluyendo el virus herpes (HSV tipos 1y
2), el virus de la hepatitis (A y B), el virus de la influenza A (FLU-A) y el virus de
la parainfluenza (Azevedo et al., 2015).
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2.8.3.2. ACTIVIDAD CICATRIZANTE

Lazo y Pareja (2007) destacan que el efecto cicatrizante del Croton lechleri,
(especialmente de la Taspina) ha sido demostrado en estudios “in vivo” con ratas
que presentaban Ulceras gastricas agudas inducidas por Indometacina,
prediciendo que el efecto se debe a la influencia sobre la migracién fibroblastica,
actividad atribuida al alcaloide Taspina.

2.8.3.3. ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

El efecto antinflamatorio de la Sangre de Drago esta relacionado con la Taspina
(alcaloide aislado de las plantas). Sin embargo, no es el Unico responsable de la
accion antinflamatoria. El latex total, administrado por via intraperitoneal,
presenta una potente actividad antinflamatoria significativa en la region sub

plantar de la rata (Risco et al., 2005).

2.8.4. DESCRIPCION DEL PRODUCTO

Cuadro 2.5. Descripcién del tratamiento a base de Sangre de Drago (Croton lechleri)

DOSIS ViA DE ADMINISTRACION PRESENTACION POR ENVASE

Bovinos: 1 jeringa/cuarto afectado

cada 24 horas durante 3 dias o hasta Intramamaria o
. Envase plastico (jeringas de 5 ml).
la recuperacion completa.

2.9. TRATAMIENTO TESTIGO A BASE DE CEFALEXINA
Segun lo detallado por Agrovetmarket (2014) a continuacién, se describen las

caracteristicas del producto:

Infusion antibidtica para vacas en lactacion, para el tratamiento de las mastitis
en bovinos, ovinos y caprinos en produccion lactea, causadas por gérmenes
sensibles a la cefalexina y/o gentamicina. Posee potente accién antiinflamatoria
y esta adicionado con vitamina A como regenerador epitelial de la glandula

mamaria.



24

2.9.1. DESCRIPCION DEL PRODUCTO

Cuadro 2.6. Descripcién del tratamiento a base de Cefalexina.

COMPOSICION DOSIS ViA DE ADMINISTRACION ~ "RESENTACION POR
ENVASE
Cefalexina monohidrato 20 mg Bovinos: 1 jeringa/cuarto Intramamaria. Segun el
(Base) afectado cada 12 a 24 caso, hacer una segunda c I 18
. nvase plastico x

GentaTBK;g:)sulfatO 10 mg horas durante 2 dias o aplicacion a las 24 horas a jeringaz de 10 ml.
Dexametasona 21 0,075 hasta la recuperacion criterio del médico

fosfato mg completa. veterinario.

Vitamina A 1000 UI
Excipientes ¢.s.p. ml

Fuente: Agrovetmarket (2014).



CAPITULO Ill. DESARROLLO METODOLOGICO

Los preparados de uso intramamario de origen natural fueron obtenidos
mediante convenio de la universidad ESPAM MFL, con la empresa de productos
farmacéuticos veterinarios FARBIOPHARMA®, cuyos ingredientes fueron
procesados en el laboratorio de la empresa.

3.1. l’JBICACIC')N DE LA INVESTIGACION Y CONDICIONES
CLIMATICAS

El presente trabajo se realizé en la Hacienda Santa Rosa, Sitio San Lorenzo del
Sr. Antonio Alava, en el canton Chone, a 0° 49’ 23” Latitud Sur; 80° 11’ 01”

Longitud Oeste y una altitud de 15 msnm.

Cuadro 3.1. Datos de condiciones climaticas

Variables Valor
Precipitacion media anual (mm) 199,9
Temperatura media anual (°C) 26,00
Humedad relativa anual (%) 83,3
Heliofania anual (horas/sol) 966,8
Evaporacion anual (mm) 1182,7

Fuente: Estacién Meteorolégica ESPAM MFL (2020).

3.2. DURACION DEL TRABAJO

El trabajo tuvo duracién de tres meses, donde se realiz6 el trabajo de campo
(tanto de campo como de laboratorio). La obtencién de los resultados del NCS
estuvieron listos en diez dias, mas la tabulacion de datos y la redaccion del

informe que fue hecha en un mes.

3.3. FACTORES DE ESTUDIO

Preparados organicos: Sangre de Drago (Croton lechleri) al 5% y Propéleo
(Propolis de Apis mellifera) al 5% y adicionalmente el tratamiento testigo
Cefalexina con los principios quimicos: Gentamicina sulfato (Base),

Dexametasona 21 fosfato, Vitamina A, Excipientes c.s.p.
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3.4. TRATAMIENTOS
TO= Producto comercial Cefalexina

T1= Preparado organico a base de Propdleo (Propolis Apis mellifera) al 5%.

T2= Preparado organico a base de Sangre de Drago (Croton lechleri) al 5%.

3.5. DISENO EXPERIMENTAL

La organizacion de la investigacion se realiz6 a través de un disefio
completamente al azar con submuestras (DCA), para tres tratamientos con cinco
repeticiones (vacas con mastitis clinica y subclinica, entre edades comprendidas
de 2 a 3 afios) y cada una con cuatro submuestras, para un total de sesenta

observaciones, aplicando el siguiente modelo matematico:
Yi]'k = U + ti + E,_] + 6ijk
Y; =1,23,....k; j=1,2,3,,...,Ni K=1,2,3,...,ni.

Yik= Observaciones del i -esimo tratamiento de la j-esima repeticion en la k-

esima submuestra
u = Promedio de las observaciones.
t; = Efecto del i-ésimo tratamiento.

E;; = Efecto del j-esima unidad experimental sujeta al i-esimo tratamiento (o error

experimental).

;1= Efecto de la I-esima observacion tomada de la j-€sima unidad experimental

sujeta al i-ésimo tratamiento (o error de muestreo).

3.6. ESQUEMA DEL ADEVA
Cuadro 3.2. ADEVA

F.V G.L
Tratamientos 2
Error experimental 12
Error de submuestras 45

Total 59
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3.7. UNIDAD EXPERIMENTAL
Las unidades experimentales representativas en la investigacion fueron vacas

con mastitis clinica y subclinica para el total de las unidades experimentales.

Cuadro 3.3. Tratamientos y unidades experimentales

Tratamientos Descripcién Repeticiones  Submuestras Namero de
vacas
To Tratgmlento testigo cpn 5 20 5
medicamento comercial.
Sangre de Drago (Croton
Tl lechleri) al 5%. 5 20 5
T2 Propdleo (Propolis de Apis 5 20 5

mellifera) 5%.

3.8. VARIABLES DE ESTUDIO
3.8.1. VARIABLES INDEPENDIENTES
Sangre de Drago (Croton lechleri) al 5%

Propdleo (Propolis de Apis mellifera) al 5%
Tratamiento testigo (Cefalexina)

3.8.2. VARIABLES DEPENDIENTES

Numero de células somaticas (NCS/ml)
Cantidad de aglutinacion de las submuestras de leche (CMT)

% de efectividad de los biopreparados organicos y Cefalexina

3.9. ANALISIS ESTADISTICO

Las variabilidades de las observaciones se estudiaron por medio del Andlisis de
la Varianza (ADEVA) a través del programa estadistico Infostat (2013),
previamente se comprobo la homogeneidad de varianza (Prueba de Bartlett) y
normalidad de los errores (Prueba de Shapiro-Wilks).

3.10. MANEJO DEL EXPERIMENTO

3.10.1. CLASIFICACION DE LOS ANIMALES Y REALIZACION DE LA
PRUEBA DE CALIFORNIA MASTITIS TEST (CMT)

Para realizar el siguiente ensayo, previamente se identifico las vacas afectadas

mediante la prueba de California Mastitis Test. Luego fueron separados en tres
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grupos, los cuales ya estaban establecidos para la aplicacion de cada uno el

respectivo tratamiento.

3.10.2. TOMA DE MUESTRAS ANTES DE LA APLICACION DE LOS
TRATAMIENTOS

Se le tom6 a cada animal cuatro muestras de leche (una por cada pezén) antes
de aplicar los tratamientos para identificar la cantidad de carga bacteriana a

través de un Numero de Células Somaticas (nCS).

3.10.3. PRESENTACION Y APLICACION DE LOS TRATAMIENTOS

La presentacion de los tratamientos de origen natural es de infusiones de
extractos etandlicos procedentes del Propdleo (Propolis de Apis mellifera) (T1) y
emulsificantes a base de Sangre de Drago (Croton lechleri) (T2), los cuales se

aplicaron de forma intramamaria, al igual que la Cefalexina (TO).

3.10.4. REALIZACION DE LA PRUEBA DE CALIFORNIA MASTITIS
TEST (CMT) DESPUES DE LA APLICACION DE LOS TRATAMIENTOS

Después de concluido los tratamientos se realizé una nueva prueba de California
Mastitis Test, para comprobar menor o nula carga bacteriana en las muestras de

leche.

3.10.5. VERIFICACION DE LA EFICACIA DE LOS BIOPREPARADOS
ORGANICOS SANGRE DE DRAGO (Croton lechleri) AL 5%,
PROPOLEO (Propolis de Apis mellifera) AL 5% Y TRATAMIENTO
TESTIGO (CEFALEXINA)

La eficacia de los preparados organicos y Cefalexina se evidenci6 a través del
estudio de la variabilidad observada la cual fue analizada estadisticamente, de

esa manera se detectaron los promedios entre ellos.

3.10.6. VERIFICACION DE LA EFICACIA DE LOS TRATAMIENTOS
MEDIANTE CALIFORNIA MASTITIS TEST (CMT)

Para evaluar los resultados de eficacia de cada uno de los tratamientos, se
consider6 lo reportado a nivel de literatura (Cuadro 2.1). De esa manera se

procedi6 a la asignacion numérica de acuerdo a lo observado categoricamente:

Negativo y trazas (0); ligeramente positivo (1), positivo (2), muy positivo (3).
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3.10.7. VERIFI('ZACION DE LA EFICACIA DE LOS TRATAMIENTOS
MEDIANTE NUMERO DE CELULAS SOMATICAS (NCS) EN EL
LABORATORIO

Para verificar la efectividad de los tratamientos se ejecuto otra toma de las 57
muestras de leche (se excluyeron tres muestras debido a la presencia de
pezones infuncionales), para verificar la cantidad del NCS/ml post tratamientos.

Asi mismo estos resultados se muestran en porcentajes en el Cuadro 4.2.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

La investigacion realizada permitié corroborar la hipétesis planteada la cual se
habia presentado anteriormente. Seguidamente se muestran los resultados

obtenidos en la investigacion:

4.1. NUMERO DE CELULAS SOMATICAS (NCS/ml)

En el cuadro 4.1. se presenta la estadistica descriptiva del nimero de células
somaticas en los distintos productos utilizados donde se observa en los
promedios antes de la aplicacion, valores distintos y posteriormente una
disminucién en cada uno de los productos para el control de la mastitis clinica y
subclinica, aqui se destacan los promedios en cada uno de ellos.

Cuadro 4.1. Estadistica descriptiva del nimero de células por tratamiento aplicado (antes y
después).

Propdleo (T1) Sangre de Drago (T2) Cefalexina (T0)
Estadigrafos Valor Valor Valor Valor Valor Valor
Antes Después Antes Después Antes Después
N 20 18 17 16 20 20
Media 609,45 364,17 334,12 324,69 356,35 297,95
Desviacion 936,85 727,54 448,37 461,33 770,10 433,34
Estandar
Error Estandarde g 49 171,48 108,75 115,33 172,20 96,897
la Media
Valor minimo 20,000 17,000 65,000 65,000 21,000 14,000
Valor maximo 2884,0 2513,0 1661,0 1661,0 2943,0 1490,0

La variabilidad de los datos para el Numero de Células Somaticas (NCS) se
estudio a través del andlisis de varianza (Anexo 6), el cual resulto sin diferencias
significativas (p>0,05) entre la aplicacion de los preparados naturales y el

comercial.

Sin embargo, la literatura refleja que el nimero de células somaticas (NCS), es

usado como un indicador de la salud de la glandula mamaria, tal como lo ha
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manifestado Bradley y Green (2005). Ademas el NCS en el estado de cada vaca
debe verse como una aproximacion al origen de la infeccion, siendo el numero
de células por mililitro de leche, la concentracion de leucocitos. Los hatos bien
manejados pueden mantener un conteo de <200,000 células/ml para un 90% del
hato, mientras que el 5% restante en sus tres lecturas consecutivas tendran un
conteo >200,000 células/ml, éstas seran por consiguiente las vacas que estan
aportando la infeccion.

El analisis del efecto de aplicacion de los productos en relacion a la disminucion
de células somaticas en animales tratados permitié establecer que el tratamiento
de Propdleo, tuvo una reduccién poco notable en el NCS. Estos resultados son
contrarios a los obtenidos por Paredes (2018) cuando encontré con el empleo de

Propéleo, para el tratamiento de mastitis bovina una efectividad del 100%.

Con respecto al comportamiento de la aplicacion de Sangre de Drago, se
observo reduccién de la aglutinacion de las muestras al momento de hacer el
CMT post tratamiento, lo cual se muestra en el cuadro 4.1. En un trabajo
realizado por Arciniega (2019), obtuvo resultados satisfactorios aplicando
Sangre de Drago 5%, en el NCS como en el CMT, con un efecto significativo (p
< 0,05) para cada prueba. Mientras que, la comparacion de cada uno de los
tratamientos redujo significativa tanto para CMT (California Mastitis Test), como
para NCS (Numero de Células Somaticas), con una desinflamacion de la

glandula mamaria.

Al analizar la Cefalexina se observa un cambio del promedio de un 16%
aproximado de accion con referencia al NCS (Cuadro 4.1). Es importante resaltar
gue en las muestras analizadas se percibi6 la aglutinacion de la leche. Estos
resultados son contrarios a los indicados por Li (2012), quien observo una
reduccion de las células somaticas con la aplicaciéon del producto, con una
recuperacion de los cuartos afectados al finalizar el periodo de tratamiento, en

todos los animales, con una tasa de recuperacion del 100%.

Los resultados del laboratorio privado presentaron valores, que infieren la poca

incidencia de mastitis clinica en las muestras analizadas. Sin embargo, a nivel
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de campo la aglutinacion observada fue alta; esta contradiccion puede ser debida

a la manipulacion de las muestras a nivel de laboratorio.

4.2. CANTIDAD DE AGLUTINACION DE LAS MUESTRAS DE
LECHE (CMT)

Los porcentajes obtenidos antes de la aplicacion de los tratamientos para el
control de la mastitis (Grafico 4.2.1), destaca que el 44% de las muestras fueron
de la categoria “positivo”, esto implica que las vacas no tenian un buen manejo
al momento del ordefio. El 28% equivale a “ligeramente positivo”, se evidencio
grumos en las muestras tomadas directamente del pezén. ElI 21% que
significativamente es “negativo a trazas” y el 7% restante equivale a “muy
positivo”, estos aspectos cualitativos se consideraron de acuerdo a la
metodologia indicada segun Bedolla et al. (2007). Otro aspecto de interés de
resaltar fue la aglutinacion en la prueba de CMT, que presentaron las muestras
tomadas en su totalidad.

Grafico 4.2.1. Porcentajes de las distintas categorias de aglutinacion antes de la aplicacion
de los tratamientos para el control de la mastitis.

7%

B Negativo
B Ligeramente Positivo
44% H Positivo

Muy Positivo

A pesar de los resultados obtenidos anteriores con la técnica CMT, es relevante
indicar lo mencionado por Patifio (2008), quien hace referencia que dicha prueba
a nivel de campo no es uniforme. Sin embargo, cuando es una gran cantidad de
animales podrian ser diagnosticados mediante pruebas de laboratorio y de campo
como el California Mastitis Test (CMT) segun AL-Edany et al. (2012). Siendo un
método ampliamente utilizado, dada su utilidad practica, bajo costo y rapido
resultado, tal como lo han indicado Sanford et al. (2006).
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El grafico 4.2.2. presenta los porcentajes obtenidos después de la aplicacion de
los tratamientos para el control de la mastitis, se destaca que el 14,0% de las
muestras fueron “positivo”, el 15,8% equivale a “ligeramente positivo”, el 70,2%
pertenece al score 1 que significativamente es “de negativo a trazas”. A pesar
gue no hay diferencias estadisticas, se pudo comprobar la efectividad de los
tratamientos a nivel de campo a través de la observacion de los resultados del
CMT.

Grafico 4.2.2. Porcentajes de las distintas categorias de aglutinacién después de la
aplicacién de los tratamientos para el control de la mastitis.

M Negativo
M Ligeramente Positivo

M Positivo

4.3. EFECTIVIDAD DE LOS BIOPREPARADOS ORGAN,ICOS
SANGRE DE DRAGO (Croton lechleri) al 5%, PROPOLEO
(Propolis de Apis mellifera) al 5% Y TRATAMIENTO TESTIGO

Los promedios y error estandar (antes y después) para la efectividad de los
biopreparados organicos y Cefalexina (Cuadro 4.2), permite observar una
disminucién en los promedios del nimero de células somaticas después de la
aplicacion. Es importante destacar que la efectividad relativa se observo a nivel

del Propéleo (16%), siendo superior a la Sangre de Drago y Cefalexina.
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Cuadro 4.2. Promedios y error estandar (antes y después) para la efectividad de los
biopreparados organicos y Cefalexina bajo estudio.

ANTES DESPUES
Porcentaje de
, Error , Error efectividad (%)
Productos Promedio estandarde Promedio estandar de
la media la media
, 16%
Propdleo 609,45 209,49 364,17 171,48
Sangre de 10%
Drago 334,12 108,75 324,69 115,33
, 11%
Cefalexina 356,35 172,20 297,95 96,897

Estos resultados a pesar del efecto no significativo, permitié observar a nivel de
campo una mayor efectividad para el Propdleo (Propolis de Apis mellifera) al 5%,
posiblemente asociado a la consistencia del preparado, siendo menos denso y
por lo tanto mayor absorcion. Mientras que la Sangre de Drago (Croton lechleri)
al 5% tuvo se observo una eficacia del 10%. Por otra parte, la Cefalexina, tuvo
una efectividad superior al anterior (11%). A pesar de los resultados, se verifico
que los productos utilizados presentaron efectividad en el tratamiento de la

mastitis.

Sin embargo, Arciniega (2019), cuando utilizo concentraciones de Sangre de
Drago (Croton lechleri) al 5%, se produjo una disminucion del NCS, ocasionando

una reduccion inflamatoria en la glandula mamaria.

Ademas que a pesar de la efectividad comprobada de la Cefalexina, la presencia
de sustancias quimicas producen resistencia bacteriana. Aunque la resistencia
a los antibiéticos afecta la salud publica, su desarrollo es un fenémeno ecoldgico
natural y es el producto de miles de millones de afios de evolucién (Blair et al.,
2014). Es importante tener en cuenta que los antibiéticos ejercen presién
selectiva sobre las poblaciones bacterianas, es decir, que las bacterias estan
influenciadas por un antibiético en la seleccién natural para promover que el
grupo de individuos resistentes sobrevivan y se multipliguen y las sensibles sean
eliminadas (APUA, 2017).

De esta manera, los genes determinantes de resistencia se transfieren
verticalmente a las células hijas, creando en consecuencia una poblacién

resistente que puede extenderse y acumularse con el tiempo, ya sea para uno o
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multiples antibidticos, favoreciendo la seleccion de resistencia en especies
ambientales como la generacion de genes de resistencia a antibidticos o
resistomas. Los resistomas no soélo incluyen a los genes que confieren
resistencia a patdégenos en la clinica, sino también a las especies no patdgenas

gue dominan el medio ambiente (Perry, 2014).

4.4. ESTIMAR LA FACTIBILIDAD ECONOMICA DE LOS
TRATAMIENTOS UTILIZADOS EN EL CONTROL DE LA
MASTITIS A TRAVES DEL COSTO DE CADA UNO DE ELLOS

Con respecto al precio de cada uno de los tratamientos administrados a las
vacas, se muestran los costos ocasionados por los distintos productos (Cuadro

4.3) a continuacion:

Cuadro 4.3. Factibilidad econdémica de los respectivos productos

Tratamiento Precio/unidad*
Tratamiento testigo con Cefalexina $2.75
Preparado organico: Sangre de Drago (Croton lechleri) al 5% $2.30
Preparado orgénico: Propéleo (Propolis de Apis mellifera) 5% $2.30

* Presentacion jeringa

Al hacer referencia de los precios en los productos utilizados para el control de
la mastitis clinica y subclinica, los calculos hacen un balance a favor de los
preparados bioldgicos con respecto a Cefalexina, de $0,45 centavos. Ante estos
resultados, al realizar la estimacion simulada de tratar 100 vacas en los cuatro
pezones (jeriga/pezon), el valor de ahorro, utilizando los preparados biologicos

con respecto a la Cefalexina seria de $180, en una sola aplicacion.

Actualmente se reconoce la importancia de los compuestos de origen natural
porque poseen innumerables caracteristicas, son de bajo costo y sus principios
activos estan biologicamente equilibrados evitando que se acumulen en el
organismo, no presentando efectos secundarios o colaterales, ademas el uso
indiscriminado y prolongado de antimicrobianos artificiales se ha elevado el

namero de patégenos mutantes resistentes; tomando fuerza el uso de
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antimicrobianos naturales como una alternativa eficaz y econdmica en el

tratamiento de infecciones bacterianas (Cabezas et al., 2011).

Breser y Porporatto (2017), investigan la mastitis en aras de buscar mejorar la
salud de los bovinos, reducir costos en antibioticos y aumentar la produccion, a
partir del desarrollo de combinaciones que facilitan la erradicacion de las
infecciones de manera completa. Con estos sistemas combinados se pretende
disminuir las concentraciones y el tiempo de aplicacién, teniendo como objetivo
incrementar la produccion de leche y reducir los costos asociados a los

tratamientos antibi6ticos.

Estas referencias anteriores mencionadas, dejan ver la factibilidad de uso de
preparados orgénicos, principalmente por sus bajos precios, aunado al efecto
colateral de mejorar el ambiente, ademas de la inocuidad del alimento, en esta

oportunidad la leche para el consumo humanao.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES
Al determinar el NCS y aglutinacion, se evidencia que no hay diferencias
significativas entre los tratamientos utilizados para el control de mastitis clinica y

subclinica.

Se pudo percibir que los tratamientos tuvieron una efectividad satisfactoria con
tres aplicaciones a intervalo de 24 horas, favoreciendo en la recuperacion de
animales con mastitis causada por agentes sensibles a los componentes de la
férmula. En comparacién a los preparados de origen natural, la eficacia fue
mayor de lo esperado ya que la concentracion de los productos era baja (5%),
pero surgid efecto en relacion con otros trabajos de investigacion realizados

anteriormente.

Entre los tratamientos utilizados hay una diferencia de $0,45 centavos entre los
biopreparados y la Cefalexina haciendo factible a los de origen natural por su

economia y efectividad.

5.2. RECOMENDACIONES
Realizar investigaciones sobre la elaboracion y el uso de biopreparados para

prevenir residuos quimicos en los productos de consumo humano.

Prever el uso y manejo adecuado de todos los productos veterinarios en general,
para evitar la resistencia de algunos antibiéticos (de forma cruzada) a las

personas debido al consumo de subproductos contaminados.

Considerar para futuras investigaciones factores de estudio tales como: manejo
del ternero y dias de lactancia, con el empleo de distintas dosis de

biopreparados.
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ANEXO 1. Toma de muestras para realizacion del CMT antes de la aplicacion
de los tratamientos

ANEXO 2. Aplicacion del reactivo a las muestras de leche
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ANEXO 3. Verificacion de la aglutinacion de la muestra antes de la aplicacion
de los tratamientos
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ANEXO 4. Aplicacion de los distintos tratamientos
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ANEXO 5. Realizacién del CMT 48 horas post tratamientos




ANEXO 6. Productos utilizados para el trabajo de campo
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ANEXO 6. Estadistica descriptiva de las variables

Statistix 8.0 20/01/2020,
14:56:02

Descriptive Statistics for TRATAMIEN = 1

CMTA CMTD NCSD NCsaA EFICACIA
N 20 20 18 20 18
Mean 1.5000 0.4000 364.17 609.45 2.0000
SD 0.8885 0.7539 727.54 936.85 0.7670
SE Mean 0.1987 0.1686 171.48 209.49 0.1808
Minimum 0.0000 0.0000 17.000 20.000 1.0000
Maximum 3.0000 2.0000 2513.0 2884.0 3.0000

Descriptive Statistics for TRATAMIEN = 2

CMTA CMTD NCSD NCsA EFICACIA
N 17 17 16 17 16
Mean 1.5294 0.5882 324.69 334.12 1.8125
SD 0.9432 0.7952 461.33 448.37 0.4031
SE Mean 0.2288 0.1929 115.33 108.75 0.1008
Minimum 0.0000 0.0000 65.000 65.000 1.0000
Maximum 3.0000 2.0000 1661.0 1661.0 2.0000

Descriptive Statistics for TRATAMIEN = 3

CMTA CMTD NCSD NCSA EFICACIA
N 20 20 20 20 20
Mean 1.1000 0.3500 297.95 356.35 2.1000
SD 0.8522 0.6708 433.34 770.10 0.9119
SE Mean 0.1906 0.1500 96.897 172.20 0.2039
Minimum 0.0000 0.0000 14.000 21.000 1.0000
Maximum 2.0000 2.0000 1490.0 2943.0 3.0000
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