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DESARROLLO DE UN INMUNOESTIMULANTE INTRAMAMARIO COMO
ESTRATEGIA PARA REDUCIR MASTITIS EN GANADO LECHERO DEL ESTADO
DE PUEBLA
Liz Sarahy Pérez Martell
Colegio de Postgraduados 2016

Los factores de riesgo para la adquisicion de infecciones en la glandula mamaria son multifactoriales,
producen pérdidas millonarias por la baja produccion de leche y/o el descarte de la vaca. La incorrecta
aplicacién de los antibiticos y los mecanismos genéticos bacterianos de creacion de resistencia dan
como resultado la limitacion en su uso. El propdsito del presente trabajo fue el de investigar los
efectos de productos antisépticos sobre la mucosa en la glandula mamaria, en un modelo de ratona
lactante y en la glandula mamaria de bovinos durante la etapa del secado, para analizar la calidad de
leche en el post parto inmediato. Las Isotiazolinonas (Iso), el digluconato de clorhexidina (Clorh) y
los soluciones super Oxido (SSO) compuestos quimicos con actividad microbicida de amplio
espectro, fueron aplicados en forma individual en las ratonas y las Iso en las vacas al secado. En las
ratonas, Iso y SSO indujeron vacuolacion citoplasmica del epitelio acinar. Clorh indujo infllmacidn,
edema y hemorragia. Las Iso como tratamiento intraductal en las vacas al secado result6é en leche
posparto libre de bacterias contaminantes. Se analizan los factores de resistencia a los biosidas y se
proponen como alternativas al uso de antibioticos.

Nueve vacas con gestacion de siete meses recibieron por via de los conductos galactoéforos
formulaciébn con antigenos inactivados de proteina de adhesion a la fibronectina  de
Staphylococcus aureus, células completas e inactivadas de Streptococcus agalactiae y Escherichia
coli. El analisis de las inmunoglobulinas G por ELISA indirecto contra los antigenos aplicados
mostrd; cinco de nueve vacas estimuladas con Escherichia coli, con valores de significancia
estadistica de p< 0.0002. El estimulo antigénico para Streptococcus agalactiae resultd en que ocho
de nueve vacas respondieron con buenos titulos ante este antigeno con indices de significancia de
p< 0.0002. El estimulo con las proteinas de virulencia de Staphylococcus aureus de adhesion a la
fibronectina y factor de clonacién, reveld respuesta en todas las vacas con indices de significancia
de p< 0.0002. La respuesta intraductal con antigenos promete ser una via para la inmunizacion a
las vacas en etapa del secado.

Palabras clave; Antisépticos intraductal, bovinos al secado, ELISA, Escherichia coli, glandula
mamaria, inmunizacion intraductal secado, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,.



IMMUNOSTIMULANT DEVELOPING A STRATEGY FOR REDUCING
INTRAMAMMARY AS DAIRY CATTLE MASTITIS IN PUEBLA STATE
Liz Sarahy Pérez Martell
Colegio de Postgraduados 2016

Risk factors for acquiring infection in the mammary gland are multifactorial, produce millions in
losses due to low milk production and / or dismissal of the cow. Misapplication of antibiotics and
bacterial genetic mechanisms of creating resistance result in limitations on their use. The purpose
of this study was to investigate the effects of antiseptics on the mucosa in the mammary gland, in
amodel of infant ratona and bovine mammary gland during the drying stage, to analyze the quality
of milk in the post partum. The isotiazolinones (Iso), chlorhexidine digluconate (Clorh) and super
oxide solutions (SSO) chemical compounds with broad-spectrum antimicrobial activity, were
applied individually in Iso in mice and cows drying. In mice, Iso and SSO induced cytoplasmic
vacuolation of acinar epithelium. Clorh induced inflammation, edema and hemorrhage. The Iso as
intraductal treatment in cows at drying postpartum milk was free of contaminating bacteria. factors
resistance  biosidas are analyzed and proposed as alternatives to  antibiotics.
Nine cows seven months gestation received via the milk ducts formulation inactivated antigen
protein adhesion to fibronectin of Staphylococcus aureus, complete and inactivated Streptococcus
agalactiae and Escherichia coli cells. The analysis of immunoglobulin G by indirect ELISA
against antigens showed applied; five of the nine cows stimulated with Escherichia coli, with
values of statistical significance of p <0.0002. The antigenic stimulus for Streptococcus agalactiae
resulted in eight of nine cows responded with good titers to this antigen with indices of significance
of p <0.0002. The stimulus virulence proteins of Staphylococcus aureus adhesion to fibronectin
and factor cloning revealed answer all cows with indexes of significance of p <0.0002. Intraductal
response to antigens promises to be a way to immunize cows drying stage.

Keywords; Bovine drying, drying intraductal immunization, ELISA, Escherichia coli, intraductal
antiseptics, mammary gland, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La leche de vaca en la dieta del mexicano mantiene en nuestros dias una estima muy por encima de
otros productos. La industria lechera tiene preferencia mayor por aquellas razas que, aparte de su
adaptabilidad a las condiciones climatologicas, ofrece altos contenidos de grasa y mayores
volimenes en su produccion diaria. En promedio se considera un rendimiento de 60 litros diarios de
produccion de leche por vaca en los animales de la lecheria especializada, el rendimiento promedio
de la no especializada disminuye drasticamente en un 80 %, obteniéndose una produccion de 12 litros

diarios por vaca.

La mastitis o inflamacion de la glandula mamaria, puede tener su origen en traumatismos o por la
colonizacién de microorganismos de menor 0 mayor patogenicidad que afectan la calidad de la leche.
El resultado es la disminucién de la produccién de leche por las lesiones a las células de produccion
en los acinos glandulares. En los sistemas de produccion para bovinos, regularmente se recurre al
uso de antibiéticos como tratamiento. Un aspecto importante relacionado con la mastitis, en la salud
para el hombre, por las implicaciones que tiene para su bienestar, el consumo de leche contaminada

con residuos de antibioticos. (Sumano, 2007)

La mastitis bovina es considerada la enfermedad infecciosa més costosa de las vacas lecheras
independientemente del sistema de produccion del que se trate, debido a que induce a una
disminucién en la produccién del 4% al 30% de leche y baja su calidad, ademés de incrementar
los costos del cuidado de la salud del hato y un desecho prematuro de animales. En general, las
mastitis causan entre un 40 a 50% de disminucion en los margenes econdmicos netos por vaca. La
Mastitis Bovina es el problema de salud méas frecuente en las granjas lecheras debido al grado de
exposicién y al nimero de factores de predisposicion y etiologia que se introduzcan al sistema
mamario de la vaca relacionado con la practica del ordefio propiamente. En términos generales,
entre el 15% y 40% de las vacas en ordefio presentan uno 0 mas cuartos mamarios con mastitis
subclinica; mientras que entre el 1% al 8 % pueden estar pasando por el estadio de la mastitis
clinica. Es evidente que estas cifras son altamente variables y dependen de las condiciones de

manejo Y de los controles de salud en la finca lechera; asi como también por los factores de las



vacas; tales como: edad, raza, partos, estado lactacional, produccion de leche y condiciones del

equipo de ordefio. (Idem)

En México y el mundo, las enfermedades que afectan a la ubre del ganado bovino producen pérdidas
millonarias, siendo la mastitis la mas costosa del ganado lechero. Para la prevencion de la mastitis se
han usado vacunas con resultados muy variables. La diversidad de los agentes responsables de
mastitis, junto a la existencia de distintas serovariedades dentro de una misma especie entre las que
no existe proteccion cruzada podria explicar el que las vacunas comerciales frente a mastitis no hayan
cubierto las expectativas de eficacia que de ellas se esperaba. A este respecto las autovacunas
presentan la ventaja de adaptarse a la diversidad antigénica de cada explotacion, pudiendo suponer

una alternativa interesante a las vacunas comerciales.

En este sentido, las autovacunas han mostrado un efecto preventivo respecto a las mastitis clinicas,
una menor incidencia de casos de mastitis subclinicas, un menor porcentaje de infecciones

persistentes al final de la lactacion y un aumento de la produccion lactea en hatos.

Cuando se intente tratar un caso de mastitis se deben tener en cuenta tres aspectos fundamentales:
Eficiencia
Costo — beneficio

Residuos de farmacos en leche (Sumano, 2007)



CAPITULO 2

REVISION DE LITERATURA

2.1 ANATOMIA, FISIOLOGIA E HISTOLOGIAPATOLOGIA DE LA GLANDULA
MAMARIA

La glandula mamaria de la hembra bovina ha sido genéticamente modificada a lo largo del tiempo
por el humano con el Unico fin de lograr grandes lactancias en términos de kg de leche, de tal
manera que en ganaderias de leche modernas, las vacas (Bos taurus-indicus) poseen demandas
nutritivas mucho mas altas comparadas con las de sus ancestros, que no fueron seleccionadas para
producir grandes volimenes de leche y por lo tanto, generaban leche s6lo para sus terneros (2 —12
L/dia), en contraste con la realidad actual donde no es dificil encontrar vacas que produzcan 60

L/dia, traduciéndose en mucha leche desde el punto de vista evolutivo. (Rosenber, 2006)

Figura 1. Esquema de un corte sagital de parte de la glandula mamaria que muestra las estructuras
externas e internas.

Sistema colector de laleche

Cisternadela
glanduia

Cistenna del
pezon

‘-: Esfinter del

Tomado de (Regueiro, 2009) de adaptacion original de (Ruckebusch, Dunlop, & Philippe Phaneuf,
1994)



La ubre de la vaca esté disefiada para producir y ofrecer al ternero recién nacido un facil acceso a
la leche. Se encuentra suspendida por fuera de la pared del abdomen posterior y no se encuentra

fijada, soportada o protegida por ninguna estructura Osea.

La ubre de la vaca esta constituida por cuatro glandulas mamarias o "cuartos”. Cada cuarto es una
unidad funcional en si misma que opera independientemente y drena la leche por Unico conducto
galactéforo. Los cuartos posteriores son ligeramente més desarrollados y producen més leche
(60%) que los cuartos anteriores (40%). Los principales componentes de la ubre se listan en la

Figura 2 con una corta explicacion de su importancia y funcion.

Figura 2. Principales componentes de la ubre de la vaca.

Células de secrecion de leche
Ductos Lacteos Alveolo
/ Capilar sanguine

Lébulos
\ 2\

\ —— Membrana basa

Células mioepiteliales

Cisterna del anillo (/ "‘“

Cisterna del pezén ‘:\ /

\ W/ / Roseta de Furstenberg
Ny 7‘ % Canal del pezon

____~—Esfinter del pezon

Tomado de (Tsua, 2008)

Ductos lacteos.- canales de drenaje de numero variado que comienza en los alveolos y termina en
la cisterna de la ubre

Alveolo.- células especializadas encargadas de la produccion y secrecion de la leche

L6bulos.- conjunto de alveolos que forman un racimo

Cisterna del anillo.- almacena leche entre la cisterna de la glandula y la cisterna de pezdn



Cisterna del pezdn.- esta recubierta de vasos sanguineos, constituyéndose en un dérgano delicado
para almacenar leche

Cisterna de la glandula.- cavidad eléstica que tiene por funcién recibir y almacenar la leche después
de producirla por los tejidos secretores

Lumen.- cavidad central rodeada por células epiteliales

Membrana basal.- membrana que recubre el lumen

Células mioepiteliales.- responsables de la eyeccién de la leche al contraerse por la accion de la
hormona oxitocina

Roseta de Furstenberg.- evita la salida pasiva de la leche y la entrada de microorganismos

Canal del pezon.- junto con la Roseta de Furstenberg evita la salida de leche

Esfinter del pezon.- canal estirado y recubierto de células que forman una serie de pliegues que
cierran el canal e impiden la salida de la leche entre ordefios

Capilar sanguineo.- proporcionan sangre al alveolo y retiran la no utilizada

La ubre representa un conjunto de cuatro glandulas de origen dérmico, considerada como una
glandula sudoripara modificada y cubierta externamente por una piel suave al tacto, provista de
vellos finos excepto en los pezones.

Su apariencia es sacular redondeada, se encuentra fuera de la cavidad del cuerpo, adosandose a la

pared abdominal por medio del aparato suspensorio.

2.1.1. Desarrollo de la Glandula mamaria

El desarrollo de la glandula mamaria en la hembra se realiza durante 5 fases del desarrollo animal:
prenatal, antes de la pubertad, después de la pubertad, gestacion e inicio de la lactacion.

Se describiran brevemente los estadios mas importantes del desarrollo de la glandula en estas 5
épocas de la hembra. (Avila, 2010)

a) El desarrollo fetal de la glandula mamaria:

Puede identificarse desde las primeras etapas del desarrollo embrionario después de los 30
dias de concepcién cuando se aprecia un estrato de células cuboidales ectodérmicas que
forman la banda mamaria en la regidén inguinal. A los 35 dias aproximadamente aparecen

las lineas mamarias formadas por varias capas de células que se desarrollan del estrato



germinativo o de Malpighi, las cuales dan lugar a los senos lactiferos mamarios que a los
dos meses de vida fetal forman 2 botones mamarios en cada linea mamaria, dando lugar a
las glandulas anteriores y posteriores de cada mitad de la ubre. Hasta este punto los
embriones de machos y hembras tienen un desarrollo de la glandula parecido, pero aqui
empiezan a diferenciarse debido al desarrollo de los pezones. La formacion del seno
lactifero del pezon y de la glandula empieza a los 3 meses de vida fetal, estando el seno
lactifero de la glandula bien diferenciado a los 4meses de edad del feto, donde encontramos
un epitelio de 2 o 3 estratos que cubre la cara interna del lumen del seno lactifero, el cual
tiene més bien la apariencia de un conducto. El conducto que forma el seno lactifero del
pezon se hace mas estrecho en su porcion distal para formar el conducto estriado. También
se empiezan a formar vasos sanguineos que corren perpendicularmente ala base de la ubre.
Al nacimiento, las glandulas son independientes, el conducto estriado tiene epitelio
estratificado y el seno lactifero del pezdn esta recubierto de epitelio de 2 niveles, tal como
en la hembra adulta; sin embargo, las fibras circulares a manera de meato alrededor del
conducto estriado no estan bien desarrolladas, aunque las zonas vasculares del pezon si lo
estan. Realmente, el mayor desarrollo de la glandula en la vida fetal se efectla durante los

primeros 6 meses. (Idem)

b) Desarrollo de la glandula desde el nacimiento a la pubertad:

El desarrollo de la glandula en esta etapa del crecimiento animal se debe a un aumento de
tejido conjuntivo con deposicién de grasa, sin sistema de conductos en desarrollo. Se ve
poca correlacion entre el desarrollo glandular hasta este punto y la produccion lactea que
tendra el animal; es por esto que este parametro no proporciona informacion para

seleccionar becerras antes de la pubertad. (Idem)

c) Desarrollo de la glandula después de la pubertad:

Por la influencia de las hormonas ovaricas, estrogenos, progesterona, hormona del
crecimiento (HST), prolactina e insulina, con cada estro existe un ligero brote o desarrollo
de tejido glandular. Los estrégenos son responsables del crecimiento de los conductos, Y la
progesterona del desarrollo lobulo-alveolar. Se puede detectar el desarrollo del sistema de

conductos un poco antes y durante cada estro, sin embargo, al final se observa la regresion



parcial de este crecimiento. También antes y durante el estro, la luz alveolar muestra
secrecion, y las células epiteliales del alvéolo adquieren forma cuboidal por la presion
existente, durante el diestro son columnares, ya que disminuye la luz por no haber

secrecion, por lo que disminuye la presion intraluminal. (Idem)

d) Cambios durante la prefiez:

La mayor parte del crecimiento glandular sucede durante la gestacion. Se inicia el
desarrollo del sistema de conductos durante los primeros meses de gestacion; pero al quinto
mes los I6bulos ya estan formados organizados en conjuntos. Existe un gran crecimiento
l6bulo alveolar al final del sexto mes. También durante los meses quinto y sexto, hay
marcado crecimiento del seno lactifero glandular. Los conductos colectores mayores
aparecen con una doble capa de epitelio, y los pequefios conductos y aléolos aparecen con
una capa simple de epitelio cuboidal, teniendo capacidad potencial para secretar leche. El
tejido secretor reemplaza al tejido conjuntivo adiposo para formar I6bulos definitivos. Se

llega a observar ligera secrecion al final del séptimo mes de gestacion. (idem)

e) Cambios durante la lactacion:

Al inicio de la lactacion existe desarrollo adicional de la glandula al inicio de la lactacion,
con limitada proliferacion celular. Aparentemente las células que se destruyen y eliminan
en la leche durante la lactaciébn no son reemplazadas durante las Ultimas fases de ella.
(idem)

f) Calostrogénesis:

Los anticuerpos maternales, no pueden traspasar la barrera de la placenta por lo que los
recién nacidos de los herbivoros y otras especies nacen agamaglobulémicos. Poresta razon
es importante que los recién nacidos consuman suficiente cantidad de calostro de alta
calidad. Los cabritos, corderos y terneros nacen sin tener su sistema de inmunidad
totalmente desarrollado. Durante los meses que tardan en desarrollar sus sistemas de
inmunidad dependen completamente de los anticuerpos del calostro.

El calostro es la primera secrecion lactea de los mamiferos después del parto

El calostro es una fuente rica de proteinas no especificas tal como la timosina, alfa 1y B4,



lactoferrina, insulina, factor de crecimiento de insulina, factores anti-estafilocociales y
otros. Estas proteinas son importantes para la resistencia a enfermedades infecciosas asi
como también para otras funciones de estimulacién y crecimiento de los tejidos. Es también
la fuente de las proteinas especificas (Inmunoglobulinas) conocidas por ser capaces de ser
transferidas pasivamente a través del alimento al recién nacido. También tiene efectos
laxativos que actian en el colon y que ayuda a expulsar el meconio y facilita el
establecimiento de los movimientos normales del intestino.

Un calostro de alta calidad debe contener 50 miligramos o mas de inmunoglobulinas del
tipo — G (lgA, 1gG, IgM) por mililitro (ml) cuando se mide con un calostrometro. Esto es
el equivalente a 26 gramos de IgG por, (454 cc) de calostro.

La Calostrogénesis cesa en o cerca del momento del parto. Esto quiere decir que no hay
mas produccion de proteinas especificas — no —especificas después del parto. También en
este momento empiezan a surgir los cambios hormonales en la nueva madre reabsorcion y
degradacion de las proteinas especificas — no-especificas asi como también de otros
componentes de esta secrecion. Por esta razon el calostro debe ser retirado lo antes posible
después del parto. Se cree que al finalizar el parto hay un periodo de dos a cuatro horas en
el cual el calostro retenido en las ubres aun conserva una buena calidad. En las vacas adultas
de la raza Holstein el primer ordefio contiene aproximadamente el 80% del valor de todos
los componentes que la vaca producird en el calostro y en los seis siguientes. No es posible
retirar todo el calostro en un solo ordefio, por lo tanto aproximadamente un 20% de los
componentes quedan para los ordefios subsiguientes, una porcion de los cuales pueden ser

degradados por la interaccion hormonal. (Goats, 2000)


http://www.reocities.com/raydelpino_2000/meconio.html

Figura 3. Transicion del calostro a leche normal.
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G) Periodo de secado:

En el manejo de la vaca lechera, existe un periodo dentro del ciclo productivo que es de
vital importancia en la produccion de leche, conocido como periodo seco o de

Vaca seca. Su importancia radica en el impacto que ejerce sobre la produccién de leche y
el desempefio reproductivo en la siguiente lactancia, lo cual se refleja de manera positiva o
negativa en la rentabilidad del negocio dependiendo de como se actlie ante este momento.
La duracion del periodo seco dentro del ciclo productivo oscila entre 45 y70 dias. En ese
tiempo resultan gran ndmero de modificaciones en la glandula mamaria como el proceso
de involucion vy regeneracién. Es decir, en 60dias el tejido alveolar secretor involuciona
para que posteriormente ocurra la formacién de nuevo tejido secretor, para la Optima
produccion lactea en la proxima lactancia.

El secado de las vacas debe formar parte de todo programa de medicina preventiva en
ganado lechero, ya que descuidos en el mismo acarrean graves consecuencias a la salud de
la ubre. Durante el periodo seco la persistencia de bacterias en la glandula y/o defectos en

la anatomia del esfinter del pezén como la hiperqueratosis la ubre es susceptible a



desarrollar mastitis. Aproximadamente el 60% de los casos de mastitis que se presentan al
inicio de la lactancia son originados por deficiencia en el manejo y tratamiento durante el

periodo seco previo. (Avila, 2010)

2.1.2. Estructura externa de la ubre

La ubre esta compuesta de cuatro glandulas mamarias individuales las cuales estan separadas por
tejido conectivo que dividen las glandulas anteriores de las posteriores; sin embargo, cada glandula
contiene su propio conjunto de ductos que conducen a la leche hasta el seno lactifero glandular.
S6lo en muy raras ocasiones se encuentran ubres que muestran una division notable entre las
glandulas anteriores y posteriores.

Las cuatro glandulas drenan su contenido al exterior a través de un conducto que finaliza en un
pezon por glandula, sin embargo, suele haber pezones supernumerarios (politetia) en casi el 40 %
de las vacas, ya sea asociados con una pequefia glandula, con una glandula normal o un &rea no
secretor (H.). Es mas frecuente que aparezcan uno 0 dos pezones supernumerarios que tres o
cuatro; éstos se encuentran orientados en forma similar a los pezones normales, pudiendo
encontrarse entre éstos, fusionados, o como en la mayoria de las veces, por detras de las glandulas
posteriores o entre glandulas anteriores y posteriores a ubre de la vaca comprende las siguie ntes
estructuras anatomicas: una estructura externa formada por un aparato suspensorio y una estructura
interna que consta de un estroma (armazon de tejido conectivo), parénquima (parte epitelial y
secretora) que cuando esta en reposo presenta un color gris amarillento o &mbar, en produccion
tiene un color rosado palido, ademéas contiene ductos, vasos y nervios.

En la parte dorsal de las glandulas entre éstas y la pared abdominal existen abundantes células
adiposas formando el llamado cuerpo adiposo supra mamario parénquima (parte epitelial y
secretora) que cuando esta en reposo presenta un color gris amarillento o ambar, en produccion

tiene un color rosado palido, ademéas contiene ductos, vasos y nervios. (Idem)

2.1.3. Estructura interna de la ubre
El parénquima de la glandula mamaria esta dividido en pequefios I6bulos por septos inter lobulares,
septos que son derivados de las laminas suspensorias respectivas y que se constituyen de tejido

conjuntivo infiltrado en grasa, tejido rico en colageno y fibras elasticas. Los septos interlobulares
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son muy ricos en vasos sanguineos, linfaticos y nervios, por los cuales llega al parénquima gran
cantidad de sangre, drenaje linfatico y sensorialidad especial.

Cada I6bulo glandular esta integrado por una serie de lobulillos divididos entre si por septos como
los descritos con anterioridad. El lobulillo esta formado por un grupo aproximado de 150 a 220
alvéolos dispuestos en racimos sostenidos por un delicado estroma, alvéolos que se separan entre
si por las arterias, venas y lamina propia. Los alvéolos que forman el lobulillo se vacian en
pequefios ductos dentro del mismo, llamados ductos intralobulillares, los que desembocan en un
espacio colector central, del cual emergen los ductos interlobulillares. Dentro del I6bulo los ductos
interlobulillares se unen para formar un solo ducto intralobular, que al salir del I6bulo se llama
interlobular. (idem)

Estos conductos pueden unirse directamente al seno lactifero glandular (seno de la glandula) o
unirse a otros ductos lactiferos colectores antes de entrar al seno. Muchos de los ductos presentan
en su inicio y al final un estrechamiento de su luz mientras que en su parte media se ensanchan.
Esto permite, ademas de almacenar leche, que ésta no caiga al seno lactifero de la glandula y del
pezon, por gravedad El seno lactifero glandular y los ductos lactiferos colectores también sirven
entre ordefios como 6rganos colectores de leche. Algunas veces los ductos grandes se ramifican
con el mismo diametro, lo que permite presentar un area colectora méas extensa. En estos casos, el
ducto presenta una constriccion en el punto de su ramificacion, lo que evita que la leche acumulada
fluya hacia el seno lactifero. El seno lactifero glandular es una cavidad situada encima de la base
del pezdn, de tamafio variable. En algunos casos es de forma circular y en otros aparece como
cavidades de diferentes tamafios formadas por las terminaciones de ductos mayores. Su capacidad
va de 100 a 400 g de leche. Se considera que no existe relacién alguna entre la produccion de cada
glandula vy el tamafio del seno lactifero Las fibras de tejido conjuntivo distribuidas a través de la
glandula que sirven como medio de sostén, en ocasiones estan en cantidad excesiva y dan lugar a
una glandula llamada dura, con parénquima pobre y, por consiguiente, con escasa capacidad de
produccion. Esta caracteristica puede ser de tipo hereditario o el resultado de un proceso
inflamatorio de la glandula. El alveolo en el lobulillo glandular se presenta en forma de tubo
dilatado irregular, rodeado por un epitelio simple y clbico que descansa sobre una membrana basal
(membrana propia). Entre el epitelio y la membrana basal estd una red capilar arterial y venosa,
asi como una capa discontinua de mioepiteliocitos estrellados que encierra al alveolo y que se

contraen durante el proceso de vaciado de esta unidad funcional. Las células secretoras que forman
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al epitelio alveolar reciben el nombre de lactocitos o exocrinocitos lacteos, que cuando la glandula
mamaria esta en reposo se muestran como un epitelio cuboideo bajo, con escaso citoplasma y un
nicleo central; en tanto que cuando la glandula estd produciendo leche, el epitelio cuboideo es
alto, con abundante citoplasma, mostrando el apice celular hacia la luz alveolar y bien definido el
reticulo endoplasmico glandular La célula epitelial o lactocito es un sistema membranoso abierto
de moléculas organicas e inorganicas altamente organizado, que se autorregula y autoduplica,

promoviendo reacciones para la transformacion de energia y la sintesis de compuestos. (idem)

Figura 4. Estructura anatomica y secretora de la ubre de vaca
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Toda célula epitelial del alveolo estd cubierta por una membrana que la rodea totalmente,
membrana con espesor de 100 a 600 A, correspondiendo el mayor grosor al area de la porcion
basal de la célula y la menor a la porcion que mira al lumen alveolar, parte que presenta gran
ndmero de microvellosidades. (Schmidt G. H., 1971)
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La membrana estd formada por particulas repetidas y unidas de macromoléculas de lipoproteina,
membrana que se integra en dos partes, una que es la basal y que comprende la porcion de
recubrimiento continuo; la segunda constituye las proyecciones al interior celular y alos organelos.
La membrana forma una barrera impermeable entre la porcion acuosa del citoplasma vy la solucién
acuosa que rodea a la célula, barrera que es modificada por: poros, acarreadores y bombas, de tal
manera que la membrana distinga entre los iones de sodio y potasio permitiendo el paso del potasio
al interior celular y oponiendo resistencia al sodio, lo que resulta en un transporte activo.

El nicleo de la célula esta rodeado por una doble membrana, que consiente la comunicacion del
nicleo con el citoplasma por un sistema de poros que miden de 400 a 800 A, y que ocupan
aproximadamente el 10 % del area, poros que permiten el paso de proteinas. (idem)

La membrana exterior establece una red en forma de canales creando el “Endoplasma reticular™,
que admite el paso de substancias de la membrana exterior al interior del nicleo. Los granulos que
aparecen en la membrana del endoplasma reticular, son ricos en &cido ribonucleico y son llamados
“Ribosomas". Una continuacion de esta membrana, pero mas delgada, da forma al "Aparato de
Golgi”, que entre sus funciones esta la remocion de agua, sintesis de proteina y exportacion de ésta
desde los ribosomas, por vesiculas rodeadas de una fina membrana llegando al apice de la célula,
las vesiculas unen su pared a la membrana basal del lactocito y liberan su contenido, siendo un
modo merdcrino de secrecion. (Idem)

Por el contrario los constituyentes lipidicos son elaborados junto a las mitocondrias con forma de
gotitas adiposas que aumentan rapido de volumen y migran hacia la superficie, siendo eliminadas
através de la membrana celular, arrastrando una pequefia pelicula de citoplasma granular, este tipo
de secrecion es apdcrino. (Idem)

La lactosa se ubica en las vacuolas secretoras, liberandose al alvéolo junto con la proteina. El
nlcleo contiene el material genético, compuesto por ADN que es un complejo de proteinas e
histonas, responsables de la actividad del citoplasma y sintesis de ARN. En la célula hay tres clases
de ARN: &cido ribonucleico mensajero (ARN m), encargado de llevar la informacion del DNA a
los ribosomas sirviendo como base para sintesis de proteinas y enzimas a partir de aminoacidos;
acido ribonucleico ribosomal (ARN r), que es parte del ribosoma que cubre al reticulo
endoplasmico; y el acido ribonucleico transferible o soluble (ARN t), que reconoce los
aminoacidos especificos en el citoplasma. A medida que la leche va ocupando la luz alveolar, éste

se distiende y las células se hacen mas bajas y reducen su actividad lactgena. (idem)
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Pezones. El seno lactifero papilar (seno del pezon) es una cavidad dentro del mismo que se localiza
justamente abajo del seno lactifero glandular. El seno lactifero glandular y el seno lactifero papilar
son continuos; sin embargo, entre estos hay una constriccion circular definida, el pliegue anular o
escotadura cricoidea, que se localiza entre las dos cavidades, existiendo en este reborde circular
una red de vasos venosos Y linfaticos que drenan los vasos longitudinales de la pared de la papila
del pezdn, asi como algunas fibras musculares; se compone de tejido conjuntivo denso y tiene de
2 a6 mm de ancho (Avila, 2010)

En casos excepcionales, se forma un septo horizontal de aspecto blanco perlado en el pliegue
anular que impide el flujo de leche, resultando por ello una glandula improductiva, lo que se llega
apreciar al iniciar la vaca su primera lactacion. (idem)

La pared del pezon estd formada de las siguientes capas de afuera hacia adentro: epidermis (epitelio
estratificado escamoso), dermis, musculo, tejido conjuntivo y mucosa. El seno lactifero del pezon
tiene en la mucosa numerosos pliegues longitudinales y circulares. Estos pliegues tienden a
traslaparse unos con otros para formar tabicaciones que se esparcen dividiendo el seno, cuya
mucosa es de color rosa- amarillento. (idem)

El seno lactifero se abre al exterior por un orificio angosto llamado “conducto estriado", "ducto
papilar" o "meato del pezon”, el cual tiene una longitud de 4 a 8 mm, variando su circunferencia
entre 2 a3 mm, su mucosa es blanquecina con pliegues longitudinales. Este conducto estriado se
abre cuando se aplica presion al pezon durante el ordefio y al mismo tiempo el seno tiende a
dilatarse por la presion de la ubre. (Schmidt G. H., 1971)

En cada lactacion adicional el conducto estriado estd propenso a alargarse y dilatarse. (Donald,
1975)

El paso del conducto estriado normalmente suele estar interrumpido por 5 a7 repliegues epiteliales
que se proyectan, para dejar s6lo un orificio estrellado de apertura potencial.

Las proyecciones se mantienen cerradas por un meato de fiboras musculares lisas circulares. El
conducto estriado retiene la leche en la ubre en contra de la presion ejercida por el acumulo de la
misma. Aunado a esto, puede retener desechos organicos, suciedad y bacterias acumulados fuera
de la ubre entre ordefios. Se ha demostrado que en las vacas dificiles de ordefiar, este meato se
halla demasiado rigido, en tanto que en las que dejan escapar la leche, el meato no lo es bastante.
Los primeros pueden corregirse quirdrgicamente aunque la mastitis es una secuela muy posible de

las operaciones en esta region. Esta parece ser una condicion hereditaria.
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En la union del seno lactifero del pezén y el canal estriado, el revestimiento de la primera como
antes se indico, presenta una serie de 5 a7 pliegues que radian en todas direcciones. Esto se conoce
como "Roseta de Furstenberg”. Los pliegues principales se acompafian de pliegues accesorios
pequefios; todos desaparecen por expansion durante el ordefio al ejercer presion la leche sobre la
pared del seno lactifero papilar. La punta del pezon constituye una barrera (contra bacterias
invasoras) que opera en forma mecéanica por queratinizacion y en forma bioquimica por accion
bactericida de la queratina y también por la proliferacién de células subepiteliales en la pared del
pezon, la cual es mas gruesa cerca del conducto estriado y es uno de los mecanismos de defensa
de la glandula. (Schulz, 1984; Weber, 1970)

El factor fisiologico mas importante que determina la celeridad de flujo de leche es el orificio del
pezon. Esto involucra al didmetro del conducto estriado y a la tension de los mdsculos que rodean
al meato. El tamafio del orificio determina la velocidad del paso de la leche a través de ély el tono
de las paredes del conducto afecta el tamafio de la abertura.

El tono de los mlsculos del meato esta mas estrechamente relacionado a la celeridad de flujo de
leche que al tamafio del orificio, por lo tanto, dicen que la caracteristica mas importante que
determina la velocidad de ordefio es el tono de la musculatura del conducto del pezon.
Numerosos estudios han indicado que hay una relacion negativa entre el largo del pezon y la
maxima velocidad de flujo de leche. No se conoce la razdn fisioldgica de esto; pero se sabe que
existe una alta correlacion entre la produccion diaria de leche y la rapidez y promedio de flujo de
leche. Vacas con altas producciones de leche tiene una velocidad elevada de flujo de la misma,

comparada con vacas de baja produccion. (Avila, 2010)

Sistema de soporte

Un grupo de ligamentos y tejido conectivo mantienen a la ubre cerca de la pared corporal. Fuertes
ligamentos son deseables debido a que ayudan a prevenir la ocurrencia de una ubre pendiente,
minimizar el riesgo de lesiones, y evitan dificultades cuando se utiliza el equipo de ordefio.

En las vacas lecheras actuales, la ubre puede llegar a pesar mas de 50 kg debido a la gran cantidad
de tejido secretor y de leche que se acumula entre los ordefios.

Las principales estructuras que soportan a la ubre son el ligamento suspensorio medio y el

ligamento suspensorio lateral
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El ligamento suspensorio medio es un tejido elastico que fija la ubre ala pared abdominal. Cuando
la vaca se observa desde atras, un surco medial distintivo, marca la posicién del ligamento
suspensorio medio.

La elasticidad del ligamento medio le permite actuar como un amortiguador cuando la vaca se
mueve y también adaptarse a los cambios de tamafio y peso de la ubre con la produccion de leche
y la edad.

Los dafios o debilidades en el ligamento suspensorio pueden causar el descenso de la ubre, esto
hace dificil el ordefio y expone a los pezones a ser dafiados. La seleccion genética para un
ligamento suspensorio fuerte es efectiva para minimizar estos problemas.

En contraste con el ligamento suspensorio medio, el ligamento suspensorio lateral es un tejido
fibroso poco flexible. Alcanza los lados de la ubre desde los tendones alrededor de los huesos

pubicos para formar una estructura de soporte. (Garcia, 2011)

Figura 5. Esquema de soporte de la ubre de vaca
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2.1.4. Conductos Yy sistema secretor de leche

La ubre es una glandula exocrina debido a que la leche es sintetizada en células especializadas
agrupadas en alvéolos, excretada por medio de un sistema de conductos. (Garcia, 2011)

El alvéolo es la unidad funcional de produccién en la que una sola capa de células secretoras de
leche, se encuentran agrupadas en una esfera con una depresion en el centro. Los capilares
sanguineos y células mioepiteliales (similares a las musculares) rodean el alvéolo y la leche
secretada se encuentra en la cavidad interna (lumen). (Idem)

Las funciones del aléolo son:
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Remover los nutrientes de la sangre.
Transformar estos nutrientes en leche.

Descargar la leche dentro del lumen.

La leche deja el lumen por medio de un tubo colector. Un I6bulo es un grupo de 10 a 100 alvéolos
que drenan por medio de un conducto en comun. Los lobulos en si se encuentran organizados en
unidades de mayor tamafio, que descargan la leche dentro de un conducto colector de mayor
tamafio que conduce a la cisterna de la glandula, que descansa directamente encima del pezon de

la glandula. (idem)

En la ubre se encuentran numerosos alvéolos donde se produce y secreta la leche. Los conductos
forman canales de drenaje en los que la leche se acumula entre los ordefios. Aun asi, es solamente
cuando las células mioepiteliales que recubren el aléolo y que los pequefios conductos se contraen
en respuesta a la hormona oxitocina (reflejo de bajada de leche) que la leche fluye dentro de los

tubos galactoforos y hacia la cisterna de la glandula (idem)

El pezon forma un pasadizo por medio del cual la leche puede ser extraida de la glandula. Posee
una piel suave que lo recubre y un sistema muy rico de inervacion e irrigacion sanguinea. La punta

de la teta se cierra con un anillo de misculo liso o esfinter llamado canal del pezon. (idem)

Figura 6. Tejido secretor

* Tejido secretor

Tomado de (Garcia, 2011)

En su extremo superior, el pezdn se encuentra separado de la cisterna de la glandula por solamente

una serie de delicados pliegues de células sensitivas particularmente sensibles al dafio. Estos
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pliegues de tejido se encuentran también en el otro extremo del pezon directamente por encima del

canal del pezon (Roseta de Furstenberg).

El pezon esta entonces disefiado como una barrera para las células invasoras. La preservacion de
las estructuras normales del pezén es esencial para mantener los mecanismos de defensa normales

contra las bacterias productoras de mastitis.

Las diferencias en la estructura del pezon, particularmente el diametro y el largo, se encuentran

relacionados con la susceptibilidad de la infeccién. (Agrobit, 2008)

2.2.  MASTITIS

2.2.1. Riesgos por infeccion por bacterias

La inflamacion de la glandula mamaria es una afeccion de gran importancia economica para los
productores, por que como consecuencia del proceso inflamatorio, se producen cambios
patologicos de diversa intensidad que alteran profundamente la calidad y cantidad de leche
producida. Ciertas mastitis afectan sistémicamente a la vaca provocando la muerte y por

consiguiente ocasionando pérdidas econdmicas.

Figura 7. Desarrollo de la mastitis y los mecanismos de defensa de la glandula mamaria.

\
¢ .1. 2) Celulas blancas destruyen
4 Dactenas

y A A : © g
11 3) Atrofia de alveoli EY- 4. 5 > ‘ Y
J el ’ C

Tomado de (Ergomix, 2006)
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2.2.2. Invasion por microorganismos del canal del pezén por distintas vias

Entre ordefios las bacterias pueden avanzar por el canal del pezon por multiplicacion;

Pueden ingresar por la presion fisica ejercida sobre la punta del pezon cuando la vaca se mueve;
Durante el ordefio mecanico pueden ser impulsados hacia el canal del pezén o desde el mismo
hacia el interior de la cisterna del pezon, por los impactos que causan las fluctuaciones de vacio
contra el orificio del pezon y;

Durante la aplicacion de un antibidtico pueden ser empujados fisicamente a través del canal del

pezon por la insercion completa de la canula. (Philpot, 2000)

Al primer parto y cuando se incluye a la vaca en el manejo habitual de las vacas en produccion,
pueden ingresar a la ubre diferentes patogenos capaces de producir la infeccion. Los
microorganismos penetran a través del esfinter del pezon, ascienden por el canal y pueden llegar
a la cisterna de la ubre e invadir el tejido glandular. Si los microorganismos vencen las defensas

naturales de la ubre, se multiplican, invaden y colonizan la glandula mamaria.

La invasion microbiana de la glandula mamaria ocurre siempre siguiendo la via del conducto del
pezon y a primera vista, el desarrollo de la inflamacion después de la infeccidn se antoja como un
fenémeno natural. Sin embargo, la aparicién de la mastitis es mas compleja de lo que este concepto
puede indicar y quizds resulte mas satisfactorio explicarla en términos de tres etapas: invasion,
infeccion e inflamacion:

Etapa de invasion.- es aquella en la que el microorganismo pasa del exterior de la ubre a la leche
que se encuentra en el interior de la cisterna del pezon;

Etapa de infeccion.- este es el momento en que los microorganismos se multiplican rapidamente e
invaden el tejido mamario; se establece una poblacion bacteriana que se disemina por toda la
glandula, dependiendo de la patogenicidad del microorganismo;

Etapa de inflamacion.- todo lo anterior deriva en una inflamacion (mastitis) y aumenta

notablemente la cuenta leucocitaria en la leche ordefiada. (Reza, 2000)
Los factores predisponentes que aumentan la posibilidad de que ocurra infeccion pueden resumirse

de la siguiente manera:

La naturaleza del microorganismo, cepay numero transferido al pezon;
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Grado y frecuencia de exposicion de las vacas a los agentes infecciosos;

Grado de resistencia heredada;

Mecanismos fisiologicos del esfinter y del canal de pezon para impedir el paso de
microorganismos Yy para combatirlos;

Edad de las vacas;

Ordefio prolongado y/o incompleto o mal manejo del ordefio mecanico;

Calidad de la alimentacion;

Transmision por contacto directo con terneros infectados;

Condiciones ambientales. (Mateus, 1983)

2.2.3. Clasificacion de la mastitis.
La mastitis bovina normalmente se da como resultado de la infeccion intramamaria por bacterias
que pueden producir la enfermedad de manera clinica o subclinica. (Dos Santos, 2002) Es decir,

puede ser acompafiada de signos clinicos o no.

Figura 8. Clasificacion de Mastitis en vacas

Formas de Vaca Ubre Leche
mastitis
Clinica hiperaguda Muy enferma. | Endurecimiento Frecuentemente acuosa y con
Puede morir. No | mamario. Puede | rastros de sangre
tiene coordinacién | agravarse por choque
muscular endot6xico
Clinica aguda No hay cambios | El cuarto afectado se | Purulenta, coagulosy/o sueroy
observables muestra duro, rojo e | acuosa
inflamado
Clinica subaguda No hay cambios | El cuarto afectado puede | No se ven cambios pero la
observables estar inflamado produccion puede ser menor
Subclinica No hay cambios | No hay cambios | No hay cambios observables.
observables observables La produccion puede ser menor

Adaptado de (Bedolla & Ponce de Leon, 2008)
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Las mastitis de origen infeccioso son inducidas por varios agentes patdgenos, entre los principales

encontramos bacterias Gram positivas y Gram negativas:

a) Streptococcus; .S. agalactiae, S. dysgalactiae, S. uberis, S. zooepidemicus

b) Staphylococcus;- S. aureus, S. hycus S. epidermidis

c) Bacterias Coliformes.- Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa

d) Microorganismos que causan enfermedades especificas.- Listeria, Brucella,
Leptospira, Ricketttias, Salmonellas

e) Otros agentes infecciosos.- Mycoplasmas, Nocardia, Clostridium, Spherophorus
(Dos Santos, 2002)

2.2.4. Mastitis inducida por Streptococcus.

En los esquemas taxonomicos tradicionales la “familia Streptococcaceae” incluye cocos Gram-
positivos, catalasa-negativos que tienden a crecer en pares o en cadenas, los cuales se diferencian
de la familia Micrococcaceae (Staphylococcus y Micrococcus) por cuantos estos Ultimos son
catalasa-positivos.  Sin  embargo, estudios filogenéticos recientes cuestionan la posicion
taxonomica real de la “familia Streptococcaceae” y han aumentado considerablemente los géneros
y las especies relacionadas a Streptococcus. La mayoria de los géneros relacionados a
Streptococcus tienen un metabolismo anaerdbico facultativo, en donde los géneros Streptococcus
y Enterococcus son importantes patdgenos para el ser humano y animales. Algunos otros géneros
muestran metabolismo anaerdbico estricto, de los cuales, Unicamente los géneros Peptococcus y
Peptostreptococcus se encuentran en infecciones en el ser humano. (Norman Rojas, 2006)
Algunas especies pueden ser patdgenas y otras comensales avirulentos que forman parte de la flora
normal del tracto respiratorio y tracto genital, colonizando ademas piel y membranas mucosas. Las
especies del género Streptococcus son bacterias anaerobias facultativas esféricas u ovales que
miden menos de 2 um de didmetro. Mediante tincion de Gram se pueden observar como cocos
Gram-positivos que se encuentran frecuentemente formando parejas o cadenas. Entre otras
caracteristicas destacan su no-movilidad, carecen de flagelos y no forman esporas, ademas de que
todas las especies reaccionan negativamente a la catalasa. Las especies del género Streptococcus

son bacterias relativamente fastidiosas con requerimientos nutricionales que varian segin la
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especie. La mayoria de las especies crecen adecuadamente en medios nutritivos enriquecidos con
sangre 0 suero. Algunas cepas requieren de atmosferas elevadas en CO2 (5-10%), lo cual
incrementa el crecimiento y la actividad hemolitica. Luego de 18-24 horas de incubacion a 35-37
°C, las colonias aisladas miden de 0.3 a 2 mm de diametro, son opacas, blanquecinas, circulares,
de bordes definidos y presentan hemdlisis variable. (Idem)

Este es el Unico microorganismo que requiere de la glandula mamaria para su subsistencia y
perpetuacion. El medio de transmision mas comdn es por el paso de leche infectada de un pezon a
otro por las manos del ordefiador o maquina ordefiadora infectadas. La produccion de leche se
reduce considerable y progresivamente. Cuando la leche infectada la maman terneras (0s) un bajo
porcentaje puede resultar infectados, sin embargo, al momento del primer parto, la bacteria puede

reactivarse Yy causar la enfermedad; por este mecanismo puede perpetuarse la infeccion enun hato.

Figura 9. Ejemplos de especies asignados a los diferentes grupos del género Streptococcus basados
en el analisis del ARNr 16S.

Grupo Designacidn Especies Grupo de Lancefield
5. pyogenes A
- )
L _agalactiae B
Grupo piogénico o e :
>TUpo pieg S. equi C
| 5. dysgalactiae C
\arias especies G
S. canis LM
5. porcinus EP UV
Il Grupo S. bovis 5. bhovis, S equinus DD
[ it =] - oo
- - S. mitis, 5. gordonii, S. .
I Grupo S. mitis ’ » - Jort ’ No aplicable
pheumoniag
v Grupo 5. mutans 5. mutans, 5. sobrinus No aplicable
3 Grupo 5. salivarius 5. salivarius No aplicable
P S. ' 5 5 .
Vi Grupo S.milleri >- anginosus, > No aplicable
constellatus
VI Otras especies S. acidominimus, No aplicable
i ” S. suis R.RSST

Tomada de (Norman Rojas, 2006)

2.2.5. Mastitis inducida por Staphylococcus.

En el género Staphylococcus se incluyen bacterias Gram-positivas que tienen una gran importancia
en la medicina, tanto humana como veterinaria, por cuanto tienen la capacidad de causar una gran
diversidad de infecciones en el ser humano y en los animales. S. aureus es el prototipo del género

y es reconocido desde hace decenas de afios como un patdgeno importante. Sin embargo,
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recientemente se ha involucrado el grupo de Staphylococcus coagulasa-negativa en numerosas
infecciones en seres humanos, tanto intra como extra hospitalarias, asi como también en animales
domésticos Y salvajes. (Norman Rojas, 2006)

El diametro de una célula individual de Staphylococcus es de 0.7 a 1.2 um. Tipicamente, los
Staphylococcus muestran una reaccion positiva a la tincion de Gram. Sin embargo, células en
cultivos viejos o ingeridos por fagocitos pueden mostrarse como Gram-negativos. La clasica
morfologia de racimos de uva es mas evidente en cultivos sobre medios sélidos. Esta morfologia
se debe a que los Staphylococcus se dividen en tres planos perpendiculares sucesivos y a que las
células hijas no se separan completamente. En medios liquidos es posible observar cadenas cortas,
a diferencia de los Streptococcus, los Staphylococcus raramente forman cadenas conteniendo mas
de cuatro células. Los Staphylococcus, son no moviles, carecen de flagelos y no forman esporas.
Ciertas cepas tienen la capacidad de producir una capsula extracelular de polisacaridos.

La mayoria de las especies del género Staphylococcus son bacterias no fastidiosas que crecen
relativamente bien en medios de cultivo sencillos como agar sangre, agar nutritivo, agar
tripticaseina soya y otros. Las colonias individuales de Staphylococcus crecidas sobre agar
nutritivo son opacas, con bordes definidos, circulares, convexas y de 1 a 4 mm en diametro. El
clasico color amarillo oro de las colonias de S. aureus es debido a la presencia de carotenoides

(aureus en latin significa oro). La pigmentacién es usualmente aparente luego de 18-24 horas de

incubacion a 37°C, pero es mas pronunciada cuando los cultivos son mantenidos a temperatura
ambiente por 24-48 horas adicionales. Esta caracteristica es pronunciada también por la presencia
de monofosfato o monoacetato de glicerol en el medio de cultivo. La pigmentacion no es producida
durante el cultivo anaerobio o en cultivos liquidos. Por otra parte, existe una gran variacion en
cuanto a la pigmentacion de las colonias, de un anaranjado profundo a blanco, entre las diferentes
cepas de S. aureus o incluso entre colonias individuales de una misma cepa. Es importante
destacar, sin embargo, que la pigmentacion colonial no es una propiedad exclusiva de S. aureus,
sino que estd también presente en otras especies del género incluyendo a S. arlettae, S.
chromogenes, S. haemolyticus y otras. (Idem)

Las especies de Staphylococcus son metabolicamente muy activas, por lo que generalmente no

requieren la adicion de nutrientes especificos. Su temperatura Optima de crecimiento es de

aproximadamente 35-37°C aunque crecen también a temperatura ambiente. Los Staphylococcus

son anaerobios facultativos y usualmente son productores de catalasa. Excepto por S. aureus subsp.
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anaerobius y S. saccharolyicus, el crecimiento de los Staphylococcus es rapido y abundante bajo
condiciones aerdbicas. Estos dos miembros del género Staphylococcus no son productores de
catalasa y crecen mejor en condiciones anaerobias.

La cadena respiratoria de los Staphylococcus y de los Micrococcus difiere en la composicion de
citocromos y menaquinona. La mayoria de los Staphylococcus contienen citocromos tipos a 'y b,
mientras que los Micrococcus tienen los tipos ¢ y d. Las especies S. caseolyticus, S. lentusy S.
sciuri contienen citocromos tipos a, b ademas de dos citocromos tipo c.

En el género Staphylococcus se incluyen actualmente 32 especies. Algunas especies estan

constituidas por dos o mas subespecies. (Idem)

Figura 10. Especies que constituyen el género Staphylococcus

- - - e m e m mimm o mm o maimmeeme g mes m e oy o - Jap—

5. aureus 5. haemolyticus 5. cohnii 5. camosus

5. epidermidis 5. hominis 5. xylosus 5. piscifermentans
5. capitis 5. lugdunensis 5. kloosii 5. felis

S caprae 5. schleifer S, equorum 5. intermedius

5. saccharolyticus 5. muscae 5. arlettae 5. delphini

5. warneri 5. auriculanis S. gallinarum 5. hyicus

5. pasteun 5. saprophyticus S. simulans 5. chromogenes
5. caseolyticus 5. sciur 5. lentus 5. vitulus

Tomado de (Norman Rojas, 2006)

El medio de transmision es similar al anterior, pero por accién de la bacteria, el tejido normal de
la ubre es reemplazado progresivamente por tejido fibrético y la produccion de leche es cada vez
menor. La importancia de infeccion por Staphylococcus radica en que las bacterias se encuentran
distribuidas ampliamente en el ambiente y muchas de las cepas aisladas son resistentes a los

antibiéticos como las penicilinas.

2.2.6. Mastitis por bacterias coliformes

Principalmente entre las bacterias coliformes se encuentras E. coli, la cual se encuentra en mayor
grado en el ambiente. (Mateus, 1983)

La mastitis por coliformes es también de origen ambiental, algunas de las realidades relacionadas

con la enfermedad son: 50 % de las infecciones tendran una duracion de 10 dias, 70 % persistiran
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menos de 30 dias, solo el 2 % persistira por mas de 100 dias, el 90 % de las infecciones se volveran
clinicas, y el 10 % causaran una mastitis hiperaguda. Las infecciones con Escherichia coli raras
veces se vuelven cronicas. (Medina, 2002)

Los factores de riesgo méas importantes de la mastitis severa por Escherichia coli son, migracion
lenta de la sangre en la glandula mamaria y su actividad oxidativa deteriorada. La funcién del
linfocito tal como proliferacion y respuesta al anticuerpo, también se ha encontrado que puede ser
deteriorada durante la lactancia temprana, pero una relacion con la severidad de la mastitis
coliforme no se ha establecido claramente. (Hilde, 2001)

La Mastitis causada por este patdgeno es sobre todo la principal enfermedad en las vacas lecheras
(Correa, 2002). Gaytan (1992), reporta en México una frecuencia de mastitis causada por
coliformes del 14%, lo que representa en esos animales una considerable disminucion de la
produccion de leche, frecuentemente pérdida glandular y no es muy rara la muerte de la vaca.

La E. coli son bacilos cortos facultativos, mdviles y Gram-negativos. Se distinguen varios
serotipos de Escherichia coli; en base a la presencia de antigenos somaticos (0), capsulares (K)y
flagelares (F). Este patogeno habita el tracto intestinal de los animales y el hombre (Velasco, 1995)
La E. coli se conoce por inducir la mastitis clinica, que es caracterizada por una intensa
concentracion de neutrofilos, que lleva al retiro de las bacterias; ha sido clasificada como un agente
patdgeno medioambiental que ocasiona la mastitis. (Bradley, 2000)

La razon para la importancia de la mastitis por esta bacteria es su creciente incidencia y los
sintomas severos. La terapia de la vaca seca, es eficaz contra los organismos contagiosos Gram-
positivos, pero no contra E. coli. La infeccion de la ubre por este patdgeno, probablemente es
resultado de contaminacion fecal.

Entre el 80% y el 90% de las infecciones causadas por E. coli produce grados distintos de mastitis
clinica en las vacas en lactacién; aproximadamente, entre 8 y el 10% de las infecciones por este
patdgeno produce mastitis fulminante, normalmente unos dias después del parto.

Los signos en la forma aguda son: hinchazén de las glandulas mamarias, leche acuosa con copos
pequefios, respuesta sistémica leve, recuperacion en pocos dias. (Radostits, 2002)

Los signos en la forma fulminante son: aparicion repentina de toxemia grave, fiebre, taquicardia,
choque inminente; las vacas afectadas pueden permanecer en decUbito. Los cuartos pueden estar
o0 no hinchados y calientes, las secreciones son liquidas y serosas, contienen copos pequefios. Las

vacas pueden morir en pocos dias.
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La puerta de entrada para la E. coli es el canal de la teta. La manera por la cual este patdgeno
atraviesa el canal es desconocida pero probablemente envuelve una entrada oportunista donde al
menos la porcidén del canal es traspasado. El canal de la teta de bovinos no es susceptible a la
colonizacion por la bacteria, el canal parece proveer un area de restriccion fisica por altas
concentraciones de sistemas antibacteriales en la leche. Los factores de virulencia permiten el
crecimiento y multiplicacion puede ser debido a evasion de las defensas del hospedador. (Hogan,
2003)

2.2.7. ldentificacién en el Laboratorio

Los medios mas frecuentemente utilizados para el aislamiento de E.coli son:

Agar MacConkey con lactosa y el medio de eosina con azul de metileno (EMB o LEVINE); en
el segundo las colonias presentan un caracteristico verde con brillo metalico que lo distingue como
fermentador rédpido de la lactosa, caracteristica que comparte con dos géneros mas de
enterobacterias: Enterobacter y Klebsiella. (Velasco, 1995)

Agar sangre

El agar sangre se recomienda para el aislamiento primario de coliformes de la leche de cuartos
mamarios infectados. Las bacterias coliformes aparecen en el medio agar como colonias grises que
se clasifican segun su tamafio de 3 a 5mm de diametro. Un olor fecal caracteristico de colonias
producidas por estas especies.

Menos del 15% de la E. coli son hemoliticas y ambas spp de Klebsiella y spp de Enterobacter es

no hemolitica. (Hogan, 2003)

En cuanto al tratamiento de las mastitis, el clinico debe mantener presente los siguientes
puntos:

No hay conocimientos absolutos y debe estar preparado para el cambio que inducen nuevos
hallazgos;

El uso indiscriminado de antimicrobianos puede ser la causa de que la explotacién pierda su
rentabilidad;

Un buen manejo reduce drasticamente el uso de antimicrobianos;

La percepcion empirica de eficacia debe ser comprobada experimentalmente con método cientifico
(Sumano, 2007)
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2.2.8. Practicas relacionadas con la mastitis

Amamantamiento

El ternero al mamar utiliza vacio para extraer la leche desde la glandula vy el canal del pezdn. La
leche sale cuando la presion interna en la ubre es menor a la presion extrema del pezon. El becerro
al mamar envuelve la lengua y el paladar alrededor del pezén creando un vacio; es en la punta del
pezon cuando las mandibulas se abren y la lengua se retrae hacia atras, ello hace que la leche se
acumule en su boca. Cuando el ternero deglute la leche, el flujo desde el pezdn se detiene debido
a que la presion dentro de la boca regresa a su estado normal.

Ordefio manual

Ordefiar manualmente es extraer la leche contenida en la cisterna del pezon con las manos; el
ordefiador presiona el pezon, sin lesionarlo, para la extraccion de la leche.

Formas de ordefio manual. El ordefio manual se puede realizar a mano llena si el pezon es de
tamafio normal, o con dos dedos si el pezdn es de tamafio pequefio.

Una mala utilizacion de la técnica de ordefio puede causar estrés en la vaca, lesion en pezones e

infeccion en la glandula mamaria (Garcia G O., 1987.)

Casos especiales de ordefio

Vacas recién paridas. El ordefio debe iniciarse entre los cinco y siete dias después del parto
(cuando la leche esté libre de calostro, ya que este no debe mezclarse con la leche). Para ordefiar
una vaca recién parida, el escurrido de los cuartos se debe hacer suavemente, porque la ubre se
encuentra aumentada de volumen por la congestion. Cuando la ubre esta demasiado hinchada o
hay mucho calostro es mejor ordefiar cuatro o cinco veces al dia, pero sin escurrirla para evitar el
maltrato de pezones.

Vacas “duras”. En estas el canal del pezon esta muy cerrado y es bastante resistente a la salida de
la leche, lo que dificulta enormemente el trabajo al ordefiador. El ordefio se facilita al tomar el
pezén bastante bajo, por la punta, y presionar con fuerza.

Vacas demasiado blandas. En estas vacas el canal del pezon esta flojo, lo que permite ala leche
salir antes del ordefio. Para reducir este problema es mejor ordefiar estas vacas al principio, con
poca fuerza, tomando los pezones bien arriba.

Vacas con pezones muy largos. Ordefiar vacas con pezones muy largos es una tarea dificil; para

facilitar un poco el ordefio, el pezon se toma por la parte baja.
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Vacas con pezones muy cortos. El ordefio es mas facil con dos dedos, pero hay que tratar de
ordefiar a mano llena y coger el pezén bien alto, con una porcion de ubre.

Vacas con tres pezones funcionales y un “ciego”. Algunas vacas solamente tienen tres pezones
que dan leche; el cuarto se ha perdido a causa de enfermedades como la mastitis.

Cuartos con diferentes cantidades de leche. Normalmente en los cuartos posteriores se produce
més leche (60%) que en los anteriores (40%); por ello, hay que ordefar anteriores o posteriores al
mismo tiempo para terminar igual. No es aconsejable el ordefio cruzado.

Leche residual. La leche residual es aquélla que se queda en los alveolos, es decir, que no baja a
la cisterna (Garcia G O., 1987.)

2.2.9. Condiciones externas que pueden ocasionar mastitis

Instalaciones

Sala de ordefio. Constituye una instalacion especializada que tiene las siguientes ventajas:
flexibilidad para aumentar el hato, adaptabilidad para la automatizacién del proceso de ordefio y

mecanizacion del manejo de la leche. (Laval.,, 2008)

Factores a considerar para seleccionar la sala de ordefio. Para seleccionar un modelo de sala
de ordefio hay que considerar los siguientes factores: nimero de cabezas del hato, inversion
econdmica, tecnificacion de la explotacion y tipo de ganado, preferencias personales del
propietario, disponibilidad de terreno y planes de expansion. La eficiencia o rapidez del ordefio,
trafico de animales, el acceso a la sala y el acomodo de los animales en su plaza deben facilitarse
para reducir tiempos de movimiento.

Cuando son pocos los animales a ordefiar se puede utilizar una maquina de ordefio portatil. Sin
embargo, se recomienda evitar el uso de maquinas portatiles con pistones en las que no son

posibles regular las pulsaciones y el vacio porque lesionan los pezones.

Tipos de salas de ordefio

Sala tipo parada convencional. Esta sala es de un solo nivel. Los animales se colocan paralelos
uno al lado de otro y quedan inmovilizados por pescueceras de candado, las cuales pueden ser de
ajuste individual o colectivo segin se desee. EI manejo de animales se realiza en forma individual

y la sala estd concebida para manejar las maquinas ordefiadoras en forma de péndulo.
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Figura 11. Ejemplo de sala tipo convencional

Toma propia de traspatio de vacas estudiadas Nuevo México Libres

Hay dos modelos de sala tipo parada convencional:
a) de una sola hilera de plazas y
b) de dos hileras.
En esta Gltima existen dos opciones en cuanto a la disposicion de plazas: en doble hilera,
con los animales colocados cola a cola y separados por un pasillo central de circulacion, o
frente a frente con pesebres interpuestos y con pasillos de circulacion laterales.
En instalaciones pequefias y medianas es comin la sala de una sola hilera de plazas.
Ventajas: facil identificacion y observacion de los animales, construccion sencilla y economica,
facil transito y colocacion de los animales, el tiempo de permanencia de los animales es igual al
tiempo de ordefio.
Desventajas: los ordefiadores realizan mayor esfuerzo fisico en virtud de que tienen que inclinarse
para colocar y retirar la unidad de ordefio, asi como para realizar la limpieza de las ubres; los
ordefiadores corren mayor riesgo de ser lastimados por las vacas pateadoras o0 nerviosas; con poca
aceptacion a la automatizacion.
Sala tipo tandem. Permite el manejo de los animales de manera individual, los cuales quedan

inmovilizados. Cada jaula cuenta con una puerta de entrada y otra de salida, y las vacas se colocan
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una tras otra en forma lineal (tdndem) o ligeramente diagonal. Esta sala estd concebida para

equiparla con una maquina por jaula para lograr mayor eficiencia. Figura (12y 13)

Figuras 12 y 13. Salas de Ordefio tipo Tandem

Tomas propias de rancho en Tenextepec Atlixco (izquierda) y en Atlixco Puebla (derecha)

Ventajas: facil observacion y reconocimiento de las vacas; por el manejo individual, las vacas de
ordefio lento no constituyen problema; el tiempo de permanencia de las vacas en sus plazas se
ajusta al tiempo de ordefio; permite la lotificacion menos estricta del ganado.

Desventajas: se requiere casi del doble de espacio longitudinal en comparacion con la sala tipo
espina de pescado, y la eficiencia en el ordefio es menor; en virtud de que el ordefiador tiene que
recorrer mayores distancias entre ubres, y ademas tiene que abrir y cerrar dos puertas por jaula, se
requiere mayor inversion en obra civil y equipo; se reduce el nimero de maquinas que un
ordefiador puede manejar con eficiencia.

Sala tipo espina de pescado. Es una sala de dos niveles: en el elevado se acomodan las vacas, y
en el bajo fosa de 75 a 80 cm de profundidad se ubican los ordefiadores.

Los animales quedan inmovilizados con un espacio limitado por dos puertas, una de entrada y otra
de salida, ubicadas en los extremos de cada fila por una estructura metdlica a lo largo del borde
del pasillo de las vacas, que por lo general tiene la forma de zigzag, y por la estructura donde se
colocan los comederos para el suministro de concentrado, cuyo llenado puede ser en forma manual
0 automatica. (Laval., 2008)
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Figura 14. Sala tipo espina de pescado

Tomada de (Laval., 2008)

Ventajas: se ahorra espacio en virtud de la posicion de las vacas y la proximidad de las ubres, se
logra una mayor eficiencia de ordefio puesto que el ordefiador tiene que recorrer menores
distancias, se facilita la vigilancia del ordefio, tiene lineas cortas de vacio que permiten obtener un
vacio mas estable, medianos costos de inversion.

Desventajas: se dificulta observar el arete o identificacion de los animales; como los animales se
manejan en grupo, las vacas de ordefio lento retienen a las demés, por lo que se requiere un mejor
manejo Y lotificacion del ganado; pobre observacion de la glandula mamaria durante el ordefio.

Un plan de control de mastitis debe contener, por lo menos, lo siguiente:

Selladores de tetas con antisépticos.

Secado de la vaca.

Tratamiento oportuno de mastitis clinica.

Uso adecuado de equipo de ordefio.

Desecho de vacas infectadas cronicamente.

Seleccion de vacas genéticamente resistentes a las mastitis mas comunes.

Control de vectores, particularmente moscas (verano).

Buen manejo nutricional y de préacticas de higiene.

Mejoramiento de la nutricion; por ejemplo, se sabe que suplementando la dieta con vitamina Ey
selenio se aumenta la fagocitosis y la muerte de leucocitos polimorfonucleares y de macrofagos.
Reduccion de estrés. (Sumano, 2007)
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Gracias a la diversidad de los antimicrobianos sus vias de administracion, espectro antibacteriano
y propiedades farmacologicas se pueden tener tratamientos especificos para un tipo de agente
infectante o para atacar una gran diversidad de agentes de manera empirica. Empero, es
precisamente en esta fortaleza que los antibacterianos muestran su debilidad. Su uso
indiscriminado ha generado la aparicion de un ndmero creciente de resistencias bacterianas. Es
comin entonces que los antimicrobianos (B-lactdmicos, aminoglicésidos, tetraciclinas,
macrdlidos, sulfonamidas, fluoroquinolonas, etc.) demuestren una eficacia elevada o aceptable, al
momento de su introduccion comercial a las granjas, pero debido a la presidn selectiva que ejercen
sobre los microorganismos inducen, con mayor o menor rapidez, la aparicion de cepas resistentes,
provocando el desuso del antimicrobiano recién introducido y forzando la utilizacion de nuevas

opciones 0 combinaciones. (Idem)

Por tal motivo, lo mejor es evitar el uso de antibiéticos como tratamiento de la mastitis, ademéas de
ocasionar una pérdida econdmica para el productor por los residuos que quedan en la leche vy el

periodo de retiro que se establece para evitar esto, la salud del consumidor esta de por medio.

La tendencia en el mundo es buscar alternativas para evitar el uso de estas sustancias, ya sean
inmunoestimulantes o diversos remedios.

En la década de los 60°s 'y 70°s el énfasis en el tratamiento de las mastitis fue mediante el uso de
preparados intramamarios vs. Gram positivos. La eficacia global esperada superaba el 75% de los
casos al primer tratamiento. Sin embargo, si se consideran las pruebas bacteriologicas y los
residuos, la eficacia es mucho menor, sobretodo porque a menudo no se aplican antimicrobianos
en la dosis y durante el tiempo necesario, sobre todo para microorganismos que generan mas
resistencias y son mas invasivos como los Gram negativos, y Gram positivos como Streptococcus
agalactiae y el Staphylococcus aureus, para lograr maxima eficacia, en virtud de la exigencia del

mercado de regresar lo méas pronto posible la vaca a la linea de ordefia. (Idem)
Las pérdidas causadas por mastitis clinica se clasifican como sigue:

Pérdida por baja produccion del animal enfermo.

Pérdida de produccion de leche por desecho de la misma, durante la eliminacion del medicame nto.
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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. (Wolter, 2004)

El control mas efectivo para la mastitis se logra mediante medidas preventivas. El tratamiento no
es un sustituto. Para controlar una infeccion durante la lactancia, el tratamiento debe de ir
acompafiado de una identificacion de la causa de la infeccion, entre las pruebas que deben de
realizarse estan: Prueba de fondo oscuro, La prueba de California, Prueba Draminski el cultivo de

muestras de leche.

Prueba de fondo obscuro

Permite detectar grumos en la leche (tolondrén) dirigiendo los primeros chorros a través de una
malla negra, o bien utilizando un recipiente especialmente disefiado para ello. Es recomendable
realizar este procedimiento en todos los ordefios, ya que ademas de detectar leche anormal, se
eliminan bacterias que normalmente se encuentran en el canal del pezon y ademas se estimula la
“bajada de la leche”. (Bedolla & Ponce de Leon, 2008)

Prueba de California

La prueba de California es uno de los métodos més especificos para la deteccion de mastitis sub
clinica y clinica en su caso. Se fundamenta en la reaccion de un detergente no-idnico
(arilakilsulfonato de sodio) con las células presentes en la leche que desintegra el DNA nuclear,
por lo que se forma un conglomerado gelatinoso cuya densidad esta directamente relacionada con
la celularidad desintegrada. Mientras mayor sea el nimero de células sométicas
(polimorfonucleares neutréfilos en su mayoria y células mononucleares) mas aparente sera la
gelatina. La prueba se califica enlo general en escala de 3 cruces sin embargo otros usan 4 (Figura

15). Esta es una prueba subjetiva que se realiza al lado de la vaca durante el ordefio. (Avila, 2010)
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Figura 15. Paleta para Prueba de California

Toma propia en trabajo de campo

El muestreo se realiza durante el ordefio.

Se utiliza una paleta especial CMT que cuenta con cuatro compartimentos.

En cada uno se depositan 2-3 ml del reactivo de California,

Se agregan 2-3 ml de leche recién ordefiada y se mezclan agitando.

Las muestras de leche se toman en condiciones asépticas y los pezones estar perfectamente
limpios.

Agitar con movimientos circulares y de arriba-abajo durante 10-20 segundos para interpretar la

lectura a la reaccion.

Interpretacion de resultados: escala y recuento celular.
Reaccion negativa < 200,000

Traza > 150,000-500,000

1 400,000-1500,000

2 800,000-5°000,000

3>5°000,000

Estos resultados son subjetivos y reflejan la severidad de los casos.
(Giel3en., 2000)



Prueba Draminski

Figura 16. DRAMINSKI Detector de Mastitis 1Q

Tomada de (Draminski Ultrasound Scanner, 1987)

El equipo portatil es un lector de conductividad eléctrica por la concentracion de iones de sodio y
cloro en la leche como signos tempranos de la inflamacion.

Permite detectar el estado temprano de la enfermedad que aun no tiene sintomas visibles (Mastitis
Subclinica) y el estado de salud/enfermedad por separado en cada cuarto. (Draminski Ultrasound
Scanner, 1987)

Regla del funcionamiento

El detector mide los cambios de la resistencia eléctrica de la leche, debido que el desarrollo de la
inflamacién subclinica de la ubre (la fase sin sintomas) estd acompafiado por el aumento de la sal
en la leche lo que influye en el cambio de su resistencia. Esta regla se considera como la prueba

indirecta mas segura en el diagnostico de Mastitis Subclinica. (Idem)

Realizacion de la prueba:
Tomar los primeros flujos de la leche directamente de la ubre en el cubito de medicion.
Pulsar el boton y leer el resultado.

Tirar la leche y repetir la actividad para el resto de los cuartos. (Idem)
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El sistema maneja un punto de corte entre lo sano por arriba de 300 y lo enfermo por debajo de
300 méas menos un rango intermedio de 50. Algunas vacas tienen leche ligeramente acida por lo

que la lectura de otros cuartos ayuda a definir su estado. (Idem)

2.2.10. Toma de muestras de leche para analisis bacteriologico

Para obtener muestras de leche hay que seguir procedimientos muy estrictos de asepsia con el
propdsito de evitar la contaminacion con microorganismos presentes en el pelo o piel de la vaca,
o en el lugar donde se tomen las muestras (Hernandez, 1999)

Material. Se utilizan viales desechables estériles o tubos de ensayo con tapon de rosca, de 15 ml
de capacidad, etiquetados.

Coleccion de muestra. La muestra se puede tomar antes o durante la ordefia. Si se toma antes de
la ordefia es garantia para obtener un mayor nimero de microorganismos.

Preparacion de los pezones. Los pezones se lavan con solucion desinfectante, se secan
perfectamente con toallas desechables, después se eliminan los primeros chorros de la leche con

el propésito de evitar residuos contaminantes.

Control de mastitis. La solucion en parte radica en establecer medidas profilacticas y/o de higie ne
en el método de ordefio. Existen bacterias diferentes involucradas y algunas de estas se encuentran

presentes continuamente. (Carrion, 2002)

El concepto principal de un plan de control de la mastitis es que la infeccion puede ser controlada
ya sea, reduciendo la posibilidad de que patdgenos lleguen a entrar por el esfinter del pezon o

aumentando el poder de resistencia contra infecciones de cada vaca. (Smith K. L., 2008)

En afios recientes, se ha logrado un progreso significativo en el desarrollo de vacunas contra
algunos microorganismos causantes de mastitis. Quizas las mas conocidas y mas ampliamente
usadas son las bacterinas mutantes contra Escherichia coli. También se ha progresado en el
desarrollo de la vacuna contra Streptococcus uberis. Asimismo, se han realizado numerosos

intentos para desarrollar vacunas efectivas contra Staphylococcus aureus. (Idem)
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El uso preventivo de bioldgicos contra los patdgenos principales que provocan mastitis como
inmunoestimulantes, seria de gran ayuda para los productores, representaria un ahorro considerable
al evitar tratamientos costosos con antibioticos ademéas de garantizar una produccion de leche de

calidad y cantidad con beneficios econdmicos para el productor y de salud para el consumidor.

2.3. SISTEMA INMUNE

La glandula mamaria de las vacas lecheras se puede considerar como el elemento méas importante
de las empresas productoras de leche, ya que dependiendo de los cuidados que se le otorguen la
glandula mamaria desarrollara todo su potencial de produccion de leche. Se busca evitar las

infecciones intramamarias en sus diferentes formas; subclinica, clinica o cronica.

Con el avance genético las producciones de leche se han incrementado enormemente, desde la
cuestion natural para generar leche solamente para el becerro hasta las producciones actuales que
alcanzan las vacas durante sus picos de produccion y que no es extrafio observar que se superen

niveles de produccion en algunos animales por arriba de los 70 litros 0 méas por dia.

La glandula mamaria cumple 2 importantes funciones de defensa una es la produccion de calostro
para transferir inmunidad al becerro y la otra es la de mantener su propia proteccion. (Barragan,
2004)

2.3.1. Calostro

Mediante el calostro, se transfiere inmunidad al becerro ademéas de los nutrientes necesarios para
la primera etapa de vida. La proteccién se da mediante la produccion de proteinas especificas y
proteinas no especificas. En el grupo de las proteinas no especfficas se tienen timosina, proteina
alfa 1, lactoferrina, insulina y factores antiestafilococociales estas Ultimas tienen la funcion de
estimulacion y crecimiento de tejidos y le otorgan resistencia a enfermedades infecciosas. Las
inmunoglobulinas son las proteinas especificas pre formadas en el sistema inmune producidas en
los linfocitos By células plasméticas. Son los mediadores de la respuesta humoral por el estimulo

antigénico espontaneo o vacunal que por mecanismos de opsonizacion facilitan la fagocitosis de
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las bacterias Gram positivas y/o negativas y también neutralizan a los agentes virales. Sus

principales funciones biologicas son:

Activacion del complemento

Aglutinacion

Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
Neutralizacion

Opsonizacion

Proteccion de mucosas. (Barragan, 2004)

Las caracteristicas de un buen calostro es que este provenga de vacas sanas y que la primera
secrecion tenga los componentes proteicos que le transfieran inmunidad al recién nacido. Por lo
tanto es de mucha importancia realizar un programa para la vaca en periodo de seca que garantice
este punto. La medicién de la salud al momento del parto es lo que define el éxito o no del
programa para la vaca en periodo de seca. Se recomienda reunir la informacion del estado salud
de cada ubre de las vacas recién paridas en donde se tenga la presencia de anormalidades en el
calostro, coagulos, cortado, mastitis clinica dentro de los 3-5 dias postparto y la valoracion del
conteo celular somético a partir del quinto dia. Cuando menos el 96% de las vacas no deben de
tener ninguno de los puntos tratados anteriormente, si es lo contrario se debe de replantear el
método de secado, uso de antibibticos, vacunas y lo que es de actualidad lo referente al uso de

inmunomoduladores celulares. (idem)

2.3.2. Sistemas de defensa de la glandula mamaria

En lo que respecta especificamente a los sistemas de defensa de la glandula mamaria, esta posee
2 mecanismos uno no inmunoldgico y el otro inmunoldgico, en el primero se tienen las defensas

anatomicas y solubles y en el segundo la respuesta humoral y la respuesta celular
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Figura 17. Sistemas de defensa de la glandula mamaria

Sistemas de defensa de la glandula mamaria

Mecanismos no inmunoldgicos Mecanismos inmunolégicos
1. Anatomicos 1. Humoral
2. Celular 2. Celular

Tomado de (Barragan, 2004)

Los programas preventivos de vacunacion, programa de vaca seca, calibracion de equipos de
ordefia, uso de desinfectantes, utensilios y rutinas de ordefio con limpieza son apoyos externos

gue previenen casos futuros de mastitis.

Los antimicrobianos, antibioticos, desinflamatorios y terapias de sostén son aplicados para la

resolucion de mastitis clinica. (Barragan, 2004)

2.3.3. Mecanismos no inmunol6gicos
Anatomicos o barreras fisicas

Las alteraciones que se dan en la punta del pezon (hiperqueratosis) son consecuencia en de la
accion de las maquinas de ordefio sobre los pezones debido a vacios de ordefia muy altos o tiempos
largos de ordefia. También puede ser causada por un sobre ordefio intenso o fallas en el sistema

de los retiradores automaticos. (idem)

El canal del pezdn se mantiene cerrado mediante la accion de un musculo elastico que limita la
entrada de las bacterias, la queratina presente contiene elementos bacteriostaticos. La roseta de
Firstenberg estructura ubicada en la entrada del canal, ademas de proporcionar fuente de células
inmunocompetentes, tiene la presencia de leucocitos productores de proteinas bactericidas. De
suma importancia es el mantener la integridad del canal del pezon y evitar al maximo la presencia

de cuarteaduras o heridas en la superficie la cual puede ser colonizada por bacterias patégenas.

39


http://www.ganaderia.com.mx/uploads/TBL_IMGS_6934_1_38.jpg

Dentro del programa rutinario de control de mastitis se debe de tener la valoracion periddica de la
condicion de la punta del pezon en donde el nimero de animales con pezones dafiados debe de
ser minimo asi como la consistencia de la piel de pezon, dependiendo de estas evaluaciones se
debe de trabajar en los tiempos de estimulo de las vacas, tranquilidad en la ordefia y uso de

productos desinfectantes con emolientes y suavizantes. (Idem)

Elementos solubles

Esto es considerado como la segunda barrera de defensa de la glandula mamaria son elementos
contenidos en la leche con accion sobre las bacterias, se tiene cierto tipo de complemento,
lisozima, el sistema Lactoperoxidasa-tiocianato, Y la lactoferrina. El complemento es una proteina
presente en la leche y que es capaz de incrementar la fagocitosis, su concentracion es alta en el
calostro y en las vacas que presentan infecciones clinicas de mastitis, la lactoferrina es una
glicoproteina fijadora de hierro (Fe) producida por los fagocitos y las células epiteliales, al fijar
hierro inhibe el crecimiento de bacterias que lo requieren (Estafilococos y bacterias coliformes)
esta presente en grandes concentraciones en el periodo seco y se reduce durante los picos de
lactancia y aumenta nuevamente al final de esta, la lisozima es igualmente una proteina con
capacidad bactericida, capaz de lisar los péptidos glucanos de los microorganismos Gram
positivos y la membrana externa de los Gram negativos. El sistema Lactoperoxidasa-tiocianato
junto con el peroxido de hidrogeno son bacteriostaticos contra ambos grupos de bacteria, tienen
una acciéon antimicrobiana al formar hipotiocinato, y realizan un efecto oxidativo sobre las
enzimas bacterianas. La formacién de estos elementos requiere de elementos en la dieta en forma

adecuada en donde los gliicidos tienen una gran influencia. (Idem)

2.3.4. Mecanismos inmunolégicos
Inmunidad mediada por anticuerpos o humoral

La inmunidad adquirida o especifica constituye un sistema de defensa que no solo reconoce y
destruye alos antigenos invasores sino que también elaboran la memoria del episodio. Ante nueva
exposicion del antigeno el sistema inmunitario reacciona con mayor prontitud y eficiencia. Los
anticuerpos o inmunoglobulina (Ig) son proteinas que ejercen funciones inmunoldgicas diversas,

son secretadas por las celulas plasmaticas y son producidas por los linfocitos B. Existen cuatro
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clases de Ig en los bovinos; 1gG, IgM, IgA, IgE y 3 subclases de 1gG; 1gG1, 1gG2a e IgG2b, estas
Ig pueden ser producida por los tejidos locales de la glandula (IgA, IgM)o en un proceso de
inflamacion migran desde el torrente sanguineo (IgG1, 19gG2). Las Ig son agentes opsonizadores,
previniendo la adherencia de los microorganismos a los tejidos y por lo tanto la colonizacion,
también son agentes neutralizadores y ejercen accidén sobre las toxinas bacterianas y activan la

fagocitosis de los macrofagos y neutrofilos.

Las vacunas gue se han desarrollado y comercializan algunos laboratorios tienen la finalidad de
aumentar la defensa inmune contra un antigeno especifico. Una vacuna debe de ser capaz de
eliminar infecciones cronicas, prevenir nuevas ademas de reducir la gravedad y frecuencia de los
casos clinicos. Se tienen en el mercado la disponibilidad de vacunas contra Staphylococcus aureus
y el complejo Coliforme que son los principales microorganismos involucrados en el desarrollo
de infecciones intramamarias. Algunos estudios revelan que aumenta la cura natural, reduce las
infecciones intramamarias, disminuye el conteo celular somético y baja la gravedad de la
presentacion, la inmunizacion con vacunas produce una elevada concentracion de Igl e 1g2 que

sirven de opsoninas para la fagocitosis y neutralizacion de las toxinas (Barragan, 2004)

Defensa celular

Las células de defensa o células sométicas (CS), son células de origen sanguineo que migran a la
glandula mamaria en respuesta a sefiales antigénicas, para contrarrestar la infeccion y eliminarla.
En vacas ‘“no infectadas” con patégenos mayores pero con respuesta a agentes infecciosos
menores, las células somaticas se encuentran en nimeros que no rebasan las 100,000 por mililitro.
Esta celularidad se estima es necesaria como elementos in situ para combatir cualquier patégeno
invasor. Durante una infeccion bacteriana de la glandula las CS se incrementan considerablemente
en un periodo de 12 a 24 horas siendo los polimorfonucleares neutrofilos (PMN) el principal
componente. La principal funcion de los PMN es la de fagocitosis y destruccion de
microorganismos siendo considerados la primera linea de defensa celular, ademéas los PMN
ademas de fagocitar generan agentes oxidantes con capacidad bactericida. En el proceso de
fagocitosis los PMN envejecen y pierden capacidad en sus funciones, estos son eliminados en el
ordefio frecuente y son reemplazados por células nuevas. Los PMN poseen receptores que

reconocen el complemento e inmunoglobulinas. Los PMN se complementan con los basofilos que
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son las células liberadoras de mediadores inflamatorios y tiene factores quimiotacticos para atraer

a los neutréfilos y eosinofilos.

Otras células de gran importancia son los macréfagos o monocitos que migran de los capilares al
interior de la glandula para iniciar el proceso de la inflamacion. Fagocitan no solamente a los
agentes bacterianos sino también a células envejecidas o muertas como los neutréfilos, intervienen
en el sistema de hemostasia y son los encargados de presentar los antigenos bacterianos a los

linfocitos T que a su vez activan a los linfocitos B.

Los linfocitos son los encargados de construir y regular la respuesta inmune en donde intervienen

los diferentes tipos de ellos:

Linfocitos T
Linfocitos B
Células Natural Killer (NK)

Los linfocitos T son los responsables de la produccion de citoquinas Y la activacion de la respuesta
inmune tanto humoral como celular. Se asocian a la proteccion de mucosas y superficies
epiteliales, a la secrecion de interferon y actividades citotoxicas. La principal funcion de los
linfocitos B es la de producir anticuerpos contra los microorganismos invasores, cuentan con
receptores de membrana para reconocer antigenos especificos. Las células NK tienen gran
actividad citotdxicas sobre células tumorales o infectadas y también inducen apoptosis de células

alteradas por medio de la secrecion de factor de necrosis tumoral.

El buen funcionamiento de la respuesta celular tiene como consecuencia la detencion o
eliminacion de las infecciones intramamarias, en los estudios recientes sobre elementos
inmunomoduladores de las defensas del organismo animal se tienen trabajos de elementos
inducibles sobre las células que actlan sobre las diferentes células del sistema inmunitario y sobre
los elementos que se tienen de forma natural para el primer grupo actlan sobre las células
(Macréfagos, neutrofilos, células NK Linfocitos y células dendriticas) y en el segundo punto
tienen accion sobre el complemento, lisozima lactoperoxidasa y la lactoferrina. Dentro de este
grupo son de especial interés la Vitamina E y el Selenio que estimula la inmunidad celular y

humoral. (Barragan, 2004)
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La inmunoterapia comprende los métodos que utilizan principios inmunoldgicos para prevenir la
enfermedad. Los inmunoestimulantes aumentan la resistencia a la enfermedad mediante el
incremento en los mecanismos de defensa especificos e inespecificos, convirtiéndose en agentes
profilacticos primarios, no curativos. Las limitaciones de la inmunoestimulacion dependen del estado
de desarrollo del sistema inmune, organismo blanco, tipo de inmunoestimulantes y los

procedimientos de administracion.

Muchos inmunoestimulantes son nutrientes habituales de la dieta como polisacaridos, lipidos o
proteinas que suministrados en concentraciones superiores a las normales produciran efecto
estimulante. Las vitaminas Yy minerales pertenecen al grupo de inmunomoduladores. Los

inmunoestimulantes de mayor uso son los de origen bacteriano. (idem)

2.3.5. Mecanismos No — Inmunoldgicos

Anatémicos

El canal del pezén junto con la piel es considerado como la primera barrera de defensa contra los
patdgenos. La condicion de la piel de la glandula es de vital importancia. Cuando la piel se
encuentra integra, la mayoria de los patdgenos tiene limitadas oportunidades de sobrevivir (King,
1981)

El canal del pezon es la principal puerta de entrada a la ubre de numerosos microorganismos
causantes de mastitis (Sandholm & Korhonen, 1995). El misculo liso y la elasticidad de los tejidos
alrededor del conducto del pezdn, hacen que este se mantenga cerrado limitando asi el ingreso
bacteriano (Sordillo, 1995)

El didmetro del pezén y en menor medida la longitud del mismo, tienen una relacion directa con
la incidencia de enfermedades intramamarias. A mayor diametro, mayor tasa de nuevas
infecciones. Estudios morfométricos indican que el didmetro del canal del pezdn cambia
considerablemente durante el periodo seco y la lactancia del animal (National Mastitis Council,
1996).

Este diametro fue mucho mayor a los 7 dias del secado comparado con los dias 1, 16 y 30,

hallandose una relacién positiva entre diametro e incidencia de enfermedades intramamarias

(Nickerson, 1989). De lo anterior se deduce que los cuidados al pezon durante los primeros 10 dias
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del secado son indispensables. El uso de productos selladores de barreras impermeables y durables
puede ser el apoyo necesario para reducir el riesgo de infecciones por migracion de micro
organismos ambientales. Asimismo, a medida que el proceso involutivo progresa, la glandula se
torna mas resistente. Dicha resistencia, entre otras causas, es atribuida a la formacion del tapon de
queratina en el conducto del pezdn, el cual previene el ascenso y multiplicacion bacteriana en la

glandula.

Entre los mecanismos no-inmunolégicos solubles que forman parte de la defensa de la glandula
mamaria cabe mencionar a la lactoferrina y la lactoperoxidasa como los mas relevantes de este
tipo de compartimiento.

La lactoferrina es una proteina con capacidad para fijar el hierro (Fe), siendo producida por las
células epiteliales y fagocitos de la glandula mamaria (Persson, 1992) (Sandholm & Korhonen,
1995).

Debido asu capacidad de fijar Fe en presencia de bicarbonato, la lactoferrina inhibe el crecimiento
de bacterias dependientes de este mineral (Craven & Williams, 1985), limitando
significativamente el crecimiento de bacterias productoras de mastitis tales como, Estafilococos y
Coliformes, mientras que su efecto es menor en bacterias de escasas necesidades de Fe, como los
Estreptococos (Sandholm & Korhonen, 1995)

2.3.6. Mecanismos Inmunoldgicos solubles

Como parte de esta clasificacion, entre los mecanismos inmunoldgicos solubles cabe mencionar
al complemento vy a las inmunoglobulinas.

El complemento consiste en una serie de proteinas que, una vez activadas, ejercen funciones
inmunolégicas diversas, tales como opsonizacion de microorganismos,  quimiotaxis de

neutrofilos, lisis de bacterias (Craven & Williams, 1985)

Cuatro clases de inmunoglobulinas (lg) han sido descriptas en la glandula mamaria, IgA, IgE, IgG
(lgG1, 1gG2) e IgM (Butler, 1986), las cuales pueden ser producidas en la misma glandula o

derivar del torrente sanguineo.



Las principales funciones de las Igs son las de prevenir la adherencia a las superficies mucosas o
actividad antiadhesiva (IgA), activar el complemento (IgM) vy actividades opsonizantes,
favoreciendo la fagocitosis (IgG) (Craven y Williams, 1985). La concentracion de Igs en la

glandula varia de acuerdo al momento de la lactancia y al grado de salud de la misma.

Figura 18. Comparativo en mg/ml de inmunoglobulinas presentes en las vacas

Crencia Feterinaria. Facultad de Ciencias Veterinarias. UNLPam-2001

Concentracion promedio de Igs en los diferentes estadios del cicle productive de la
vaca lechera (mg/mi).

Ig Lactancia Seca * Calostro
[gA 0,08 3.14 5.36
I2G, 0.58 10.27 46.4
IeG, 0,06 1.95 2,87
IgM 0.09 4.13 6.77

* Valores determinados a los 7 dias post-secado

Tomado de (Craven & Williams, 1985)

2.3.7. Mecanismos inmunoldgicos celulares

La secrecion lactea posee un componente celular constituido basicamente por macréfagos (Me),
polimorfonucleares neutréfilos (PMN), linfocitos (L) y, en menor medida, células epiteliales,
conocido en su conjunto como Células Somaticas (CS). Las CS son un componente normal de la
secrecion lactea, cuyo nimero y proporcion variara dependiendo del estado fisiologico en que se
halle la glandula, como asi también de su grado de infeccion.

Durante una infeccion bacteriana de la glandula las CS se incrementan considerablemente en un
periodo de 12 — 24 horas, siendo los PMN el principal componente de este incremento (Craven &
Williams, 1985)
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La principal funcion de los PMN es de fagocitosis y destruccion de microorganismos, siendo
considerados como la primera barrera de defensa celular de la glandula mamaria contra los

patdgenos (Paape et al, 1991)

Los macrofagos de los tejidos, entre ellos la glandula mamaria, derivan de los monocitos presentes
en la sangre (Ziegler & Haitbrock, 1989). Tienen capacidad fagocitica e inician el proceso
inflamatorio (Adams & Hamilton, 1988).

Debido a que son las células mas abundantes en la glindula mamaria sana, a los Mo se los
considera como las células responsables, luego de la invasion bacteriana, de la produccion de

citosinas y de iniciar la respuesta inmunitaria (Politis, et al, 1992)

Los linfocitos son los encargados de construir y regular la respuesta inmunitaria. Existen tres tipos
de linfocitos, los cuales difieren en funciones y en componentes proteicos producidos, llamados
linfocitos B, Ty asesinas naturales Natural Killer (NK) de sus siglas en inglés (Tizard, 1996)

2.4. ESTUDIO REGIONAL

Puebla es uno de los estados productores de leche con produccion intermedia a baja, respecto a
otros estados del pais. Los hatos lecheros se encuentran distribuidos en regiones con ganado
estabulado la mayoria entre 50 a 200 animales por establo. La vacunacion al ganado en cuanto
a la prevencion de la mastitis es muy baja o nula. La cultura del ganadero nacional con esos
rangos de propiedad es muy pobre respecto al uso de vacunas, tanto para mastitis como para otras
patologias. Sin embargo practicamente la mayoria, usa las jeringas con antibidticos para proteccion
de la glandula mamaria en el momento preparto cominmente conocido como “secado”. El
ganadero de cuencas de baja produccion, comercializa buena parte de su leche en la preparacion

de queso, muchas de las veces sin control de residuos de antibidticos. (Lactodata, 2013)
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Figura 19. Principales estados de la Replblica Mexicana en produccion de leche

México: Entidades federativas mas importantes en produccion de leche

Participacion {%) Avance al mes de: enero 20M2, 20113.
Variacion (%)
05
10 Durango 4% 84,538 B0,004 -4.3%
08 Chihualhua 8.8% 70438 75,016 6.5%
1 Guanajuaio T.3% 60,834 60,4681 -0.7%
A0 [Veracruz de ignacio de la Llawe B.T% 54,818 54,303 -0.8%
15 Meéxico 4. 4% 31,029 30,856 -1.2%
| Puebla 3.8% 30,824 20,840 -3.2%
o7 Chiapas AT% 34,893 35,460 1.3%
13 Hidalge AT% 28,588 20,883 DL4%
m Aguascalientes 34% 27 504 28,724 4. 1%
16 Michoacan de Ocampo 3.2% 28,080 25,371 -2.8%
Fegion Lagunera 1O | TE2 201 TE2 358 [\

Fu=nte: SIAPSSAGARPE

(Lactodata, 2013)

Informacion preliminar, oportuna

Pronastico 2003 Elabord: Lactodets

Figura 20. Gréfica de los estados productores de leche de la Republica Mexicana

México. Principales Estados productores de leche de bovino [vaca). D©2012p
México, enero, 2013, miles de litros
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(Lactodata, 2013)
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Regiones especificas.- En el estado de Puebla se confinan 6 micro cuencas lecheras que son:
Cholula-Chipilo, Atlixco, Texmelucan, Libres; Tecamachalco y Tehuacan. Las cuencas que se
estudiaron fueron 2 de las que se detallan a continuacién sus caracteristicas geograficas en el
cuadro 1, 2,3y 4.

Ambas regiones son de clima templado, con lluvias en verano, sequia en primavera e invierno o
que afecta las condiciones generales del ganado. La lluvia es un factor predisponente a desarrollar
mastitis. El tiempo de sequia afecta en la alimentacion y bajan las defensas de los animales. Ambas

condiciones deben prevenirse para que la produccién de leche no se vea afectada.

Cuadro 1. Caracteristicas geograficas de Atlixco Puebla

UBICACION GEOGRAFICA

COORDENADAS GEOGRAFICAS EXTREMAS AL NORTE 19°00', AL SUR 18°48' DE LATITUD NORTE; AL ESTE 98°18', AL OESTE 98°36'
DE LONGITUD OESTE.

PORCENTAJE TERRITORIAL EL MUNICIPIO DE ATLIXCO REPRESENTA EL 0.82% DE LA SUPERFICIE DEL ESTADO.

COLINDANCIAS EL MUNICIPIO DE ATLIXCO COLINDA AL NORTE CON LOS MUNICIPIOS DE TOCHIMILCO,
TIANGUISMANALCO Y SANTA ISABEL CHOLULA: AL ESTE CON LOS MUNICIPIOS DE
SANTA ISABEL CHOLULA, OCOYUCAN, TEOPATLAN Y SAN DIEGO LA MESA
TOCHIMILTZINGO; AL SUR CON LOS MUNICIPIOS DE SAN DIEGO LA MESA
TOCHIMILTZINGO, HUAQUECHULA Y ATZIZIHUACAN ; AL OESTE CON LOS MUNICIPIOS

DE ATZIZIHUACAN Y TOCHIMILCO.

FUENTE: INEGI. Marco Geoestadistico, 2000.
INEGI. Conjunto de Datos Vectoriales de la Carta Topografica 1:250 000. (INEGI, 2000)
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Cuadro 2. Clima de la region de Atlixco Puebla

CLIMAS
TIPO O SUBTIPO SiIMBOLO % DE LA SUPERFICIE
MUNICIPAL
SEMICALIDO SUBHUMEDO CON LLUVIAS EN VERANO A(C)wl 41.13
DE HUMEDAD MEDIA
SEMICALIDO SUBHUMEDO CON LLUVIAS EN VERANO A(C)wO 41.13
DE HUMEDAD BAJA
34.68
TEMPLADO SUBHUMEDO CON LLUVIAS EN VERANO C(w2)
DE MAY OR HUMEDAD
TEMPLADO SUBHUMEDO CON LLUVIAS EN VERANO C(wl) 23.13
DE HUMEDAD MEDIA
SEMIFRIO SUBHUMEDO CON LLUVIAS EN VERANO C(E)(w2) 1.06
DE MAY OR HUMEDAD
FUENTE: INEGI. Conjunto de Datos Geograficos de la Carta de Climas, 1:1 000 000. (INEGI, 2000)
Cuadro 3. Caracteristicas geograficas de Libres Puebla
UBICACION GEOGRAFICA
COORDENADAS GEOGRAFICAS EXTREMAS AL NORTE 19°33', AL SUR 19°22' DE LATITUD NORTE; AL ESTE 97°32', AL OESTE 97°49'
DE LONGITUD OESTE.
PORCENTAJE TERRITORIAL EL MUNICIPIO DE LIBRES REPRESENTA EL 0.85% DE LA SUPERFICIE DEL ESTADO.

COLINDANCIAS
EL MUNICIPIO DE LIBRES COLINDA AL NORTE CON LOS MUNICIPIOS DE
IXTACAMAXTITLAN, OCOTEPEC Y CUYOACO; AL ESTE CON LOS MUNICIPIOS DE
CUYOACO Y TEPEYAHUALCO; AL SUR CON LOS MUNICIPIOS DE TEPEYAHUALCO,
ORIENTAL Y EL ESTADO DE TLAXCALA; AL OESTE CON EL ESTADO DE TLAXCALA Y
EL MUNICIPIO DE IXTACAMAXTITLAN.

FUENTE: INEGI. Marco Geoestadistico, 2000.
INEGI. Conjunto de Datos Geogréaficos de la Carta Topogréafica 1:250 000. (INEGI, 2000)
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Cuadro 4. Clima de la region de Libre Puebla

CLIMAS

TIPO O SUBTIPO SiMBOLO % DE LA SUPERFICIE
MUNICIPAL

TEMPLADO SUBHUMEDO CON LLUVIAS EN VERANO, C(w2) 4.89

DE MAYOR HUMEDAD

TEMPLADO SUBHUMEDO CON LLUVIAS EN VERANO, C(wl) 17.12

DE HUMEDAD MEDIA

TEMPLADO SUBHUMEDO CON LLUVIAS EN VERANO, C(w0) 66.75

DE MENOR HUMEDAD

SEMIFRIO SUBHUMEDO CON LLUVIAS EN VERANO, C(E)(W2) 6.36

DE MAY OR HUMEDAD

SEMISECO TEMPLADO BS1k 4.88

FUENTE: INEGI. Conjunto de Datos Geograficos de la Carta de Climas, 1:1 000 000. (INEGI, 2000)

25 PROGRAMAS DE VACUNACION

El periodo del secado pre parto, es un buen momento para vacunar al ganado Y asi protegerlo de
enfermedades infecciosas comunes. Se recomienda el uso de vacunas durante el periodo de vaca seca
a los fines de proteger a la vaca durante este periodo tan vulnerable. Las vacunas también se emplean
para estimular la formacion de anticuerpos que estaran presentes en el calostro y que protegeran a la
cria. Las vacunas para proteger a las terneras contra E. coli, rotavirus y coronavirus son mas eficientes
cuando se administran a las vacas durante el final de la gestacion (asumiendo que existe un buen
manejo del calostro y de la alimentacién). El periodo de vaca seca es también adecuado para
administrar los refuerzos correspondientes de las vacunas contra enfermedades virales comunes
(BVD, IBR, PI-3). (Smith K., 1982)

El uso de vacunas antagdnicas contra microorganismos Gram negativos es, practicamente necesario

para todas las lecherias, justificable desde el punto de vista econdmico. Con el uso de estas vacunas

se reduce significativamente la severidad de las mastitis provocadas por bacterias coliformes. Estas
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vacunas han probado ser efectivas desde el punto de vista econémico aun en hatos con relativame nte

pocas mastitis coliformes.

El ambiente desfavorable de la presencia de patdgenos residentes en los mismos organismos animales

y en su entorno ambiental favorece el desarrollo de la enfermedad.

El conocimiento de la existencia de sustancias capaces de inducir la actividad de las células inmunes
y sus productos data ya de algunos afios y forma parte de los complejos adyuvantes empleados en las
vacunas. La mayoria de las vacunas emplea productos que derivan de bacterias como es el caso de

los subproductos de Bacillus tuberculoso, muramil dipéptidos o la pared de bacilos Gram negativos.

Otros emplean inmunopotencializadores que incrementan la respuesta de antigenos débiles, estimulan
la inmunidad celular y humoral. El resultado en la inmunogenicidad de un biolégico encontrara en el
campo, variables que pueden provenir desde los compuestos mismos usados como adyuvantes, el
estado nutricional del hato e individual, la presencia de patdgenos y condiciones externas en el manejo

que condicionen “estrés”. (Smith K. L., 2008)

Como ya se mencion6 anteriormente, en la glandula mamaria de la vaca, existen varios tipos celulares
en la secrecion lactea: los leucocitos polimorfonucleares (lpn), las células mononucleares entre las
que destacan los macréfagos (mac) los linfocitos (linf) y las células epiteliales que descaman de los
acinos glandulares. El numero y proporciones de estas células varia en relacion a los diferentes
estadios de la lactancia, del periodo de no lactancia, mejor conocido como periodo seco. Por razones
obvias, estos tipos celulares se incrementan durante la lactancia por la presencia de factores

inflamatorios fisicos, quimicos o infecciosos. (Smith K., 1982)

Para el productor de bovinos de leche el conjunto de células es conocido como “células somaticas”.
Esta terminologia proviene de las células que componen el cuerpo para diferenciarlas de las
germinales que derivan de los ovarios y testiculos como ovocitos y espermatozoides respectivamente.
Las células somaticas de la inflamacion de la glandula mamaria derivan principalmente de la sangre
y del tejido linfoide. Este conjunto de células tienen la funcion especializada de reconocimiento,

fagocitosis (ingestion y degradacion en el citoplasma celular) y eliminacion de todo aquello que el
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organismo reconoce como extrafio. De acuerdo con lo establecido afios atrés, el periodo de lactancia
se divide en dos; (Smith, 1982)

1.-El periodo de lactancia que se inicia inmediatamente terminado el calostro hasta el momento
del secado.

Durante el periodo de lactancia en condiciones fisioldgicas, el nimero promedio de células sométicas
es de 200,000 por mililitro. Entre ellas, el 12 % corresponden a leucocitos polimorfonucleares

neutréfilos (Ipn), el 60 % a macréfagos (mac) y el 28 % a linfocitos (linf).

En la glandula mamaria sin otros elementos de atraccion de celulas infllmatorias, (sométicas) la
presencia de células especializadas en fagocitosis como los polimorfonucleares neutréfilos y los

macrdfagos, encuentra su explicacién fisiologica en los siguientes argumentos;

a. Las celulas epiteliales de los acinos glandulares producen granulos de caseina
y lipidos, componentes proteicos y grasos de la leche respectivamente. Estos
elementos per se son productos estimulantes de la confluencia de Ipn por
quimiotaxis en las luces de los acinos glandulares. Los Ipn en los acinos
glandulares, se encuentran continuamente fagocitando caseina y grasa y se
especula que su capacidad de fagocitosis contra agentes bacterianos se
encuentra en decrecimiento por el desgaste o actividad fagocitica de estos

elementos constitutivos de la leche en formacién

b. Como toda célula del organismo el recambio de nuevos elementos celulares
obedece al codigo genético pre establecido en el ADN en relacion al tiempo
de viabilidad celular. De algunas células se conoce su tiempo de permanencia
entre los tejidos pero todas son reguladas por el mecanismo de muerte celular
programada (apoptosis). En los acinos glandulares de una vaca en etapa de
lactancia es posible observar los signos morfologicos de apoptosis, como la
condensacion de la cromatina nuclear y fragmentacion de la misma. La célula

muerta se reduce a fragmentos que tienden a ser eliminados hacia las luces
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glandulares donde por su tamafio son reclutadas las células con capacidad

fagocitica como los macrofagos lo que explica la presencia “fisiologica de
estos elementos celulares de la inflamacion”. (Shulize & M.J., 1977)

En el periodo tardio de lactancia se modifica el porcentaje de 200,000 a 600,000 células sométicas
por mililitro entre las cuales, 40 % son Ipn, 30 % mac y 30 % linf. (Shultze & M.J., 1977) (Paape et
al, 1991; Paape, 1981; Blackburn, 1966)

Es importante tomar en consideracion las variaciones fisiologicas entre los periodos de lactancia,
particularmente para no mal interpretar la existencia de factores inflamatorios especificos o

inespecificos inductores de aumento en el conteo individual de las células sométicas.

2.-El periodo de secado terminado con el calostro.

Durante el periodo seco se reconoce “el temprano” con activa mvolucion de la glandula y con

duracién de aproximadamente 28 dias.

La concentracion de células durante los primeros siete dias del secado se incrementa notablemente
encontrando hasta 1,800,000 células por mililitro disminuyendo progresivamente hasta presentar
250,000 células/ml. El periodo de calostro se inicia 15 dias antes del parto y finaliza tres dias después.
El conteo celular en el periodo calostral post parto es entre 10,000 a 280,000 células/ml. Relacién

entre el conteo de células somaticas Yy las infecciones en la ubre.

Los programas de control de células somaticas en tanque de enfriamiento son hoy en dia bien
aceptados por los productores de leche y promocionados por las instituciones de comercializacion de
los productores. Este binomio productor y comercializador da por sentado que es conveniente
establecer los limites inferiores y superiores sobre el conteo de células somaticas en tanque. Las
razones son varias y destacan para los productores la relacion entre el mencionado conteo celular y
el posible ndmero de vacas con potencial infeccion. Para los comercializadores el colocar excelente
calidad de leche en sus mercados. Muchos investigadores y médicos veterinarios concuerdan en que
es “normal” encontrar conteos en tanque en rangos de 200,000 células /ml. Dos estudios realizados

en las universidades de Cornell y Pensilvania en USA, relacionan el conteo de células somaticas en
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tanque con el nimero de vacas infectada. Con porcentajes de 100,000 a 199,000 son 15 % las vacas
enfermas, entre 200,000 a 299,000 son 32 %, de 300,000 a 399,000 son 42 %, de 400,000 a 499,000
son 55 %, de 500,000 a 599,000 son 58 %. (Paape, Guidry, Jain, & Miller, 1991)

El desafio constante a la glandula mamaria por bacterias coliformes en donde predomina la E. coli.
Las bacterias de ambientales residentes en la piel del pezén y en las manos del operador del equipo
y en el propio equipo, establecen que en conjunto, la leche adn diluida en el tanque de enfriamiento,

manifieste esas proporciones de células somaticas.

Las mastitis sub clinicas pasan desapercibidas porque no manifiestan los signos de una mastitis
aguda, sin embargo son las responsables de las proporciones de células somaticas que se encuentran
en la leche en el tanque, asumiendo que la leche de vacas con mastitis clinica ha sido descartada. La
mastitis sub clinica por coliformes y ambientales, se ha manejado con las medidas de limpieza y
recambio de las camas en los echaderos, el uso de pre — selladores que desinfectan los pezones antes
de la ordefia y el de selladores despuées de la misma. (Paape, Guidry, Jain, & Miller, 1991)

La vacunacién contra E. coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, durante el periodo
del secado contribuye también como medida preventiva al incrementar la eficiencia de la fagocitosis

de bacterias oportunistas en las luces glandulares.

Para el control y o erradicacion de patdgenos ambientales y/o oportunistas en la glandula mamaria,
el productor usa productos intramamarios. La aplicacion es realizada una vez suspendida la lactancia
dos meses antes del parto. Las jeringas intramamarias estan constituidas por formulaciones con
antibiéticos cuya permanencia en la cisterna de la glandula conductos y conductillos asi como
alveolos cercanos permanece por tiempo variable. Es de importancia que el tiempo de permanencia
no sobrepase el tiempo de formacion del calostro por la presencia indeseable de metabolitos/residuos
de las sales de antibidticos. Los residuos de antibioticos podrian estar presentes en la leche de los

primeros dias de lactancia posparto, condicion que genera descalificacion y desecho.

La mastitis aguda al abrir la lactancia, etapa que en la jerga de productores de leche se denominan

“frescas”, es frecuente la presencia de patogenos menores. La infeccion se dio con probabilidad



durante el tiempo de involucion glandular y la mayoria de los casos las bacterias coliformes son las
oportunistas presentes. Las mdltiples variables en cada establo como limpieza y desinfeccion de
corrales, la imperfeccion de cierre del esfinter del pezén y suficiente cantidad de queratina para ocluir
el conducto galactoforo, la persistencia de patdgenos menores en el interior de la glandula, la
latrogenia al aplicar las jeringas intramamarias, son entre otras, las principales causas de las
infecciones de la glandula mamaria en la etapa de secado preparto y pos parto inmediato. (Gonzalez,
1989)

Presentacion de antigenos en el interior de la glandula mamaria, vacunas intracisternales y

calostrogénesis

La relacion del tipo de placentacién y las barreras que se presentan en algunos mamiferos, hace que
la concentracion de inmunoglobulinas secretadas por la madre pasen al recién nacido por la leche de
los primeros dias o calostral. Es asi que la previa experiencia inmune de la madre dara al recién
nacido la proteccion que proporcionan inmunoglobulinas que circulardn en pocas horas en el plasma
de los recién nacidos. La aumentada proporcion de macréfagos como células presentadoras de
antigenos en la etapa del preparto, puede ser interpretada como la actividad fisioldgica de oportunidad
de presentacion de antigenos al sistema inmune. La consecuencia también fisiolégica sera la

formacion de inmunoglobulinas especificas. (Max J. Paape, 2003)

2.6. IDENTIFICACION DEPRODUCTOS BACTERICIDAS

La diferencia entre los antisépticos Yy los desinfectantes es que los primeros son biocidas que,
aplicados topicamente sobre tejidos vivos, tienen el objeto de destruir o inhibir el crecimiento de
los microorganismos, mientras que los desinfectantes se emplean para matar a los
microorganismos o impedir su crecimiento, pero ejercen su accion sobre una superficie inerte u
objeto inanimado.

Segun el espectro antimicrobiano de antisépticos y desinfectantes se consideran:

De alto nivel: cuando elimina los cuatro tipos de microorganismos: bacterias, hongos, virus e
incluso esporas.

De nivel intermedio: cuando no se afectan las formas esporuladas de algunos hongos o virus.
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De bajo nivel: cuando solamente afectan a las formas vegetativas de las bacterias (no &cido-alcohol

resistente) y a algunos hongos y virus. (Vives, 2004)

Figura 21. Farmacologia de antisépticos y desinfectantes
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Acidos yodados

Son los germicidas mas activos in vivo. Su amplio espectro abarca bacterias de todos los grupos,
hongos, virus e incluso esporas.

Su efecto se debe ala yodacion de proteinas vitales para los microorganismos (altera su estructura
proteica y los &cidos nucleicos). Su accion estd limitada por la inactivacién por sangre y otros
materiales biologicos. Generalmente han sido utilizados tanto para desinfectar piel intacta como
para decontaminar heridas pequefias. Que si bien son altamente efectivas presentan los siguie ntes
inconvenientes:

Reacciones de hipersensibilidad.

Irritacidn del area tratada por el componente de alcohol.

Quemaduras en caso de que la solucién tenga iodo concentrado a mas del 2%.

Eosinofilia (rara). (Vives, 2004)

lodoforos

Un iodoforo es un agente solubilizante o portador del yodo con el que se combina en forma
reversible. El complejo resultante provee un reservorio de liberacién sostenida de iodo libre en
solucion acuosa (libera iodo lentamente). Son de mayor sustantividad que las soluciones iodo-
ioduradas. Los mas empleados son:

lodopovidona (polivinilpirrolidona iodada): es la droga de eleccion para la antisepsis quirlrgica
incluyendo inyecciones y cateterizaciones. Debe emplearse en soluciones al 10% para asegurar
una concentracion en iodo libre igual o superior al 1%. En soluciones jabonosas o como jabon
solido es util para limpieza de manos y para limpieza prequirdrgica de la piel.

lodoformo: quimicamente es el equivalente iodado del cloroformo; muy utilizado en odontologia
Cadexdémero iodado: iodo incorporado a un polisacarido reticular.

Las principales indicaciones de los acidos yodados son:

Antisepsia de piel: previa a inyeccion intramuscular o subcutanea, venopunturas, intervenciones
quirdrgicas, punciones biopsias, piel pericatéter, etc.

Antisepsia de la mucosa bucal previa intervencién odontol6gica.

Curacion oclusiva de heridas y Ulceras.

Desinfeccion del tapdn de los frascos-ampolla.
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Debe esperarse un minimo de 30 minutos en mucosas 0 2 horas en piel, entre la aplicacion del
antiséptico iodado y la iniciacion de la practica quirGrgica (incision, inyeccion, etc.). No son

recomendables como desinfectantes, excepto en el caso del tapon de los frascos-ampolla. (Idem)

Hipoclorito de sodio

Es uno de los desinfectantes mas antiguos. Se lo conoce popularmente como agua lavandina. El
principio activo es el acido hipocloroso no disociado; el cual es bactericida para bacterias Gram(+)
y Gram(-), fungistatico (especialmente para Céandida albicans) y viricida (incluyendo al virus de
la HBV y HIV-1). Se lo clasifica como un desinfectante de nivel intermedio. La minima
disociacion se obtiene entre pH 6 y 8. La materia organica (pero no las aguas duras) reducen su
efectividad, pues se cree que su accion se basa en la desnaturalizacion proteica. Es corrosivo para
metales.

Su efecto es rapido, requiriéndose solamente unos pocos minutos de exposicion, con excepcion de
su utilizacion en la desinfeccion de agua destinada al consumo humano, en la que se recomienda
una exposicion relativamente prolongada debido a que se utiliza en bajas concentraciones.

Es inestable y su actividad disminuye por efecto de la luz y la temperatura.

Una grave falencia de las regulaciones organicas, es permitir la venta de hipoclorito de sodio
sin fecha de vencimiento y/o en envases transparentes. Debe recomendarse a los pacientes:
Utilizar solamente agua lavandina comercializada en envases opacosy con fecha de elaboracion.
Controlar la fecha de elaboracion en el envase original y taparlo inmediatamente cada vez que se
lo utiliza.

Conservar en sitio fresco.

Se lo utiliza generalmente como desinfectante. En endodoncia, se lo emplea para el lavado de los
conductos.

Sus concentraciones se expresan como cantidad de cloro por litro de solucion. (idem)

Alcohol etilico
Es el antiséptico mas antiguo de todos, el mas popular y econdmico. Actla por desnaturalizacion
de proteinas y debe emplearse en solucidn acuosa al 70% v/iv. Concentraciones mayores

deshidratan a los microorganismos conservandolos en lugar de destruirlos.
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Concentraciones menores son menos eficaces.

Es bactericida y moderadamente fungicida. Es poco o nada eficaz contra esporos, microbacterias
y varios tipos de virus. Su efectividad es rapida pero de corta duracion porque tiende a evaporarse.
Su eficacia para el tratamiento de heridas superficiales es limitada. Para el lavado de manos tiene
una eficacia similar a la de los jabones. Puede potenciar la accion de otros antisépticos para los
que se utiliza como solvente. Su volatilidad le otorga escasa sustantividad y se hace dificil obtener
un tiempo de contacto adecuado.

El etanol ha sido usado para desinfectar termometros y pequefias superficies tales como la
superficie externa de tapones de goma y de los frascos-ampolla que contienen mdltiples dosis de
medicamentos. También se utiliza para desinfectar superficies externas de estetoscopios y equipos
para la asistencia respiratoria o areas de preparacion de medicamentos. La desventaja de los
alcoholes como desinfectantes de equipos es que su uso prolongado dafia los materiales de montaje
de las lentes, disuelve las gomas y ciertas tubuladuras plasticas. Ademas son inflamables, por lo
que deben ser conservados en areas frescas y ventiladas.

Deben dejarse transcurrir 30 minutos (en mucosas) 02 a 5 minutos (en piel), entre la aplicacion
de alcohol y el comienzo del procedimiento quirdrgico (incision, inyeccidn, etc.). Generalme nte
se lo comercializa al 96% v/v debiendo ser diluido si se desea un efecto antiséptico eficaz.
Efectos adversos.- El etanol puede causar xerodermia, heridas o Ulceras. Debe controlarse la
posible absorcién abdominal transcutanea en nifios, en quienes se ha observado intoxicacion por
administracion sobre superficies extensas o por aplicacion de compresas con etanol (remedio

popular para dolores abdominales). (idem)

Timerosal

Es el mas utilizado de los antisépticos mercuriales. Su actividad es del tipo bacteriostarica, mas
marcada sobre bacterias Gram(+), con nula o escasa actividad sobre otros microorganismos. Su
efecto se debe a una inhibicién enzimatica con grupos sulfhidrilos y esuna droga de baja actividad.
Su eficacia aun no ha demostrado ser superior ala del solvente hidroalcoh6lico en que se encuentra
diluido. Es muy utilizado como conservador de soluciones topicas (por ejemplo: colirios). Debe
ser conservado al abrigo de la luz y el tiempo que debe dejarse transcurrir después de su aplicacion

es de 30 minutos en mucosas 0 5 minutos en piel.
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Efectos adversos.- Puede ocasionar irritacion y dermatitis de contacto y forma compuestos

causticos con el iodo, por lo que nunca deben asociarse. (Idem)

Detergentes

Un detergente es una sustancia que disminuye la tensién superficial permitiendo la emulsion de
sus lipidos solubilizAndolos en agua, lo que facilita su remocién.

Los detergentes anionicos se denominan jabones y se utilizan fundamentalmente para limpieza
de la piel y superficies de los ambitos en que se desarrolla la atencion clinica o quirdrgica de
pacientes.

Los detergentes cationicos son un grupo numeroso de farmacos de actividad variable, cuyo uso
més importante es en la limpieza de la piel antes de la aplicacion de otros antisépticos. Actlan
alterando la permeabilidad de la membrana plasmaticas y son activos contra bacterias vegetativas,
hongos, pero no contra micobacterias, esporos ni virus. No esta establecido cual es el tiempo de
exposicion a los detergentes cationicos cuando se los aplica como antisépticos en mucosa. En piel
se requieren 7 minutos al utilizarlo como antiséptico, y como desinfectante en intervenciones
quirtrgicas, 3 horas. No son efectivos como desinfectantes de equipos.

Los detergentes anfoteros poseen actividad contra bacterias, hongos y virus.

No se inactivan frente ala suciedad, grasas ni proteinas. Se los utiliza para limpieza o desinfeccion.
Un ejemplo es el conocido con el nombre comercial de Tego 510 (carece de nombre genérico)
Los detergentes enzimaticos son limpiadores a base de enzimas, proteasas, etc.; que disuelven

sangre, mucosidades, etcétera. Son bacteriostaticos y son 100% biodegradables. (idem)

Clorhexidina

Es un antiséptico antimicrobiano activo contra bacterias Gram(+) y Gram(-), bacterias aerobias, y
anaerobias facultativas. Se lo utiliza como alternativa en pacientes en quienes el iodo esta
contraindicado y es de aplicacion tdpica como desinfectante.

El area a desinfectar debe ser lavada durante por lo menos 2 o 3 minutos y mas tarde secada con
una toalla estéril. Luego debe repetirse el proceso por otros 2 0 3 minutos. Si se utiliza en mucosa
oral deben hacerse buches durante 30 segundos, después del lavado dental.

La clorhexidina es pobremente absorbida a través de la piel intacta, no se acumula en el organismo

y es minimamente metabolizada.
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Efectos adversos.- El efecto adverso principal es la irritacion de la piel y; a nivel bucal; la
pigmentacién dentaria. Este ultimo es un problema estético solamente y puede ser solucionado con
un lavado dental profesional. También se han reportado alteraciones en el gusto y sordera en

aquellos casos en que fue utilizado a nivel del oido medio, por afectacion del timpano. (idem)

Glutaraldehido

Es un desinfectante de alto nivel, esterilizante y esporicida. Su actividad depende del pH: las
soluciones alcalinas son mas efectivas que las acidas. No se inactivan por la presencia de materia
organica. Sus efectos se producirian debido a la reaccién con los grupos amino de las proteinas.
Los compuestos a base de Glutaraldehido son de uso comin como desinfectantes de alto nivel para
equipos medicos tales como endoscopios, respiradores, citoscopios, hemostatos y equipos de
anestesia y hemodidlisis, por no ser corrosivos ni dafar instrumentos Opticos; pero es muy irritante
para piel y mucosas. Esto condiciona la utilizacion de antiparras, barbijo, guantes y delantales para
la protecciéon del personal. Debe emplearse solamente en locales bien ventilados.

Para obtener esterilizacion se debe mantener sumergido el material durante 20 a 30 minutos
cuidando que la solucion de glutaraldehido penetre por todo el sistema (poros, canales, etc.). Luego
debe enjuagarse con agua estéril. Los preparados comerciales traen un activador para alcanzar un
ph alcalino. La solucién debe mantenerse tapada para evitar la propagacion de vapores irritantes y
permanece activa durante 14 a 28 dias, siendo conveniente controlar la activacion con monitoreos

especiales. (Vives et al, 2004)

Formaldehido

Se usa tanto en fase gaseosa como en fase liquida. La solucion acuosa (formol o formalina)
contiene del 34 al 38% de principio activo. El formaldehido es bactericida, tuberculicida y
esporicida, pero de accion méas lenta que el Glutaraldehido. Se combina rapidamente con las
proteinas y por lo tanto es menos efectivo en presencia de materia organica. Su uso como

esterilizante y desinfectante esta limitado por ser potencialmente carcinogénico. (idem)
Oxido de etileno

Es un gas soluble en agua con accion esporicida. Su actividad es por alquilacion de acidos

nucleicos. Para utilizar este gas como estirilizante se debe contar con autoclaves vy utilizar una
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temperatura de 58°C durante 4 horas. Es un gas muy difusible y penetra papeles, celofan, carton,
fibras textiles y algunos plasticos; excepto el polietileno al que penetra muy poco. No atraviesa
materiales cristalinos. Un factor que influye en la actividad del 6xido de etileno es la humedad: se
recomienda el uso de una humedad relativa del 30 al 40%.

El Oxido de Etileno es muy infllmable, por lo que se lo utiliza diluido en CO2 u otro gas inerte.
Otra dificultad que plantea su uso es la eliminacion de residuos del gas que pudieran quedar
retenidos en los elementos esterilizados. Estos residuos son altamente irritantes al contacto con la
piel y se ha demostrado que es un carcindgeno potencial. ES de suma importancia realizar una
correcta evaluacion y estandarizacion de las condiciones a emplear, como por ejemplo: las
autoclaves son especiales y dedicadas exclusivamente a este fin. Una esterilizacion “casera” en
cajas metélicas en la que se rompe una ampolla de vidrio que contiene gas, es una mala practica
porque no permite controlar la concentracion del gas ni las condiciones de temperatura o humedad
y ademas expone a quien la efectla a pérdidas de gas que pueden causar lesiones de cdrnea,
dermatitis o efectos cancerigenos.

Se esteriliza con Oxido de Etileno el material termosensible que no soporta las temperaturas del
autoclave convencional (vapor de agua) o de esterilizacion en seco, pero que puede soportar una
temperatura de unos 50°C. Luego de esterilizar el material; éste debe permanecer “en cuarentena”
durante un tiempo para asegurar la total eliminacion del gas. La esterilizacion con Oxido de etileno
no es util cuando el material debe ser utilizado con relativa urgencia pues no se puede acortar el
tiempo de cuarentena. Es criminal utilizar 6xido de etileno para la reesterilizacion de material
descartable. (idem)

Peroxigenos

Los mas importantes son el perdxido de hidrégeno (agua oxigenada) y el acido peracético. La
actividad del Perdxido de hidrogeno depende de la concentracion: al 6% se comporta como
esporicida y al 3% es bactericida pero solo ligeramente esporicida. Otro factor que influye en su
actividad es su baja estabilidad, ya que se descompone en presencia de metales, sales metalicas,
calor y agitacion; es relativamente estable en presencia de exceso de &cidos. El agua oxigenada
disponible comercialmente (peroxido de hidrogeno al 3%) es un desinfectante estable y efectivo.

Las concentraciones del 3 al 6% se utilizan como desinfectantes para lentes de contacto blandas.
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En el comercio el Acido Paracético se vende al 40%. Se considera mas potente como esporicida
con respecto al peréxido de hidrogeno.

El Peroxido de hidrogeno es (til para la limpieza de cierto tipo de Ulceras o heridas y para el
tratamiento de la gingivitis Ulcero necrotizante no complicada. Efectos adversos Irritacion de la
piel o mucosas e hipertrofia de las papilas linguales en caso de uso prolongado como enjuague
bucal. También se ha propuesto la produccion de émbolos de oxigeno en el tratamiento

perioperatorio. (Idem)

Otros antisépticos
El Nitrato de plata, el Permanganato de potasio, los Fenoles y Cresoles y los antisépticos
mercuriales (distintos al Timerosal) son drogas de medio o bajo nivel, de muy escaso uso o que

se utilizan solamente para ciertas indicaciones especiales. (Idem)
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CAPITULO 3
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS
La leche de las vacas que reciban el producto a desarrollar contendrd inmunoglobulinas

especificas contra los antigenos de la formula.

La leche de las vacas que reciban el producto desarrollado presentara menor frecuencia de

casos de mastitis aguda pos parto.

Con la aplicacion del producto desarrollado, se disminuira la incidencia de mastitis a la
apertura de lactancia al mismo tiempo que se inmunoestimulara a los becerros mediante la
secrecion de inmunoglobulinas presentes enla leche calostral. Los ganaderos obtendran una
mejor calidad de leche y ahorro tanto en leche de descarte como en tratamientos para la
infeccion.

3.2. OBJETIVOS

3.2.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad bactericida y la respuesta inmune del producto por desarrollar en vacas al
posparto y al abrir lactancia.

3.2.2. Objetivos particulares

3.2.2.1. ldentificacién y aislamiento de los patdgenos menores y mayores de la cuenca lechera
de Puebla

3.2.2.2. Caracterizar el o los patdgenos menores, multiplicarlos y preservarlos.
Ya que crecieron los microorganismos patogenos se preservaran y multiplicaran para su

atenuacion y poder ocuparlos en el producto a desarrollar.



3.2.2.3. Demostrar la capacidad bactericida in vitro contra bacterias Gram positivas y
negativas de referencia.
Demostracion del efecto bactericida in vitro contra bacterias Gram positivas y negativas de referencia

en la formulacién del producto desarrollado

3.2.2.4. Demostrar la irritabilidad del antiséptico en un modelo de ratona lactante

Se inocularan ratonas lactantes con los antisépticos elegidos para observar el comportamiento
micro y macroscépico de la glandula mamaria, antes de aplicarlo en las vacas. Las ratonas que se
utilizardn seran cepa CD1 utilizada para hacer investigacion en: Cancer, farmacos, toxicologia,
anticuerpos, vacunas; la eleccion sera al abrir lactancia y poder experimentar el producto

adecuadamente.

3.2.2.5. Evaluar el comportamiento del o los productos a desarrollados en vacas al secadoy
al abrir lactancia.

Se desarrollard el producto final una vez probado el antiséptico elegido por sus caracteristicas en
combinacion con los antigenos correspondientes a los microorganismos estudiados. Observar

signos en las vacas inmunoestimuladas.

3.2.2.6. Medir la respuesta inmune contra los antigenos bacterianos de la formulacion.
Se tomard muestra de sangre antes del secado de la vaca y al abrir lactancia para hacer un
comparativo de la inmunoestimulacion. La toma de muestra se hace con tubos vacutainer sin

coagulante para extraer el suero por medio de una centrifuga
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CAPITULO 4
MATERIALES Y METODOS

4.1. Descripcion

El producto inmunoestimulante SecaVac por desarrollar, serd una Suspension intra mamaria para
el control de la mastitis por gérmenes Gram positivos y negativos durante el periodo de secado.
Serd una jeringa de aplicacion intramamaria para el periodo de secado. Su formulacion contendra
acidos pirimidicos que son aminopolisacaridos con enlaces peptidicos y azucares. Su base de

compuestos con actividad bactericida de amplio espectro.

La accidon bactericida es por contacto con la pared celular de la bacteria en donde induce
perforaciénes y produce la muerte de bacterias oportunistas.

El vehiculo esun hidrogel que permite la estabilidad y permanencia del producto en la cisterna de
la glandula. Como inovacion, incluye en su formulacion los antigenos de bacterias causantes de
mastitis Escherichia coli y Staphylococcus aureus. (ecoestaph, 2005) La presentacion de antigenos
por via glandular pretende demostrar la inmunogenicidad de inmunoglobulinas Gy A. El calostro
de las vacas vacunadas con SecaVac®, contendrd concentraciones de las inmunoglobulinas pre

formadas y enriquecidas.

Composicion de la vacuna EcoStaph.

La bacterina EcoStaph PM+3 es un biologico preparado con cuatro variables de Escherichia coli
que expresan adhesinas y dos proteinas de Staphylococcus aureus como factores de adhesion,
(Lactococcus cb y Lactococcus fn); la proteina de agregacion y la de adhesion a la fibronectina.
Serd un producto inactivado con aldehidos (muerto) por lo que los microorganismos no se pueden
multiplicar en el receptor de la vacuna. Se puede aplicar en cualquier etapa de la produccion a
vacas adultas. Si es aplicado en la etapa de lactancia se espera reduccién de la produccion de leche
entre 7 al 10%. No tendra reacciones colaterales locales ni sistémicas graves, dado el control de
esterilidad y de concentracién de endotoxinas. Contendra el adyuvante PM+3, compuesto
constituido por dos tipos de glucdsidos inmunoestimulantes formulacion desarrollada por

Laboratorio de Ciencia y Tecnologia Aplicada (CytalLabs)
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4.2. Propiedades
La presentacion de antigenos por via glandular pretende demostrar la inmunogenicidad de

inmunoglobulinas Gy A

La proteccion bactericida de amplio espectro que ofrecerd la formulacion, eliminard a germenes
Gram negativos y positivos, presentes en la cisterna de la leche después de su aplicacidon
intramamaria. La presentacion de antigenos de células bacterianas activara los macrofagos durante
la etapa temprana del secado, dard como resultado la inmunoestimulacion y secrecion de
inmunoglobulinas que estaran presentes en la leche calostral.

Los recién nacidos seran protegidos con inmunoglobulinas calostrales lo que redundard en indices

superiores de sobrevida.

4.3. Desarrollo del producto

Método de andlisis; determinacion de la actividad anti microbiana para productos germicidas.
Preparacion y acondicionamiento de la muestra antes de realizar la prueba, efectuar dos resiembras
de cada uno de los microorganismos de prueba, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactie y
Escherichia coli e incubar 24 horas a 35°C. Las cepas referidas son de coleccion y empleadas como
representantes de familias de Gram positivos y negativos. Consideramos se puede analizar cualquier
bacteria. A partir de estos cultivos resembrar en tubos que contengan 12 ml de Agar Soya
Tripticaseina, incubar 24 horas a 35°C.

Remover el crecimiento de cada tubo con 3ml de solucion salina estéril, transferir el sobrenadante a
un tubo de ensayo estéril y continuar diluyendo con la misma solucién hasta obtener una suspension
que contenga de 75 a 125 x 108 UFC/ ml.

Determinacion de cuenta viable inicial. A un tubo con 9 ml de solucion salina transferir 100ul de la
suspension de los microorganismos prueba obteniendo asi una dilucion 1/100 como lo marca la

norma.

Efectuar las diluciones decimales necesarias para obtener placas que contengan entre 25 y 250
colonias. Tomar 1 ml de cada dilucion y transferir a cajas de Petri estériles, agregar a cada placa 15
ml de Agar Soya Tripticaseina, homogenizar, permitir que solidifique, invertir las palcas e incubar
24-48 horas.

67



Resultados: La dilucién 10-8, proporciona el nimero de colonias en el margen entre 25 a 250 colonias.
Dilucién 10-8 de Staphylococcus aureus 78 colonias.

Numero de UFC/ml = NUmero de colonias X Factor de dilucidn

(# minimo de células separables) ml sembrados en la placa

Numero de UFC/ ml =78 X 10 8
1ml
NUmero de UFC/ml = 78 X 108 de Staphylococcus aureus

Dilucién 108 de Escherichia coli 138 colonias.

NUmero de UFC/ml= 138 X 108

Iml

NUmero de UFC/mi= 138x 108 de Escherichia coli
(Adaptacion ala norma NMX — BB — 040 — SCFI — 1999)

4.4. Prueba de potencia de microorganis mos

Desafio contra Staphylococcus aureus. Incubacion 12 horas a 32° Centigrados

Parte superior de la caj Petri; producto libre 100u. El cultivo de Staphylococcus aureus, fue
destruido practicamente en toda su extension, lo que sucederia en contacto con gérmenes en la

cisterna de la glandula mamaria.

La parte inferior de la placa, aplicacion de 100 dentro de cilindro de plastico. Se debe notar el

halo de inhibicion en el crecimiento de Staphylococcus aureus

Se demuestran resultados semejantes ante el desafio con Escherichia coli. La menor capacidad

bactericida esta relacionada con la presencia de lipidos en la pared celular por ser del grupo Gram
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negativos. No obstante se debe observar el efecto bactericida con amplios halos de inhibicion.
Tanto los Staphylococcus como los coliformes como Escherichia coli, son patdgenos frecuentes

en las ubres en el periodo de secado y responsables de mastitis en los primeros dias de lactancia.

4.5. Preparacion de la muestra problema

Para cada uno de los microorganismos de prueba; medir 9 ml del producto a probar y transferir a los
tubos. Agitar en forma suave para re suspender e inocular a cada tubo, con 100 pl de la suspension
bacteriana a evaluar. Exactamente 30 segundos después de la inoculacion, tomar 1 ml y transferir a
cajas de Petri estériles y contar el nimero de colonias. Puede ocurrir que el efecto bactericida del
producto en prueba sea muy eficiente y no de crecimiento de colonias bacterianas. En caso de que

el nimero de bacterias fuera incontable, entonces se requiere de ajustar la concentracion de bacterias.

Diluir hasta obtener placas que contengan 25 a 250 colonias, conforme lo establece la norma NMX-
BB-040-SCFI1-1999.

Preparar cada placa con 15 ml de Agar Soya Tripticaseina siguiendo la instruccién de la norma
NOM-092-SSA1-1994, homogenizar, permitir la solidificacion, invertir e incubar de 24-48 horas a
35-37°C

Resultados
Determinacion del % de reduccion. Promediar los resultados de las placas de la cuenta viable inicial
y de las células sobrevivientes y calcular el % de reduccion.
% de reduccion =100 —S x 100
C.V.
S= Células sobre vivientes UFC/ml

C.V. Cuenta viable inicial

Referencias NMX-BB-040-SCFI-1999, NOM-092-SSA1-1994
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4.6. Prueba de potencia de antisépticos

4.6.1. Isotiazolinonas

El nivel de empleo maximo recomendado como preservador, de acuerdo ala escala Kathon CG,
es de 0.1% del peso del producto que corresponden a 15 partes por millon del ingrediente activo,
para los productos de lavado. Para los productos donde la permanencia es mayor, la concentracion
aceptada es la de 0.05% equivalente a 7.5 partes por milldn. La concentracion empleada es critica
para con la interaccion y estabilidad de los preservadores.

Propiedades microbioldgicas.- Las Isotiazolinonas son compuestos quimicos heterociclicos con
actividad microbicida de amplio espectro. Algunas de las combinaciones de estos compuestos han
sido empleados como ingredientes en productos de higiene y cosmetologia en el hombre. Las
combinaciones de cloro metil isotiazolinona y la 2 metil 4 isotiazolinona en proporciones 3:1
conocidas como Kathon son las de empleo mas frecuente (Burnett, 2010). No obstante su
aprobacion en los Estado Unidos de Norte América y en Europa por las autoridades
correspondientes, se ha informado de riesgos de induccion de dermatitis alérgica (Rastogi, 1990).
Las Isotiazolinonas carecen de efectos mutagénicos Yy/o carcinogénicos, poseen actividad
microbicida de amplio espectro ademas inducen lisis a hongos Yy levaduras. La concentracion de
Isotiazolinonas empleada es critica para con la interaccion con los microorganismos y la
estabilidad en suspensiones. La concentracién recomendada como preservador es de 0.05%
equivalente a 7.5 partes por millon donde la permanencia es mayor a 24 horas (Rastogi, 1990). Se

desconoce el grado de irritabilidad en las mucosas.

4.6.2. Clorhexidina

La clorhexidina fue desarrollada en Inglaterra en 1954. Es un compuesto de bisbiguanida catidnica,
la forma en sal el digluconato es soluble enagua. Al ser una molécula catiénica, su actividad puede
ser reducida por jabones naturales, compuestos aniones inorganicos, surfactantes no idnicos. La
actividad antimicrobiana esta relacionada a la alteracion del equilibrio osmoético y precipitacion de
la membrana citoplasmica. La clorhexidina esampliamente activa contra bacterias Gram positivas
y negativas, anaerobias facultativas y aerobias, en menor medida contra hongos y levaduras. (Batra

y Cooper usaron gluconato de clorhexidina al 1% en las fosas nasales en pacientes con infeccion
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por Staphylococcus aureus resistente a la meticilina. El protocolo con el antiséptico se asocid con
la reduccion del 70% en la adquisicion de las cepas (Batra R et al., 2010). Entre caracteristicas
sobresalientes esta la actividad in vitro contra virus encapsulados, como el herpes simple, el VIH,
el citomegalovirus, el de la influenza, el virus sincitial respiratorio.

La clorhexidina es pobremente absorbida a través de la piel intacta, no se acumula en el organismo
y es minimamente metabolizada. La clorhexidina no es mutagénica ni carcinogénica. Es un
desinfectante de uso frecuente en Estomatologia sobre la mucosa de la cavidad oral (Russell, et
al., 1999) La clorhexidina tiene una larga historia como un producto seguro y efectivo, con una
amplia actividad antiséptica. En diferentes estudios se han presentado datos sobre el uso de
productos a base de clorhexidina para la antisepsia y la desinfeccién en diferentes areas. En la
mayoria se ha encontrado superioridad de este compuesto al compararlo con otros antisépticos, en
la prevencion y control de infecciones asociadas a la atencion en salud (May, et al, 2011). Se
desconoce el grado de irritabilidad sobre otras mucosas como las de la glandula mamaria.

4.6.3. Radicales super éxido
Las Soluciones de Super-Oxidacion (SSO) existen en diversos grados de potenciales de hidrégeno;
acido, neutro o alcalinas. La concentracidon de cloro y el potencial de oxidacién-reduccién, son
determinantes de la actividad germicida, la vida en anaquel asi del potencial de corrosion. Las SSO
entre pH de 2 a 4 tienen propiedades microbicidas altos como resultado de la cantidad de cloro libre
activo, mismo que es superior a las 650 ppm. Sin embargo estas SSO son altamente corrosivas,
inestables y de corta vida en anaquel. Las SSO alcalinas también tienen propiedades antimicrobianas
aunque también son inestables y de menor eficacia que las SSO &cidas. La SSO Microdacyn 60MR
de pH neutro es una solucién estable, no inflamable y no corrosiva. ES bactericida contra
microorganismos Gram positivos y negativos, virus y levaduras. Su vida media en anaquel es de 24
meses. En las bacterias, Microdacyn 60MR desestabiliza la pared celular como consecuencia de
choque osmotico en la célula y desnaturaliza las proteinas. Los radicales sUper Oxidos no son
mutagénicos o carcinogénicos (Leafar et al., 2004.)

Cada producto se probara en ratona lactante
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4.7. Formulacion del producto

Agua destilada, Lactococcus cb, Lactococcus fn, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
coagulasa negativa, Streptococcus galctie, E coli 17, E coli 19, E coli min, E coli gro,
Isotiazolinona, Cloruro de bencetanio, PM+3, Glicerina, Goma xantana, APS, Aceite de ricino,
Aceite de coco, Spam.

Elaboracion: esterilizar el agua destilada; agregar todos los antigenos al agua con agitacion
constante; incorporar PM+3; agregar la isotiazolinona y cloruro de bencetonio; incorporar APS'y
dejar agitando; incorporar la goma xantana disuelta en la glicerina; calentar los aceites por
separado hasta fusion, agregar Spam obteniendo asi la sustancia oleosa; agregar sustancia oleosa

a la acuosa.

4.8. Fraccionamiento de inmunoglobulinas mediante precipitacion

Las fracciones crudas de inmunoglobulinas, luego de dializarlas con una solucion tampdn
adecuada, pueden ser utilizadas directamente. En otras situaciones, las fracciones crudas
constituyen el primer paso en la produccion de preparaciones altamente purificadas de
inmunoglobulinas.

El objetivo de la practica es obtener la fraccion de inmunoglobulinas totales (g-globulinas) del
suero de vacas al pre y post parto inmunizados empleando la técnica de precipitacion de proteinas
por sulfato de amonio al 40%.

Procedimiento:

Preparacion de la solucion saturada de sulfato de amonio:

Prepare con anticipacion la solucién de sulfato de amonio ya que requiere varias horas para que la
solucion se sature completamente.

1. Diluya 500g de sulfato de amonio (grado para analisis) en 500 ml. de agua destilada.

2. Caliente la mezcla a 50°C con agitacién continua, hasta que la sal se disuelva completamente y
filtre répidamente mientras la solucion esta aln caliente. Deje enfriar la solucion durante varias
horas o durante la noche a temperatura ambiente mientras el sobrenadante se satura. En este
proceso se formaran cristales y estaran presentes en el envase mientras esté saturada la solucion.
El contenido de sulfato de amonio en la solucion saturada depende de la temperatura (d=1.2450 a
25°C).
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3. El pH de esta soluciéon es aproximadamente 5y debe ser ajustado a pH 7.2 afiadiendo amonio
para evitar la adicion de iones extrafios.

Método de precipitacion de inmunoglobulinas totales del suero

1. Determine el volumen del suero a procesar (X ml).

2. Diluya el suero 1:2 en PBS para obtener un volumen final de 2X ml.

3. Transfiera el suero diluido (2X ml) a un vaso de precipitacion sobre un bafio de hielo.

Afiada la barra de agitacion y coléquelo sobre un agitador magnético. Con una bureta deje caer
lentamente y con agitacion continua 2X ml de una solucion saturada de sulfato de amonio a pH
7.8 (ajustado justo antes de usarla), para obtener una concentracion final de sal de 50% de
saturacion. El sulfato de amonio debe ser afiadido lentamente para asegurar que la concentracion
local en el sitio donde cae la gota no exceda la concentracion de la sal deseada, evitando asi la
precipitacién instantanea de la albumina junto con la fraccién de g globulinas precipitada. Agite
continuamente la solucion evitando la formacién de burbujas y espuma.

4. Mantenga la muestra precipitada durante 30 minutos a 4°C.

5. Resuspenda la fraccion de g globulinas precipitada agitando moderadamente durante 5 minutos.
6. Centrifugue la mezcla a 10.000 g durante 15 minutos a 4°C.

7. Descarte cuidadosamente el sobrenadante que contiene la fraccion de albdmina y resuspenda la
fraccion de g globulinas precipitada en un volumen de PBS igual al de la muestra original (X ml).
Si existe algun material insoluble centrifugue para eliminarlo.

8. En el bafio de hielo y con agitacion continua reprecipite la fraccion de g globulinas afiadiendo
lentamente un volumen equivalente a dos terceras partes del volumen de la muestra (2/3 X ml) de
solucién saturada de sulfato de amonio para obtener una saturacion final de la sal al 40%.

9. Mantenga la fraccion de g globulinas precipitada a 4°C durante 30 minutos 0 mas.

10. Centrifugue a 10.000 g durante 15 minutos a 4°C.

11. Repita los pasos del 7 al 11 de reprecipitacién en solucion saturada de sulfato de amonio al
40%, dos veces més.

12. Descarte el sobrenadante (fraccién de pseudoglobulina) y resuspenda la fraccion de g
globulinas precipitada en PBS, 1/10 X ml. del volumen original.

13. Transfiera la fraccion de g globulinas a una bolsa de dialisis previamente lavada con agua

destilada.
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14. Dialice contra solucion salina 0.85% realizando 6 cambios de la misma durante 24a 36 horas
a 4°C, hasta que el sulfato de amonio no sea detectable.

15. Examine el dializante para verificar la presencia de sulfato de amonio de 2 a 3 horas después
de cambiar la solucion salina

16. Después de completar la dialisis retire la solucion de g -globulinas del tubo de diélisis y
centrifugue para remover cualquier particula insoluble, a 1400 g durante 10 minutos.

17. Determine la concentracion de las proteinas de una dilucion 1/10 de la fraccion de g globulinas
utilizando el método de Lowry o mida su absorbancia a 280 nm en un espectrofotdmetro equipado
con luz U.V. Nota para el célculo de proteinas: a 280 nm una D.O.=1 tiene una concentracion de
0.74 mg/ml g globulinas.

18. Almacene la fraccion de g -globulinas concentrada en presencia de azida de sodio al

0.02%.

Ya purificadas las proteinas se mide la densidad de proteinas por medio de un Refractdmetro. Se

coloca una gota de suero en el refractometro y medira la densidad de inmunoglobulinas

Se cuantificardn proteinas para sacar un promedio de variacion en porcentajes de

inmunoglobulinas obtenidas antes de después de la inmunoestimunlacion.

4.9. Cuantificacion de proteinas por método Bradford

Se basa en la unién de un colorante, Comassie Blue G-250 (también Serva Blue) y la proteina
albdmina a las proteinas. El colorante, en solucion &cida, existe en dos formas una azul y otra
naranja. Las proteinas se unen a la forma azul para formar un complejo proteina-colorante con un
coeficiente de extincion mayor que el colorante libre. Este método es sensible (1-15 pg), simple,
rapido, barato y pocas sustancias interfieren en su determinacion. Entre las sustancias que
interfieren estan los detergentes y las soluciones basicas.

Equipo necesario proporcionado por CIBIOR

Procedimiento:

1. Purificadas las proteinas de los sueros obtenidos se vuelve acentrifugar el cultivo a 5000 rpm/10
min.

2. Desechar sobrenadante
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3. Lavar 2 veces con PBS. Por cada muestra se medirdn por triplicado para evitar errores en el
momento de pipetear o al hacer diluciones, se toman los resultados similares.

4. Resuspender 1 ml en PBS y medir densidad Optica para leer absorbancia a 595 nm en
Espectofotometro Jenway G105 UY/Vis

5. Para la prueba de Bradford, es necesario mezclar albimina, la muestra, PBS y finalmente el
reactivo Bradford. Ya que se mezcld todo, se deja reposar de 5 — 10 min y se lee.

6. Se determina la cantidad de proteina necesaria mediante una curva de calibracion (Absorbancia
595 nm & g de albumina), para utilizar finalmente en la prueba ELISA

4.10. Prueba de ELISA

La técnica ELISA (acronimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay: ‘ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas’) es una técnica de inmunoensayo en la cual un antigeno
inmovilizado se detecta mediante un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un
producto detectable, como cambio de color o algin otro tipo; en ocasiones, con el fin de reducir
los costos del ensayo, nos encontramos con que existe un anticuerpo primario que reconoce al
antigeno y gque a su vez es reconocido por un anticuerpo secundario que lleva enlazado la enzima
anteriormente mencionada. La aparicion de colorantes permite medir indirectamente mediante

espectrofotometria el antigeno en la muestra.

Se usa en muchos laboratorios para determinar si un anticuerpo particular esta presente en la

muestra de sangre de un paciente.

ELISA indirecto por anticuerpo

1. Agregar en los pozos necesarios de la placa 100 pl de solucién de adhesion ya con el antigeno
correspondiente, incubar 1 hora.

2. Afiadir 300 pl de BSA e incubar por 15 min con agitacion moderada.

3. Afiadir 100 pl del primer anticuerpo, incubar 1 hora con agitacion moderada y hacer 3 lavados
con solucién de lavado, entre cada lavado es necesario incubar 5 minutos con agitacion
moderada.

4. Se aflade el segundo anticuerpo 100 pl, se incuba 1 hora y se vuelven a hacer 3 lavados

5. Se agrega soluciéon substrato, se incuba de 5 — 10 minutos hasta esperar reaccion de color, sies

necesario se afiade solucién de paro.
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Se realizard un ELISA como resultado final para comprobar si hubo inmunoestimulacion

Preparacion De Reactivos

Mezclar todas las soluciones el dia de uso. Los volimenes dados son suficientes para una placa de
96 pozos. Los volimenes mas grandes se pueden preparar para la deteccion de placa miltiple
mediante el aumento de los volimenes se indica a continuacion en consecuencia, (es decir, los
volimenes se multiplican por 2 para dos placas, de 3 platos, etc.)

1. 1X solucion de recubrimiento: Diluir la solucién de revestimiento concentrado 1/10 con una
calidad de reactivo agua (es decir, mezcla de 1 ml de solucion de recubrimiento Concentrado + 9
ml de reactivo de la calidad del agua). Nota: Si los cristales aparecen en 10X concentrado, se
calienta a temperatura ambiente 0 37°C con mezcla de redisuelve.

2. Diluyente 1X BSA / disolucién de bloqueo: Para hibridoma Screening: Diluir BSA diluyente /
Bloqueo Concentrado Solucion 1/5 con agua de calidad reactivo (es decir, para el bloqueo, mezclar
3 ml de BSA diluyente / solucién de bloqueo Concentrado + 12 ml de agua de calidad reactivo;
para diluyente de anticuerpo, mezclar 0,5ml de BSA Diluyente /solucion de bloqueo Concentrado
+ 4,5 ml de reactivo de agua de calidad). Para otros ensayos: Diluir BSA Diluyente / Concentrado
de solucion de bloqueo 1/10 con el reactivo la calidad del agua (es decir, mezcla de 5 ml de BSA
diluyente / Bloqueo Concentrado Solucion + 45 ml reactivo de la calidad del agua). Nota: Si los
cristales aparecen en 10X concentrado, célido a la habitacién temperatura o 37°C con mezclado
para redisolver.

3. lavado 1X Solucion: Solucién de lavado Diluir el concentrado 1/20 con agua de calidad reactivo
(es decir, mezclar 15 ml de solucion de lavado Concentrado + 285 de agua de calidad reactivo ml).
Lavado diluido La solucion es estable durante al menos 6 meses a temperatura ambiente. Un
minimo de 87 ml de la Se requiere solucion 1X por placa para la deteccion directa y hibridoma.
173 ml de la 1X Se requiere solucion para los ensayos indirectos o de captura.
4. 50% Solucién de glicerol: Listo para usar.

5. secundaria solucion de anticuerpo: Rehidratar anticuerpo marcado con fosfatasa con 1 ml de
50% de glicerol. La solucién de conjugado resultante 0,1 mg / ml puede ser almacenado a2-8°C

0 - 20 ° C durante al menos 1 afio. Diluir a la concentracion deseada con 1X BSA Diluyente /
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Bloqueo Solucion (a partir del paso 2). Para la mayoria de los ensayos de una concentracion de 0,1
a2 ug / ml essuficiente. 6. sustrato en: Preparar inmediatamente antes de su uso. Mezclar 5ml de
solucién A BluePhos y 5 ml de la solucion B. BluePhos

7. fosfatasa Solucion de parada: Diluir BluePhos solucion de parada Concentrado décimo con el
reactivo la calidad del agua (es decir, mezcla de 1 ml de solucién de parada BluePhos concentrado
+ 9 ml calidad del reactivo agua).

8. Las muestras: Diluir las muestras en 1X Tampén de Recubrimiento de fondo para mantener a

un minimo.

4.11. Evaluacién de Secavac envacas al secado y al abrir lactancia.

Criterios de seleccion:

9 vacas de la raza Holstein Friesian estabuladas en cuenca lechera de Puebla, especificamente en
la region de Atlixco Puebla.

Resultados esperados

Se examinaran las glandulas mamarias asi como las propiedades fisicas de la leche por cuarto de
cada vaca después de terminado el calostro y la células sométicas mediante prueba de California

o0 electro conductividad por cuarto. En caso de abrir lactancia con inflamacion e infeccion, se
procedera a la toma de muestra de leche resguardo en refrigeracion y envio a CyTALabs en un
solo grupo con identificacion de tratamiento.

Las muestras de leche que detecten alteraciones fisicas, seran evaluadas desde el punto de vista
microbioldégico en CyTALabs. y el Centro de Investigacion Biomédica de Oriente (CIBIOR) por
convenio interinstitucional con el Colegio de Postgraduados Campus Puebla (COLPOS)

Con la aplicacion del producto desarrollado, se disminuird la incidencia de mastitis a la apertura de
lactancia al mismo tiempo que se inmunoestimulara a los becerros mediante la secrecion de
inmunoglobulinas presentes en la leche calostral. Los ganaderos obtendrdn una mejor calidad de

leche y ahorro tanto en leche de descarte como en tratamientos para la infeccion.

Sistema estadistico utilizado: SAS y Distribucién t de Student
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CAPITULO 5
ARTICULOS CIENTIFICOS

ALTERNATIVAS PARA SUSTITUCION DE ANTIBIOTICOS POR ANTISEPTICOS EN
LA APLICACION POR VIA INTRADUCTAL PARA VACAS EN LA ETAPA DEL
SECADO
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(actualmente Boulevard Forjadores de Puebla), C.P. 72760, Puebla, Puebla, México. Teléfonos:
(222) 285 07 38, 285 14 42, 285 14 43, 285 14 45, Correos electronicos: edar@colpos.mx
2.- CyTA Labs Blv Hermanos Serdan 627 A Col Francisco | Madero, C.P. 72130, Puebla,
Puebla, México Teléfono (222) 379 67 89
3.- Colegio de Postgraduados campus Montecillo Carretera Mexico-Texcoco KM. 36.5,
Montencillo, 56230 Montecillo, MEX Teléfono:01 55 5804 5980

* Autor para correspondencia pablo@cytalabs.com www. cytalabs.com

RESUMEN
Los factores de riesgo para la adquisicion de infecciones en la glandula mamaria son multifactoriales,
producen pérdidas millonarias por la baja produccion de leche y/o el descarte de la vaca. La incorrecta
aplicacién de los antibiticos y los mecanismos genéticos bacterianos de creacion de resistencia dan
como resultado la limitacién en su uso. El propdsito del presente trabajo fue el de investigar los
efectos de productos antisépticos sobre la mucosa en la glandula mamaria, en un modelo de ratona
lactante y en la glandula mamaria de bovinos durante la etapa del secado, para analizar la calidad de
leche en el post parto inmediato. Las Isotiazolinonas (Iso), el digluconato de clorhexidina (Clorh) y
los soluciones super éOxido (SSO) compuestos quimicos con actividad microbicida de amplio

espectro, fueron aplicados en forma individual en las ratonas y las Iso en las vacas al secado. En las
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ratonas, 1so y SSO indujeron vacuolacion citoplasmica del epitelio acinar. Clorh indujo inflamacién,
edema y hemorragia. Las Iso como tratamiento intraductal en las vacas al secado resultd en leche pos
parto libre de bacterias contaminantes. Se analizan los factores de resistencia a los biosidas y se

proponen como alternativas al uso de antibioticos.

Palabras clave; Antisépticos intraductal, glandula mamaria, bovinos al secado

INTRODUCCION

Las enfermedades que afectan a la ubre del ganado bovino producen pérdidas millonarias por
la baja produccidn y en ocasiones el descarte de la vaca cuando su costo de mantenimiento resulta
inoperable. La mastitis infecciosa es la mas costosa del ganado tanto de doble proposito como el
especializado lechero. En el caso de los bovinos los factores de riesgo para la adquisicion de
infecciones en la glandula mamaria son multifactoriales. Factores de deficiencia de elementos
minerales como el Zinc el Magnesio y el Selenio en las dietas nutricionales. Infestacion por
parasitos y desnutricion relacionada. Estrés ambiental como el choque calorico. El sobre ordefio
con lesiones en la piel del pezon que generan deficiencias en el cierre del esfinter. Contagio manual
de bacterias de habitat de la piel por los operadores en sala de ordefio por deficiente higiene y por

Veterinarios y/o técnicos en la aplicacién de tratamiento intraductal (Garcia y Ochoa, 1987).

El empleo de los antibioticos ha permitido que mediante su aplicacion ordenada se controlen
y eliminen cuadros de infeccion por bacterias de alto indice de patogenicidad y virule ncia tanto en
el hombre como en los animales domésticos. En forma lamentable el desorden en la aplicacion y
los mecanismos genéticos bacterianos de creacion de resistencia, limitan su tiempo de vida como
eficiente y reducen la capacidad clinica de obtencion de resultados en favor de los pacientes
(Sumano et al., 2007).

Los antisépticos son biosidas que estan disefilados para ser aplicados en forma topica sobre los
tejidos vivos en forma principal sobre la epidermis (Russell, et al., 1999). Para seleccionar
antisépticos que pudieran ser empleados en la cisterna de la glandula mamaria, se buscaron
productos que tuvieran datos de ser aplicados sobre las mucosas y que los productos no fueran

mutagénicos y/o carcinogénicos.
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El propdsito del presente trabajo fue el de investigar los efectos de productos antisépticos al ser
aplicados sobre la mucosa en la glandula mamaria en un modelo de ratona lactante. Una vez
definido que el o los productos son de baja o nula capacidad de irritacion, los antisépticos fueron
aplicados en la glandula mamaria de bovinos durante la etapa del secado para analizar en el post

parto inmediato, la presencia de microorganismos Yy calidad de leche.

MATERIALES Y METODOS
Seleccion de antisépticos
Isotiazolinonas

Las Isotiazolinonas son compuestos quimicos heterociclicos con actividad microbicida de
amplio espectro. Algunas de las combinaciones de estos compuestos han sido empleados como
ingredientes en productos de higiene y cosmetologia en el hombre. Las combinaciones de cloro
metil isotiazolinona y la 2 metil 4 isotiazolinona en proporciones 3:1 conocidas como Kathon son
las de empleo mas frecuente (Burnett y Bergfeld, 2010). No obstante su aprobacion en los Estado
Unidos de Norte América y en Europa por las autoridades correspondientes, se ha informado de
riesgos de induccion de dermatitis alérgica (Rastogi, 1990).

Las Isotiazolinonas carecen de efectos mutagénicos Yy/o carcinogénicos, poseen actividad
microbicida de amplio espectro ademas inducen lisis a hongos y levaduras. La concentracion de
Isotiazolinonas empleada es critica para con la interaccion con los microorganismos y la
estabilidad en suspensiones. La concentracion recomendada como preservador es de 0.05%
equivalente a 7.5 partes por millon donde la permanencia es mayor a 24 horas (Rastogi, 1990). Se

desconoce el grado de irritabilidad en las mucosas.

Clorhexidina

La clorhexidina fue desarrollada en Inglaterra en 1954. Es un compuesto de bisbiguanida
cationica, la forma en sal el digluconato es soluble en agua. Al ser una molécula cationica, su
actividad puede ser reducida por jabones naturales, compuestos aniones inorganicos, surfactantes
no iénicos. La actividad antimicrobiana esta relacionada a la alteracién del equilibrio osmotico y
precipitacién de la membrana citoplasmica. La clorhexidina esampliamente activa contra bacterias

Gram positivas Yy negativas, anaerobias facultativas y aerobias, en menor medida contra hongos y
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levaduras. Batra y col. usaron gluconato de clorhexidina al 1 % en las fosas nasales en pacientes
con infeccion por Staphylococcus aureus resistente a la meticilina. El protocolo con el antiséptico
se asocid con la reduccion del 70% en la adquisicion de las cepas (Batra R et al., 2010). Entre
caracteristicas sobresalientes esta la actividad in vitro contra virus encapsulados, como el herpes
simple, el VIH, el citomegalovirus, el de la influenza, el virus sincitial respiratorio.

La clorhexidina es pobremente absorbida a través de la piel intacta, no se acumula en el
organismo y es minimamente metabolizada. La clorhexidina no es mutagénica ni carcinogénica.
Es un desinfectante de uso frecuente en Estomatologia sobre la mucosa de la cavidad oral (Russell,
etal., 1999) La clorhexidina tiene una larga historia como un producto seguro y efectivo, con una
amplia actividad antiséptica. En diferentes estudios se han presentado datos sobre el uso de
productos a base de clorhexidina para la antisepsia y la desinfeccion en diferentes areas. En la
mayoria se ha encontrado superioridad de este compuesto al compararlo con otros antisépticos, en
la prevencién y control de infecciones asociadas a la atencion en salud (May, et al, 2011). Se

desconoce el grado de irritabilidad sobre otras mucosas como las de la glandula mamaria.

Radicales super éxido

Las Soluciones de Super-Oxidacién (SSO) existen en diversos grados de potenciales de
hidrogeno; acido, neutro o alcalinas. La concentracion de cloro y el potencial de oxidacién-reduccidn,
son determinantes de la actividad germicida, la vida en anaquel asi del potencial de corrosion. Las
SSO entre pH de 2 a 4 tienen propiedades microbicidas altos como resultado de la cantidad de cloro
libre activo, mismo que es superior a las 650 ppm. Sin embargo estas SSO son altamente corrosivas,
inestables y de corta vida en anaquel. Las SSO alcalinas también tienen propiedades antimicrobianas
aunque también son inestables y de menor eficacia que las SSO 4cidas. La SSO Microdacyn 60MR
de pH neutro es una solucién estable, no inflamable y no corrosiva. ES bactericida contra
microorganismos Gram positivos y negativos, virus y levaduras. Su vida media en anaquel es de 24
meses. En las bacterias, Microdacyn 60MR desestabiliza la pared celular como consecuencia de
choque osmotico en la célula y desnaturaliza las proteinas. Los radicales sUper Oxidos no son
mutagénicos o carcinogénicos (Leafar et al., 2004.)
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Modelo para definir el grado de irritacion mucosal

Entre los animales de laboratorio que semejan tener datos anatomicos de pezones similares a
los bovinos, se encuentra la hembra del raton de laboratorio, Mus musculus. La aplicacion de
productos via el conducto galactéforo ha sido empleada desde los afios 70as para mdlktiples
estudios (Chandler, 1970. Anderson, 1974). En el presente trabajo se emplearon siete ratonas de
la cepa CD1 provenientes de su produccion controlada libre de patogenos especificos, Bioterio
Claude Bernard de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla por cada producto a ensayar.
Las ratonas de primera lactancia fueron anestesiadas conuna mezcla de Ketamina al 10%, Xilacina
al 2% en solucion salina estéril, la piel abdominal rasurada y desinfectada para que con el apoyo
de un microscopio estereoscopico e instrumental de microcirugia, se introdujera en cada glandula
cuarta izquierda 100 ul de cada producto a ensayar. La glandula contralateral cuarta derecha
recibi6 como placebo la misma cantidad en volumen de solucion salina isotonica estéril. Los
gazapos fueron retirados para su ulterior sacrifico mediante exposicion a cloroformo e hipotermia.
A las 24 horas pos aplicacion, se procedio al sacrificio de las ratonas previa exposicion al
cloroformo, por dislocacion craneo cervical. Se realizd la diseccion, peso y fotografia de las dos
glandulas cuartas de cada ratona y se fijaron en solucion de formaldehido al 10% amortiguado por
48 horas. Las glandulas se analizaron en forma macroscépica y en secciones obteniendo una de
ellas en sitios similares para el proceso histolégico de rutina e inclusion en parafina. Las secciones
de entre 4 a 5 micras fueron tefiidas con Hematoxilina y Eosina y observadas en 10 campos
diferentes con objetivo 40 X para el conteo de células presentes en la luz alveolar y la obtencién

de datos generales de cambios y/o alteraciones.

Criterios de seleccion de las vacas en fase de pre parto y aplicacion intramamaria
Se seleccionaron nueve vacas proximas a secar de Atlixco Puebla con diagnéstico de gestacion
por palpacién de 7 meses. Las vacas fueron elegidas por el productor por la baja produccion de

leche en lactancias anteriores por haber padecido mastitis en el posparto inmed iato.

RESULTADOS Y DISCUSION
Los antisépticos son considerados como productos con la capacidad de destruir o inhibir a los
microorganismos cuando son aplicados en tejidos vivos como la piel y en ocasiones sobre superficies

de la piel desprovista de la epidermis. Algunos de ellos como el lodo/iod6foros asi como otros
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derivados de lodo y la clorhexidina se han empleados en la desinfeccion local sobre las mucosas
como la oral y la faringea. El tiempo de exposicion sobre las mucosas, las diluciones y pH de las
mismas, son determinantes para reducir el efecto de irritacion sobre las mucosas. Entre los productos
desinfectantes, el pH y el grado de ionizacion de la disociacion de los productos, facilitan su efecto
bactericida al permeabilizar las membranas celulares, asi que los compuestos anidnicos son de mayor
eficiencia en soluciones de pH acido mientras que los cationicos lo realizan en concentraciones de
pH alcalinas (Bosquet, 2006). Estas particularidades deben ser tomadas en consideracion para
emplear antisépticos en la glandula mamaria dado que en forma obligada habrd contacto entre los
compuestos desinfectantes con la leche residual y detritus celulares lo que en cada caso en particular

de tratamiento se presentaran variables individuales en el pH local.

Ha sido de uso ancestral la aplicacién de radicales super 6xido como el “agua oxigenada” sobre
heridas expuestas proporcionan desinfeccion y coagulacion. En soluciones diluidas se aplica en
mucosas bucofaringeas. El perdxido de hidrogeno es eficaz en su efecto biosida para con particulas
virales, bacterias y sus esporas, levaduras. Entre las bacterias Gram positivas el efecto bactericida
del peroxido de hidrégeno es mayor que con las bacterias Gram negativas. El mecanismo de accion
de la solucion de peroxido de hidrégeno esta relacionada con la interaccion de radicales libores OH'y
los lipidos, ya sean constituyentes de la pared celular de bacterias o de células eucariotas del huésped.
Al romper la barrera de la envoltura celular, los radicales libres desintegran proteinas del citoplasma
y del nicleo (Bosquet, 2006). La presencia de catalasa entre las bacterias de ambos grupos y las bajas
concentraciones empleadas como biosida puede ser la causa de tolerancia a estos compuestos
(Russell et al., 1999). Los radicales libres son también un mecanismo natural de desintegracion de
proteinas en el interior de fagosomas y lisosomas citoplasmicos de las células inflamatorias. El
mecanismo de accion bactericida no tiene hasta el actual conocimiento resistencia de los
microorganismos hacia los compuestos oxidativos por lo que los postula como productos de gran
potencialidad para uso continuo como bactericidas en el manejo y tratamiento de la glandula mamaria

de los bovinos, ovinos y caprinos.
El gluconato de clorhexidina es un producto de amplia accion bactericida, sin embargo nulo efecto

esporicida. Se emplea en soluciones entre 0,1 al 0,5 % en solucion acuosa en la clinica de

Estomatologia y Ginecologia en el humano. El gluconato de clorhexidina se absorbe y difunde a
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traves de las membranas y da lugar a la precipitacion de las proteinas. La irritacion a la piel intacta
es baja en donde su absorcion es también limitada cuando la epidermis es integra. En ocasiones se
ha informado de irritacion a mucosas como la conjuntival y corneal. Su uso esta prescrito en o para
tratamientos de oido medio (Bosquet, 2006) (Russell et al, 1999)

Los productos tenso activos catidonicos como las Isotiazolinonas son derivados de las sales
Biguanidinas. Su buena solubilidad en agua les permite su difusion y contacto con las membranas de
las células bacterinas, hongos y algunos virus con envoltura lipidica, en donde induce alteraciones y
precipitacion de las proteinas (Russell et al, 1999). Su capacidad microbicida se limita por
inactivacion al contacto con jabones y materia organica. Algunas Isotiazolinonas recibieron su
aprobacion como uso microbicida por la “Food and Drug Administration FDA de los United States
of America USA.

Los tres productos del presente ensayo; Clorhexidina, Radicales super éxido e Isotiazolinona
dieron halos de inhibicion ante el reto del crecimiento de Staphylococcus aureus y de Escherichia
coli. Sin embargo la clorhexidina supera en 13 milimetros el halo que inducen los radicales oxido y
la Isotiazolinona supera los 15 milimetros. (Cuadro 1).

Cuadro 1. Relacion de halos de inhibicibn en milimetros ante el desafio de los

desinfectantes contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli

Producto Staphylococcus aureus Escherichia coli
Clorhexidina 0.12% 20mm 22mm
Soluciones super 6xido 7mm 7mm
Isotiazolinona 24mm 22mm

Resultado expresado en medicion del halo de inhibicion del crecimiento en contacto por difusion

de 100 pl del biosida en cilindros por 24 horas a 30 C° microorganismo. Staphylococcus aureus =



70 x 108 UFC/ml Escherichia coli = 89 x108 UFC/ml siembra masiva sobre el Agar con aplicacion

de hisopo previo a colocacion del cilindro y su contenido con biosida.

En la prueba de contacto en suspension por 30 segundos entre bacterias y el biosida regulado
por la secretaria de Salud NOM-BB-040-SCFI-1999, los tres productos mostraron inhibicién del
crecimiento al 100%, lo que les califica como excelentes productos biosidas. La norma oficial

referida es el método para evaluar la eficiencia de un desinfectante y/o antiséptico (Cuadro 2).

Cuadro 2.  Prueba de potencia inhibicién de crecimiento en suspension

Producto Staphylococcus aureus Escherichia coli
Clorhexidina 0.12% 100% 100%
Radic. super éxido 100% 100%
Isotiazolinona 100% 100%

Resultado expresado en % de reduccién en 30 segundos de contacto del antiséptico con el

microorganismo. Staphylococcus aureus = 70 x 108 UFC/ml Escherichia coli = 89 x108 UFC/ml
NOM-BB-040-SCFI-1999

Isotiazolinona

Después de la aplicacion intraductal de 10 ul de Isotiazolinona por 24 horas en la glandula N4
izquierda y como testigo la aplicacion de la misma cantidad y tiempo de solucidon salina isotonica
estéril en la glandula derecha, no se observaron cambios significativos respecto al tamafio color y
textura entre el grupo tratado con el biosida y el grupo testigo con solucién salina por lo que se
deduce que la Isotiazolinona aplicada no indujo cambios significativos. (Figura 1a).

La isotiazolinona es un desinfectante aprobado por la FDA de los Estados Unidos de Norte
América para desinfeccion de materiales en contacto con frutas por su inocuidad respecto a

mutagénesis Yy carcinogénesis. En el ensayo realizado como desinfectante en la glandula mamaria
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de ratona se observaron flujo de polimorfonucleares neutréfilos a las luces alveolares en relacion
a concentracion de la isotiazolinona (datos no mostrados). La dilucion vy ajuste del producto
biosida de baja irritabilidad podria ser un candidato a ser empleado como sustituto de sales
antibiéticas en la glandula mamaria.

El estudio al microscopio de luz de una seccion de glandula mamaria de ratona tratada con 100
ul de Isotiazolinona via el conducto galactoforo por 24 horas, los acinos glandulares se encuentran
limpios de reducto de leche y ausencia de células inflamatorias. El epitelio de revestimiento
muestra vacuolacion intra citoplasmica generalizada que sugiere ser respuesta a la presencia de la
Isotiazolinona. Este cambio aparentemente no es destructivo y podria ser reversible. En el
intersticio se advierte congestion vascular y cambios de involucion glandular relacionados a la

suspension de lactancia por 24 horas (Figura 2a).

Clorhexidina

Después de la aplicacion intraductal de 100 ul de Clorhexidina al 0.12 % en la glandula N 4
izquierda y como testigo la aplicacién de la misma cantidad de solucion salina isotonica estéril en
la glandula derecha por 24 horas, se observaron cambios significativos respecto al tamafio color y
textura entre el grupo tratado con el biosida. La glandula izquierda que recibié clorhexidina
muestra disminucion del tamafio congestion, hemorragia y edema. Se ha descrito descamacion de
la mucosa bucal y tumefaccion ocasional de la glandula parétida. A concentraciones altas se han
descrito problemas a nivel corneal. A concentraciones superiores al 2% la clorhexidina es
claramente toxica, tanto para la cérnea como para la conjuntiva ocular. Instilada en el oido medio
puede producir sordera a causa de su ototoxicidad.

La Clorhexidina aplicada por la via intraductal a las glandulas mamarias de las ratonas induce
cambios inflamatorios agudos con edema intersticial, exudado inflamatorio agudo de ubicacién
intersticial, congestion vascular y hemorragia en la misma ubicacién anatomica. En las luces
alveolares no se encontraron células inflamatorias ni cambios de vacuolacién en el citoplasma del
epitelio de revestimiento acinar (Figura 1b). La concentracion de clorhexidina empleada en este
trabajo, no se recomienda para ser aplicada en mucosas como la glandula mamaria, sin embargo
otros estudios por realizar podrian determinar si diluciones con potencial bactericida resultan en

menor efecto colateral como la inflamacidn.
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Radicales super oxido (Microdacyn)

Las glandulas 4 izquierda que recibieron 100 ul de radicales super 6xido preservaron su tamafio
color y textura comparadas con sus testigos en las glandulas 4 derechas que recibieron 100 ul de
solucion salina isotonica estéril. El andlisis de las glandulas 4 izquierdas que recibieron 100 pl de
la suspension de radicales super Oxido mostr6 un patron de preservacién de la arquitectura
histolégica en los acinos glandulares con cambios en el citoplasma epitelial de revestimiento que
consisten en la formacién de vacuolas. En la luz alveolar se encontraron espacios limpios de células
y restos de proteina de leche. Las glandulas testigo 4 derechas que recibieron 100 pl de solucion
salina isotdnica estéril preservan desde el punto de vista histologico su arquitectura y se encuentran
areas de involucion glandular por la suspension de la lactancia. Los radicales super éxidos inducen
cambios de formacion de vacuolas intra citoplasmicas, no inducen flujo de células inflamatorias a
las luces alveolares por lo que pudieran ser considerados como futuros compuestos de aplicacion
intra ductal en la glandula mamaria (Figura 2b).

Figura 1. Vista macroscépica de glandulas mamarias de ratona lactante que recibieron
via intraductal los diferentes antisé pticos

R

Composicion fotogréafica de las imagenes macroscopicas de un ejemplar de cada producto biosida
evaluado. Las glandulas tratadas con los biosidas se colocan del lado izquierdo vy las glandulas
testigo ala derecha. En el circulo se delimita el area de penetracion del producto biosida y la zona
de donde se obtuvieron secciones representativas para histologia.

La fotografia 1a del grupo Isotiazolinona fue tomada después de la fijacion en formaldehido y no
se observan cambios. La glandula izquierda del grupo clorhexidina 1b, mostr6 cambios
macroscopicos que muestran edema y hemorragia. En 1c con Microdacyn se observa discreto

aumento de volumen en el area de penetracion del biosida.
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Figura 2. Vista al microscopio de luz de una seccion de glandula mamaria de ratona

lactante que recibieron los diferentes antisépticos

Microfotografias al microscopio de luz con tincion de Hematoxilina y Eosina. Las secciones

ilustradas en microfotografia 2 muestra una glandula testigo (T) con reductos de leche en la luz
acinar y sin cambios en el epitelio de revestimiento. 2ay 2c Isotiazolinona y solucion super oxido
se muestran la formacion de vesiculas en el citoplasma del epitelio acinar y cambios de involucion
glandulas con sustitucién de tejido glandular por areolar laxo. En 2b clorhexidina el epitelio

alveolar sin cambios y en el espacio intersticial abundante exudado inflamatorio cronico y edema.
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Resultados clinicos de la salud de la glandula mamaria en las vacas en pos parto inmediato.

Las nueve vacas que recibieron la formulacion experimental de antisépticos en el secado se
observaron macroscopicamente sin ninguna alteracion. La evaluacion de la conductividad eléctrica
de la leche de cada cuarto resultd con mediciones por arriba del punto de corte que refiere el equipo
Draminski como leche sin acidificacion, lo que las coloca como leche sin alteraciones de
conductividad. Asi mismo las caracteristicas fisicas de leche de cada cuarto no mostraron cambios.
El estudio microbiologico de cada muestra de leche resultd sin crecimiento de bacterias hasta por

72 horas post siembra en los medios respectivos.

La resistencia adquirida por los desinfectantes y/o antisépticos es mediada como ocurre para
con los antimicrobianos, por la adquisicion de plasmidos o mutacién puntual. La resistencia ha
sido detectada con mayor frecuencia para con sales metélicas y compuestos mercuriales (Russell,
1985). La resistencia de los productos biosidas contra las bacterias Gram negativas ha sido
informada en forma ocasional en Pseudomona aureoginosa sin embargo las conclusiones se
encuentran en debate. Las bacterias Gram positivas y en forma particular Staphylococcus aureus

ha demostrado resistencia a biosidas mediado por plasmidos (Sasatsu et al., 1995).

89



INMUNIZACION INTRADUCTAL CONTRA FIBRONECTINA Y CELULAS
COMPLETAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS E COLI STREPTOCOCCUS
AGALACTIAE EN VACAS AL SECADO

Liz Sarahy Pérez Martell 1, Guadalupe Delgado L6pez, Beatriz Petlacalco Sanchez 2 Victor

Rodriguez Hernandez ! Francisco Romero Pastrana?, Pablo Herndndez Jauregui 2*

1.- Colegio de Posgraduados campus Puebla Km. 125.5 carretera federal México-Puebla
(actualmente Boulevard Forjadores de Puebla), C.P. 72760, Puebla, Puebla, México.
Teléfonos: (222) 285 07 38, 285 14 42, 285 14 43, 285 14 45, Correos electronicos:
edar@colpos.mx
2.- CyTA Labs Blv Hermanos Serdan 627 A Col Francisco | Madero, C.P. 72130, Puebla,
Puebla, México Teléfono (222) 379 67 89

* Autor para correspondencia pablo@cytalabs.com www. cytalabs.com

RESUMEN

Nueve vacas con gestacion de siete meses recibieron por via de los conductos galactoéforos
formulacion con antigenos inactivados de proteina de adhesiébn a la fibronectina  de
Staphylococcus aureus, células completas e inactivadas de Streptococcus agalactiae y Escherichia
coli. El andlisis de las inmunoglobulinas G por ELISA indirecto contra los antigenos aplicados
mostrd; cinco de nueve vacas estimuladas con Escherichia coli, con valores de significancia
estadistica de p< 0.0002. El estimulo antigénico para Streptococcus agalactiae resulté en que ocho
de nueve vacas respondieron con buenos titulos ante este antigeno con indices de significancia de
p< 0.0002. El estimulo con las proteinas de virulencia de Staphylococcus aureus de adhesion a la
fibronectina, revel6 respuesta en todas las vacas con indices de significancia de p< 0.0002. La
respuesta intraductal con antigenos promete ser una via para la inmunizacion a las vacas en etapa
del secado.

Palabras clave; inmunizacion intraductal secado, Staphylococcus aureus, Streptococcus

agalactiae, Escherichia coli, ELISA.

90


mailto:pablo@cytalabs.com

INTRODUCCION

Para que la glandula mamaria se infecte con alguna bacteria, es necesario que en el contacto fisico
entre el patdgeno Y el huésped se exhiban los receptores de reconocimiento entre ambos. El sistema
inmune innato del huésped responde mediante la interaccion de moléculas referidas como Patrones
Moleculares Asociados a los Patdgenos (PAMPSs) (Ulevitch et al., 2000). El reconocimiento mediado
por receptores es diferente respecto a si el huésped esta respondiendo ante un patdgeno con
caracteristicas bioquimicas entre las bacterias. Las del grupo Gram negativas en donde en casos de
mastitis por E coli predomina, contiene en su pared celular el Lipolisacarido (LPS) que es comun
para toda la familia. El peptidoglicano (PGN) y acido lipotecoico (LTA) de la pared celular
representan el repertorio de compuestos de reconocimiento para el grupo de bacterias Gram positivas
con efectos similares pero con otros mediadores de reconocimiento (Schroder et al., 2003)
(Yoshimura et al., 1999). Staphylococcus aureus es una de las bacterias que coloniza a la glandula
mamaria con efectos de destruccion tisular con alta respuesta inflamatoria y baja calidad de leche.
Tiene como reservorios la piel escarificada del pezon y el epitelio estratificado de las mucosas nasales
(Kluymants et al., 1997). Las vacunas actuales para Staphylococcus aureus son formuladas con
bacterias completas y contra el PGN (Baselga et al., 1994; Garcia et al., 1996; Kerro-Dego et al.,
2006) y la respuesta inmune es limitada dado los numerosos factores de virulencia que esta bacteria
exhibe (Anderson et al., 2012).
No obstante el reconocimiento por PAMPs existen factores que facilitan la baja respuesta inmune
ante la infeccion en otros; la persistencia de infecciones por virus inmunosupresores como Diarrea
Viral Bovina BVD, Rhinotraqueitis Infecciosa Bovina IBR, Leucemia viral Bovina BVL. La
persistencia de bacterias de alto riesgo en los acinos glandulares como Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, (Wilson et al., 1997; Barkema et al., 1998). Mycoplasma bovis (Fox et
al., 2005) y algunas cepas de Escherichia coli adherentes e invasoras (Dopfer et al., 2002). La
inmunosupresion preparto mediada por el estrés y la cadena de hormonas producidas son en parte
el resultado de la disfuncion de la fagocitosis de los leucocitos polimorfonucleares neutréfilos lo
que conlleva a facilitacion de la colonizacion de bacterias en las estructuras glandulares (Burvenich
et al., 2003).

Este numeroso grupo de factores de riesgo evitables en su mayoria mediante la inmunizacién
especifica y con las medidas de higiene en la ordefia, predisponen la induccidn de mastitis en las

vacas lecheras, razon entre otras respecto a que la mastitis en los bovinos representa la enfermedad
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que genera la pérdida y mala calidad de la produccién de leche, con alto impacto en la economia

del productor.

El propoésito del presente trabajo fue el de analizar la respuesta inmune generada por la aplicacion
intra ductal de antigenos bacterianos con lo que se espera que la leche de las vacas que recibieron el

producto biologico, contendra inmunoglobulinas especificas contra los antigenos de la formula.

MATERIALES METODOS

Antigenos bacterianos

Para cubrir el amplio margen de serotipos que afectan a la glandula mamaria por la
contaminacién de E coli ambiental se llevd a cabo la aplicacion de E coli obtenida de casos de
mastitis asi como cuatro serotipos caracterizados en forma previa como productores de pilis K-99,
39y 35 coleccion ATCC de baja y alta produccidn de toxinas termos labiles ytermo sensibles. Se
incluyd una cepa de E coli aislada en campo de un caso de mastitis aguda con grave toxemia y
evidente hemorragia. Para las bacterias cocoides Gram + como Staphylococcus aureus y
Streptococcus agalactiae, se obtuvieron de casos clinicos de mastitis aguda y su respectiva
caracterizacion morfologica y bioquimica hasta encontrar casos con S aureus y casos con
Staphylococcus coagulasa negativos. Se incorpord también la proteina recombinante de adhesion
a la fibronectina (Fnb) de Staphylococcus aureus expresada en la pared de Lactococcus lactis
obtenida en forma previa, como proteina de virulencia que participa para la adhesion a células y
tejido del huésped.

Criterios de seleccion de las vacas en fase de pre parto y aplicacion intramamaria

De la region de Atlixco Puebla, se seleccionaron nueve vacas proximas a secar con diagnostico
de gestacién por palpacion de aproximadamente 7 meses. Las vacas fueron elegidas por el
productor de acuerdo al tiempo de gestacion y la baja en la produccion de leche en lactancias
anteriores. El hato de 200 reproductoras recibe inmunizacion anual contra los virus del complejo
respiratorio y reproductivo de los bovinos. No se aplican bioldgicos para el control de mastitis sin
embargo la higiene y manejo de la ordefia se realizan en forma cotidiana.

Analisis de inmunoglobulinas

De cada vaca se obtuvieron muestras sanguineas en tubos Vacutainer para obtencion el suero

antes y después de 30 dias de la inmunizacion. El suero colectado después de la centrifugacion por

10 minutos a 1000 rpm fue depositado en tubos Ependorff y congelados a menos 20 C° a la
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brevedad. Una muestra de 2 cc fue evaluada respecto a la concentracion de proteinas totales, con
refractometro ATAGO Master-M Brix 0.0 to 33% y otra similar para la purificacion de
inmunoglobulinas. En forma breve 0.5 ml del suero se diluyd 1:2 en solucién de amortiguador de
fosfatos (PBS), el suero se transfiri6 a un vaso de precipitado sobre hielo con agitacion magnética
continua, agregando 1.5 ml de sulfato de amonio pH 7.8 hasta saturacion y andlisis de la
concentracion total de proteinas, mediante el método de Bradford que se basa en la union del
colorante, Comassie Blue G-250 alas proteinas. El colorante en solucion acida se une para formar
un complejo proteina-colorante con coeficiente de extincibn mayor que el colorante libre. Este
método es sensible entre 1-15 pg.

Para la precipitacion de inmunoglobulinas totales del suero se utilizd el método clasico. En forma
breve; alos 0.5 ml desuero de cada muestra de las nueve vacas se le incorporo sulfato de amonio
en forma lenta y en agitacion constante por 30 minutos a 4°C para la precipitacion de las
globulinas. El precipitado fue re suspendido por agitacion suave por cinco minutos y centrifugado
a 10,000 G por 15 minutos a 4°C el sobrenadante fue descartado y el boton re suspendido en 0.5
ml de PBS. En cuatro ocasiones se agregd lentamente un volumen equivalente ados terceras partes
del volumen de la muestra (2/3 X ml) de solucion saturada de sulfato de amonio para obtener una
saturacion final de la sal al 40%. Después de re suspender se transfirié la fraccion de vy globulinas
a una bolsa de dialisis contra solucion salina 0.85% realizando 6 cambios utilizando cloruro de
bario enuna relacion 1 a 1 conel agua durante 24 a 36 horas a 4°C, hasta que el sulfato de amonio
ya no era detectable.

Las globulinas fueron preservadas en congelacion a 20 C° fue evaluado mediante pruebas de
ELISA para la titulacion de anticuerpos contra los antigenos aplicados.

Cuantificacién de inmunoglobulinas en animales inmunizados por el método de ELISA
La técnica ELISA de sus siglas del inglés Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay: ensayo por
inmuno absorcidn ligado a enzimas, es una técnica de inmuno ensayo en la cual un antigeno
inmovilizado se detecta mediante un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un
producto detectable. Se desarrolld la prueba de ELISA indirecta para la determinacion cuantitativa
/ cualitativa de anticuerpos en el suero en cada una de las vacas para diferentes antigenos. En forma
breve el método consistié en aplicar 100 ul de una suspensién 108 de cada bacteria a probar, por
triplicado en placas par ELISA de 96 pozos de alta adhesion (Costar). Se dejé a temperatura 4°C

durante toda la noche. Al dia siguiente se hicieron los lavados con PBS y se aplicd 100 pl de las
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inmunoglobulinas purificadas como primer anticuerpo, se incubd a temperatura ambiente con
agitacion moderada por 1 hora. Pasado ese tiempo se lavd tres veces con la misma solucién
amortiguador y se aplico 100 ul de IgG anti bovino en cabra marcada con peroxidasa como

segundo anticuerpo. Se leyo en espectrofotometro para ELISA, Diagnostic Pasteur modelo LP
400.

RESULTADOS Y DISCUSION

El sistema inmune participa en forma importante en la resolucion de las infecciones de origen
viral 0 bacteriano. Algunos gérmenes son productores de compuestos que inhiben el sistema
inmune, por lo que las oportunidades del germen (es) en colonizar e invadir al huésped se
encuentran facilitados (Nakawa et al., 1993). En el particular caso de la infeccién bacteriana en la
glandula mamaria en el posparto inmediato, los polimorfonucleares neutrofilos estan inhibidos en
su funcion de fagocitosis, probablemente mediados por el estrés del parto (Lee et al., 2003).
Algunos grupos de antimicrobianos empleados en el tratamiento de la infeccion glandular
mamaria, como Cloramphenicol (en des uso por regulacion oficial nacional) y los

aminogylcosidos, inhiben la capacidad de fagocitosis de los polimorfo nucleares neutrofilos.

Las ubres de las vacas que recibieron el producto experimental para el secado e inmunizacion
se observaron macroscopicamente sin ninguna alteracion. La evaluacion de la conductividad
eléctrica de la leche entre los dias cuatro al cinco pos parto de cada cuarto, resulté con mediciones
por arriba del punto de corte (300 + _ 50) que refiere el equipo Draminski, lo que las coloca como
leche sin alteraciones de conductividad. Asi mismo las caracteristicas fisicas fueron las de leche
sin cambios. El estudio microbiologico de cada muestra resultd sin crecimiento bacteriano hasta
por 72 horas post siembra en los medios respectivos.

Cinco de nueve vacas estimuladas con antigenos de E coli mostraron valores mayores en la
concentracion de anticuerpos con significancia estadistica (Figura 1). Se especula que las vacas no
respondedoras al antigeno pudieran haber recibido baja concentracion del antigeno. E coli es uno
de los patogenos frecuentes encontrados en la leche del posparto inmediato sobre todo en las vacas
de segunda y tercera lactancia en donde las lesiones al esfinter del conducto del pezén son de
mayor frecuencia y su pérdida de funcion predispone a la colonizacion de bacterias ambientales.

El uso de productos antibidticos como tratamiento curativo y/o preventivo en la etapa del secado,
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es una practica comin entre los productores de leche y existe poco control en su uso. También el
control de resistencia a los antimicrobianos de bacterias que infectan a la glandula mamaria de los
bovinos es nulo o limitado en México.

Las infecciones por E coli extra intestinales en el humano se producen con mayor frecuencia
en menores y mayores de edad femeninos en el tracto génito urinario, mediados por fallas en la
higiene pos defecacion y en donde se induce colonizacion e infeccion. El tratamiento con
antimicrobianos contra E coli logré el control de ese tipo de infecciones hasta que los genes de
resistencia bacterianos contra las sales empleadas crearon la resistencia a esos antimicrobianos
(Russol et al., 2007). En forma similar las infecciones extra intestinales de E coli en los bovinos
afectan mucosas de la glandula mamaria y son la causa efecto de numerosos casos de mastitis sub
y clinica que compromete la salud glandular y con ello la calidad de leche con altas pérdidas
econdmicas para los productores. En el caso de las infecciones genitourinarias de los humanos la
produccion de biolégicos inactivados con carencia/deficiencia de antigenos de superficie y de
pared celular mostraron ser eficientes en su aplicacion mucosal nasal en un modelo experimental
en ratones (Russol et al., 2007).

La produccién de inmunoglobulinas especificas contra epitopes de pilis y fimbrias de E coli
mediados por la inmunizacion, son factores de apoyo interno para la facilitacion de la
opsonizacion, control y resolucién ante desafios de E coli ambiental en los bovinos de produccion
de leche (EcoStaph PM+3 2015) (Gonzalez et al., 1989). No obstante que los serotipos de E coli
entre los animales de produccion pecuaria mantienen sus nichos de especie respecto a
colonizacién, es necesario mencionar que productores artesanales de quesos frescos de leche de
bovinos realizan el cuajado sin pasteurizacion previa lo que define como potencial zoonosis a esos

contagios.

Streptococcus agalactiae es una bacteria del grupo de los estreptococos By como otros de esa
familia prevalece en el tracto intestinal de varios mamiferos el humano incluido. En los bovinos
induce mastitis considerada dentro de los patdgenos de importancia por la reduccion de la
produccion de leche de donde deriva su apellido. Es un germen con alta sensibilidad a los
antimicrobianos beta lactdmicos, por lo que su tratamiento tanto en lactancia como en el periodo
de secado elimina la infeccion (Rossitto et al., 2002), sin embargo la resistencia a los
antimicrobianos de lo que poco se conoce en Meéxico, es un factor que impulsa el mejorar la higie ne

y la aplicacion de vacunas. Tiempo atras fueron descritos los beneficios en la induccién de
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inmunoglobulinas contra el polisacéarido de la capsula ante la inmunizacion de células completas
inactivadas por las vias intra parenteral e intramamaria. Ambos grupos experimentales
desarrollaron incremento significativo de IgG, 1y 2, IgM e IgA ensuero y en leche contra la cepa
de Streptococcus vacunal (Yokomizo y Norcross, 1978). Por otro lado, dado el incremento de
infecciones neonatales en el hombre en donde cepas bovinas de Streptococcus agalactiae
participan, se han tomado en cuenta el desarrollo de vacunas incluyendo proteinas de virulencia
ligadas a la capsula como candidatos bioldgicos (Lindahl et al., 2005).

En el presente trabajo encontramos que el estimulo antigénico para Streptococcus agalactiae
por la vias intra cisterna, resultd en que ocho de nueve vacas respondieron con buenos titulos de
anticuerpos ante este antigeno con indices de significancia de p< 0.0002 (Figura 2) lo que ratifica
los trabajos previos por (Yokomizo y Norcross, 1978).

En los animales domésticos S aureus es la causa directa de infecciones en la glandula mamaria
con importantes pérdidas econdmicas por la disfuncion glandular (Bergonier, 2014). La mastitis
por S aureus es frecuente en los rumiantes como; vacas, borregas, cabras y mono gastricos como;
cerdas, perras, gatas, conejas. El hombre participa también en los procesos inflamatorios
degenerativos necroticos en el tejido glandular de la glandula mamaria. En la vaca de produccion
lechera la mastitis es una de las enfermedades frecuentes y por ello el tratamiento con
antimicrobianos también lo es. No obstante los controles direccionados al uso de limitados grupos
de antimicrobianos para el tratamiento de la mastitis bovina y el descarte de la leche con posibles
residuos de los antimicrobianos, en las zonas rurales la vigilancia de estas normas no se cumple en

su totalidad.

Respecto a la respuesta de inmunoglobulinas contra S aureus, en lo general fue de menor
intensidad y sin significancia estadistica (Figura 3). Estos resultados estan en acuerdo con previos
estudios en donde la baja respuesta es la regla. Sin embargo el estimulo con la proteina de
virulencia de adhesién ala fibronectina de S aureus, reveld respuesta en todas las vacas con indices
de significancia entre p< 0.0002 (Figura 4). Por otro lado la inmuno estimulacion via el conducto
galactoforo, resulté en produccion de inmuno globulinas G especificas con valores de significancia
en; E coli, Streptococcus agalactiae, Proteinas Fnb de S aureus, no asi para S aureus completo.
En el caso de los nueve bovinos estimulados todos mostraron respuesta lo que implica que ademas
de la proteccion local en la glandula las concentraciones calostrales protegeran a los recién nacidos.

Los antigenos aplicados y su respuesta, indica que la via intra cisterna puede ser empleada para la
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induccion de respuesta inmune en la etapa de secado. El tejido linfoide no capsulado ubicado en
la roseta de Firstenberg y la permeabilidad del epitelio de esa region sugieren sitios de
presentacion de antigenos a células inmunes. Queda por ser estudiada la produccion de IgA por

esta via en donde la respuesta mucosal lo hace con sintesis de esta inmunoglobulina.

Cuadro 1.  Medicion de proteinas por refractometro

NuUmero de muestra Grados Brix Grados Brix
Sueros Pre — parto Sueros Post — parto
10 8 10
19 9 10
23 10 11
65 7 9
307 9 9
410 10 10
484 7 12
798 11 11
990 10 10

Los resultados descritos en el cuadro 1 reflejan que los sueros preparto fueron menores en 5
vacas respecto a los sueros obtenidos después del parto. El estudio por refractometro es
frecuentemente utilizado para evaluar las concentraciones de inmunoglobulinas en la leche

calostral, sin embargo sus limites de sensibilidad no son tan precisos como otros.
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Figura 1
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Los valores de absorbancia en la prueba de ELISA para Escherichia coli tuvieron valores de
inmunoglobulinas con significancia estadistica 5 de 9 bovinos. La respuesta para Escherichia coli
como para otros microorganismos analizados en el presente estudio dieron una respuesta de menor
intensidad y no significativa de concentracion de inmunoglobulinas antes y después de la inmuno
estimulacién. Una probabilidad que explica esta respuesta puede ser la capacidad de la respuesta

inmune de esos bovinos
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Figura 2

Valores de absorbancia ELISA Streptococcus agalactie
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Los valores de absorbancia en la prueba de ELISA para Streptococcus agalactiae tuvieron
valores de inmunoglobulinas con significancia estadistica en 5 de 9 bovinos. La respuesta para
Streptococcus agalactiae como para otros microorganismos analizados en el presente estudio
dieron una respuesta de menor intensidad y no significativa de concentracion de inmunoglobulinas
antes y después de la inmuno estimulacion. Una probabilidad que explica esta respuesta puede ser
la capacidad de la respuesta inmune de esos bovinos por infecciones virales persistentes y por la

inmunosupresion preparto mediada por el estrés.
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Figura 3

Valores de absorbancia ELISA Staphylococcus aureus
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Los valores de absorbancia en la prueba de ELISA para Staphylococcus aureus tuvieron valores
de inmunoglobulinas con cierta significancia estadistica 2 de 9 bovinos. La respuesta para
Staphylococcus aureus como para otros microorganismos analizados en el presente estudio dieron
una respuesta de menor intensidad y no significativa de concentracion de inmunoglobulinas antes
y después de la inmuno estimulacién. Una probabilidad que explica esta respuesta puede ser la

capacidad de la respuesta inmune de esos bovinos
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Figura 4

Valores de absorbancia ELISA
Lactococcus lactis como vector de expresion de proteina de virulencia de S aureus, adhesion a la fibronectina
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Staphylococcus aureus una bacteria del grupos de los Gram positivos y E coli de los Gram
negativos, son dos de los patdgenos encontrados con mayor frecuencia en los casos de mastitis
bovina (Barkema et al., 1998). Las infecciones cuyo origen fue S aureus cursan con infecciones
sub clinicas o con clinicas crdnicas que en lo general persisten por la vida del animal infectado.

La persistencia de infecciones por virus inmunosupresores como la Diarrea Viral Bovina BVD,
Rhinotraqueitis Infecciosa Bovina IBR, Leucemia viral Bovina BVL (Wilson et al., 1997
Barkema et al., 1998). Pueden ser causa directa de inmunosupresion en las vacas no respondedoras
asi como la inmunosupresion preparto. Las inmunoglobulinas en sus diferentes formas e isotipos,
son el resultado de la respuesta inmune ‘“humoral” por la madre y sintetizados como respuesta
especifica a los antigenos adquiridos en forma natural o por la inmunizacion. La edad de la vaca,
el estado nutricional, su medio ambiente y calendarios de vacunacidn, seran determinantes de la
calidad y cantidad de inmunoglobulinas séricas presentes en el torrente sanguineo. Durante el
periodo pre parto, la vaca difundird de sus capilares sanguineos, las inmunoglobulinas hacia la luz

de los acinos glandulares de la glandula mamaria, formando la secrecion rica en proteinas, factores
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hormonales, lipidos, conocida como calostro. En los bovinos, existen condiciones particulares de
mmuno supresion por el “estrés” pre y pos parto, que propicia la mnvasion de patdogenos

oportunistas a diferentes 6rganos como Utero, vagina y glandula mamaria (Lioyd, 1993).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las vacas que recibieron el producto experimental para el secado e inmunizacion se observaron
macroscopicamente sin ninguna alteracion. La evaluacion de la conductividad eléctrica de cada
cuarto resultd con mediciones por arriba del punto de corte que refiere el equipo Draminski, lo que
las coloca como leche sin alteraciones de conductividad. Asi mismo las caracteristicas fisicas
fueron las de leche sin cambios. El estudio microbiologico de cada muestra resulté sin crecimie nto
hasta por 72 horas post siembra en los medios respectivos.

Cinco de nueve vacas estimuladas con antigenos de E coli mostraron valores mayores en la
concentracion de anticuerpos con significancia estadistica. Se especula que las vacas no
respondedoras al antigeno pudieran haber recibido baja concentracion del antigeno.

El estimulo antigénico para Streptococcus agalactiae resultd en que ocho de nueve vacas

respondieron con buenos titulos ante este antigeno con indices de significancia entre p< 0.0002

Respecto a la respuesta de inmunoglobulinas contra S aureus, en lo general fue de menor
intensidad y sin significancia estadistica. Estos resultados estdn en acuerdo con previos estudios
en donde la baja respuesta es la regla. Sin embargo el estimulo con la proteina de virulencia de
adhesion a la fibronectina de S aureus, reveld respuesta en todas las vacas con indices de

significancia entre p< 0.0002.

El uso de los antisépticos a base de Isotiazolinona y de radicales libres son de baja irritabilidad en
la glandula mamaria tanto en el modelo de ratona lactante como en las vacas en el secado y pos
parto inmediato. Estos productos podrian ser empleados como sustitutos de antibidticos en las
jeringas de secado.

Por otro lado la inmunoestimulacion via el conducto galactéforo, result6 en produccion de
inmunoglobulinas G especificas con valores de significancia en; E coli, Streptococcus agalactiae,
Proteina Fn de S aureus, no asi para S aureus completo. Los antigenos aplicados y su respuesta,
indica que la via intra cisternal puede ser empleada para la induccion de respuesta inmune en la
etapa de secado. En el caso de los nueve bovinos estimulados todos mostraron respuesta lo que
implica que ademas de la proteccion local en la glandula las concentraciones calostrales protegeran
a los recién nacidos. Queda por ser estudiada la produccién de IgA por esta via en donde la

respuesta mucosal lo hace con sintesis de esta inmunoglobulina.
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