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KATTYARILINA VALDIVIESO GAVILANES

INTRODUCCION

A lo largo de su existencia, la humanidad ha calwyiusado diferentes remedios para
sus males. Todo ha sido probado, aceptado o retaga la cura de diversas

enfermedades, hasta reunir un acervo de conocimsignie, la mayoria de las veces, ha
sido vista con recelo o con franco desprecio paepde la medicina moderna, a pesar

de que esta ha tenido sus cimientos en dicho acervo

La plata coloidal y su forma conocida como nandaplaan sido usadas como un
germicida efectivo desde el afio de 1900. El Dr.ri€rooks demostro que la plata

coloidal es altamente germicida y al mismo tiempaaxico para los humanos.

La mastitis bovina es el principal problema dedaagleria lechera a nivel mundial y se
considera el mayor problema del sector lacteo yeeido la industria. En todos estos
afos y a pesar del avance cientifico alcanzadstencampo, permanece en la totalidad

de los hatos lecheros.
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La mastitis ha sido reconocida desde que el hodmreesticé la vaca. Se estima que un
tercio de todas las vacas lecheras estan afeqtadasialquier forma de mastitis en uno
0 mas cuartos. Comunmente es una enfermedad iméaccausada por mas de 137
especies bacterianas sien8taphylococcus aureug Streptococcus agalactiaéos
principales microorganismos responsables de la @is8e considera como una
enfermedad compleja y es producto de la interaagdwarios factores, resumidos en el
animal, el medio ambiente y los microorganismogajgo el hombre un papel

decisivo.

La presencia de nano plata cerca de un virus, ngdjaina bacteria o cualquier otro
microbio patdgeno unicelular, incapacita a su enzitel metabolismo del oxigeno, su
pulmén quimico, por decirlo asi. Dentro de pocosutts, generalmente 5, el microbio
patdgeno se sofoca y muere y luego es eliminadocdetpo por los sistemas

inmunoldgico vy linfatico. Contrario a los antibidiis farmacéuticos que destruyen las
enzimas benéficas, nano plata deja a estas enzehdares y tisulares intactas, ya que
son radicalmente diferentes de las enzimas deda primitiva unicelular. De esta

manera, nano plata es absolutamente segura pdrartenos, las plantas, los reptiles y

todos los seres vivientes pluricelulares.

Como todos sabemos, cada dia se desarrollan mtesidacue se hacen resistentes a
los antibidticos. Una alternativa nano plata; sagoatural, sin efectos colaterales como
los antibibticos, son efectivas adn contra las sepacrobianas resistentes a los

antibiéticos convencionales.

Es por ello que resulta conveniente implementarvosieenfoques para obtener
medicamentos mamarios efectivos y econdmicos ar paet fuentes naturales o
quimicas que sean seguros tanto para los animaesgmbre, como en el caso de la
nano plata un producto con propiedades medicinaéspecialmente de tipo
antimicrobiano y que ademas es econémico por sda&ecion en relacién con otros
tratamientos para la mastitis subclinica bovina,doales suelen resultar mas largos y

sobre todo costosos, ademas podria contribuir aideinucion de las pérdidas
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econdmicas que sufren los sectores ganaderos deroygais a causa de esta
enfermedad.

Los objetivos trazados en esta investigacion setudiar la actividad antimicrobiana de
la nano plata en mastitis subclinica bovina en kidad Productiva TUNSHI,
determinar mastitis subclinica en bovinos medinfgueba de California Mastitis Test
(CMT), aislar las bacterias patdgen&aphylococcus aureuy Streptococcus
agalactiae causantes de la mastitis subclinica bovina, establ la actividad
antimicrobianain vitro de la nano plata sobre las bacterias aisladasrificae la
actividad antimicrobianan vivo de la nano plata sobre los bovinos infectados de

mastitis subclinica.

Se planted la hipotesis: La nano plata a conceaotres de 0.88, 1.75, 3.5y 7 ppm tiene
actividad antimicrobiana sobre mastitis subclifiogina.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

NANOTECNOLOGIA

La Nanotecnologia es una ciencia que rapidametdecesciendo en producir y utilizar
particulas de nano tamafio que se miden en nanam@rom = 10° m). Un nano
material que esta teniendo un primer impacto edymtos del cuidado de la salud es la

nano plata (13).

FUENTE: LA PLATA NANOPOROSO - UN ANTIBIOTICO UNIVERSAL,2006
FIGURA 1: UN ANTIBIOTICO DE AMPLIO ESPECTRO SIN EFECTOS SECUNDA RIOS

En la escala nanométrica (entre uno y cien nanésjetios materiales pueden exhibir
muy diferentes propiedades que los mismos materi@da misma composicion pero de
escala mayor. Propiedades tales como fuerza, cowidad, color y toxicidad pueden

cambiar en la escala nanométrica y las propiedpdeden cambiar dentro de dicha

escala también (11).

La nanotecnologia opera en la misma escala queltayka. Una molécula de ADN es de

unos 2.5 nm de ancho y la hemoglobina (la protdéna sangre que es responsable del

-1 -



transporte de oxigeno) es de unos 5 nm de dianmesocélulas humanas son mucho
mas grandes en el orden de las 10-20 micras erett@d@0 mil a 20 mil nanémetros) lo
que significa que los materiales y dispositivos cm@scalares pueden penetrar con

facilidad en casi todas las células sin activgouesta de inmunidad alguna (13).

La nanotecnologia es descrita por algunos comtetamblogia transformadora del siglo
XXI". Los expertos predicen que la nanotecnologtaolucionara la manufactura en
todos los sectores de la industria y eventualmémmactara la produccion de

virtualmente todos los objetos fabricados por hursanLa medicina es justamente un
sector que sera profundamente influido por los raés y dispositivos nanoescalares
(11).

1.1.1. FARMACOS DE PEQUENA ESCALA

La nanotecnologia ya cambid el modo de formulanradg medicamentos y, en ciertos
casos, reformularlos. Cuando un compuesto farmacéats formulado como nano
particula, aumenta su nivel de disponibilidad laié. En otras palabras, el cuerpo
puede absorber un compuesto, asi formulado, nwddopy facil y como tal utilizarlo
mas eficazmente si el compuesto existe en unasestas cercana a la escala en que

ocurren los procesos bioldgicos (11).

El nivel de disponibilidad biolégica de una drogaumo de los elementos importantes
para determinar su eficacia. Una firma de invest@ade mercados calcula que 65 mil
millones de délares de los ingresos anuales protesielel mercado de medicamentos
(casi 16 por ciento de las ventas totales de lasini@d farmacéutica) provienen de
farmacos que cuentan con poca disponibilidad bicdégdo que propicia mas altos costos

para los pacientes, tratamientos ineficaces y wom&sgo de toxicidad (11).

Elan Corporation, con sede en Dublin, Irlanda, ésadollado un proceso patentado para
“moler” compuestos farmacéuticos y producir pegsefmarticulas (comunmente
menores a 100 nm) que cuentan con una disponithildalégica mayor y tasas de

absorcion mas veloces, segun informes de la papigafia. Elan afirma también que



las drogas nanoldgicas recién formuladas elimimatvariabilidad ayuno/saciedad” (es
decir, que importa menos si la droga se toma jaoto los alimentos). Las grandes
compafias farmacéuticas como Wyeth, Merck y Abloleyentregaron sus compuestos

patentados a Elan para que los “muela” (11).

En la mayor parte de los casos, las drogas ya lwamteon la aprobacion de la FDA
estadounidense en sus formulaciones de mayor tamaiientras las comparias puedan
demostrar su “bioequivalencia” que la diferencideeaccion de la droga entre su antigua
y su nueva formulacién es “médicamente insignifiegria nueva versiéon nanoldgica no
es sometida a un mas escrutinios regulatorios, dorseria si se pidieran mas pruebas

clinicas (11).

1.1.2. MERCADO NANOLOGICO

A nivel mundial, la investigacion nanotecnolégicawy desarrollo en todos los sectores
fue en 2005 de 9 600 millones de ddlares aproximadée. Aunque las compafiias, los
politicos y los medios la citan con frecuencia coeloarea mas promisoria de la
investigaciéon nanotecnoldgica, de hecho la medicianolégica ha recibido menos
financiamiento que otros sectores, tales como feoelactronica y los nano-materiales
(11).

En las primeras épocas de la nanotecnologia (eh) 2a0Fundacién Nacional de Ciencia
(NSF por sus siglas en inglés) de Estados Unidedijprque la nanotecnologia “ayudara
a prolongar la vida, mejorar su calidad y expateahrcapacidades fisicas humanas”, y
que para 2010 o 2015 la mitad de toda la productaémacéutica mas de 180 mil

millones de ddlares por afio dependeria de la nemaltegia (11).

La terapéutica nanoscopica (como la nano-plata @aver heridas) representa millones
de ddlares en 2005 y alcanzara los 310 millonexDén (11).

La nanotecnologia es una industria naciente peraiagas y los dispositivos médicos

que se habilitan nanolégicamente estan ya en eladery hay mas que nos llega por los



conductos de la mindscula tecnologia: sedianoBiotech Newsel camino de la
nanomedicina y sus dispositivos hanometricos cregp@ntinamente 68% entre 2005 y

2006. Es asi que entre las diversas drogas quesgerdran en el mercado estan: (11).

TABLA No 1. DROGAS/PRODUCTOS MEDICOS NANOLOGICOS AP ROBADOS POR LA

FDA
Producto/fabricante Aprobacién de laFDA Propésito
Abraxane American BioScience, Inc Nano-particulas que
Enero de 2005 contienerpaclitaxel,que

aumenta la cantidad de droga
anticancerosa disponible, para
matar células cancerigenas en
mama

Emend Aprobado Versién nano-particulada del

Merck —tecnologia bajo medicamentdprepitant,un

licencia de Elan antiemético, utilizado para
prevenir la nausea en los
pacientes de cancer que
reciben quimioterapia

Rapamune 2000 Formulacion nano-particulada

Wyeth —tecnologia bajo de SirolimugRapamune)

licencia de Elan para prevenir el rechazo en

pacientes que reciben

transplantes de 6rganos.

SilcrystNucryst Pharmaceuticals/ Disponible comercialmente desde Plata nano-cristalina

producto distribuido por 1998. La FDA lo aprobé incorporada en los
Smith&Nephew comd@\sticoat para su uso sin prescripcion en  recubrimientos de las heridas
2001. por sus propiedades
antimicrobianas.
SilvaGard Diciembre de 2005 Catéter recubierto con nano-
AcryMed, Inc. particulas antimicrobianas de

plata para el uso interno en el

cuerpo.

FUENTE: ETC GROUP, NANOTECNOLOGIA.; Medicina Nanoldgica. 2006
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1.1.3. APLICACIONES DE LA MEDICINA NANOLOGICA (SUMINISTRO DE
MEDICAMENTOS, IMAGENOLOGIA Y DIAGNOSTICO)

Son vastas las aplicaciones potenciales de la @amabgia en el campo de la medicina.
Entre las areas mas intensivas de la nanomedicisa investigacion y desarrollo
actuales (que implican productos comerciales) estaministro dirigido de farmacos,
terapias habilitadas nanolégicamente, imagenolpgieagndstico. Debe notarse que el
suministro de farmacos, la imagenologia y el diajnd no siempre son sectores
distintos (11).

NANO PARTICULAS TERAPEUTICAS

Los productos médicos que incorporan plata nantasestan entre los primeros éxitos
comerciales de la nanotecnologia. Aunque las pdadies antimicrobianas de la plata
son conocidas hace miles de afos, el incrementel @mea superficial de las nano-
particulas de plata disefiadas con ingenieria ngiwaldde 1 a 100 nm) las torna mas

reactivas quimicamente y resalta sus propiedadmsaaticas (11).

Nucryst Pharmaceuticals (una subsidiaria de WestaBorporation) fabrica

recubrimientos de heridas y quemaduras impregnamoplata nanoscoépica con el fin de
combatir la infeccion y la inflamacion. La platatadas bacterias y los virus al impedir
el transporte de electrones en los microbios yadasfla replicacion celular cuando entra

en contacto con el ADN (11).

Los iones de plata (atomos que tienen una cargaiedédebido al cambio en el nimero
de electrones) pueden perturbar las estructuraslommas y sus funciones. Smith &
Nephew, una de las firmas de equipo médico masdgsamlel mundo, vende los
recubrimientos de heridas con capa de plata deysiuen treinta paises, con el nombre
de Acticoat, efectivo contra 150 patdégenos, indsidalgunos microorganismos
resistentes (11).



La demanda de recubrimientos antimicrobianos cdet@do a que, con mucha rapidez,

diversas bacterias se estan volviendo resisterbssamtibioticos.

Johnson & Johnson, Bristol-Myers Squibb y Medlindustries, entre otras compafias,
comercializan ya productos médicos basados en phaaoscopica. Pero los

recubrimientos de heridas son sdlo el principig.(11

1.2. NANO PLATA

El poder de la nano plata como una substancia emtimana efectiva no puede negarse.
El hecho que la plata es un agente que combatddecion, en varias formas, es muy
compatible para el uso con el cuerpo humano que sstablecido durante siglos. Este
hecho ha sido hace tiempo cientificamente demastsachuevamente durante los

altimos ochenta afios (8).

El uso antibiotico de la plata data de antiguasucas, no es casual que se usaran
recipientes de plata para almacenar y servir eh.a§e ha usado también en filtros de
agua y combinada con otras sustancias como ungpiardgorevenir y curar infecciones
(33).

La plata es un metal antimicrobiano seguro y efi&articularmente, producto de la
nanotecnologia, la nano plata exhibe actividadraatobiana germicida potente debido
al aumento en el area superficial. Numerosas igaesbnes dan resultados que la nano-
plata mata aproximadamente a 650 tipos de micramges incluyendo hongos (3)
(48).

1.2.1. DEFINICION
Nano plata es agua pura des-ionizada con platag@glspension. Aproximadamente el

80% de la plata estd en forma de nano particulgdatie metalica. La plata restante esta

en forma ionica. Las particulas de plata en ndata e encuentran entre 20-30 nm de



diametro y por consiguiente demasiado pequefio gEraonsiderado una suspension

“coloidal”. Ello es mas bien, una " nano-suspension estado mucho mas estable (41).

Debido al tamafio pequefio de las particulas, el deek superficie total de la plata
expuesta en solucion se aumenta al maximo, praslwian efecto superior por unidad
de plata. Como resultado, la concentracion de 20 @p nano plata proporciona mas
efectividad dentro del cuerpo que las solucionesn@gor concentracion de plata
coloidal (41).

1.2.2. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

Personal de la Brigham Young University, han demadst concluyentemente que la
plata es letal a una gran variedad de bacteriasug.\El antrax, HIV, yStaphylococcus
resistente a antibiéticojseudomonasstan entre los organismos innumerables que caen

al poder de la nano plata (8).

Ejemplos de estos microorganismos sd&scherichia coli, Staphylococcus aureus
resistente a methicillin Chlamydia trachomatis, PneumobacilluBacillus nitrato
negativo, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Pseudosnonaaltophila,
Pseudomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae, llBacisubtilis, alkaligenes,
Streptococcus hemolyticu8, Citrobacter Salmonella paratyphiC, entre otros
microorganismos (49).

1.2.3. DOSIS USUAL

La recomendacion tipica es de 5 mL, que contieng@akfes por millén (ppm) o 50
microgramos de plata. Esta cantidad coincide caratdidad promedio de plata que se
consume en los alimentos y el agua, unos 350 di&n la mayoria de las personas. Sin
embargo, se sabe poco acerca de la absorciérvaelala toxicidad de la nano plata, en
comparacion con las de la plata presente naturééneennuestra dieta (28) (29).



1.2.4. MECANISMO DE ACCION

A diferencia de los antibidticos farmacéuticos, aglestruyen también a las enzimas
benéficas, la nano-plata deja estas enzimas deélatas de tejido intactas, pues son
radicalmente diferentes de las enzimas de los @g@s unicelulares mas primitivos.

Asi, la nano-plata es absolutamente segura parael@s humanos, reptiles, plantas y
toda la materia viva multicelular. Es importantel@én, recalcar que la nano-plata no ha
demostrado interactuar o interferir con otras miedg ingeridas. Dentro del cuerpo, la
plata no forma compuestos téxicos ni reacciona octa cosa que con la enzima

metabolizadora de oxigeno (3).

Su mecanismo se puede explicar con las siguieadesiones quimicas:

Ag + Oz (cadena de electrones) — Ag20
AgO + HO - 2Ag° + 20H

_SH SAg
N N
SH SAg

Cuando la plata metalica est4 en contacto con2an@nmetabdlica de oxigeno de un
microorganismo esta puede ionizarse o formar Orel@lata, este 0xido interactia con
el agua, se ioniza para producir plata ionica. IRieate cuando la plata ionica interactia
con los grupos sulfihidrilos (-SH) de la enzima lde microorganismos util para su
mecanismo de respiracion, esto forma un enlace ~8Agual bloquea la actividad
enzimatica e impide su respiracion y por lo tamwvpca la muerte del microorganismo
(50).

Las altas concentraciones de plata no matan aélasemes de la enfermedad con mas

eficacia que la gama extra segura de 3 a 5 ppm (3).



1.2.5. CARACTERISTICAS DE LA NANO PLATA

La nano plata es tan clara como el agua, puedaaatenido en botella clara porque no
puede ser dafiada por la luz, y es tan pequefia gedepincluso ser absorbida
directamente a través de la piel (24).

Otra caracteristica de la nano plata es que acglgu efectividad dentro del cuerpo
respecto a la de productos comunes de plata ctdsidae estan en un alto porcentaje en
forma de particulas (metélicas) de plata. Estecid@laes importante porque la plata
iGnica se vuelve cloruro de plata en el estbmatmrente sanguineo. Solo las particulas
metalicas sobreviven al acido clorhidrico del estgmpara permanecer eficaz dentro del

torrente sanguineo y tejido del cuerpo (41).

Combinando una alta concentracién de particulasucotamafio ultra pequefio resulta
una solucion de plata sin igual. Haciendo una coagi@n matematica entre nano plata 'y
las soluciones de plata coloidales comunes revglasorprendente contraste en el area

superficial de la particula y por consiguientadéadina mayor efectividad (41).

1.2.6. EJEMPLOS DEL PODER DE LA NANO PLATA

Es facil de ver la ventaja del tamafio de la pddide nano plata en este ejemplo. Una
bacteria deStaphylococcugs aproximadamente 40 veces el tamafio del Rhuso{25
nm) es una victima facil de la nano plata (41).

Sdlo en los ultimos afos la nano-tecnologia ha egago a evolucionar dentro de una
costosa ciencia. So6lo hasta ahora la nano platéedado como ayudante del sistema
inmune natural, aunque ya existia en los antigias de la humanidad, donde era
abundante en su forma metélica. Para la funciomaéptie la inmunidad del cuerpo,

todos necesitan que la nano plata circule en sernig sanguineo (41).
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L } (3) Particula de nai
(1) Rhinovirus de 25 nm (2) Particula de 10 ni

3

plata de 2 nm

FUENTE: NANO-SILVER,2003

FIGURA 2. COMPARACION DEL DIAMETRO DE LA PARTICULA DE N ANO PLATA

1.2.7. PROPIEDADES DE LA NANO PLATA

La nano plata es:

- Sumamente eficaz
- Rapida accion

- No venenoso

- No estimulante

- No alérgico

- Tolerancia libre

- Hidrofilico (13).

Las propiedades de nano plata, entonces, restapletamente cualquier preocupacion

con Argyria u otras preocupaciones de toxicidagdipg&tas (41).

1.2.8. MODOS DE APLICACION Y USOS

La nano plata puede aplicarse a una gama de posddel cuidado de la salud como
preparaciones para las quemaduras, escaldado,tdateapiel y sitios del receptor; yesos
quirdrgicos y heridas por trauma; gel acuoso pasanhanchas, acné y llagas de la
cavidad; y los productos de higiene femenina (13).
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Es practicamente insipido y puede tomarse oralmentecondiciones tales como:
parasitos, candidas, herpes, fatiga cronica, pceseieStaphylococcus y Streptococcus

herpes zoster, y mas de 650 enfermedades virdlastgrianas (30) (37).

Entre los usos que se le da tenemos:

- Duchas vaginales y enemas: Adicionar 10 mL de rnaata en 2 L de agua o
proporcional a la cantidad de agua que se use.

- Purificacién del agua: Agregar unos 20 mL de ndatagpor galén de agua. Esperar
unos 6 minutos y agitar de nuevo; esperar otrasmeiutos y ya quedara lista para
beber.

- Usos veterinariosDependiendo del tamafo del animal, use un got@ra adicionar
la nano plata en la boca directamente o simplenenta comida o agua.

- Usos Agricolas: Para todos los ataques bacteridaogicos (hongos) y virales en

plantas, diluya 5 mL por cuarto de galén y roci€b& (40).

1.3. MASTITIS BOVINA

El término de mastitis se refiere a la inflamacitnla glandula mamaria en la vaca, lo
gue provoca la alteracion de las caracteristicasafl, quimicas y bacteriol6gicas de la
leche y la modificacion del tejido glandul&il. término deriva del griego “mastos”, ubre

e “itis”, inflamacion (6) (18).

Por lo tanto, se produce una reduccién en la caohtde leche producida. Aunque la
mastitis ocurre esporadicamente en todos los messjf@adquiere mayor importancia
econdmica en las vacas lecheras y es, sin dudafdamedad mas grave con la cual debe

enfrentarse la industria lechera (6).

La enfermedad puede aparecer como mastitis sutmlires decir sin sintomas
apreciables, o bien como mastitis clinica, con asgmrvidentes de la enfermedad

(tumefaccion o endurecimiento del sector mamariwespondiente, alteraciones de la
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leche, etc.). La inflamacion es la reaccién del anigmo ante los elementos
desencadenantes del proceso como bacterias yxsnastoparasitos, productos quimicos,
acciones mecanicas (golpes, choques, presione&)r, daio, etc., Mediante la

inflamacioén, el organismo intenta eliminar lasuefhcias patdgenas (16).

El rebafio con problemas de mastitis se puede defimio aquél que presenta una tasa
elevada de mastitis clinica y subclinica, una elaveuenta celular, o un alto nivel de
bacterias en la leche del rebafio. La razon de patddemas suele ser compleja. Entre las
condiciones que se observan con mayor frecuenceusetan las malas practicas de
higiene, el albergue defectuoso, las maquinas adigfis en mal estado de
funcionamiento, métodos de ordefio incorrectos ycqalimientos de tratamientos

inadecuadog44).

1.3.1. CUADROS CLINICOS

Las inflamaciones clinicas de las ubres son coasqibr todos los veterinarios. Mucho
mas frecuentes (20 a 50 veces mas) son las masititéinicas. Los signos externos de la
enfermedad son las manifestaciones de la inflamatids sintomas son de muy diversa
indole y van desde el mayor contenido celular ddetdne a signos graves como
hinchazén, endurecimiento y dolor de la ubre ashadiebre, falta de interés de la
comida y permanencia inmovil del animal. Cuanto a@ntuados son los sintomas mas
grave es la enfermedad. De acuerdo con la sintbogéo pueden diferenciarse dos

formas de mastitis, la subclinica y la clinica (16)

1.3.1.1.MASTITIS SUBCLINICA

Las mastitis subclinicas evolucionan sin signokimétorios externos. Los signos mas
importantes de la mastitis subclinica son el aumdat contenido celular de la leche y la
presencia de los microorganismos causales en k& Wms gérmenes habituales son
Staphylococcuy StreptococcusLa enfermedad se comprueba mediante examen del

contenido celular de muestras de leche y el eshatiteriologico (16).



-13-

Las mastitis subclinicas son, en la actualidadfolena predominante. Al no ser
detectadas constituyen un autentico peligro paestaldo sanitario de las vacas, ya que
con la leche se eliminan gérmenes que seran tradema otras vacas sanas a través de
los utiles de ordefio. Las mastitis subclinicas poedonvertirse en mastitis clinicas
(agudas o croénicas). En ello estriba su importafaieo al peligro que representa para la

vacada y la pérdida de la produccion lechera (16).

La reduccion en la produccion de leche debido ditisasubclinica tiende a persistir
por un largo periodo de tiempo y afecta la prodircale las vacas infectadas. El
control de las mastitis subclinicas es mas imptetgae el simple tratamiento de los
casos clinicos ya que: las vacas que poseen caboingos son reservorios de

organismos que conducen a infecciones de otras {a2a

Una forma especial de la mastitis subclinica agitacion de la ubre o alteracion de la
secrecion (mastitis aséptica). La irritacion delbae se reconoce en la elevada cantidad
de células que la leche contiene. Las vacas castotros de la secrecion son
particularmente sensibles a la infeccién por géemete la mastitis, de forma que en
ellas es frecuente la aparicion de mastitis clgv@aubclinicas (16).

1.3.1.2.MASTITIS CLINICA

Las mastitis clinicas se reconocen por la exiséedeisignos visibles de la inflamacion.
Los sintomas van desde discretas variaciones m@haa (disminucion de la cantidad de
leche del cuarto afectado y ligera alteracion deedae) hasta la completa desaparicion
de los caracteres propios de la leche, perdida geoduccion de la misma y trastornos
graves del estado general (16).

En los casos de mastitis clinica, el cuarto infdztan general se inflama, en algunas
vacas se encuentra dolorido al tocarlo, la lechenseentra visiblemente alterada por la
presencia de coagulos, descamaciones, o suerdatédey algunas veces sangre (22).
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Los sintomas clinicos, es decir, visibles, son prenmindicativos de una enfermedad
grave, cuya evolucion no es previsible. De acuerdo el curso evolutivo de la
enfermedad y el grado de la sintomatologia, puédierenciarse tres formas de mastitis

clinicas: Subaguda, Aguda y Crénica (16).

a. MASTITIS SUBAGUDA

El término subaguda describe una evolucion relaterse leve y con frecuencia
solapada de la enfermedad. Las alteraciones dbréade la vaca son poco intensas y
consisten generalmente en una disminucién de kideainde leche producida con ligeras

alteraciones de sus propiedades (leche acuosgyraoms, etc.) (16).

b. MASTITIS AGUDA

Las mastitis agudas evolucionan con acusada sitbogéa inflamatoria. En la ubre, se
aprecian, con mayor o menor intensidad, hinchaznrpjecimiento, temperatura
superior a la normal y endurecimiento de los tejidoa produccion de leche se ve
considerablemente disminuida. La leche, que esildidfé extraer y solo en pequefas
cantidades, presenta alteraciones visibles, puedeasuosa, serosa, sanguinolenta,

mucosa, purulenta, pastosa, etc (16).

c. MASTITIS CRONICA

Se designa como mastitis cronica la inflamacidtadéore de larga evolucién, a menudo
solapada, sin alteracion del estado general. L&eleno siempre esta alterada
visiblemente. A veces presenta pequefios grumo®r é8 de color azulado, aunque
también puede tener aspecto mucoso o una coloranidnillenta, parda o grisacea. Las
vacas con mastitis cronicas son fuente de infecp@ia el resto de las vacas. Por esto
debe ordefiarse en ultimo lugar y se recomiendaaaifisio. Bajo la influencia de

factores ambiéntales desfavorables, las mastifisicas pueden sufrir un proceso de

agudizacion (16).
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1.3.2. ETIOLOGIA

En un intento por controlar los diferentes tiposrdecciones, es importante considerar
la fuente y formas de transmision de la enfermetlad. organismos que causan la
mastitis viven en diferentes ambientes (materialfecama, piel, etc.). La limpieza

general de las vacas y su alojamiento, como tanthiénos procedimientos de manejo

(especialmente ordefio) son formas efectivas deatanta difusion de la mastitis (22).

L.}

Entre Durantg
ordefios el ordefin
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FUENTE: MASTITIS. LA ENFERMEDAD Y SU TRANSMISION, 2008

FIGURA 3: TRES DE LAS PRINCIPALES RUTAS DE TRANSMISION BACTERIA NA DURANTE EL
ORDENO

La causa inmediata de la formacion de una maggida infeccion de la ubre por
gérmenes patdgenos especificos. El riesgo de iGfe@e acrecienta con la intensa
proliferacion del germen y su gran capacidad déagipo. Los gérmenes mas importantes
de la inflamacion de la ubre sorStreptococcus, Staphylococcugoliformes,
Corynobacterium,Pseudomonasy levaduras. Gérmenes menos frecuentes son los
Mycoplasmas, Clostridium, Klebsiella, AerobacteacBus cereus, Nocardjahongos,

etc (16).

1.3.2.1Streptococcus
Son unos de los gérmenes mas frecuentes de todedpsnsables de la mastitis. La

infeccidn producida por este microorganismo es igémente cronica e identificada por

medios bacteriologicos (16).
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El Streptococcus agalactiags el Unico microorganismo patégeno para la glanque
depende de esta para subsistir; muere al ser a@gpaés piel normal de la ubre y fuera
de la glandula sobrevive poco tiempo. Su transmigi® de las vacas contaminadas a
otras, pero puede ser adquirido por terneras alarsary al ser alimentadas con leche
cruda de vacas positivas, que trasmiten mecanidamaninfeccion. Streptococcus
agalactiaeno es un invasor activo y se multiplica en la éeghen la superficie de la
cisterna y conductos galactoforos, produciendo susdancia irritante que causara una
reaccion inflamatoria al tejido afectado y genemrlie el padecimiento es subclinico
(34).

Este organismo puede infectar también la ubre deemera joven si ha sido alimentada
con leche contaminada. La infeccion permanece emafandefinida en la glandula

mamaria de la novilla. EBtreptococcus agalactigaiede ser erradicado del hato con un
tratamiento apropiado combinado con buenas practieamanejo. Aun asi, se puede

llegar a diseminar facilmente en el hato luegcadeoimpra de un animal infectado (22).

El Streptococcus dysgalactiaexiste en el medio ambiente y ha sido aisladprieiero,

de las tensillas, lesiones en la piel de la ubdescargas del tracto reproductor, y el
segundo también se ha aislado de los belfos, ésgapmuales y del suelo. Estos
microorganismos no dependen de la glandula manpania subsistir y en la menor

oportunidad invaden a esta, por ello la erradicaedificil de lograr (34).

1.3.2.2Staphylococcus

Son cocos Gram positivos, aerobios, que se presentaacimos, catalasa positiva, no
poseen movimiento, no forman esporas y son ferrensa se le considera la causa mas

comun de infecciones localizadas supuradas deréa(b).

Los estafilococos se hallan también en las proxioed del animal y en la piel del
mismo; no obstante, se concentra principalmentdaeglandula mamaria infectada.
Seguido de los estreptococos estos son los gérmmeagdrecuentes. Los transmisores

habituales son los utensilios del ordefio, los saplas manos del ordefiador (16).
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Este grupo incluyestaphylococcus aureugl cual es la causa de mastitis contagiosa
subclinica y cronica, este microorganismo contieneimas que le permiten degradar
proteinas, carbohidratos y grasas, de tal formapge€ee obtener recursos para subsistir

en un variado medio ambiente (34).

Este patégeno produce una serie de metabolitopagiBlemente son los que intervienen

en las enfermedades y en el caso de la mastsisisdan (34).

Leucocidina mata los leucocitos es antigénica no es hemolitea;encuentra
acompafada de toxinas alfa y delta y rompen ladpzgteilar.

- Lipasas:las cepas positivas a esta enzima tienden a prodbsceso cutaneo y
subcutaneo y destruyen los acidos grasos protectdee la piel produciendo

infecciones generalizadas cuando son positivas.

- Hialuronidasaes un factor de diseminacion que puede intervenia girulencia.

- Enterotoxinascasi un tercio d&taphylococcusoagulasa positiva la produce y es la
responsable de nauseas, diarreas y contracciorsmatales; estos signos se
presentan cuatro horas después de haber ingeridenabs contaminados, por tal
razon la leche que conten§iaphylococcus aureutebe ser considerada como un
riesgo para el consumo humano (34) (39).

Entre otros estafilococos presentes es&aphylococcus epidermidigstos no son
patdgenos y son comensales comunes de la pieficsergran en la naturaleza y no son
patdgenos (34) (39).

1.3.2.3.Coliformes
Los gérmenes coliformes pueden estar presentasadgueera de las partes que rodean al

animal. Se hallan tanto en el mismo animal (pomegje, intestino) como en sus

alrededores. Se acumulan y multiplican en la natextal y en la cama Una recogida
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poco higiénica de la leche suele ir acompafiadandeiniensa presencia de colibacilos.
Las mastitis poE. coli son muy frecuentes inmediatamente después del paambién

durante la lactacion (1) (22).

Los coliformes pueden causar mastitis solamentlassiparticulas contaminadas del
medio ambiente entran en contacto con la ubre.fératicia de las bacterias descritas
previamente, los coliformes no se adhieren a loglectos y al alvéolo de la ubre, en
lugar se multiplican rapidamente en la leche y peed toxinas que son absorbidas
dentro del torrente circulatorio. Las vacas libdesotras bacterias causantes de mastitis
(Streptococcus agalactiag Staphylococcus aureuparecen ser mas susceptibles a las

bacterias coniformes (22)

1.3.2.4Pseudomonas aeruginosa

Infeccion persistente ocasionada paeudomonas aerugingsal germen se halla en el
suelo y en el agua, multiplicandose alli dondetexssficiente humedad. Las fuentes mas
frecuentes de infeccién son el agua contaminada,utensilios sucios y la falta de
higiene en el ordefio; puede desarrollarse mastitislinica 0 mastitis peraguda severa

con alto indice de mortalidad (1) (21).

1.3.2.5Corynobacterium

Se observa comunmente en los procesos supurantes go/asor secundario, la
inflamacion produce un exudado profuso, purulentteymal olor. Los insectos pueden
trasmitir esta infeccion. Las vacas son tratadaseedrse pero generalmente se pierden
los cuartos infectados (1) (21).

1.3.2.6Bacillus
Es el Unico bacilo aerobio capaz de esporular,ttopendo la disposicién de la espora

en sus células un rasgo taxonomico. Al ser IBacillus unas bacterias

extraordinariamente abundantes en el suelo, aime, eonviene saber distinguir al
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patdgeno de las otras especies, que esporadicaomeréninan los medios de cultivo en

el laboratorio (1).

Los Bacillusse encuentran ampliamente distribuidos en la natzag pueden llegar a la
leche por diversas vias. Revisten una gran impodapara la industria alimentaria,
debido principalmente a la produccion de toxinas,ptoduccidon de una proteasa
extracelular y fosfolipasa que suelen causar aetede los alimentos; asi como, por la
formacion de esporas termo resistente, en si stterss de contaminacion ambiental y

no estan involucradas como causa de mastitis sitackhovina (12).

1.3.3. ANATOMIA DE LA GLANDULA MAMARIA

La ubre es un gran cuerpo glandular, el cual ggau@ la nutricion del becerro y consta
de cuatro cuartos. Cada cuarto representa unacunid® da como resultado que la
enfermedad mastitis puede estar confinada a unogwada cuarto de la ubre consta del

cuerpo glandular y el pezon (47).

El sistema de defensa de la ubre se realiza astae/éa sangre y los vasos linfaticos del
cuerpo. Los factores de defensa son en primer ingapecificos, pero también pueden
ser especificos. Ademas posee un mecanismo desdelieral, el cual puede evitar la

entrada de un agente patdégeno extrafio, del cahpéz@n hacia el sistema de conductos

de la ubre, de esta forma se le protege de unecidfe(47).

1.3.3.1.PATOGENESIS DE LA MASTITIS.

La velocidad, el caracter y la intensidad de logsoshas clinicos asi como la duracion y

terminacion de la inflamacion de la ubre esta deiteada por:

La patogenicidad y virulencia del agente causal.
Los mecanismos de defensa de la vaca.
El nivel funcional de la glandula mamaria.

Y eventualmente la efectividad de un tratamiento.
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Independientemente de que agente patdgeno seaisginta de la mastitis, existe una

frase muy valida. La Mastitis es una enfermedathd®res (47).

1.3.3.2.FACTORES DEA MASTITIS

a. DANOS EN LOS PEZONES.

Si el canal del pezon es lesionado, literalmenteals® la puerta a la invasion de

patdégenos. Este canal puede lesionarse debido a:

- Heridas en los pezones (por manejo deficiente).
- Una ordefia muy brusca (defectos técnicos en ehtapde ordefia, los plasticos muy

viejos, una ordefia ciega, defectos o deficienaida enaquina de ordefio etc.,) (47).

b. ELEVADA PRESENCIA DE MICROORGANISMOS.

Con este término queremos decir que hay una gratidad de bacterias en el sitio
(ademéas de otros microorganismos). Las concentesiaambientales elevadas de
bacterias hacen que el mecanismo de defensa tedael debilite.

Este problema puede ser debido a:

- Un ambiente muy antihigiénico en el establo.
- Una higiene deficiente en la ordefa.
- Una higiene deficiente de los pisos y superfidi@s ljacterias se reproducen mejor en

los medios humedos y célidos) (47).
c. DEFICIENCIAS EN LA ALIMENTACION.
Debido a las deficiencias en la alimentacién, lasag débiles son presa facil de una

infeccion en la ubre. Algunos tipos de deficienalamenticia, es decir errores en la

alimentacion conducen a enfermedades en la ubje (47
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También debido a la engorda de vacas viejas emargeen las vacas secas, por una
deficiencia de energia en el pico de la lactagréeyando no se le proporciona a la vaca

una cantidad suficiente de vitaminas, mineraleg4aty

d. FACTORES ESTRESANTES.

Cualquier tipo de estrés puede ser dafino a la arigsionar el sistema inmune de la
vaca. Algunos factores estresantes son por ejeraple cupo de vacas en el establo,

cambiar frecuentemente el personal, deficienciad eranejo de las pezuias (47).

e. OTRAS ENFERMEDADES.

Cuando se presentan diferentes enfermedades, qdafian directamente a la ubre, se
puede debilitar el mecanismo de defensa contrgpats de la mastitis (47).

1.3.4. DESARROLLO DE LA ENFERMEDAD

Las infecciones comienzan cuando los microorgarsspemetran el canal del pezén y se

multiplican en la glandula mamaria (22).

1.3.4.1.INVASION DEL PEZON

El pezdn en si en la primera linea de defensaadmipenetracion de bacteria dentro de
la ubre. Normalmente, el esfinter cierra el caealp@zon fuertemente cuando la vaca no

es ordefada.

La invasion del pezon se presenta generalmententdued ordefio. Los organismos
presentes en la leche o en la punta del pezomgmsados dentro del canal del pezén y
de la cisterna cuando existe la entrada indeseddlaire en la unidad de ordefio
(desprendimiento o pérdidas de la unidad o remod®da pezonera sin haber antes

cerrado el vacio).
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Luego del ordefio, el canal del pezén permanectaddgpor una o dos horas e inclusive,
el canal del pezon dafado puede permanecer paecisdno permanentemente abierto.
Los organismos del ambiente (materia fecal, camcg, @ aquellos que se encuentran en
lesiones de la piel en la punta del pezén, puedeadir facilmente y abrir total o
parcialmente el canal (22).

1.3.4.2.ESTABLECIMIENTO DE LA INFECCION E INFLAMAGDN DEL AREA
DANADA

Algunas bacterias pueden avanzar dentro de la ataando y colonizando nuevos
tejidos; otras pueden moverse por medio de la extgi de leche producida por el
movimiento de la vaca. Las bacterias dafian prifeerdejidos que recubren los grandes
tubos colectores de leche. Las bacterias puedemntésfse con leucocitos (células
blancas de la leche) presentes naturalmente es tajdidades en la leche. Estas células
son la segunda barrera de defensa debido a querpaadlobar y destruir a las bacterias.
Aln asi, durante este proceso, los leucocitos dibesubstancias que atraen a mas
leucocitos desde el torrente circulatorio hacigdhe (22).

1.3.4.3.DESTRUCCION DEL TEJIDO ALVEOLAR

Algunas veces los microorganismos son eliminadpsia@nente y la infeccion se aclara.
En este caso, los conductos tapados se abren gmposicion y produccion de leche
retorna a la normal en varios dias. Aun asi, a daedue la infeccidon persiste y los
conductos se mantienen tapados, la leche encdremgaque las células secretoras pasen
a una etapa de descanso (sin producir) y el ah@aitenza a reducir su tamafio. Por lo
tanto a medida que la enfermedad progresa el nddeeceélulas somaticas en la leche se

eleva y se asocia con una reducciéon (permanenta)m@oduccion de leche (22).

1.3.5. PRUEBAS DE DIAGNOSTICO

Los métodos de deteccion de mastitis son una hemémnque permite identificar el tipo

de infeccidn clinica o subclinica que puede pressatdentro de un hato lechero, por lo



-23-

qgue el método que se elija para determinar lasbpeiserd esencial para tener un
diagndstico mas preciso. Para el control del estiedla ubre y de la leche, y demostrar
la existencia de afecciones de la ubre se puedtueafe los siguientes indicadores: (16)
(26).

1.3.5.1.INSPECCION DE LA UBRE

El control de la ubre por el veterinario se desigr@loracion clinica. La inspeccion de la
ubre puede revelar engrosamiento o estrechamietgoalguno de los cuarterones,
alteraciones de la piel y pezdn y lesiones trawastiSi hay una inflamacion aguda, el
cuarteron correspondiente aparece aumentado defidanes doloroso y muestra

enrojecimiento con elevacion de la temperatura. (16)

La exploracion fisica de la ubre se hace aplicdoslonétodos de:

- Inspeccion. Consiste en ver y observar, empleahdserido de la vista. Puede
llevarse a cabo en dos formas:

- Inmediata: Es decir a simple vista.

- Mediata. Empleando equipos de iluminacion, radi@ggaparatos de mensuracion

- Palpacion: La palpacion se hace utilizando el taeteede ser inmediata en la que se
emplea el tacto al tocar o hacer presion, o medig@diante cateterismo valiéndonos
de una sonda o canula o de un bisturi de campana

- Percusion. Procedimiento exploratorio como un #@uxien la identificacion de
abscesos, quistes, estenosis de ductos, enfisana, e

- Auscultacion. Es escuchar aplicando el oido. Halmiegas entre piel y tejido celular
subcutaneo al palpar la glandula, podemos escpchanedio del sentido auditivo la
crepitacion que acusa la presencia del gas.

- Olfacion. Este es un procedimiento de exploraciGe qos permite percibir por
medio del sentido del olfato a la ubre, asi comtasa muestras de leche que
ocasionalmente tienen olores caracteristicos, qgeeren alteraciones y etiologias

especificas (23).
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1.3.5.2.EXAMEN DE LA LECHE

El examen de la leche y de la secrecion seca pumadar alteraciones que indican
claramente la existencia de trastornos de la Ubada cuarteron debe examinarse por
separado. La comparacién entre las muestras deultso cuarterones, recogidas en
tubos de cristal, permitird conocer posibles atierees como floculaciones, o cambios
en el color y la consistencia de la leche. Lagatienes de la leche no permiten obtener
conclusiones respecto a la infeccion de la ubredi&jnostico solo es posible con el

andlisis bacteriologico (16).

1.3.5.3.CONTENIDO CELULAR

El estado de la ubre se establece por el contemiddar de la leche. Los test indirectos
posibilitan una determinacion rapida y facil en rismo animal y, con ello, un

conocimiento de la situacion del 6rgano. Si se @esder la cantidad exacta de células
de una muestra hay que realizar un contaje directal solo es posible en laboratorios

especializados (16).

CMT (CALIFORNIA MASTITIS TEST)

La prueba del California Mastitis Test (CMT), esayprueba que nos permite determinar
la mastitis subclinica en un rebafio, es decir ristaxx signos clinicos que evidencien la
enfermedad y sin embargo los animales son portad&®a prueba se conoce como
CMT (7).

FUENTE: EL TEST DE CALIFORNIA PARA EL DIAGNOSTICO
DE LAS MASTITIS, 2005.

FIGURA 4: CALIFORNIA MASTITIS TEST



.25 -

El test de California se basa en la reaccion deampuesto quimico que rompe las
células (lisador) y deja salir su ADN fuera de lambrana celular, estos filamentos de
ADN tienen tendencia a formar unas estructurasdglacuando se unen unos con otros.
Cuando una mama esta inflamada por una infeccignp jcon la leche se eliminan

cantidad de células, sobre todo neutréfilos, que Iss responsables de proteger al
organo de las bacterias. Es un recuento indireet@élulas Somaticas Cuantas mas

células haya, mayor infeccion se ha de esperatemga la mama (4) (10).

Las Células Somaticas son Leucocitos o Células cBirde origen sanguineo, que
incluyen Macrofagos, Linfocitos y Neutrofilos Potimio Nucleares (PMN). Por otro
lado, existen dentro de las Células de la lechie,tqgdo menos importante en cantidad y
que se denominan como Células de Descamacion, mweempen del epitelio de los
conductos de leche de la glandula y que puedemrvaritre 0 y 7% en diferentes
reportes. Lo que indica que no son las causantedestacion de la cuenta en vacas de

lactancia avanzada (18).

La leche de una vaca sana tiene menos de 100.0@8scéomaticas/mL de las cuales
menos del 10 % son polimorfonucleares, 66 a 88%dfagos, 10 a 27 % linfocitos y

menos de 7 % son células epiteliales (4).

Cuando se produce el proceso infeccioso se dadeaomn de polimorfonucleares al
sitio afectado como mecanismo de defensa, aumergéred nUmero de las células en la
leche proporcionalmente a la severidad y extend®na lesién, con un cambio muy
importante como es la inversion de la relacion aéinprfonucleares/macrofagos,

alcanzando los primeros hasta un 75 % (4).

Un recuento celular de 250.000/mL ya puede seriderslo como indicador de
inflamacion. Las formas subclinicas severas pusdgerar los 5.000.000 y las clinicas

casi siempre superan los 10 millones de célulasnhof4).

Existen algunas diferencias entre el grado de asdlsld en mastitis ocasionadas por

Streptococcus y Staphylococcusos primeros producen casi siempre una mayor
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celularidad y al mismo tiempo eliminan una mayarticlad de microorganismos debido
a su localizacion canicular, mientras que la infatcpor S. aureus produce

celularidades en el tejido conectivo de soporte (4)

La Prueba de Mastitis California tiene los siguisntangos de recuentos de Células

Somaticas segun el grado de reaccion: (8).

TABLA No 2. VALORES DE REFERENCIA PARA CMT

CMT Tipo de Reaccion RCS

Negativo Mezcla permanece liquida < 200.000

Trazas Ligeramente Viscosa 150.000 — 500.000

1 Mezcla viscosa 400.000 — 1.500.000
2 Viscosidad franca 800.000 — 5.000.000
3 Gel adherido al fondo > 5.000.000

FUENTE: COTRINO B. VICTOR .; Diagnéstico de Mastitis, 2007.

La prueba no tiene reacciones falsas negativas pegde presentar reacciones falsas
positivas en vacas con menos de 8 dias pospartm dactancias superiores a los 10
meses. En estos casos la reaccion de viscosidatugsimilar en los 4 cuartos y es

producto del incremento de células epiteliales figielogicamente se da en estos dos

periodos de la lactancia (8).

Los niveles de sensibilidad y especificidad derlaepa se ven influenciados por el tipo
de microorganismos que afecta la glandula mamaifia @n su conjunto mantiene unos
porcentajes muy aceptables cuando se compara cORCS& y los aislamientos

bacterioldgicos que la hacen de gran utilidad padiagndstico de mastitis subclinica a

nivel de campo (8).

El grado de CMT esté directamente relacionado tproenedio del conteo de células

somaticas. En esta tabla se muestra como estéiorados (25).
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TABLA No 3. INTERPRETACION DE LOS GRADOS DEL CMT

Grado de CMT Rango de Células Interpretacion
Somaticas
N (Negativo) 0-200.000 Cuarto Sano
T (Trazas) 200.000-400.000 Mastitis Subclinica
1 400.000 — 1.200.000 Mastitis Subclinica
2 1.200.000-5.000.000 Infeccion Seria
3 Mas de 5.000.000 Infeccion Seria

MELLENBERGER R .; Hoja de Informacion de la Prueba de Mastitis California (CMT), 2004.

1.3.5.4.PAPEL INDICADOR

Con este papel se comprueba las modificacionepHl@le la leche. Segun la gravedad
de la mastitis, el valor pH de la leche evoluciaeanormal (6,6) alcalino. El uso de
papel indicador se aconseja cuando las alteracsmresuy ostensibles, por lo que en la

actualidad a perdido significancia (16).

1.3.5.5.EXAMENES DE LABORATORIO

La identificacién del germen causal de una infetsidlo puede realizarse con un estudio
bacterioldgico, asociado a cultivo y/o la demosémaanicroscépica. El cultivo se hace

en el medio adecuado y con la temperatura idor@dpmue los gérmenes presentes en
la leche se multiplican a las pocas horas en uopopcion que llega a las 100 000. Las
diversas bacterias muestran un crecimiento dispotdo que pueden diferenciarse entre

si por su forma 'y color (16).

El diagnostico se asegura con medios selectivosculévo, en los que crece
preferentemente una bacteria determinada. Juntioa & examen microscoépico y las
pruebas bioquimicas confirman el tipo de bactersponsable. Los gérmenes patdégenos
detectados proporcionan al veterinario las basegjae iniciar el tratamiento o realizar

las medidas adecuadas de saneamiento de la vatactada (16).
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1.3.6. TRATAMIENTO DE LA MASTITIS

ANTIBIOTICOS UTILIZADOS.

- La ampicilina, un derivado de la penicilina (es mefgctiva contra un amplio
espectro de microorganismos responsables de diveastermedades, como los
neumococos, los estreptococos, los gonococos, lesingococos, el bacilo
Clostridium) de espectro ampliado, es generalmente incluidfmenulaciones para
mastitis bovina junto a cloxacilina. La resistera&igenicilina puede extrapolarse a la

ampicilina ya que ambos antimicrobianos son inadips por las beta lactamasas.

- La cloxacilina es un antibiotico frecuentementdia#tdo en varios paises, para el
tratamiento de mastitis bovina, presenta mayoriabitiiad para detectar cepas de S.

aureus meticilino-resistentes

- El cefacetril es una cefalosporina de tercera gen@n, que posee actividad buena a
moderada frente a gérmenes Gram positivos y aativaimpliada frente a Gram
negativos. La estabilidad del cefacetril contraab&ictamasa estafilocécica es
comparable a la de la meticilina y se ha mostrgdalimente efectiva contra cepas de

S. aureugenicilino-resistentes y sensibles.

- La combinacion de penicilina y novobiocina (P+N)hseutilizado desde hace afios
para el tratamiento de mastitis bovina, consideré@djue posee mayor actividad que

ambos agentes en forma individual.

- La pirlimicina es un analogo de la clindamicina gusee potente actividad frente a
cocos Gram positivos. En esta experiencia la piclma fue utilizada como

representante del grupo de las lincosamidas.

- La eritromicina, la espiramicina y en menor medaldilosina, se utilizan para el
tratamiento de mastitis bovina debido a que alcamacentraciones efectivas en

leche contr&. aureugpor lo menos por 12 hs luego de su administrgeadanteral.
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- La neomicina, perteneciente al grupo de los amuudglidos, se ha utilizado como
un ingrediente en combinaciones de drogas paratahtiento de mastitis debido a su
amplio espectro antimicrobiano Usualmente se asecianacrélidos como la
eritromicina o espiramicina, para aumentar el espete la formulacion. También se
asocia a la penicilina G, debido a que, tedricamessta refuerza la accién de la

neomicina(38) (5).

1.3.7. CONTROL DE LA MASTITIS

El control de las mastitis subclinicas es mas itambe que el simple tratamiento de los
casos clinicos ya que: existe un problema de resida antibioticos a tener en cuenta en

las mastitis en lactacion, o de consumo humanao (19)

El problema de las resistencias bacterianas areijpea ha ido en aumento con el
transcurso de los afios, y ha hecho necesaria tuéda de antibidticos alternativos o
bien el incremento de las dosis para conseguiriginm efecto. El costo de la terapia
antibidtica es elevado lo que implica una cuestiéreficacia del tratamiento utilizado
(19).

Los patégenos ambientales aumentado su presemciterapia antibidtica no se muestra
excesivamente eficaz pero los resultados se verradgs con la utilizacion de
tratamientos no antibiéticos principalmente deiafidimatorios (19).

1.3.8. NUEVO METODO PARA COMBATIR MASTITIS

Uno de los métodos novedosos consiste en inyentazdcar en las ubres de vaca para
movilizar la reaccion del sistema inmune, lo cyaddria darles a los productores una

alternativa a los antibiéticos para combatir mess{#3).

Su método es basado en estudios anteriores emoghlario mostrando que aumentar la
cantidad de células sanguineas blancas preveni@ciin por la bacteria que causa

mastitis. Cuando inyectado en las vacas lecherdactantes, Poly-x funciona como una
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"llamada de corneta" que moviliza las células aatéos patdgenos que causan mastitis
(43).

1.3.9. PREVENCION DE LA MASTITIS

Se listan una serie de principios que ayudaranr@iuygtor a reducir sus indices de

mastitis en sus hatos, si los aplican correctamente

a. Ordefar las vacas con pezones limpios y secos.
Se debe bafar a las vacas en conjunto antes ddiardejandolas reposar por un
rato en un lugar aparte del sitio de ordefio. Estdida hace que se estimule el
defecado y la miccion, evitando que lo hagan derahbrdefio. Lavado de ubres en

forma individual y secado con papel absorbente.

b. Prevenir la transferencia de patégenos durantedefio.
La idea principal es no hacer nada que tome bastele una vaca y lo lleve a otra
para esto se deben usar toallas o0 mantas indiesleal la preparacion de ubres y
pezones, ademas realizar un buen ordefio con urridedotal de la leche de la ubre.
Al finalizar el ordefio debe aplicarse un selladoekorificio del pezon, evitando asi

la penetracion de gérmenes que infecten la ubre.

c. Prevenir lesiones en los pezones.
Cualquier lesion terminara eventualmente en un mgago de mastitis. Para ello hay
que evitar el uso técnicas de ordefio inadecuadiaslg un mantenimiento continuo

al equipo de ordefio mecéanico en caso de usarlo.

d. Proveer un ambiente que permita a las vacas peoaialapias.
Para el cumplimiento de este principio es necesaaatener la sala y corrales de
ordefio libre de contaminantes como ser lodo, esliéexceso de humedad y buena

ventilacion.

e. Deteccion temprana de nuevas infecciones clinicadglinicas.
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Hay que realizar revisiones periédicas de las uprpezones y practicar la prueba

California mastitis test en todas las vacas enfmrdada 15 dias.

Uso apropiado de medicamento.
Esto para asegurarse un tratamiento exitoso, preméecciones crénicas, controlar

el costo de medicamentos y prevenir el residuatibiéticos en la leche.

Control de la duracién de las infecciones.

La duracion de infecciones debe minimizarse cuase® posible, debido a que
infecciones de larga duracion dafian severamentejldss secretores. El tratamiento
durante el secado de todos los cuartos de unaegaoa método muy efectivo para

controlar las infecciones.

Supervision del estado de mastitis.
La prevalencia de mastitis dentro del hato debecdeocerse y supervisarse
regularmente. Tal sistema de vigilancia permit@radentificacion temprana de areas

problematicas antes de que afecten seriamentedaquion lactea.

Reemplazos libres de mastitis.

Esto se consigue evitando el mamado entre terngiasentando con leche libre de
mastitis todo esto nos asegurara la capacidaddesechar mastitis en vacas viejas,
disminuya la prevalencia de infecciones en el lyatwvite la necesidad de comprar

reemplazos con vacas adultas.

Asuma que todos los reemplazos comprados estanades.
A todos los reemplazos se les deben hacer cultimoteriol6gicos antes de entrar en
ordefo, esto evitara la diseminacion de nuevosomiganismos de nuevas vacas en

el hato.

Provea una nutricion adecuada para evitar una nsagmeptibilidad a la mastitis.
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La glandula mamaria puede resistir la mayoria denfecciones si se le provee con
nutrientes esenciales, esto es necesario para meanlkg resistencia a nuevas

infecciones.

|.  Controle las moscas.
Estos insectos transportan bacterias de un lugamay los patdgenos causantes de

mastitis no son la excepcion debido a que losadasi hasta la punta del pezon.

m. Asignar responsabilidades para todas las &reasedenion de mastitis.
Para cada principio debe haber una asignaciorta&gena una persona especifica, al
haber un brote de mastitis se debe identificarsEb&n mas débil y realizar una

accion correctiva (15) (32).

1.3.10.IMPACTO EN EL SECTOR LECHERO

El impacto de la mastitis va junto con la lechesalfé de las puertas de la explotacion
lechera. Los cambios en la composicién de la Idebduccion de calcio, fésforo,
proteina y grasa, e incrementos de cloro y sodidugen su calidad. Ademas, los
antibioticos utilizados en el tratamiento de la titigsson una preocupacion industrial y
de salud publica importante. La presencia de residile antibidticos en la leche
interfiere con el proceso de fabricacion de mughrasluctos lacteos (quesos y otros
productos fermentados). Los sabores indeseableseardel valor de los productos
lacteos y la presencia de bajos niveles de antibepuede causar problemas de salud

a los consumidores (22).

La mastitis subclinica, cuya frecuencia es de 80 seces superior a la mastitis, es hoy
en dia el principal problema de todo el complejwidgico que representa la mastitis.
Cuidadosos andlisis indican que el 80 % de lasigesdle la produccion de leche son
debidas a las mastitis subclinicas. Esta estimgmidcede del hecho de que es un 20 %
menor que la del cuarterdn paralelo sano. A estsies en la produccion lechera hay que

afadir las pérdidas en las ventas por la bajaazhlig la leche (16).
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La alteracion en la calidad de la leche se dehecipalmente a una variacion en su
composicion. Asi por ejemplo, el contenido de aasetalcio y fésforo disminuye,
mientras que aumenta el contenido de albuminag glaodio. Estas modificaciones se
aprecian tanto en la secrecion lactea alterada dketerminado animal como en la leche
de las vacas con frecuentes mastitis subclini@s (1

Para las industrias lacteas estas alteracionesa exorhposicion de la leche natural
significan una gran dificultad en la preparaciénalkeche para el consumo asi como una
modificacion del gusto y de la estabilidad. El nnajoiento correspondiente a la calidad
higiénica se pueden lograr muy rapidamente en imta una vez se implementen las
medidas de higiene durante la rutina de ordeficgsidas relacionadas con la calidad
composicional que requieren cambios profundos,uncion manejo y aun genética de
los animales. Las mismas practicas de manejo patener leche de buena calidad
higiénica lleva consigo el control de mastitis teemedad mas costosa del hato lechero

por el impacto que tiene en la disminucion de tadpccion (16) (17).

Las modificaciones cualitativas de la leche prodagipor la mastitis se traducen en los
andlisis en un mayor contenido celular. La leche &ito contenido en células sufre un
descuento en su valoracion, por lo que, para lnadgos, las mastitis se traducen en la

practica en un menor beneficio en las ventas (16).
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CAPITULO Il

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1.LUGAR DE INVESTIGACION

La presente investigacion se llevé a cabo en Latwdoade Microbiologia de la Facultad
de Ciencias de la Escuela de Bioguimica y Farmdeida Escuela Superior Politécnica

de Chimborazo.

2.2.MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.2.1. MATERIAL DE CAMPO

- Overol

- Botas de Caucho

- Franelas

- Algodon

- Paleta de plastico con 4 compartimentos.
- Jeringuilla de 10 crh

- Guantes Quirargicos

- Hojas de registro

- Frascos estériles

- Caja herméticaefrigerante.
2.2.2. MATERIAL DE LABORATORIO
- Puntas desechables de 1000, 500 y; 100

- Mechero
- Pipetas autométicas de 1000, 500 y @00
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- Tubos de ensayo

- Hisopos estériles.

- Cajas Petri desechables.

- Asas de Platino.

- Erlenmeyer de 1000, 500 y 250 mL.
- Probeta de 100 y 50 mL.

- Estandar Mc Farland de 1.5 x*10FC/mL
- Placas porta objetos 24X50.

- Parafilm.

- Agitador Magnético

- Cronometro.

- Guantes quirargicos

- Mascarilla

- Reverbero.

2.2.3. MATERIAL BIOLOGICO

Cuatro cepas de bacterias patdogen&taphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coly, Bacillussp, aisladas de las muestras de leche recogidas
de los bovinos con mastitis subclinica bovina prdad de la Unidad Productiva Tunshi,
Programa de Bovinos de Leche, Seccion Ordefio,mamiente a la Facultad de Ciencias
Pecuarias de la Escuela Superior Politécnica de@iiazo.

2.2.4. EQUIPOS DE LABORATORIO

- Estufa (Memmert) a 35 °C.

- Autoclave (Tuttnaver).

- Equipo de Agitacion

- Bafio maria (Fanem LTDA) a 45 °C.
- Microscopio (Bausch - Lomb).

- Balanza de precision (Metter).

- Camara de flujo laminar.
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- Refrigeradora (Hotpoint).

2.2.5. REACTIVOS

Alcohol antiséptico a 70°.

Reactivo California Mastitis Test —-CMT (Lauril Sald de Sodio).
Caldo Cerebro Corazon ( MERCK 13825)

Caldo Tioglicolato (MERCK 08190).

Agar Base Sangre (MERCK 10886).

Agar Eosina Azul de Metileno (MERCK 1342).

Agar Manitol Salado (MERCK 05404).

Agar Tripticasa Soya (MERCK 05458).

Agua oxigenada.

10.Agua destilada.

© ©0 N o 0o B~ wDdPRE

11.Plasma de Sangre de Conejo.
12.Colorantes para Tincion Gram (Cristal Violeta, LijgZecolorante y Safranina).

13.Pruebas bioquimicas.

2.3. METODOLOGIA

2.3.1. DIAGNOSTICO DE MASTITIS BOVINA SUBCLINICA MEDIANTECMT

La investigacion se efectué en todos los bovinapipdad de la Unidad Productiva
Tunshi, Programa de Bovinos de Leche, Seccién @tdegrteneciente a la Facultad de
Ciencias Pecuarias de la Escuela Superior Polgaae Chimborazo.

2.3.1.1.PROCEDIMIENTO

- Antes del ordefio, se introdujo los primeros chod®sada uno de los cuarterones en
los correspondientes pocillos de la bandeja de(tagueta), se llend hasta la mitad.
- Mediante inclinacién de la bandeja del test, seaxigcla leche sobrante de los

pocillos dejando un resto de unos 2 mL (linea del¥e
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- Se afadi6 una cantidad del liquido del test igulilaYz veces la cantidad de leche,
sin formacion de espuma.

- Se mezclé el contenido de los pocillos (leche jumo el liquido del test) realizando
un lento movimiento circular de la bandeja del test posicion horizontal. La
reaccion se produjo al cabo de unos pocos segueftatuado el movimiento
circular, en los hatos que presentaron reaccioniyms

- Se registraron todos los resultados obtenidos ata amnos de los hatos y
particularmente en los cuartos de cada uno de ellos

- Después de cada control, se vacio el contenidosiedcillos y lavé la bandeja con

agua, tras lo cual se volvié a utilizar.

2.3.2. TOMA DE MUESTRAS DE LECHE PARA LAS PRUEBAS DE
LABORATORIO

Este procedimiento se realizé con los cuartos gdeltobovinos de leche seleccionados

gue presentaron mastitis subclinica previo diagooshediante la prueba de CMT.

2.3.2.1.PROCEDIMIENTO

- Se desinfecto el pezdn con una solucion al 70 @atdnol.

- Se desecho el primer chorro de leche.

- Los frascos se llenaron hasta los dos tercios decapacidad cerrandolos
inmediatamente, sin tocar el borde inferior deal@atni tampoco el borde del frasco
con el fin de evitar posibles contaminaciones.

- Se recogieron muestras de los cuarterones conaésuyositivo frente al CMT.

- Inmediatamente después de la extraccion, se redrige las muestras hasta recoger
la totalidad de las muestras, acompafiado de unéfidacion correcta de los frascos
con el cédigo del bovino y del cuarto.

- Posterior a esto utilizando una lampara de alcphwi ambiente estéril se procedio a
traspasar 1 mL de leche a dos tubos con mediodbqicerebro corazéon y

tioglicolato), identificando cada uno con el codamrespondiente.
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- Los tubos con las muestras se empaguetaron enajmaécmica a una temperatura
adecuada para la reproduccion bacteriana (30-35186ta llevarlos al laboratorio

para el correspondiente analisis.
2.3.3. ANALISIS *in vitro”

La investigacion se efectu6 en el Laboratorio derbdhiologia de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo, para lo cual se tom#&srbacterias aisladas del cultivo de
las muestras de leche de los bovinos con masitiglisica, para que mediante un conteo
bacteriano valorar la efectividad de la nano pdatare las bacterias a diferentes tiempos.

2.3.3.1.PROCEDIMIENTO.

- Con las cepas aisladas e identificadasStéhylococcus aureukscherichia coli
Staphylococcus epidermidyBacillussp., se subcultivaron en caldo infusion cerebro
corazén durante 6 a 8 h, a 35 °C.

- Posteriormente se inocularon mediante estriamiast@epas subcultivadas en Agar
Soya Triptica y Agar Sangre respectivamente, darddta 24 h a 35 °C.

- Se tomaron de 3 a 5 colonias y se ajustaron ahdestd McFarland de 1.5 x %0
UFC/mL, utilizando tubos con suero fisioldgico eté

- Luego se realizd las diluciones correspondientda dgyuiente manera:

1. Del estandar McFarland se pas6 1 mL a otro tubo amL de suero
fisiolégico mezclando continuamente, obteniendo dihacién de 1.5 x 10
UFC/mL

2. De la dilucion anterior se pas6 10Q a otro tubo con 10 mL de suero
fisiologico, agitando y se obtuvo una dilucién £.50> UFC/mL.

3. De esta dilucion se pasaron 5@Q a un erlenmeyer con el agitador
magnético, que contenia 50 mL de Nano Plata de olaespondiente
concentracién (0.88, 1.75, 3.5y 7 ppm) y se obuuna dilucion de 1.5 x £0
UFC/mL.
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- Inmediatamente depositado los 500 en el erlenmeyer, se encendié el equipo de
agitacion junto con el cronometro, y de la mezaaha se tom6 1 mL a los O,
minutos de agitacion indicados para cada cepanmatae(0, 5, 15 y 30 minutos para
Staphylococcus epidermidis Escherichia coli 0, 15, 30, 45 y 60 minutos) y se
deposité en una caja petri desechable, se afiadibtAgticasa soya conservado a 45°
C, se mezclaron de manera homogénea y dejaronasemaperatura ambiente.

- Seincubaron a 35 °C durante 24 a 48 horas, patarfmy contaje bacteriano.

- Finalmente para la dilucion de Control, se tom&0@ uL de la dilucion anterior de
1.5 x 16 UFC/mL y se depositaron en un erlenmeyer con 5@mNaCl obteniendo
1.5 x 16 UFC/mL, de la cual se deposité 1 mL en una cejd p incubaron a 35°C

durante 24 a 48 horas.

2.3.4. ANALISIS “in vivo”

Entre el mes de Abril y Mayo del 2008 se selecaimmal7 bovinos propiedad de la
Unidad Productiva Tunshi, Programa de Bovinos dechkge Seccion Ordefio,
perteneciente a la Facultad de Ciencias Pecuagida Bscuela Superior Politécnica de
Chimborazo, que presentaron mastitis subclinicaeylgego de haber probado una serie
de tratamientos con antibioticos costosos y owasds de combatir la enfermedad y sin
tener resultados tan efectivos, las autoridadeslel®@someter a sus bovinos a nuestra

investigacion.

2.3.4.1.PROCEDIMIENTO

Se administrara la suspension de Nano plata aclestos de los 17 bovinos de leche
gue presentaron mastitis subclinica bovina pr@ueate la Unidad Productiva Tunshi, lo
cual se realizé posterior al ordefio de las 16h0Q pana lo que primeramente se
desinfectd y limpié los cuartos con alcohol al 70, %ecando con material limpio y
posteriormente introduciéndose la suspension de pkata de 7 ppm a cada uno de los
cuartos durante tres dias consecutivos extendiéndasta 5 dias, en referencia a un
medicamento antimastitico (SERVIMAST) y se evaluar&fectividad del tratamiento
mediante CMT.
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CAPITULO I

3. RESULTADOS Y DISCUSION
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INTERPRETACION DE LOS GRADOS DE CMT

GRAFICO No.1 PORCENTAJE DE INTERPRETACION DE LA PRUEBA DE C MT EN LOS CUARTOS
DEL HATO DE VACAS LECHERAS PROPIEDAD DE LA UNIDAD PRODUCTIVA
TUNSHI. FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. AGO STO-

OCTUBRE- DEL 2007.

La grafica muestra que de un total de 152 cuanmsaprresponden a 38 bovinos de
leche, un 68.0% da reaccidn negativa a la pruel2MiE, un 12.5% dan nivel de trazas,
15.8% da positivo en (+) y 3.4% positivo en (++hr Ronsiguiente se aprecia que
tomando en cuenta el total de los cuartos exiséeinridencia considerable de mastitis

subclinica en el ganado bovino.
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INTERPRETACION DE LOS GRADOS DE CMT

PORCENTAIJE DE VACAS INFECTADAS

GRAFICO No. 2 PORCENTAJE DE INCIDENCIA DE MASTITIS SUBCLI NICA EN EL HATO DE VACAS
LECHERAS PROPIEDAD DE LA UNIDAD PRODUCTIVA TUNSHI. FACULTAD D E
CIENCIAS PECUARIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. AGOSTO-OCTUBRE DEL 2007 .

La grafica muestra que de un total de 38 bovinoed® evaluados mediante la prueba
de CMT un numero de 26 bovinos que corresponden @8W% presentaron mastitis
subclinica, en tanto que solo un 5.3% de los bavim@sentaron mastitis clinica que
corresponde a 2 bovinos, un 26.3% mostraron auwseateila mastitis subclinica que
representa un total de 10 bovinos, y finalmenteosate mastitis cronica no fueron
evidenciados, en comparacion con otro estudio za#d en algunas haciendas de
Honduras por Yader Rodriguez (2000) en la que meaque de un total de 19 fincas
evaluadas y de 521 vacas en ordefio examinadas quudba California Mastitis Test
(CMT) un 89.5% de las fincas presentaron resultgaeitivos al CMT y un 19.6% de
las vacas se encontraban con mastitis subcliniaanero mas cuartos al momento de

practicar la prueba.
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B Staphylococcus aureus
B Staphylococcus
epidermidis

Escherichia coli

M Bacillus sp.

GRAFICO No 3 PORCENTAJE DE MICROORGANISMOS CAUSANTES DE LA MASTITIS SUBCLINICA
EN EL HATO DE VACAS LECHERAS PROPIEDAD DE LA UNIDAD PRODUCTIV A
TUNSHI. FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. AGO STO-
OCTUBRE DEL 2007.

La grafica muestra que la mastitis subclinica esisada principalmente por
Staphylococcus epidermiden un 45% seguida dgtaphylococcus aureuwsn un 32%,
Escherichia colicon un porcentaje de 16%Bgacillussp. en un 8%, en comparacion con
otro estudio realizado en algunas haciendas de ttasdpor Yader Rodriguez (2000) en
el que reporta que de 462 muestras colectadaslama los siguientes agentes causales:
Staphylococcus aureusn 78.6%de los casosS. epidermign 42.9% \Escherichia coli

en 21.4%.



CUADRO No. 1 ACTIVIDAD L
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH .
RIOBAMBA. NOVIEMBRE-MARZO DEL 2008.

“in vitro”
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DE NANO PLATA SOBRE EL Staphylococcus aureus.

CONCENTRACION DE NANO PLATA

0,88 ppm 1,75 ppm 3,5 ppm 7 ppm
% % % %
Reduccion Reduccion Reduccion Reduccion
TIEMPO Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento
(minutos) log UFC  Bacteriano log UFC  Bacteriano log UFC  Bacteriano log UFC Bacteriano
C 5,74 0 5,73 0 5,72 0 5,73 0
1 5,66 16,6 5,62 22,0 5,57 29,1 5,50 41,7
15 5,55 36,2 5,49 42,6 5,39 52,8 5,36 57,5
30 5,37 57,3 5,35 58,4 5,18 70,8 511 76,2
45 5,15 74,6 5,14 74,1 5,05 78,7 4,92 84,6
60 4,95 83,8 4,94 83,8 4,85 86,4 4,63 92,1
- l%&\
5,50 —x I
/\,\\' 4,95
5 00 <\\‘l\\\ 494
4 ’ g j852 V" ——0,88 ppm
g \< 4,63 —— 1,75 ppm
it 4,50 e 35ppm
% —>—7 ppm
= 4,00
3,50
3,00 |
C 1 15 30 45 60 (1h)
tiempo (min)

GRAFICO No. 4 ACTIVIDAD “in vitro”

En el grafico se indica que en un tiempo de expside 60 min de una suspension de
nano plata a una concentracién de 7 ppm la reduat&dlas UFC/mL es del 92.1%,
mientras que a 0.88 ppm es de 83.8%. Por lo tastadefermina que a estas

concentraciones no existe una diferencia marcadal ggorcentaje de reduccion del

DE NANO PLATA SOBRE EL Staphylococcus aureus.

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOC H.
RIOBAMBA. NOVIEMBRE-MARZO DEL 2008.

crecimiento bacteriano.



CUADRO No. 2 ACTIVIDAD

“in vitro”

- 44 -

DE NANO PLATA SOBRE EL Staphylococcus epidermidis.

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH .
RIOBAMBA. NOVIEMBRE-MARZO DEL 2008.

CONCENTRACION DE NANO PLATA

0,88 ppm 1,75 ppm 3,5 ppm 7 ppm
% % % %
Reduccion Reduccion Reduccion Reduccion
TIEMPO Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento
(minutos) Log UFC  Bacteriano  Log UFC Bacteriano  Log UFC Bacteriano  Log UFC Bacteriano
C 5,74 0 5,74 0 5,73 0 5,73 0
1 5,19 71,68 5,14 74,69 5,07 77,85 4,94 83,9
5 4,99 82,35 4,93 84,57 4,84 86,99 4,62 92,3
15 4,72 90,42 4,65 91,86 4,45 94,73 4,27 96,5
30 4,23 96,88 4,18 97,25 3,99 98,18 3,78 98,9
6
5,78
5,5 -
5 X
\
| '\\ —&—0,88 ppm
c \-\
= —¥— 175 ppm
8 4,5 22 L5
> \ —e—35ppm
g k4,17 —=—7ppm
4 1 » 3,98
. 3,77
3,5 1
3
0 5 15 30
tiempo (minutos)

GRAFICO No. 5 ACTIVIDAD “in vitro”

La siguiente grafica muestra que a un tiempo desg@n de 30 min de la suspension

DE NANO PLATA SOBRE EL Staphylococcus epidermidis.
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH .
RIOBAMBA. NOVIEMBRE-MARZO DEL 2008.

de nano plata de una concentracion de 7 ppm exisereduccion en el crecimiento
bacteriano del 98.9%, mientras que a 0.88 ppm €6@%. Lo cual nos indica que a
estas concentraciones de 7 ppm y 0.88 ppm no enisde diferencia significativa

respecto al porcentaje de reduccion de las UFC/mL.
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CUADRO No. 3 ACTIVIDAD “invitro” DE NANO PLATA SOBRE EL Escherichia coli. LABORATORIO
DE MICROBIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA.
NOVIEMBRE-MARZO DEL 2008.

CONCENTRACION DE NANO PLATA

0,88 ppm 1,75 ppm 3,5 ppm 7 ppm
% % % %
Reduccion Reduccion Reduccion Reduccion
TIEMPO Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento
(minutos) Log UFC  Bacteriano  Log UFC Bacteriano  Log UFC Bacteriano  Log UFC Bacteriano
C 5,73 0 5,73 0 5,72 0 5,73 0,0
1 4,99 81,72 4,99 81,65 4,82 87,51 4,72 90,1
5 4,71 90,36 4,69 90,78 4,55 46,04 4,46 94,6
15 4,40 95,31 4,37 95,60 4,26 49,65 4,15 97,4
30 3,93 98,44 3,90 98,50 3,81 63,89 3,49 99,4
6
5,73
5,5 -
5
N —e— 0,88 ppm
£ —&— 1,75 ppm
8 4,5 4
) —%— 3,5 ppm
g A 3,93 —a—7 ppm
g 3.90
3,81
3,5 3.4
3
C 0 5 15 30
tiempo (minutos)

GRAFICO No. 6 ACTIVIDAD “in vitro” ~DE NANO PLATA SOBRE Escherichia coli. LABORATORIO
DE MICROBIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA.
NOVIEMBRE-MARZO DEL 2008.

La actividad‘in vitro” de la suspension de nano plata a una concentrdei@rppm y un

tiempo de exposicién de 30 minutos mostré una @dnael crecimiento bacteriano del
99.4%, en tanto que a una concentracion de 0.88fpprde 98.4%.Mediante lo cual se
establece que a estas concentraciones no existaliigmancia notable en cuanto al

porcentaje de reduccion de las UFC/mL.



CUADRO No. 4 ACTIVIDAD “in vitro”
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DE NANO PLATA SOBRE EL Bacillus sp. LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. N OVIEMBRE-
MARZO DEL 2008.

CONCENTRACION DE NANO PLATA

0,88 ppm 1,75 ppm 3,5 ppm 7 ppm
% % %
Reduccion Reduccion Reduccion Reduccion
TIEMPO Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento
(minutos) Log UFC Bacteriano  Log UFC Bacteriano  Log UFC Bacteriano Log UFC Bacteriano
C 5,74 0 5,74 0 5,75 0 5,74 0
1 5,00 81,6 5,02 80,83 4,89 86,15 4,75 90,0
5 4,75 89,8 4,70 90,80 4,59 92,95 4,48 94,6
15 4,47 94,6 4,41 95,29 4,33 96,18 4,19 97,2
30 3,98 98,3 3,97 98,30 3,87 98,69 3,56 99,3
6,00
5,74
5,50 -
5,00 -
y —e— 0,88 ppm
£ —%— 1,75 ppm
& 4,50 -
S \ —=&— 3,5 ppm
e \ 3,98 | ——7ppm
= 4,00
3,87
\ 3,97
3,50 3,56
3,00
0 15 30
tiempo (minutos)

GRAFICO No. 7 ACTIVIDAD “in vitro”

La representacion grafica de la actividadvitro” de la suspension de nano plata de 7
ppm en un tiempo de exposicion de 30 min muestaareduccion de las UFC/mL en un

MARZO DEL 2008.

DE NANO PLATA SOBRE Bacillus sp. LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. NO VIEMBRE-

99.3%, mientras que para la concentracion de O@B8 ps del 98.3%. Lo cual nos

permite establecer que a dichas concentracionepostentaje de reduccion del

crecimiento bacteriano no tiene una diferencia adac
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CUADRO No. 5 ANOVA (Software Xistat 7.5.2) DE LA DETERM ICACION *“in vitro” DE LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA DE NANO PLATA SOBRE Staphylococcus aureus , A
DIFERENTES TIEMPOS Y CONCENTRACIONES.

Evaluacién del valor de la informacion originada [as variables (HO = Y=Moy(Y)):

Fuente GDL Suma los cuadrados Cuadrado medio ksHerF Pr>F
Modelo 3 0,843 0,281 107,257 <0.0001
Residuos 44 0,115 0,003
Total 47 0,958

Ho: pl=p2=u3=p4

H1= No todas las medias de los tratamientos salagu

El cuadro muestra la existencia de diferencia 8aativa dentro de los tratamientos, se

rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipéatsisativa.

CUADRO No. 6 TEST DE TUCKEY (Software Xistat 7.5.2) DE LA DETERMICACION “in vitro” DE LA
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE NANO PLATA SOBRE Staphylococcus aureus , A
DIFERENTES TIEMPOS Y CONCENTRACIONES.

Tukey (HSD) / Andlisis de las diferencias entrepgaicon un intervalo de confianza de 95.00 %:

Categorias Diferencia Diferencia estandarizada Naitico Pr. > Dif Significativo
T4~T1 0,329 15,772 2,670 < 0.0001 Si
T4 ~T2 0,099 4,745 2,670 0,000 Si
T4 ~T3 0,011 0,523 2,670 0,953 No
T3~T1 0,319 15,250 2,670 < 0.0001 Si
T3~T2 0,088 4,222 2,670 0,001 Si
T2~T1 0,230 11,028 2,670 < 0.0001 Si

La prueba de Tuckey muestra una diferencia sigtifia dentro de los tratamientos
excepto en los grupos T4 (0,88 ppm) y T3 (1,75 pmme no poseen diferencia

significativa.
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Factor TRATAMIENTO
5.
495 | 950
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I 485 - 4,851
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GRAFICO No. 8 MEDIAS (Software Xistat 7.5.2) DE LOS TRAT AMIENTOS DE NANO-PLATA “in vitro”
SOBRE Staphylococcus aureus , A DIFERENTES TIEMPOS Y CONCENTRACIONES

El grafico muestra claramente que el T1 (7 ppm¥emea una mayor reduccion de las
UFC/mL, seguido del T2 (3,5 ppm) que también maastia inhibicidn significativa.
CUADRO No. 7 ANOVA (Software Xistat 7.5.2) DE LA DETER MICACION “in vitro ” DE LA ACTIVIDAD

ANTIMICROBIANA DE NANO PLATA SOBRE Staphylococcus epidermidis , A
DIFERENTES TIEMPOS Y CONCENTRACIONES.

Evaluacion del valor de la informacion originada [as variables (HO = Y=Moy(Y)):

Fuente GDL Suma los cuadrados Cuadrado medio ksHerF Pr>F
Modelo 3 2,098 0,699 68,534 < 0.0001
Residuos 64 0,653 0,010

Total 67 2,751

Ho: pl=p2=u3=p4

H1= No todas las medias de los tratamientos saalagu

El cuadro muestra la existencia de diferencia Bagtiva dentro de los tratamientos, se
rechaza la hip6tesis nula y se acepta la hipGatsisativa.
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CUADRO No. 8 TEST DE TUCKEY (Software Xlstat 7.5.2) DE LA DETERMICACION “in vitro” DE LA
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE NANO PLATA SOBRE  Staphylococcus
epidermidis , A DIFERENTES TIEMPOS Y CONCENTRACIONES.

Tukey (HSD) / Andlisis de las diferencias entrepgaicon un intervalo de confianza de 95.00 %:

Categorias Diferencia Diferencia estandarizada Naitico Pr. > Dif Significativo
T4~T1 0,445 12,858 2,638 < 0.0001 Si
T4 ~T2 0,237 6,835 2,638 < 0.0001 Si
T4 ~T3 0,048 1,397 2,638 0,506 No
T3~T1 0,397 11,461 2,638 < 0.0001 Si
T3~T2 0,188 5,438 2,638 < 0.0001 Si
T2~T1 0,209 6,023 2,638 < 0.0001 Si

La prueba de Tuckey muestra una diferencia sigtifia dentro de los tratamientos
excepto en los grupos T4 (0,88 ppm) y T3 (1,75 pmme no poseen diferencia

significativa.

Factor TRATAMIENTO

317 T T T 1
T1 T2 T3 T4

TRATAMIENTO

GRAFICO No. 9 MEDIAS (Software Xistat 7.5.2) DE LOS TRAT AMIENTOS DE NANO-PLATA “in vitro”
SOBRE Staphylococcus  epidermidis , A  DIFERENTES TIEMPOS Y
CONCENTRACIONES

El grafico muestra claramente que el T1 (7 ppm¥emea una mayor reduccion de las

UFC/mL, seguido del T2 (3,5 ppm) que también maeastra reduccion significativa.
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CUADRO No. 9 ANOVA (Software Xistat 7.5.2) DE LA DETERM ICACION “in vitro” DE LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA DE NANO PLATA SOBRE Escherichia coli , A DIFERENTES
TIEMPOS Y CONCENTRACIONES.

Evaluacion del valor de la informacion originada [as variables (HO = Y=Moy(Y)):

Fuente GDL Suma los cuadrados Cuadrado medio F de Fisher FPr >
Modelo 3 0,870 0,290 19,539 < 0.0001
Residuos 20 0,297 0,015

Total 23 1,167

Ho: pl=p2=u3=p4

H1= No todas las medias de los tratamientos salagu

El cuadro muestra la existencia de diferencia 8aativa dentro de los tratamientos, se

rechaza la hip6tesis nula y se acepta la hipGatsisativa.

CUADRO No. 10 TEST DE TUCKEY (Software Xlstat 7.5.2) DE LA DETERMINACION “in vitro” DE LA
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE NANO-PLATA SOBRE Escherichia coli , A
DIFERENTES TIEMPOS Y CONCENTRACIONES

Tukey (HSD) / Andlisis de las diferencias entrepgisicon un intervalo de confianza de 95.00 %:

Categorias Diferencia Diferencia estandarizada Naitico Pr. > Dif Significativo
T4~T1 0,476 6,770 2,799 < 0.0001 Si
T4 ~T2 0,118 1,684 2,799 0,358 No
T4 ~T3 0,027 0,378 2,799 0,981 No
T3~T1 0,450 6,392 2,799 < 0.0001 Si
T3~T2 0,092 1,306 2,799 0,570 No
T2~T1 0,358 5,086 2,799 0,000 Si

El cuadro muestra que la prueba de Tuckey presewtaliferencia significativa dentro
de los tratamientos T1y T4, T1y T3, T1y T2; gtoeentre los grupos T4y T2, T4y
T3, T3 y T2 en las cuales no existe una diferesgjificativa indicando que estas

concentraciones dan una reduccion del crecimiestteldano similar.
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Factor TRATAMIENTO

T1 T2 T3 T4

TRATAMIENTO

GRAFICO No 10 MEDIAS (Software Xistat 7.5.2) DE LOS TRAT AMIENTOS DE NANO-PLATA “in
vitro” SOBRE Escherichia coli , A DIFERENTES TIEMPOS Y CONCENTRACIONES

El grafico muestra claramente que el T1 (7 ppm¥emea una mayor reduccion de las
UFC/mL, siendo este el tratamiento a ser aplicadesip que el T2, T3 y T4 no

presentan una reduccién bacteriana significativa.

CUADRO No. 11 ANOVA (Software Xistat 7.5.2) DE LA DETER MICACION “in vitro”> DE LA
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE NANO PLATA SOBRE Bacillus sp, A
DIFERENTES TIEMPOS Y CONCENTRACIONES.

Evaluacion del valor de la informacion originada [as variables (HO = Y=Moy(Y)):

Fuente GDL Suma los cuadrados Cuadrado medio ksberF  Pr>F
Modelo 3 0,377 0,126 7,423 0,011
Residuos 8 0,135 0,017

Total 11 0,512

Ho: pl=p2=u3=p4

H1= No todas las medias de los tratamientos saalagu

El cuadro muestra la existencia de diferencia Baativa dentro de los tratamientos, se
rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipGadtsishativa.
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CUADRO No. 12 TEST DE TUCKEY (Software Xistat 7.5.2) DE LA DETERMICACION *“in vitro” DE LA
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE NANO-PLATA SOBRE Bacillus sp, A
DIFERENTES TIEMPOS Y CONCENTRACIONES

Tukey (HSD) / Andlisis de las diferencias entrepgisicon un intervalo de confianza de 95.00 %:

Categorias Diferencia Diferencia estandarizada NMaltico Pr. > Dif Significativo
T4~T1 0,439 4,132 3,202 0,014 Si
T4 ~T2 0,118 1,113 3,202 0,692 No
T4 ~T3 0,013 0,119 3,202 0,999 No
T3~T1 0,426 4,013 3,202 0,016 Si
T3~T2 0,106 0,994 3,202 0,757 No
T2~T1 0,321 3,019 3,202 0,065 No

El cuadro muestra que la prueba de Tuckey presewtaliferencia significativa dentro
de los tratamientos T1 y T4, T1 y T3, excepto edoe grupos T4y T2, T4y T3, T3y
T2, T2 y T1 no existe una diferencia significatieaque indica que concentraciones

intermedias de la superior e inferior tienen elmugoder de reduccidn bacteriana.

Factor TRATAMIENTO

3,5 T T T U
T1 T2 T3 T4

TRATAMIENTO

GRAFICO No. 11 MEDIAS (Software Xlistat 7.5.2) DE LOS TR ATAMIENTOS DE NANO-PLATA “in
vitro” SOBRE Bacillus sp, A DIFERENTES TIEMPOS Y CONCENTRACIONES

El grafico muestra claramente que el T1 (7 ppm¥emea una mayor reduccion de las
UFC/mL, siendo este el tratamiento a ser aplicadesip que el T2, T3 y T4 no

presentan una reducciéon bacteriana significativa.
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CUADRO No. 13 ACTIVIDAD “in vivo” DEL ANTIMASTITICO (SERVIMAST) SOBRE MASTITIS
SUBCLINICA. EN EL HATO DE VACAS LECHERAS PROPIEDAD DE LA UNIDAD
PRODUCTIVA TUNSHI. FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS. ESPOCH.
RIOBAMBA. ABRIL-MAYO DEL 2008.

INTERPRETATACION DEL CMT PRIMER DIA SEGUNDO DIA TERER DIA

(+) 66.7 0 0
T 33.3 66.7 0
N 0 33.3 100
1004%
100,0% -
90,0% -
80.0% 1" _~657% 56.7%
70,0%
60,0% - H(+)
50,0% W Trazas
40.0% - ,3% 3%
" y Negativo
30,0% A
30,0%
10,0% - g 0 /
0,0% T T T
PRIMER DIA SEGUNDO DIA TERCER DIA

GRAFICO No. 12. ACTIVIDAD “in vivo” DEL ANTIMASTITICO (SERVIMAST) SOBRE MASTITIS
SUBCLINICA. EN EL HATO DE VACAS LECHERAS PROPIEDAD DE LA UNIDAD
PRODUCTIVA TUNSHI. FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS. ESPOCH.
RIOBAMBA. ABRIL-MAYO DEL 2008.

La grafica muestra que durante el periodo de triatam“in vivo” del antimastitico

(SERVIMAST) aplicado a 3 de los bovinos de leclkeéescionados para el efecto,
mostraron que el primer dia de tratamiento exishid66,7 % de resultado (+) y un
33,3% de trazas en funcion de los cuartos tratamdentras que al segundo dia de
tratamiento ya se observo un claro descenso dedotados segun la interpretacion del
CMT, mostrando un 66,7 % tan solo de trazas y y8 3@ como resultado negativo y
finalmente al tercer dia de tratamiento presentanroriO0 % de ausencia de mastitis

interpretado por una reaccion negativa a la preebtados los cuartos evaluados.
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CUADRO No. 14 ACTIVIDAD “in vivo” DE NANO PLATA SOBRE MASTITIS SUBCLINICA . EN EL
HATO DE VACAS LECHERAS PROPIEDAD DE LA UNIDAD PRODUCTIVA TUNSH I.
FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. ABRIL-MAYO DEL
2008.

INTERPRETACION DEL  PRIMER SEGUNDO TERCER CUARTO  QUINTO

CMT DIA DIA DIA DIA DIA
(+) 82.4 82.4 82.4 82.4 76.9
Trazas 17.6 17.6 17.6 17.6 15.4
Negativo 0 0 0 0 7.7
90,0% 1 82,4% 82,4% 82,4% 82,4%

76,9%
80,0% -

70,0% -

60,0% -

50,0% - m(+)

40,0% - M Trazas

30,0% A Negativo

-6%
20,0% - 4%

Ny

10,0% -

0,0%

PRIMER DIA SEGUNDO TERCER DIA CUARTODIA QUINTODIA
DIA

GRAFICO 13. ACTIVIDAD “ in vivo” DE NANO PLATA SOBRE MASTITIS SUBCLINICA . EN EL HATO
DE VACAS LECHERAS PROPIEDAD DE LA UNIDAD EXPERIMENTAL TUNSHI.
FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. ABRIL-MAYO DEL
2008.

La grafica muestra que durante el periodo de tiempoaplicacién ih vivo” del
tratamiento mas efectivo (7 ppm) a un total de b4inps de leche con mastitis
subclinica seleccionados previamente, mostrar@mireler dia de tratamiento un 82,4 %
de resultado positivo (+) y un 17,6 % de trazagntnas que al segundo, tercer y cuarto
dia de tratamiento no manifestaron variacion alqirser evaluados mediante la prueba
de CMT vy tan solo al quinto dia de tratamiento s&encié un descenso en los
resultados teniendo un 76,9 % de resultado pogiiyain 15,4 % de trazas y tan solo un

7,7 % de reaccion negativa a la prueba, es desémaia de mastitis subclinica.
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES

1. Laincidencia de Mastitis Subclinica en el hatdéro del programa de Bovinos de
Leche, de la Unidad Productiva Tunshi, Seccion @udeperteneciente a la
Facultad de Ciencias Pecuarias de la Escuela Sumiitécnica de Chimborazo,
evaluados mediante California Mastitis Test fueid&8.4 % que corresponde a un
numero de 26 bovinos mientras que tan solo un 5@e&gentaron mastitis clinica
correspondiendo a dos de los bovinos examinadogndttal de 38 vacas de

ordeio.(Grafico No. 2)

2. En cuanto a la incidencia de mastitis subclinicdosncuartos del hato de vacas
lecheras, la mayor parte se presentaron en logosug@osterior izquierdo y
posterior derecho, debido a que estdn mas certasdeatas traseras y del lugar
donde se realizan todas las necesidades fisioBdasamismas que contienen un
elevado porcentaje de microorganismos causale®midos tanto en la materia

fecal como en la orina constituyéndose en una mefdad de tipo ambiental.

3. De un total de 17 bovinos de leche seleccionadosmastitis subclinica se aislaron
un 45.0 % détaphylococcus epidermidigguida détaphylococcus aureesn un
32.0 %,Escherichia colicon un 16.0 % Bacillussp. con un 8.0 %, notandose que
entre los principales agentes causales de mastiislinica estaistaphylococcus
aureus yepidermidis ya que son las cepas que se aislaromagor cantidad,
mientras que la bacter&treptococcus agalactiamencionada en bibliografia como

uno de los agentes causales de mastitis subchinifize aislado. (Grafico NO 3)
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4. Nano plata‘in vitro” a una concentracion de 7 ppm reduce el crecimidato
Staphylococcus aureusn un 92.1 % a un tiempo de 68taphylococcus
epidermidises reducido en un 98.9% a un tiempo de 30 Esécherichia colies
reducido en un 99.4% en 30 minBgcillus sp es reducido en un 99.3 % a un
tiempo de 30 min. De las concentraciones de 0.8&%,B.5 y 7 ppm la mas
efectiva y que redujo un mayor numero de UFC/mLI&ude 7 ppm. El Analisis
de Varianza realizado para los resultados/itro” de la actividad antimicrobiana
de nano plata sobreStaphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coliy Bacillus sp, muestra la existencia de diferencia signifreat
dentro de los tratamientos de manera general ragene la prueba de Tuckey
muestra de forma especifica una diferencia sigtifia dentro de los
tratamientos excepto entre otros grupos de tratamiéo que indica que
concentraciones intermedias de la superior e orférenen el mismo poder de
reduccion del crecimiento bacteriano. (Cuadro N&@, B y 4; Grafico No. 4, 5, 6
y 7) (Cuadro No. 5, 6, 7, 8,9, 10, 11y 12).

5. La actividad antimicrobianarf vivo” de la suspensién de nano plata efectina “
vitro” (7 ppm) sobre 7 bovinos de leche con mastittscBoica, mostraron tan
solo al quinto dia de tratamiento un descenso emesultados teniendo un 76,9
% de resultado positivo (+), un 15,4 % de trazamy7,7 % de negativo. El
antimastitico (SERVIMAST) aplicado a 2 de los basrde leche seleccionados
para el efecto, mostré un 100 % de ausencia detimasibclinica al tercer dia de
tratamiento. (Cuadro No 13 y 14; Grafico No.12 y.13

6. Debido a que la suspensibn de nano plata de 7 ppseep actividad
antimicrobiana th vitro” en un 97.43% en un tiempo menor a 60 minutos; la
actividad ‘in vivo” realizada por un periodo de 5 dias con una apfinatiaria de
nano plata a una concentracion de 7 ppm produjoefeaividad del 7.7%, se

confirma la hipoétesis plateada. (Cuadro No.6, 814§ 14; Grafico No. 13).
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CAPITULO V

. RECOMENDACIONES

Efectuar nuevas investigaciones utilizando la susipe de nano plata a mayores
concentraciones y extendiendo el tiempo de apbcaei las bacterias causantes de

mastitis subclinica bovina.

. Complementar el tratamiento con buenas practica®rdefio, ya que practicas

inadecuadas junto con el ambiente influyen erdetigidad del mismo.

Buscar medios adecuados que ayuden a controlaadttis subclinica bovina ya que
este tipo constituye uno de los mas importantegdded que se puede convertir en
una forma mucho mas grave o cronica pudiendo temaon la pérdida del bovino y

por ende una disminucién en la produccioén lactea.
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CAPITULO VI

6. RESUMEN

El incremento de mastitis subclinica bovina y Iaigencia microbiana hacia los
antibioticos convencionales ocasiona pérdidasabséechero y da lugar a la basqueda
de nuevos antimicrobianos, es por eso que se dateteactividad antimicrobiana de
nano plata sobre esta enfermedad. El estudio kedrea los hatos lecheros de la Unidad
Productiva Tunshi de la Facultad de Ciencias PesyadEscuela Superior Politécnica de
Chimborazo. Se aplic6 método experimental a magstte leche de 38 vacas
determinandose el grado de mastitis mediante prdel@MT, observandose que el 68.4
% presentaron mastitis subclinica, 5,3 % mastitrsca y el 26.3 % presentd reaccion
negativa a la prueba. En las muestras que presamntaastitis subclinica se procedié a
aislar e identificar los microorganismos causamkesesta para posteriormente realizar
pruebas ih vitro” e “in vivd’ agregando suspension de nano plata en concerieacde
0.88, 1.75, 3.5 y 7 ppm. Los microorganismos addac identificados fueron
Staphylococcus epidermidi® % Staphylococcus aure®? %, Escherichia colil6 % y
Bacillus sp. 8 %. En el analisisn vitro” con la suspension de nano plata a una
concentracion de 7 ppm, se logré inhibir una grantidad de microorganismos asi:
Staphylococcus aureu82.1 % en 60 minutos, en tanto g8éaphylococcus epidermidis
98.9%,Escherichia colien 99.4% yBacillussp en 99.3 % en 30 minutos. Mientras que
en el analisis “in vivo” con esta misma concentiaaile nano plata (7 ppm) se logré un
7.7 % de efectividad.

En conclusion la actividad antimicrobiarian vitro” presentdé una efectividad del
97.43% con lo que se logré controlar tan solo 7.dea mastitis subclinica bovina, por
lo que se recomienda realizar nuevas investigasiamn@ayores concentraciones de esta

suspension.
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SUMMARY

The sub-clinic bovine mastitis increase and therohi@l resistance to conventional
antibiotics causes losses to the dairy sector tieguin a search for the new anti-
microbial treatments. This is why the anti-micrdbstivity of nano-silver for this
disease was determined. The study was carriednotinei dairy herds of the Productive
Unit Tunshi of the Cattle and Livestock Scienceufigc Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo. The experimental method was appliethéo milk samples of 38 cows
determining the mastitis degree through the CMT tdserving that 68.4% presented
sub-clinic mastitis, 5.3% clinic mastitis and 26.B%esented negative reaction to the test.
In the samples presenting sub-clinic mastitis ther@rorganisms causing it were isolated
and identified to carry oufin vitro” and“in vivo” tests adding nano-silver suspension in
concentrations of 0.88, 1.75, 3.5 and 7 ppm. Thatifled and isolated micro-organisms
were 45%Staphylococcus epidermidi82% Staphylococcus aureud6% Escherichia
coli and 8%Bacillus sp. In the'in vitro ” analysis with the nano-silver suspension at a 7
ppm concentration it was possible to inhibit a nembf micro-organisms: 92.1%
Staphylococcus aureugn 60 minutes, 98.9%Staphylococcus epidermidi€9.4%
Escherichia coliand 99.3%Bacillus sp in 30 minutes. In the “in vivo” analysis withet
same nano-silver concentration (7 ppm) 7.7% effeogss was attained. As a
conclusion, the anti-microbial activity presented.43% effectiveness to control only
7.7% sub-clinic bovine mastitis. It is thereforecammmended to conduct new

investigations at higher concentrations of thipsuasion.
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CAPITULO VI

8. ANEXOS

ANEXO 1. RESULTADOS DE LA EVALUACION DE MASTITIS SUBCLINICA
MEDIANTE CMT EN LOS BOVINOS DE LECHE PROPIEDAD DE
LA UNIDAD PRODUCTIVA TUNSHI.

CUARTOS
No. Bovino Cddigo Anterior Anterior Posterior Posterior
Bovino Derecho Izquierdo Derecho Izquierdo
1 157 + + - -
2 234 - - + +
3 238 T - - -
4 341 T - T -
S 242 + - - -
6 244 - + - -
7 273 T T + +
8 278 - - - -
9 280 - - T T
10 282 - - - -
11 201 + + - -
12 296 - + - -
13 305 - - + -
14 312 ++ ++ T ++
15 314 + T - -
16 336 - - + -
17 347 + - + -
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18 365 - -
19 367 - -
20 371 - -
21 372 - -
22 380 - -
23 386 T -
24 388 - -
25 394 T T
26 395 - T
27 396 - -
28 398 - -
29 405 - -
30 406 - -
31 413 - -
32 417 + -
33 422 + -
34 423 ++ ++
35 424 - -
36 427 + +
37 433 - -
38 436 T T
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ANEXO 2. RESULTADOS DE DIAGNOSTICO DE MASTITIS RESPECTO A
LOS CUARTOS EVALUADOS.

RESULTADOS CUARTOS TOTAL % #
ANT. ANT. POST. POST. TOTAL | VACAS

DERECHO | IZQUIERDO | DERECHO| IZQUIERDO
- 22 26 26 30 104 68,42 26
T (trazas) 6 5 5 3 19 12,50 5
+ 8 5 7 4 24 15,79 6
++ 2 2 0 5 3,29 1
+++ 0 0 0 0 0 0,00 0
TOTAL 38 38 38 38 152 100,00 38

ANEXO 3. RESULTADOS DE INCIDENCIA DE MASTITIS SUBCL INICA EN
LOS BOVINOS DE LECHE PROPIEDAD DE LA UNIDAD

PRODUCTIVA TUNSHI.
RESULTADOS NUMERO DE HATOS PORCENTAJE
Negativo (N) 10 26,32
Mastitis Subclinica (T,+) 26 68,42
Mastitis Clinica (++) 5,26
Infeccidn Seria (+++) 0 0
TOTAL 38




ANEXO 4. BOVINOS CON MASTITIS SUBCLINICA SELECCION ADOS PARA
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LAS PRUEBAS “in vitro” E “in vivo”.

No. CODIGO CUARTOS
BOVINO Anterior Anterior Posterior Posterior
Derecho Izquierdo Derecho Izquierdo
1 157 + + - -
2 234 - - + +
3 242 + - - -
4 244 - - -
5 273 T T + +
6 291 + - -
7 296 - + - -
8 305 - - + -
9 314 + T - -
10 336 - - + -
11 347 + - + -
12 367 - - + -
13 371 - - - +
14 405 - - - +
15 417 + _ ; _
16 422 + - -
17 427 + + T T
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ANEXO 5. MICROORGANISMOS AISLADOS DE LAS MUESTRAS DE
LECHE TOMADAS DE LOS BOVINOS CON MASTITIS
SUBCLINICA PROPIEDAD DE LA UNIDAD PRODUCTIVA

TUNSHI.
No CODIGO COD. CUARTOS
BOVINO  BACT. Anterior Anterior Posterior Posterior
Derecho Izquierdo Derecho Izquierdo
(AD) (A) (PD) (P1)
1 157 A Staphylococcus Staphylococcus
epidermidis epidermidis
2 234 B Escherichia coli 1) Staphylococcus
epidermidi
2) Escherichia coli
s
3 242 C Staphylococcus
epidermidis
4 244 D 1) Escherichia coli
2) Staphylococcus
aureus
5 273 E Staphylococcus Staphylococcus 1) Staphylococcus 1) Staphylococcus
epidermidis epidermidis epidermidis epidermidis
2) Staphylococcus 2) Staphylococcus
aureus aureus
6 201 F Staphylococcus  Staphylococcus
aureus aureus
7 296 G 1) Bacillus sp
2) Staphylococcus
aureus
8 305 H Escherichia coli
9 314 | Staphylococcus  Staphylococcus
aureus epidermidis
10 336 J Staphylococcus
aureus
11 347 K Bacillussp Bacillussp.
12 367 L Staphylococcus
aureus
13 371 M 1) Staphylococcus

epidermidis
2) Escherichia

coli
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14 405 N Staphylococcus

aureus

15 417 (0] 1) Staphylococcus
epidermidis
2) Escherichia

coli

16 422 P Staphylococcus Staphylococcus
epidermidis epidermidis

17 427 Q 1) Staphylococcus 1) Staphylococcus  Staphylococcus Staphylococcus
epidermidis epidermidis epidermidis epidermidis

2) Staphylococcus 2) Staphylococcus

aureus aureus

ANEXO 6. ANALSIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS ‘in vitro” DE
Staphylococcus aureus.

XLSTAT 7.5.2 - ANOVA

Variable(s) dependiente(s): libro = estadisticas.xl
Ponderacién uniforme (predeterminado)
Variables cualitativas: libro = estadisticas.xls /
Ningun dato omitido detectado

Restricciones: al =0

Tipo I SS, Il SS

Efectuar pruebas de comparaciones multiples

Intervalo de confianza (%): 95,00

Modelizacion de la variable LOG UFC:

Resumen para la variable dependiente:

NUum.de  Nam. de
Num. total  valores valores Suma de Desviaciéon
Variable de valores utilizados ignorados los pesos Media tipica

LOG UFC 16 16 0 16 4,840 0,143
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Resumen para las variables cualitativas:

Numero de

Variable categorias Categorias Frecuencias
TRATAMIENTO 4 T1~T2~T3~T4 4~4~4~4
Coeficientes de ajuste:
R (coeficiente de correlacion) 0,955
R2 (coeficiente de determinacion) 0,911
R2aj. (coeficiente de determinacion ajustado) 0,889
SCR 0,027

Evaluacion del valor de la informacion originado [as variables (HO = Y=Moy(Y)):

Suma los Cuadrado

Fuente GDL cuadrados medio F de Fisher Pr>F
Modelo 3 0,281 0,094 41,046 < 00,0001
Residuos 12 0,027 0,002
Total 15 0,308

Andlisis del modelo (Tipo | SS):
Sumalos Cuadrado
Fuente GDL cuadrados medio F de Fisher Pr>F
TRATAMIENTO 3 0,281 0,094 41,046 < 0,0001
Andlisis del modelo (Tipo Il SS):
Sumalos Cuadrado
Fuente GDL cuadrados medio F de Fisher Pr>F
TRATAMIENTO 3 0,281 0,094 41,046 < 0,0001
Parametros del modelo:
Limite Limite
Desviacion  tde inferior 95 superior
Parametro Valor tipica Student Pr>t % 95 %
Interseccion 4,950 0,024 207,371 < 0,0001 4,898 05,0
TRATAMIENTO-T1 0,000 - - - - -
TRATAMIENTO-T2 -0,012 0,034 -0,370 0,718 -0,086 0,061
TRATAMIENTO-T3 -0,097 0,034 -2,888 0,014 -0,171 -0,024
TRATAMIENTO-T4 -0,330 0,034 -9,776 < 0,0001 -0,404 -0,256




Pruebas de comparaciones multiples para la variab[ERATAMIENTO:
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25

15

05

LOG UFC /Residuos estandarizados

05 -

-15

T T T T
4,6 47 48 49

LOG UFC

Obs16
Obs15
Obs14
Obs13
Obs12
Obs1l
Obs10
Obs9
Obs8
Obs7
Obs6
Obs5
Obs4
Obs3
Obs2

Obs1

Residuos estandarizados

-2 -1 0 1 2

Residuos estandarizados

Tukey (HSD) / Andlisis de las diferencias entre grupos corntervalo de confianza de

95,00 %:
Diferencia
Categorias  Diferencia estandarizada Valor critico Pr. > Dif Significativo

T1~T4 0,330 9,776 2,969 0,000 Si
T1~T3 0,098 2,888 2,969 0,057 No
T1~T2 0,013 0,370 2,969 0,982 No
T2 ~T4 0,318 9,405 2,969 0,000 Si
T2~T3 0,085 2,518 2,969 0,107 No
T3~T4 0,233 6,887 2,969 0,001 Si
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Valor critico del d de Tukey: 4,199

Ordenacion y agrupamientos de los grupos no sggiifiamente diferentes:

Categorias Media Agrupamientos
T1 4,950 A
T2 4,938 A
T3 4,853 A
T4 4,620 B

Grafico de las medias:

ANEXO 7. ANALSIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Factor TRATAMIENTO

Tl T2 T3 T4

TRATAMIENTO

Staphylococcus epidermidis

XLSTAT 7.5.2 - ANOVA -

Variable(s) dependiente(s): libro = estadisticas.xl

Ponderacién uniforme (predeterminado)

Ningun dato omitido detectado

Restricciones: a1 =0
Tipo | SS, 1l SS

Efectuar pruebas de comparaciones multiples

Intervalo de confianza (%): 95,00

“In vitro”

DE
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Modelizacién de la variable LOG UFC:

Resumen para la variable dependiente

NUm. de NUm. de

Num. total  valores valores Suma de los Desviaciéon
Variable de valores utilizados ignorados pesos Media tipica
LOG UFC 68 68 0 68 4,035 0,203

Resumen para las variables cualitativas

Numero de

Variable categorias Categorias Frecuencias
TRATAMIENTO 4 T1~T2~T3~T4 17~17~17~17
Coeficientes de ajuste:
R (coeficiente de correlacion) 0,873
Rz (coeficiente de determinacion) 0,763
R2aj. (coeficiente de determinacion ajustado) 0,751
SCR 0,653

Evaluacion del valor de la informacion originada [as variables (HO = Y=Moy(Y)):

Suma los Cuadrado

Fuente GDL cuadrados medio F de Fisher Pr>F
Modelo 3 2,098 0,699 68,534 < 0.0001
Residuos 64 0,653 0,010

Total 67 2,751

Andlisis del modelo (Tipo | SS):

Sumalos Cuadrado
Fuente GDL cuadrados medio F de Fisher Pr>F

TRATAMIENTO 3 2,098 0,699 68,534 < 0.0001

Parametros del modelo:

Limite Limite
Desviacion  tde inferior 95 superior
Parametro Valor tipica Student Pr>t % 95 %
Interseccion 3,772 0,024 153,992 < 0.0001 3,724 213,8
TRATAMIENTO-T1 0,000 - - - - -
TRATAMIENTO-T2 0,209 0,035 6,023 < 0.0001 0,139 1382

TRATAMIENTO-T3 0,397 0,035 11,461 < 0.0001 0,328 465
TRATAMIENTO-T4 0,445 0,035 12,858 < 0.0001 0,376 51h
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LOG UFC /Residuos estandarizados

Residuos estandarizados

Obs65
Obs61
Obs57
Obs53
Obs49
Obs45
Obs41
Obs37
Obs33
Obs29
Obs25
Obs21
Obs17
Obs13
Obs9
Obs5
Obs1

o
- A
N
w

-3 -2 -1

Residuos estandarizados

Pruebas de comparaciones multiples para la variab[ERATAMIENTO:
Tukey (HSD) / Andlisis de las diferencias entrepgisicon un intervalo de confianza de
95.00 %:

Diferencia
Categorias Diferencia estandarizada Valor critico Pr. > Dif  Significativo
T4~T1 0,445 12,858 2,638 < 0.0001 Si
T4 ~T2 0,237 6,835 2,638 < 0.0001 Si
T4~T3 0,048 1,397 2,638 0,506 No
T3~T1 0,397 11,461 2,638 < 0.0001 Si
T3~T2 0,188 5,438 2,638 < 0.0001 Si

T2~T1 0,209 6,023 2,638 < 0.0001 Si
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Valor critico del d de Tukey: 3.730

Ordenacion y agrupamientos de los grupos no sggiifiamente diferentes:

Categorias Media Agrupamientos
T4 4,218 A
T3 4,170 A
T2 3,981 B
T1 3,772 C

Gréafico de las medias:

Factor TRATAMIENTO

43

TRATAMIENTO

ANEXO 8. ANALSIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS “in vitro” DE
Escherichia coli.
XLSTAT 7.5.2 - ANOVA

Variable(s) dependiente(s): libro = estadisticas.xl
Ponderacién uniforme (predeterminado)
Variables cualitativas: libro = estadisticas.xls
Ningun dato omitido detectado

Restricciones: al =0

Tipo I SS, Il SS

Efectuar pruebas de comparaciones multiples

Intervalo de confianza (%): 95.00
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Modelizacién de la variable LOG UFC:

Resumen para la variable dependiente:

NUm. de NUm. de

NUm. total valores valores  Suma de Desviacion
Variable de valores utilizados ignorados los pesos Media tipica
LOG UFC 24 24 0 24 3,769 0,225

Resumen para las variables cualitativas:

Numero de

Variable categorias Categorias Frecuencias
TRATAMIENTO 4 T1~T2~T3~T4 6~6~6~6
Coeficientes de ajuste:
R (coeficiente de correlacion) 0,863
R2 (coeficiente de determinacion) 0,746
R2aj. (coeficiente de determinacion ajustado) 0,707
SCR 0,297

Evaluacion del valor de la informacion originado [as variables (HO = Y=Moy(Y)):

Suma los Cuadrado

Fuente GDL cuadrados medio F de Fisher Pr>F
Modelo 3 0,870 0,290 19,539 < 0.0001
Residuos 20 0,297 0,015
Total 23 1,167

Andlisis del modelo (Tipo | SS):
Sumalos Cuadrado
Fuente GDL cuadrados medio F de Fisher Pr>F
TRATAMIENTO 3 0,870 0,290 19,539 < 0.0001
Andlisis del modelo (Tipo Il SS):
Sumalos Cuadrado
Fuente GDL cuadrados medio F de Fisher Pr>F
TRATAMIENTO 3 0,870 0,290 19,539 < 0.0001
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Parametros del modelo:

Limite Limite
Desviacion  tde inferior 95 superior
Parametro Valor tipica Student Pr>t % 95 %
Interseccion 3,448 0,050 69,311 < 0.0001 3,344 23,55
TRATAMIENTO-T1 0,000 - - - - -
TRATAMIENTO-T2 0,358 0,070 5,086 < 0.0001 0,211 ah5
TRATAMIENTO-T3 0,450 0,070 6,392 < 0.0001 0,303 aB5
TRATAMIENTO-T4 0,476 0,070 6,770 < 0.0001 0,330 486
LOG UFC /Residuos estandarizados
15
’ 31 33 35 37 3‘,9
15
24 i
Residuos estandarizados
Obs23 :I—
Obs21 —:I
Obs19 —:I
Obs17 :-_
Obs15 :—
Obs13 —-
Obs1l :l_
Obs9 —
Obs7 —
Obs5 ——
Obs3 ——
Obs1 ‘ — ‘
25 -15 05 05 25
Residuos estandarizados
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Pruebas de comparaciones multiples para la variab[ERATAMIENTO:

Tuckey (HSD)/ Andlisis de las diferencias entre grupos comtarvalo de confianza de

95.00 %:
Diferencia
Categorias  Diferencia estandarizada Valor critico Pr. > Dif Significativo

T4~T1 0,476 6,770 2,799 < 0.0001 Si
T4 ~T2 0,118 1,684 2,799 0,358 No
T4~T3 0,027 0,378 2,799 0,981 No
T3~T1 0,450 6,392 2,799 < 0.0001 Si
T3~T2 0,092 1,306 2,799 0,570 No
T2~T1 0,358 5,086 2,799 0,000 Si

Valor critico del d de Tuckey: 3.958

Ordenacion y agrupamientos de los grupos no sgguifiamente diferentes:

Categorias Media Agrupamientos
T4 3,924 A
T3 3,897 A
T2 3,806 A
T1 3,448 B

Grafico de las medias:

Factor TRATAMIENTO

TRATAMIENTO
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ANEXO 9. ANALSIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS ‘in vitro” DE
Bacillus sp

XLSTAT 7.5.2 - ANOVA

Variable(s) dependiente(s): libro = estadisticas.x|

Ponderacién uniforme (predeterminado)

Variables cualitativas: libro = estadisticas.xls

Ningun dato omitido detectado

Restricciones: al =0

Tipo I SS, 1l SS

Efectuar pruebas de comparaciones multiples

Intervalo de confianza (%): 95.00

Modelizacién de la variable LOG UFC:

Resumen para la variable dependiente:

NOm. de NUm. de

NUm. total valores valores  Suma de Desviacion
Variable de valores utilizados ignorados los pesos Media tipica
LOG UFC 12 12 0 12 3,832 0,216

Resumen para las variables cualitativas:

Numero de

Variable categorias Categorias Frecuencias
TRATAMIENTO 4 T1~T2~T3~T4 3~3~3~3
Coeficientes de ajuste:
R (coeficiente de correlacion) 0,858
R2 (coeficiente de determinacion) 0,736
R2aj. (coeficiente de determinacion ajustado) 0,637
SCR 0,135

Evaluacion del valor de la informacion originado [as variables (HO = Y=Moy(Y)):

Suma los Cuadrado

Fuente GDL cuadrados medio F de Fisher Pr>F
Modelo 3 0,377 0,126 7,423 0,011
Residuos 8 0,135 0,017

Total 11 0,512




Andlisis del modelo (Tipo | SS):
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Sumalos Cuadrado
Fuente GDL cuadrados medio F de Fisher Pr>F
TRATAMIENTO 3 0,377 0,126 7,423 0,011
Parametros del modelo:
Limite Limite
Desviacion  tde inferior 95 superior
Parametro Valor tipica Student Pr>t % 95 %
Interseccion 3,536 0,075 47,072 < 0.0001 3,363 RB,70
TRATAMIENTO-T1 0,000 - - - - -
TRATAMIENTO-T2 0,321 0,106 3,019 0,017 0,076 0,566
TRATAMIENTO-T3 0,426 0,106 4,013 0,004 0,181 0,671
TRATAMIENTO-T4 0,439 0,106 4132 0,003 0,194 0,684

LOG UFC /Residuos estandarizados
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Pruebas de comparaciones multiples para la variab[ERATAMIENTO:
Tukey (HSD) / Andlisis de las diferencias entre grupos cointervalo de confianza de
95.00 %:

Diferencia
Categorias  Diferencia estandarizada Valor critico Pr. > Dif  Significativo
T4~T1 0,439 4,132 3,202 0,014 Si
T4~T2 0,118 1,113 3,202 0,692 No
T4 ~T3 0,013 0,119 3,202 0,999 No
T3~T1 0,426 4,013 3,202 0,016 Si
T3~T2 0,106 0,994 3,202 0,757 No
T2~T1 0,321 3,019 3,202 0,065 No

Valor critico del d de Tukey: 4.529

Ordenacion y agrupamientos de los grupos no sigiifiamente diferentes:

Categorias Media Agrupamientos
T4 3,975 A
T3 3,962 A
T2 3,857 A B
T1 3,536 B

Grafico de las medias:

Factor TRATAMIENTO

3,95 4
39
3,85 -
38
3,75 4
3,7
3,65 4
36
355 ¢
35 \ T \
T1 T2 T3 T4

3,536

TRATAMIENTO
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ANEXO 10. FOTOGRAFIAS

FOTOGRAFIA No 1. INSTALACIONES DE LA SECCION ORDENO DE LA UNIDAD
PRODUCTIVA TUNSHI FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS.
ESPOCH. RIOBAMBA. AGOSTO-OCTUBRE DEL 2007

FOTOGRAFIA No 2.PROCESO DE ORDENO DE LOS BOVINOS DE LECHE PROPIEDAD
DE LA UNIDAD PRODUCTIVA TUNSHI FACULTAD DE CIENCIAS
PECUARIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. AGOSTO-OCTUBRE DEL 2007
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FOTOGRAFIA No 3.DIAGNOSTICO DE MASTITIS MEDIANTE LA PRUEBA DE CMT
(CALIFORNIA MASTITIS TEST) EN LOS BOVINOS DE LECHE

PROPIEDAD DE LA UNIDAD PRODUCTIVA TUNSHI FACULTAD DE

CIENCIAS PECUARIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. AGOSTO-OCTUBRE
DEL 2007

FOTOGRAFIA No 4. TOMA DE MUESTRAS DE LECHE DE LOS B OVINOS CON MASTITIS

SUBCLINICA PROPIEDAD DE UNIDAD PRODUCTIVA TUNSHI

FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS. ESPOCH. RIOBAMBA.
AGOSTO-OCTUBRE DEL 2007
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FOTOGRAFIA No 5. TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS DE LECH E LOS BOVNOS CON
MASTITIS SUBCLINICA PROPIEDAD DE UNIDAD PRODUCTIVA

TUNSHI FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS. ESPOCH.
RIOBAMBA. AGOSTO-OCTUBRE DEL 2007

FOTOGRAFIA No 6. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE L ECHE LOS BOVINOS
CON MASTITIS SUBCLINICA PROPIEDAD DE UNIDAD PRODUCT IVA
TUNSHI FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS. ESPOCH.

RIOBAMBA. AGOSTO-OCTUBRE DEL 2007
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FOTOGRAFIA No 7. AISLAMIENTO DE LAS BACTERIAS CAUSA NTES DE MASTITIS
SUBCLINICA BOVINA LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. NOVIEMBRE-
2008

FOTOGRAFIA No 8. IDENTIFICACION DE LAS BACTERIAS C AUSANTES DE MASTITIS
SUBCLINICA BOVINA LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. NOVIEMBRE-
2008
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FOTOGRAFIA No 9. PREPARACION DE DILUCIONES DE BACTE RIAS PARA LAS
PRUEBAS “IN VITRO”. LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA.

FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. DICIEMBRE 2 007-
MARZO 2008.

FOTOGRAFIA No 10. SIEMBRA A PROFUNDIDAD CON AGAR SO YA TRIPTICA DE LAS
DILUCIONES DE BACTERIAS MAS NANO-PLATA DE DIFERENTE S
CONCENTRACIONES PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA. LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA.

FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. DICIEMBRE 2 007-
MARZO 2008.
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FOTOGRAFIA No 11. CONTAJE DE LAS UFC/mL PARA DETERM INAR LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA. LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. DICIEMBRE 2 007-
MARZO 2008.

FOTOGRAFIA No 12. TRATAMIENTO “in vivo” DE NANO PLAT A SOBRE LOS BOVINOS DE
LECHE CON MASTITIS SUBCLINICA PROPIEDAD DE UNIDAD
PRODUCTIVA TUNSHI FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS.
ESPOCH. RIOBAMBA. ABRIL-MAYO 2008
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FOTOGRAFIA No 13. EVALUACION CON CMT POST TRATAMIEN TO “in vivo” DE NANO
PLATA SOBRE LOS BOVINOS CON MASTITIS SUBCLINICA
PROPIEDAD DE UNIDAD PRODUCTIVA TUNSHI FACULTAD DE
CIENCIAS PECUARIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. ABRIL-MAYO 2008




