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RESUMEN

La mastitis bovina se define como la inflamacién de la glandula mamaria y es la
enfermedad infecciosa del ganado lechero de mayor impacto econémico en el mundo. El
periodo de secado, junto con el periparto, son los periodos de mayor susceptibilidad de la
glandula a las infecciones intramamarias, es por ello que las medidas preventivas y de
control se dirigen a cubrir dichos periodos.

Hoy en dia, la aplicacion intramamaria de antibiéticos es la medida mas efectiva
para prevenir nuevas infecciones y tratar las existentes, lo que significa un uso masivo de
los mismos antibidticos, incluso con fines profilacticos. Esto representa diversas
desventajas, no solo econdmicas, sino también el desarrollo de resistencia a los
antimicrobianos. Ademas, la tendencia mundial esta dirigida a la obtencién de productos
organicos producidos por animales sanos y el mayor desafio de la industria lechera
moderna es reducir el uso de antibidticos en animales productores de alimentos para el
consumo humano. En este contexto, la investigacion se ha orientado hacia la busqueda de
métodos de control alternativos basados en el desarrollo de inmunomoduladores o
sustancias naturales, como un enfoque racional para controlar las infecciones.

En los ultimos afios, en el campo de la salud animal, los probidticos se han
utilizado principalmente para prevenir infecciones gastrointestinales o para propésitos
nutricionales. El término probidtico hace referencia a microorganismos vivos que
administrados en cantidades adecuadas confieren un efecto benéfico al huésped. El
control biolégico de la mastitis bovina por medio de la inoculacién intramamaria de una
formulacion probidtica brindaria una alternativa natural para la prevencion de esta
enfermedad infecto-contagiosa. Por esta razén, el objetivo principal de este trabajo fue
abordar la problematica de la prevencién de la mastitis bovina a través del desarrollo de
productos basados en formulaciones alternativas y complementarias a las medidas de
control existentes en los tambos para ser aplicadas al momento del secado.

Para el cumplimiento de este objetivo, se realizaron ensayos de actividad
antimicrobiana de tres fitocompuestos conocidos (Aloe vera, Centella asiatica y
Echinacea spp.), dos vitaminas (Vitamina C y D), y excipientes como la fructosa
(crioprotector) y sepigel (espesante), con el fin de evaluar la capacidad de las Bacterias
Lacticas (BLs), Lactococcus lactis subsp. lactis CRL 1655 y Lactobacillus perolens CRL
1724, previamente seleccionadas como potencialmente probibticas, de resistir a estos
compuestos y asi poder incluirlos en una formulacion final para la prevencion de la mastitis
bovina. Ademas, una vez seleccionados los compuestos y sus concentraciones
adecuadas, se realiz6 un ensayo a campo en animales, que involucrd la inoculacion via
intramamaria de los diferentes compuestos seleccionados por separado, y también un
diluyente final compuesto por una combinaciéon de estos. De este modo, se determiné
mediante la técnica de micro Concentracion Inhibitoria Minima (CIM), diluciéon en agar, y
ensayos de sobrevida, que ninguno de los tres fitocompuestos en una concentracion de
hasta 50mg/ml inhiben el desarrollo microbiano de Lactobacillus perolens CRL 1724 y de
Lactococcus lactis subsp. lactis CRL1655. Resultados similares se observaron para
vitamina C en concentraciones menores a 12,5mg/ml, Sepigel hasta 2%, Vitamina D en
ninguna concentracién ensayada (hasta 40mg/ml) y fructosa en una concentracién menor
de 300mg/ml.

Por otra parte, el ensayo en animales evidencid6 que todos los compuestos
ensayados, asi como la combinacion de éstos, estan libres de efectos adversos sobre la
glandula mamaria bovina, y al administrarlos juntos con las BLs, inducen la activacion del
sistema inmune de las vacas, aumentando el Recuento Celular Somatico (RCS). Estos
resultados nos animan a pensar que en un futuro préximo una formulaciéon probidtica
podria convertirse en una valiosa herramienta para prevenir la mastitis bovina y ayudar a
reducir el uso indiscriminado de los antibiéticos utilizados con fines preventivos durante el
periodo seco para combatir esta enfermedad.
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1. INTRODUCCION

1.1 LECHE BOVINA

1.1.1. Definicién
La leche es una secrecion nutritiva de color blanquecino opaco producida por

las glandulas mamarias de las hembras de los mamiferos (Knight, 1991; Sandholm y
col., 1995). La principal funcion de la leche es la de nutrir a las crias hasta que sean
capaces de digerir otros alimentos. Ademas protege el tracto gastrointestinal de la
inflamacién producida por patégenos y toxinas y contribuye a la salud regulando los
procesos de obtencion de energia (Besser y Gay, 1994). La leche es el tnico fluido
gue ingieren las crias de los mamiferos hasta el destete, por lo que su produccion
ocurre inmediatamente después del parto.

Segun el Codigo Alimentario Argentino, la leche es un alimento basico,
obtenido del ordefio total e ininterrumpido de vacas lecheras en buen estado de salud
y alimentacion, proveniente de tambos inscriptos y autorizados por la Autoridad
Bromatol6gica Sanitaria Jurisdiccional, sin el agregado de ningun tipo de aditivos.

1.1.2. Propiedades de la leche
La leche de vaca tiene una densidad media de 1,032 g/l y un pH ligeramente

acido (entre 6,6 y 6,8). Es una mezcla compleja y heterogénea compuesta por un
sistema coloidal de tres fases: solucién (minerales e hidratos de carbono disueltos en
agua), suspension (sustancias proteicas en agua) y emulsion (grasa emulsificada en
agua). Contiene cerca de un 87% de agua, mientras que el resto lo constituye el
extracto seco (similar al de un alimento sélido, alrededor de 130 g/l) (Sandholm y col.,
1995).

Ademas de lo mencionado anteriormente, en la leche podemos encontrar una
gran variedad de vitaminas que varian en concentracién y actividad, entre ellas: A, D,
E, K, B1, B2, B6, B12 y C. Por otro lado, es una fuente excelente de la mayoria de los
minerales requeridos para el crecimiento del lactante. La digestibilidad del calcio y
fésforo es generalmente alta, en parte debido a que se encuentran asociados con la
caseina. Otro mineral de interés es el hierro. Las bajas concentraciones de este metal
no alcanzan a satisfacer las necesidades del lactante, pero este bajo nivel pasa a
tener un aspecto positivo debido a que limita el crecimiento bacteriano en la leche
(Besser y Gay, 1994).
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1.2. PRODUCCION LECHERA

1.2.1. Situacién de la industria lechera en Argentina
La lecheria conforma uno de los complejos agroindustriales mas importantes

de la Argentina. Al igual que en otros paises productores de leche, la estructura del
sector primario en nuestro pais es el resultado de un proceso de concentracion y
especializacién de varios afios, con una disminucién en el nimero de tambos y un
aumento en su escala productiva (Gutman y col.,, 2003). En 2017, el mapa de la
lecheria argentina mostré una estructura primaria de aproximadamente 2 millones de
vacas en lactancia ubicadas en 11.800 tambos que actualmente ocupan 3 millones de
hectareas (Figura 1). Estos produjeron en la dltima campafia alrededor de 11.400
millones de litros de leche, con una produccién individual de 5.150 litros por lactancia
(SENASA, 2017).

1 Punto = 1 Establecimiento
e

Figura 1: Distribucion de los establecimientos con actividad de Tambo en la
Republica Argentina. Un punto indica la existencia de un establecimiento en el
departamento y no su localizacién geografica.

(Fuente: Direccién de Control de Gestion y Programas Especiales — Direccidn
Nacional de Sanidad Animal. Informacién segun SIGSA al 31/01/2017).
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La producciéon total de leche cruda en Argentina ubica al pais como 2°

productor de América Latina y 11° en el orden mundial (Sanchez y col., 2012).

En los dltimos cuatro afios (2013-2017), un conjunto de factores afectd
recurrentemente la produccion lechera de las principales cuencas de la pampa
huameda, pudiendo citar entre las causas: precios deprimidos de la materia prima y de
los productos lacteos en general, récords de excedentes de lluvia con anegamientos
de larga duracién y reiteradas recomposiciones de la base forrajera. Esta situacion
colaboré en el aumento de la tasa de cierre de tambos. Sumado a esto, a principios
del 2017, las inundaciones provocadas por las intensas lluvias empeoraron la situacion
de las zonas afectadas en los afios anteriores, agravando el descenso de la
produccién del primer trimestre, llevando a la disminucién del 16% de la produccion
lactea. A pesar de los factores desfavorables, se logré el mantenimiento de los niveles
de produccion, con una menor cantidad de tambos, debido al aprovechamiento de
economias de escala y por un aumento de la eficiencia media por tambo (Petrecola,
2016).

En la regiébn pampeana es donde se concentra la produccion lactea de
Argentina, localizandose en ella las principales “cuencas lecheras”. Estas cuencas son
regiones dentro de las provincias en las cuales existe una mayor densidad de tambos.
En la provincia de Buenaos Aires se encuentran ubicadas cinco cuencas lecheras (Mar
y Sierras, Oeste, Sur, Abasto Sur, Abasto Norte), tres en Santa Fe (Norte, Sur,
Central), tres en Cordoba (Sur, Villa Maria, Noreste), dos en La Pampa (Centro- Norte,
Sur) y por ultimo, en Entre Rios solo una (Entre Rios). Las 5 provincias productoras
totalizan 14 cuencas lecheras, aunque la mayor cantidad de vacas y unidades
productoras estan concentradas en las cuencas de Santa-Fe Centro, Cdrdoba-
Noreste, Coérdoba-Villa Maria y Buenos Aires-Oeste. Existen ademas otras zonas
productoras de importancia econémica a nivel regional, debido a que se ubican cerca
de importantes centros urbanos a los cuales provee de leche fresca. Estas cuencas
lecheras extra pampeanas son la Cuenca de Trancas (Tucuman) y Rivadavia

(Santiago del Estero) (Figura 2).
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Cuencas Lecheras Pampeanas
1 Sur de Santa Fe

2 Central de Santa Fe

3 Norte de Santa Fe

4 Abasto Sur Buenos Aires

5 Abasto Norte Buenos Aires
6 Oeste Buenos Aires

7 Mar y Sierras Buenos Aires
8 Noreste Cordoba

9 Villa Maria Cérdoba

10 Sur Cdrdoba

1 Entre Rios

12 La Pampa Centro Norte

13 La Pampa Sur

14 Sur Buenos Aires

Cuencas Lecheras Extra-
Pampeanas

15 Rivadavia de Santiago del
Estero

16 Cuenca de Trancas

Figura 2: Cuencas Lecheras Pampeanas y Extra-Pampeana

(Fuente: Marino, Castignani y Arzubi, 2011)

1.2.2. El estado de la lecheria argentina a nivel mundial
La creciente demanda mundial de productos lacteos plantea una excelente

oportunidad de mercado para los proximos afios para nuestro pais que, segun cifras
oficiales provisorias, entre enero y octubre de 2017 exportd 181.000 toneladas
provenientes de establecimientos nacionales (Schaller, 2017). Actualmente, Argentina
es uno de los principales paises exportadores del mundo, con una capacidad de
produccion que supera ampliamente los volumenes requeridos para satisfacer la
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demanda interna y asumir el desafio de la exportacion, siendo responsable del 2% de

la leche que se exporta a China, Rusia, México, Arabia Saudita, entre otros. (Figura 3)

Estructuracion del Mercado Mundial de Productos Lacteos
{en leche equivalente)

70.400 millones de litros de leche
10% de la producciéon mundial

Principales Paises Proveedores Principales Paises Compradores
| * Nueva Zelandia 28% | | * China 10% |
| = Unién Europea 27% | . | * Rusia 5% |
No incluye las
| = Estados Unidos 14% operaciones * Arabia Saudita 5%
| = Australia 6% N intraUnién M/, México 5%
Europea
| s Bielorusia 5% | | s Argelia 5%
| = Argentina 2% | | = Japén 3%
Top 2: 55 % Top2:15 %
Top 5: 80 % Top 5: 30 %

Figura 3: Estructura del Mercado Mundial de Productos L&acteos. Argentina se
encuentra dentro de los principales paises proveedores de leche siendo
responsable de un 2% a nivel mundial.

(Fuente: elaborado por el OCLA en base datos de FIL: World Dairy Situation).

El comercio mundial de dicho producto, a pesar de presentar un volumen de
produccién significativo, es relativamente bajo en términos porcentuales. Esto se debe
a que la oferta se encuentra muy concentrada en pocos paises y hay una cierta
atomizacién en la demanda. Ese volumen pequefio, sumado a la alta relaciébn que
tiene con algunas variables de la economia mundial (precio del petréleo, valor del
dolar, comportamiento del PBI, etc.), le da al mercado lacteo su propia caracteristica
de alta volatilidad y gran incertidumbre para todos los actores de la cadena de valor
(USDEC, 2018). Hay paises de Europa con consumos que superan los 300 litros por
persona y por afio y paises por debajo de los 50 litros. Por otro lado, los paises
desarrollados en promedio consumen 240 litros y los paises en desarrollo 80 litros por
persona y por afio. El consumo minimo recomendado por la Organizacion Mundial de

la Salud, es del orden de los 150 litros por personay por afo.
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1.3. GLANDULA MAMARIA

1.3.1. Anatomia, funcidn y caracteristicas de la ubre
Cubierta por una piel suave al tacto y provista de vellos finos, excepto en los

pezones, la ubre se encuentra adherida externamente a la cavidad abdominal por
medio del aparato suspensorio. La ubre es una glandula epitelial exocrina, que
sintetiza leche en células especializadas y que es secretada por medio de un sistema
de conductos de estructura ramificada (Turner, 1952; Schmidt, 1974). La ubre bovina
consta de cuatro glandulas mamarias (cuartos), donde cada uno de estos cuatro
complejos glandulares es completamente independiente, con su propia estructura
secretora y que se comunican con el exterior a través de su propio pezén. Los cuartos
posteriores estan ligeramente mas desarrollados que los anteriores, y contienen entre
un 25% y un 50% mas de tejido secretor, pudiendo llegar a producir hasta el 60% de la
leche total secretada por la ubre (Schmidt, 1974; Agrobit, 2004; Avila Téllez y Gutierrez
Chavez, 2006a y 2006b). Los cuatro cuartos estan, a pesar de su independencia
funcional, intimamente ligados y reunidos bajo la piel de la ubre y situados en la regién
inguinal, contra la pared abdominal y la cara ventral del suelo de la pelvis, de la que se
encuentra separada por una gruesa almohadilla de grasa.

1.3.2. Estructurainterna de la glandula mamaria
El parénquima glandular estd dividido en pequefios l6bulos por septos

interlobulares que derivan de membranas que conforman el aparato suspensorio.
Estos septos son muy ricos en vasos sanguineos, linfaticos y nervios, lo que permite
una adecuada irrigacion sanguinea, linfatica y sensorial a la glandula. Cada l6bulo se
encuentra dividido en lobulillos que en su interior se observan entre 150 a 220 alveolos
separados entre si por venas, arterias y lamina propia. Los alvéolos se vacian
mediante pequefios ductos en unos tubulos llamados ductos intralobullilares, que
desembocan en un espacio colector central, del cual emergen los ductos
interlobullilares o galactéforos que vierten la leche en los llamados conductos lactiferos
(Schmidt, 1974; Delouis y Richard., 1991; Pellegrino, 2010). Estos conductos
atraviesan el parénquima y llevan la leche de los alvéolos hasta el seno lactifero
(Schwarse y Schroider., 1984). El seno lactifero se halla dividido irregularmente por
pliegues de la mucosa en una porcién glandular o cisterna de la ubre y una porcién
papilar o cisterna del pezon. Cada cisterna del pezén culmina en una estructura
llamada canal del pezén, formado por fuertes musculos que permanecen cerrados
impidiendo la entrada o salida de cualquier material, mediante el cual la leche, previa

estimulacion, puede alcanzar el medio externo. El seno o canal del pezdn se continua
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hacia el exterior por el conducto papilar, del que esta separado por unos pliegues de la
mucosa, la "roseta de Furstenberg”, que junto con el esfinter papilar sera de gran
importancia para evitar la salida pasiva de la leche, asi como la entrada de gérmenes y

sustancias extrafias a la glandula (Figura 4).
: Tejido glandular
Glandular tissue |

Cisterna glandul

Gland cistem

Vaso sanguineo
Blood vessel

Célula muscular
Muscle cell

Cisterna del pezén
Teat cistem

Alveolo
Alveolus

Canal del pezén

NP Teat canal

Figura 4: Estructura interna de la glandula mamaria bovina

Estudios de los ultimos afios muestran que en el canal del pezoén habita una
microbiota muy heterogénea y compleja que varia constantemente, y que puede
presentarse en una concentracion de 10°-10™ bacterias/ml. Esta microbiota estéa
conformada por micrococos (6-20%), corynebacterias (10-16%), bacterias coliformes
(0,8-30%), otras bacterias Gram negativas (11-27%) y bacterias aerébicas formadoras
de esporas (0,5-3,6%) (Sandholm y Korhonen., 1995).

1.3.3. Inmunidad de la glandula mamaria bovina
Los componentes de la respuesta inmune en la glandula mamaria bovina (GM)

involucran diversos factores fisicos, celulares y moleculares que se engloban dentro
de la inmunidad innata y adaptativa. La inmunidad innata, también llamada inmunidad
natural o espontanea, constituye la primera linea de defensa del hospedador durante
las etapas tempranas de la interacciéon con el organismo infectante. Es el factor clave

determinante del establecimiento, la progresion y la gravedad de la infeccién, asi como
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del desarrollo de la respuesta inmune adaptativa. Los mecanismos de la inmunidad
innata son especificos para estructuras comunes a grupos de microorganismos afines.
Esta respuesta es activada rapidamente en el sitio de la infeccion a través de
numerosos estimulos, pero no aumenta por exposiciones repetidas al mismo agente
(Sordillo y Streicher, 2002; Sordillo, 2005; Vivier y Malissen, 2005; Alnakip y col.,
2014). Los dos componentes mas importantes de la inmunidad innata son el
reconocimiento de patdégenos y la capacidad de montar una respuesta proinflamatoria,
una compleja interaccion de células y procesos moleculares destinados a la deteccién
y posteriormente eliminacion de patégenos (Rainard y Riollet, 2006). Dependiendo de
la eficiencia de estos mecanismos, los patégenos pueden ser eliminados en cuestién
de minutos u horas después de la invasion. Si esto ocurre, no se produciran cambios
notables en la funcién de la GM o en la composicion de la leche (Wellnitz y
Bruckmaier, 2012). Las defensas naturales o innatas de la glandula mamaria son
mediadas por la barrera fisica que constituye el canal del pezén, los macréfagos, los
neutrofilos, las células Natural Killer (NK) y algunos factores solubles (Alnakip y col.,
2014).

Si un patégeno es capaz de evadir o0 no es completamente eliminado por la
defensa innata, se activa la inmunidad adaptativa, la cual reconoce determinantes
antigénicos especificos de los patdgenos. Si el huésped encuentra el mismo antigeno
mas de una vez, ocurre una respuesta intensificada como consecuencia de la memoria
inmunolégica de ciertos linfocitos B. En comparacion con la primera exposicion al
antigeno, la respuesta de memoria suele ser mucho mas rapida, considerablemente
mas fuerte, mas duradera y mas efectiva en la eliminacion del patégeno. La respuesta
inmune adaptativa solamente puede ocurrir si los antigenos estan combinados con las
moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) presente en la superficie
de ciertas células, mediante un proceso denominado presentacion de antigenos. El
reconocimiento de los factores patogénicos para su eliminacion, esta mediado por

macroéfagos, algunos linfocitos y las inmunogloulinas o anticuerpos (Sordillo, 2005).

La resistencia de la glandula mamaria a la entrada de un patégeno esta dada

principalmente por tres componentes: el anatémico, el celular y el soluble.

1.3.3.1. Componente Anatomico
El canal del pezon junto con la piel, son considerados como la primera barrera

de defensa contra los patdgenos. La condicion de la piel de la glandula es de vital
importancia. Cuando la piel se encuentra sana la mayoria de los patdégenos tienen

limitadas chances de sobrevivir. El canal del pezén es la principal puerta de entrada a
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la ubre de numerosos microorganismos causantes de mastitis (Sandholm y Korhonen,
1995). El masculo liso y la elasticidad de los tejidos alrededor del conducto del pezén,
hacen que este se mantenga cerrado limitando asi el ingreso bacteriano (Sordillo y
col., 1997). El didmetro del pezén y en menor medida la longitud del mismo, tienen una
relacién directa con la incidencia de enfermedades intramamarias. A mayor diametro,

mayor tasa de nuevas infecciones (Meglia y Mata, 2001).

Asimismo, a medida que el proceso involutivo progresa, la glandula se torna
mas resistente, debido a la formacién del tapon de queratina en el conducto del pezdn,
el cual previene el ascenso y multiplicacion bacteriana en la glandula. Se han
identificado en su estructura algunos componentes bacterioestaticos tales como el
acido miritico, el acido palmitoleico y el acido linoleico (Craven, 1985; Sordillo, 2005).
Por otro lado, las proteinas catidnicas asociadas a la queratina, pueden unir patégenos
a través de uniones electrostaticas, alterdndoles su pared celular, aumentando la
susceptibilidad a la presiébn osmdtica, causando lisis y muerte del microorganismo.
Luego, las bacterias retenidas en la queratina, mas las células en proceso normal de
descamacion, son removidas por la columna de leche durante el ordefie (Corbellini,
1996)

Diferentes estudios demuestran que la remocién de esta sustancia esta
asociada al aumento en la susceptibilidad de la glandula a la invasion y colonizacién
bacteriana (Craven, 1985; Sordillo y Streicher, 2002; Alnakip y col., 2014). Si bien ese
tapon de queratina se remueve casi completamente durante el ordefie, dentro de las 3
horas posteriores se restablece completamente la funcion de defensa del canal del
pezén (Seanq, 2009).

De esta manera, el canal del pez6n constituye una barrera fisica, que opera en
forma mecénica mediante la formacion natural de un tapdn de queratina que evita la
entrada de agentes patdgenos al interior de la gldndula mamaria durante el periodo de
no lactancia (periodo seco), y una barrera bioquimica por la accién bactericida de la

queratina.

1.3.3.2. Componente celular
La secrecién lactea posee un componente celular constituido basicamente por

macrofagos (M@), polimorfonucleares neutréfilos (PMN), linfocitos (L) y, en menor
medida, células epiteliales, conocido en su conjunto como Células Sométicas (CS).

Las CS son un componente normal de la secrecion lactea, cuyo niumero y proporcion
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variara dependiendo del estado fisiolégico en que se halle la glandula, como asi

también de su grado de inflamacién (Meglia y Rota, 2001).

Neutrofilos: son el tipo celular predominante en tejidos mamarios y leche
durante una inflamacion temprana (Nickerson, 1985; Sordillo y Streichery 2002;
Alnakip y col., 2014). Estas células de la inmunidad innata viajan desde la sangre
hasta la glandula mamaria en respuesta a una variedad de mediadores inflamatorios
como citoquinas (Vangroenweghe y col.,, 2001 y 2002). Una vez en el sitio de
infeccion, la principal funcién de los PMN es de fagocitosis y destruccion de
microorganismos, siendo considerados como la primera barrera de defensa celular de
la glandula mamaria contra los patégenos (Paape y col., 1979). Su capacidad

bactericida esta dada por mecanismos dependientes e independientes de oxigeno.

Macréfagos: Los macrofagos de los tejidos, entre ellos la glandula mamaria,
derivan de los monocitos presentes en la sangre. Son el tipo celular predominante en
la leche y tejidos sanos de vacas lactantes (Sordillo y Streicher, 2002; Rainard y
Riollet, 2006; Alnakip y col.,, 2014). La fagocitosis por macréfagos aumenta
considerablemente en presencia de anticuerpos opsonicos para algunos patégenos
particulares. Ademas de participar en la respuesta inmune innata, los macréfagos
juegan un papel importante en la presentaciéon de antigenos, via CMH-II, a los
linfocitos (Sordillo y Streicher, 2002).

Linfocitos: De gran importancia en la inmunidad adaptativa, son las Unicas
células del sistema inmune que reconocen antigenos a través de receptores en sus
membranas que son especificos para cada patdégeno. Entre ellos podemos encontrar a
los Linfocitos T, que reconocen antigenos a través de receptores especificos de
membrana que definen las caracteristicas inmunoldgicas de especificidad, diversidad y
reconocimiento, Linfocitos B, cuyo papel principal es el de producir anticuerpos y
Linfocitos NK, que son células grandes, granulares, también denominados linfocitos no

inmunes, que poseen la habilidad de destruir en ausencia de moléculas del CMH.

1.3.3.2.1. Recuento de células somaticas (RCS)
Las denominadas células sométicas estan constituidas principalmente por

células de sistema inmune (80% en cuartos no infectados y 99% en cuartos con
mastitis) (Sordillo y col., 1997; Pillai y col., 2001). La presencia de células somaticas es
un indicador de los procesos inflamatorios que pueden estar ocurriendo en el tejido
mamario. Son parte del mecanismo de defensa natural del huésped e incluyen

linfocitos, macrofagos, neutréfilos y algunas células epiteliales (Pillai y col., 2001). El
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RCS es frecuentemente utilizado para distinguir entre cuartos infectados y no
infectados y representa una medida general del estado de infeccion y de la respuesta
de la glandula mamaria. Diferentes investigaciones permitieron arribar a la conclusion
que un valor promedio entre 200.000 cél/ml y 250.000 cél/ml, permite distinguir entre
cuartos infectados y no infectados (Dohoo y Leslie, 1991; Leavens y col., 1997; Leslie
y col., 1997; Schepers y col., 1997).

1.3.3.3. Defensas solubles
Como parte de esta clasificacion, entre los mecanismos inmunolégicos solubles

cabe mencionar al complemento y a las inmunoglobulinas.

El complemento consiste en una serie de proteinas que, una vez activadas,
ejercen funciones inmunoldgicas diversas, tales como opsonizacion de
microorganismos (C3b), quimiotaxis de neutréfilos (C5a), lisis de bacterias (C5b-9)
(Craven y Williams, 1985). Mas recientemente, se ha informado que el complemento
puede actuar modulando la respuesta inmune (Reid, 1995). La concentracion de
complemento en la glandula mamaria varia dependiendo del momento de la lactancia
y del grado de infeccién de la glandula. Su concentracion se halla elevada en calostro,
leche mastitica y durante el dltimo tercio de la lactancia (Craven y Williams, 1985).

Cuatro clases de inmunoglobulinas (Ig) han sido descriptas en la glandula
mamaria, IgA, IgE, 1gG (1gGi, 1gG,) e IgM (Butler, 1986), las cuales pueden ser
producidas en la misma glandula o derivar del torrente sanguineo. La concentracion de
lgs en la glandula varia de acuerdo al momento de la lactancia y al grado de salud de
la misma. En leche normal su concentracion es relativamente baja en comparacién
con el calostro (50 — 150 mg/ml), o con la glandula inflamada, incrementandose en
este dltimo caso entre 2 y 3 veces sobre el valor normal (Sordillo y col., 1997;
Norcross, 1991).

Ademés de los componentes mencionados anteriormente, se pueden encontrar
otros compuestos bacteriostaticos no especificos que ejercen una funcién
independiente y en conjunto con Igs y factores celulares para proporcionar proteccion
a la glandula mamaria. Entre ellos se encuentran la lactoferrina, lisozima, vy
lactoperoxidasa (Sordillo y Streicher, 2002; Sordillo, 2005). Por ultimo, las citoquinas,
juegan un papel importante en la regulacién de la actividad de las células que
participan en respuestas de tipo innata y adaptativa. Numerosos trabajos han
demostrado la capacidad inmunomoduladora de citoquinas sobre importantes

funciones de las células inmunes (Sordillo y Streicher, 2002; Sordillo, 2005).
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1.4. MASTITIS BOVINA

1.4.1. Definicion
La mastitis se define como la inflamacién de la glandula mamaria como

respuesta del tejido a un dafio. El propdsito de esta respuesta inflamatoria es de
destruir o neutralizar a los agentes infecciosos y a sus toxinas.El principal efecto de la
mastitis es la reduccion de la cantidad y la calidad de la leche producida por la
glandula mamaria, lo cual finalmente afecta la rentabilidad de la materia prima.
(National Mastitis Council, 2012).

Ocurre comunmente como consecuencia de una infeccion microbiana causada
por patdgenos (70% a 90%) que penetran a la glandula a través del canal del pezén,
pero también puede ser causada por una lesion (herida) y, menos frecuente, por

alergia y neoplasmas (Menzies y Ramanoon, 2001).

Se caracteriza por diferentes cambios ya sea fisicos o quimicos de la glandula
mamaria (Seegers y col., 2003; Zhao y Lacasse, 2008). Es reconocida comunmente
por signos clinicos, elementalmente por las anormalidades en la leche y la ubre. Los
sintomas clinicos incluyen una disminucion en la produccion de leche, aumento en el
namero de leucocitos, composicién y apariencia alterada (grumos) de la leche, fiebre,
cuartos mamarios enrojecidos, hinchados e hipertérmicos (Bedolla, 2004; Hillerton y
Berry, 2005). Sin embargo, vacas con mastitis subclinica no muestran ninguna sefial
obvia de la enfermedad (Kerr y Wellnitz, 2003), y a menudo presentan una disminucion
en la produccién de leche, un conteo elevado de leucocitos y un aumento en el

contenido de bacterias en la leche (Hansen y col., 2004; Hillerton y Berry, 2005).

Es causada por multiples factores y generalmente se da como respuesta a un
dafio local. En la propagacion de esta patologia intervienen una gran variedad de
factores, los cuales se pueden agrupar en tres biosistemas denominado “triangulo
epidemiolégico”; el huésped, los agentes infecciosos y el medio ambiente (NMC, 2003;
Chaves, 2009).

Es considerada una enfermedad altamente prevalente en el ganado lechero, y
es una de las mas importantes que afecta mundialmente la industria lechera; pues
ocasiona pérdidas econdmicas muy fuertes a todos los productores de leche en el
mundo debido a la disminucion de la calidad y cantidad de leche producida y un
aumento en el numero de tratamiento y servicios veterinarios, y pérdida de animales

(Ceron-Mufioz y col., 2002; Wellenberg y coll., 2002; Tomasinsig y col., 2010).
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1.4.2. Patogenia de la enfermedad
La infeccion de la glandula mamaria ocurre, generalmente, a través del

conducto del pezoén a partir de dos fuentes principales de contaminacion, dependiendo
del agente etiolégico: un cuarto infectado y/o el medio ambiente. La contaminacién de
las manos de los ordefiadores, los pafios de lavado y las unidades de ordefio pueden
diseminar con rapidez la infeccidbn a los pezones de otros animales por la leche

procedente de cuartos infectados (Radostits y col., 2002).

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

destruccién alveolar (Bedolla, 2008).

1.4.2.1. Invasion del pezén
La principal via de entrada de los distintos agentes patdégenos a la ubre bovina,

es el orificio del pezon y sélo en casos excepcionales la llegada puede producirse por
via hematdgena (Chaves, 2009; Alnakip y col., 2014).

El canal del pezén es la comunicacion directa con el exterior de la ubre y es
altamente especializado en prevenir tanto la salida de la leche como la entrada de
bacterias, jugando asi un papel importante en la defensa de la ubre contra la mastitis
(Muelas y col., 2004; Paulrud, 2005). Por este motivo, el pezon es la primera barrera
de defensa contra el ingreso de bacterias a la ubre.

La invasién del pezén ocurre generalmente durante el ordefio cuando los
microorganismos presentes en el equipo, en la leche o en la punta del pezén pueden
ser impulsados dentro del canal y de la cisterna debido a la entrada indeseable de
aire en la unidad de ordefio. Por otro lado, luego del ordefio, el canal permanece
dilatado por una o dos horas e inclusive, si esta dafiado, puede permanecer parcial o
totalmente abierto. Este proceso genera que los microorganismos del ambiente o

aguellos que se encuentran en la piel, puedan invadir facilmente el canal (NMC, 2004).

1.4.2.2. Infeccion e inflamacion
Estos procesos se desencadenan cuando los microorganismos se multiplican

rapidamente e invaden el tejido mamario y se establece una poblacién bacteriana que
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se disemina por toda la glandula. Estos procesos estan estrechamente relacionados a

la patogenicidad de cada microorganismo.

La inflamacion de la gldndula mamaria es el resultado de la reaccion del
huésped a los factores de invasion y multiplicacion de los microorganismos. (Bogni y
col., 1997; Barkema y col., 2006; Alnakip y col., 2014). Es un mecanismo de proteccién
que sirve para eliminar a los microorganismos, neutralizar sus toxinas y ayudar a
reparar al tejido productor de leche para que la glandula mamaria vuelva a funcionar
normalmente. Ademas trae aparejado modificaciones en la composicién de la leche
como la disminucion de la cantidad y calidad de caseinas sintetizadas, de grasa
butirosa y de lactosa. Ademas se observa un aumento de la concentracién de sodio,

cloruros, proteinas del suero sanguineo, enzimas y células somaticas (Chaves, 2009).

Algunas bacterias pueden avanzar dentro de la ubre atacando y colonizando
nuevos tejidos. Por lo general dafian primero los tejidos que recubren los grandes
tubos colectores de leche y pueden enfrentarse con globulos blancos presentes
naturalmente en bajas cantidades en la leche, principalmente PMN (Kerr y Wellnitz,
2003). Es asi que las células somaticas, constituyen la segunda barrera de defensa
debido a que pueden englobar y destruir a las bacterias invasoras o0 neutralizar
microorganismos que penetren a la glandula mamaria y asi ayudar a reparar los
tejidos dafiados para que regresen a su normalidad. Todo esto se lleva a cabo
mediante una respuesta inflamatoria. Durante este proceso, los leucocitos liberan

sustancias que atraen a mas leucocitos desde el torrente sanguineo hacia la leche.

Por otro lado, otros factores inhibidores de crecimiento bacteriano aumentan en

la inflamacion: lactoferrina, linfocitos T, B e inmunoglobulinas (Seanq, 2009).

Aun asi, si las bacterias no son totalmente destruidas, pueden continuar
multiplicAndose y comenzar a invadir los pequefios conductos y areas alveolares. Las
células secretoras de leche que son dafiadas por las toxinas, liberan sustancias
irritantes que conducen a un incremento en la permeabilidad de los vasos sanguineos.
Leucocitos adicionales, conjuntamente con fluidos, minerales y factores de
coagulacion, se mueven al lugar de la infeccion y penetran el tejido alveolar. La leche
coagulada puede cerrar conductos y en efecto, aislar las regiones infectadas. Todo lo
anterior deriva en una inflamacién (mastitis) y aumenta notablemente el RCS en la
leche ordefiada (Reza, 2000).
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1.4.2.3. Destruccion del tejido alveolar
Algunas veces los microorganismos son eliminados rapidamente y la infeccién

se resuelve. En este caso, los conductos tapados se abren y la composicion
y produccién de leche retorna a la normal en algunos dias. Aun asi, a medida que la
infeccion persiste y los conductos se mantienen tapados, la leche encerrada hace que
las células secretoras pasen a una etapa de descanso (sin producir) y el alvéolo
comienza a reducir su tamafio. Las sustancias liberadas por los leucocitos conducen a
una destruccidn completa de las estructuras alveolares, que son reemplazadas por
tejido conectivo y cicatriza. La destruccién del tejido secretor de leche es, en efecto, la
tercera linea de defensa de la vaca para mantener a la infecciébn bajo control. A
medida que la enfermedad progresa el nUmero de células somaticas en la leche se
eleva y se asocia con una reduccién permanente en la produccion de leche (NMC,
2004).

1.4.3. Clasificacion de la mastitis.
En los tambos la mastitis generalmente es causada por microorganismos,

principalmente bacterias, que invaden la ubre, se multiplican y sintetizan toxinas que
causan el dafio. Segun el National Mastitis Council (2003), dependiendo del grado de

inflamacién y dafo causado, la mastitis se puede clasificar en:

Mastitis subclinica: no se detectan cambios en la ubre y no se observan
anormalidades en la leche. Sin embargo, pueden aislarse microorganismos de la leche
y detectarse un aumento en el RCS. En la mayoria de los tambos, este tipo de mastitis
es la prevalente y causa las mayores pérdidas econdmicas por una reduccion en la
produccion de leche. Ademas, esta infeccibn asintomética constituye un reservorio

importante de microorganismos que pueden infectar a otros animales.

Mastitis clinica subaguda: esta forma de mastitis puede variar en severidad,
dependiendo en parte, del tipo de microorganismo que produjo la infeccion. Se pueden
observar alteraciones en la leche como coagulos y apariencia acuosa. Sintomas como
calor, hinchazén y sensibilidad en la ubre pueden presentarse en forma leve o estar

ausentes.

Mastitis clinica aguda: se caracteriza por un avance repentino de la
enfermedad con enrojecimiento, hinchazén, calentamiento y dolor de la ubre,

anormalidades importantes en la leche (sangre, coagulos, apariencia acuosa) y
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reduccién en la produccién de la misma. Se pueden presentar algunos sintomas
sistémicos como fiebre, pérdida del apetito, reduccién en la funcion del rumen, pulso

rapido, deshidratacion, debilidad y depresion.

Mastitis cronica: es la infeccion de la ubre que se presenta por un tiempo
prolongado. La mastitis cronica puede presentarse como una fase subclinica
indefinida, o la infeccidn puede alternar entre fases clinicas y subclinicas. En algunos

casos los signos clinicos pueden permanecer por largos periodos.

Mastitis no bacteriana: en esta forma de inflamacién de la ubre no es posible
aislar microorganismos en muestras de leche. Puede presentarse como casos clinicos

o subclinicos.

1.4.4. Etiologia
En la actualidad se han reportado mas de 100 microorganismos como

causantes de infeccion intramamaria. Sin embargo, la mayoria de las infecciones son
ocasionadas por especies de estafilococos, estreptococos y bacterias Gram-negativas,
esencialmente coliformes. Clasicamente estos microorganismos causantes de mastitis
han sido divididos en patégenos contagiosos y ambientales sobre la base de su
asociacion epidemiolégica con la enfermedad y a su proclividad de causar la infeccién
oportunista, persistente o transeunte, respectivamente. (Bradley y Green, 2001; Riffon
y col., 2001; Rossitto y col., 2002; Bedolla y Castafieda, 2003).

Los patégenos contagiosos de mayor importancia incluyen a Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium spp., y Mycoplasma spp. (Riffon y
col.,, 2001; Rossitto y col., 2002; Djabri y col., 2002). Estos microorganismos se
transmiten de vaca a vaca o de cuarto a cuarto, siendo el reservorio primario el animal
infectado o el cuarto de la ubre (Rossitto y col.,, 2002; Zadoks y col., 2001). La
exposicion de los cuartos mamarios no infectados se restringe al proceso del ordefie
(Bradley y Green, 2001, Zadoks y col., 2001; Zadoks, 2002; Bedolla y Castafeda,
2003). Su transmision puede ocurrir en el momento del ordefio por practicas como el
uso compartido de toallas para lavar y secar las ubres, por medio de las manos
contaminadas de los ordefiadores o por el uso de pezoneras no desinfectadas entre

vacas en los ordefios mecanicos (Calderén y Rodriguez, 2008)
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Los patdogenos ambientales, a diferencia de los contagiosos, son transmitidos
por el ambiente que sirve como la fuente primaria de estos microorganismos. Los
patdgenos principales en este grupo son los bacilos entéricos Gram-negativos
(Escherichia coli, Klebsiella spp.), Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, y

Enterococcus spp. (Rossitto y co.l, 2002; Bedolla y Castafieda, 2003).

1.4.5. Control de la mastitis bovina
La mastitis bovina ha sido motivo de atencién y la preocupacién para mejorar

su control en nuestro pais es notoria desde hace varias décadas. La necesidad de
adecuar la calidad de nuestra leche a las exigencias internacionales se hizo patente en
la década del 80, con la puesta en marcha de programas y planes de control en
diferentes provincias (Dupuy y col., 1989). La inclusién del RCS en los sistemas de
pago de la leche en la década del 90 fue el punto de inflexién para el mejoramiento de
la calidad sanitaria de la leche. (Calvinho y Tirante, 2005). El Nacional Mastitis Council
(2003) postula que los principios de prevencion pueden ser sintetizados en 5 puntos
fundamentales, denominados el “plan de cinco puntos”, que tiene como objetivo
reducir el grado y la duracion de la infeccion (NMC, 2003).

El plan incluye:

1) Utilizacion de medidas que mejoren la rutina de ordefio como:

Correcto uso del equipo de ordefio y su evaluacion periddica.

Limpieza y secado de los pezones antes del ordefio.

Desinfeccién de los pezones pre y posordefio (pre-dipping y teat-dipping).

Lavado y desinfeccion de las pezoneras y de la linea de produccién antes y
después del ordefio.

2) Aplicacion del plan de vacunacion.

3) Tratamiento antibidtico de los cuartos al momento del secado.

4) Tratamiento rapido de los casos de mastitis clinicas, a través del
diagnéstico precoz.

5) Eliminacion de vacas con mastitis cronicas.

En los paises de lecheria mas avanzada, donde los productores han aplicado
sistematicamente programas de control basados en higiene y terapia antibiética, se ha
observado una disminucién de la prevalencia de los organismos patégenos

contagiosos y un incremento relativo de los ambientales (Todhunter y col., 1995).
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Seran necesarias tareas de investigacibn complementarias para cubrir el déficit
de conocimientos en problemas puntuales que hacen al control de la enfermedad y
desarrollar medidas alternativas que permitan hacer mas eficiente el control de esta

enfermedad en el futuro.

1.4.6. Pérdidas econdmicas causadas por mastitis:
Desde el punto de vista econdmico, distintos estudios se han orientado a

determinar la relacion costo/beneficio de un programa preventivo para mastitis bovina.
Los mismos establecieron que dicha relacién es de 1/5, lo cual realza la importancia
de aplicar un programa preventivo efectivo para evitar la mastitis en el rodeo lechero.
Los costos asociados a mastitis incluyen disminucion en la produccion y calidad de
leche, leche descartada, gastos derivados de honorarios veterinarios, compra de
drogas, trabajo extra, descarte de vacas y ocurrencia de enfermedades concomitantes
(Schepers y Dijkhuizen, 1991; Halasa y col., 2007). Estos factores pueden explicar las
variaciones de costos totales de la enfermedad e influir drasticamente en la

conveniencia o no del control de la misma a nivel del tambo.

Las pérdidas por produccién atribuidas a la mastitis estan relacionadas a sus
formas de presentacién, clinica y subclinica, las que afectan en diferente grado el nivel
de produccién, el riesgo de descarte (Seegers y col., 2003) o muerte de la vaca (Miller
y col., 1993) y las chances de fallas reproductivas (Lavon y col., 2011). Una parte
importante de las pérdidas asociadas a la mastitis podrian deberse a la forma
subclinica de la enfermedad, como fue documentado en los trabajos de Yalcin (2000) y
Huijps y col., (2008). Asimismo, las pérdidas por descarte prematuro y otras derivadas
de la forma clinica de presentacion han sido reportadas como las més relevantes

(Halasa y col 2007, Hagnestam-Nielseny @stergaard 2009).

Hasta el afio 2012, en Argentina no se disponia de estadisticas actualizadas
acerca de las pérdidas econémicas causadas por la mastitis segun lo informado por
Calvinho y Tirante, (2005). Las ultimas estimaciones, realizadas hace tres décadas,
indicaron que las pérdidas anuales fueron de US$ 115 a US$ 220 millones por afio
(Gonzélez y col 1980). En el afio 2015, Vissio y col., realizaron un analisis sobre los
costos de dicha enfermedad en cuencas lecheras de la provincia de Coérdoba, y
reportaron que oscila alrededor de 0,99 US$/vaca/dia, valor que fue superior a las
cifras publicadas por Huijps y col., (2008) de 0,39 S$/vaca/dia, a las registradas por
Hagnestam-Nielsen y Ostergaard (2009) de US$ 0,46/vaca/dia, y a los US$
0,40/vaca/dia reportados por Halasa y col., (2009) (comparacion realizada a moneda

constante del afio 2012).
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En Argentina, diferentes estudios confirman grandes pérdidas econdmicas
como consecuencia de la disminucién en la capacidad potencial de produccion, gastos
de control y tratamiento y reduccién del valor biolégico del producto en al menos un
7%, lo que representa mas de 150 millones de ddlares por afio (Pellegrino y col.,
2011). El costo de mastitis representa el 16% de los ingresos brutos, donde el
componente mas importante corresponde a las pérdidas por mastitis subclinica, que

representaron en promedio el 87% del costo total (Vissio y col., 2015).

Ademas de los altos costos financieros para el ganadero, la mastitis tiene una
gran importancia en el valor higiénico de la leche y de sus subproductos debido a que
algunos agentes causantes de mastitis son patégenos en humanos, que puede haber
residuos de antibiéticos o quimicos en la leche por el tratamiento de la ubre y que el

consumidor exige que la leche provenga de animales sanos

1.4.7. Tratamiento de la mastitis bovina
Resulta dificultoso para los veterinarios determinar si los tratamientos de

mastitis tienen éxito porque no hay un resultado estdndar que se utilice para
determinarlo. Para la mayoria de los ganaderos, el objetivo practico del tratamiento es
producir rdpidamente una reduccién en los sintomas clinicos, eventualmente reducir el
recuento de células somaticas (RCS), prevenir la recurrencia de nuevos casos clinicos
y mantener el rendimiento esperado de leche. La interpretacién de los resultados del
tratamiento puede ser confusa porque la mayoria de los casos de mastitis causadas
por los patégenos se presentan con signos clinicos leves o moderados. Cuando las
vacas presentan casos leves de la mastitis, los signos clinicos normalmente
desaparecen en 4-6 dias, independiente del tratamiento. Sin embargo, la desaparicion
de los sintomas clinicos no siempre indica que la infeccién ha sido tratada con éxito.
Mientras que la leche puede aparecer visualmente normal, muchos de estos casos
puede simplemente haber pasado a un estado subclinico y mantener el RCS elevado.
Este hecho es especialmente cierto para algunos de los patégenos Gram positivos
(Hoe y Ruegg, 2006).

Las tasas de curacién bacterioldgica se utilizan generalmente en los estudios
de investigacion como el principal indicador de la eficacia del tratamiento, pero pocos
ganaderos o veterinarios evallan la desaparicién de los agentes patégenos de las
glandulas afectadas. La capacidad de lograr una curacién bacterioldgica depende del

patdgeno, la gravedad de caso, la variacion en la respuesta inmune en las vacas, la
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eficacia del protocolo de tratamiento y la prontitud de iniciar el tratamiento (Hillerton y
Berry, 2005). En un estudio reciente se reportd que la curacion bacteriologica fue de 7
veces mas probable en los casos de mastitis que se dan por primera vez en

comparacion con los casos recurrentes (Pinzén- Sanchez y col., 2010).

La relacién entre la incidencia de infecciones intramamarias causadas por
patdgenos del medio ambiente y el n° de partos del ganado (o la edad) ha sido bien
estudiada en los ultimos 25 afios (Smith y col., 1985). Las vacas mas viejas tienen un
mayor riesgo de tener tanto mastitis subclinica como clinica y varios estudios han
indicado que las vacas de mas lactaciones responden peor al tratamiento en

comparacion con el ganado joven (Fernandez Bolafios y col., 2012).

El efecto del n® de partos debe ser considerado por los veterinarios antes de
iniciar el tratamiento de mastitis; se han encontrado tasas de curacion clinica y
bacteriolégica del 39% para animales de primera lactacion y de 26-30% para vacas
multiparas (Pyorla y col., 1998; Deluyker y col., 1999). Seguidamente Sol y col.,
(2000), y McDougall y col.,(2007b), informaron que la curacidn bacteriol6gica después

de la terapia de mastitis fue menor en las vacas multiparas

1.4.7.1. Terapia de secado
En los sistemas de produccion de leche, se requiere de un cese de la

produccion antes de la préxima lactancia, con el fin que las glandulas mamarias
puedan regenerar el epitelio secretor y, de esta forma, asegurar que en la préxima
lactancia, la produccién de leche sea Optima; este tiempo es conocido como periodo
seco. El proceso de regeneracién epitelial puede haber finalizado 25 dias después de
iniciado el secado de las vacas (Elizondo, 2007), pero asimismo este periodo dura 45

dias en vacas de primer paricion y alrededor de 60 dias en vacas multiparas.

Se define a la terapia de la vaca seca (TVS), como la aplicacién por via intra-
mamaria (IMM) de un antibiético de lenta liberacién después del ordefio y que debe
mantener una concentracion minima inhibitoria durante varias semanas, con el fin de
disminuir o curar las infecciones IMMs existentes y/o prevenir las nuevas durante el
periodo seco (Bradley y Green, 2001). Ademas, dependiendo de los patégenos
involucrados (distribucion tisular y perfil de resistencia) se pueden usar diferentes
drogas tanto por via intramuscular, subcutdnea o por administracion intramamaria,
siempre que tengan esta indicacion para su uso en ganado lechero. Estos incluyen:

beta-lactamicos, aminoglucésidos, tetraciclinas, macrolidos, lincosamidas,
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polipéptidos, trimetoprim-sulfonamidas, combinaciones de ambos e incluso

fluoroquinolonas (Ehinger y Kietzmann, 1998).

El uso del tratamiento de secado de la vaca es un componente eficaz en todo
programa de control de la mastitis bovina (Philpot y Nickerson, 2000), que debe
también incluir: procedimientos de ordefio apropiados usando un equipo adecuado de
ordefio; sumergir los pezones inmediatamente después del ordefio en un producto que
se conoce que es seguro y efectivo; buena higiene de la ubre entre los ordefos;
registros precisos de mastitis clinica y de conteos de células sométicas en forma
individual para cada vaca con el objeto de ayudar a tomar decisiones de manejo; tratar
todos los casos clinicos de mastitis sin demora y apropiadamente; y descarte de vacas

con mastitis cronica.

Los productos que se utilizan contienen altos niveles de uno o0 mas antibiéticos
en una base de lenta liberacion, que mantiene niveles terapéuticos en la ubre seca,
durante un tiempo significativamente largo; la mayoria estan disefiados para eliminar
infecciones existentes causadas por las bacterias Gram-positivas, particularmente
Staphylococcus aureus e infecciones por estreptococos en el secado, y para prevenir

nuevas infecciones por S. aureus y estreptococos al inicio del periodo seco.

El tratamiento de todos los cuartos de todas las vacas es un practica de muy
buena aceptaciébn y las infecciones existentes, como las nuevas, se ven

marcadamente reducidas con el uso correcto de la TVS (Ruegg, 2004).

Por otro lado, el uso intensivo de antibiticos en el tratamiento y control de la
mastitis viene acompafiado por un aumento considerable en la resistencia de los
microorganismos a los antibidticos (Ryan y col., 1999a; Makovec y Ruegg, 2003;
Turutoglu y col., 2009; Pellegrino y col., 2011). Ademas, su aplicacién genera residuos
que aparecen en los productos comestibles obtenidos de los animales tratados (Noa-
Lima y col., 2009). Estos residuos, contenidos en los alimentos, representan un peligro
potencial para la salud del consumidor por causar: alergias, alteracion de la flora
intestinal, reduccion de la sintesis de vitaminas y estimulacion de bacterias
antibidticoresistentes; siendo esta ultima la de mayor importancia por la aparicion de
resistencia multiple en bacterias patégenas al ser sometidas a bajas concentraciones
sub-terapéuticas (Magarifios, 2000). De esta manera, a pesar que la aplicacion de esta
terapia ha sido relativamente efectiva, la utilizacion de antibidticos de manera

preventiva y que ocasiona la aparicibn de residuos en leche de vacas tratadas,
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sumado a la resistencia de patdégenos y microbiota indigena, le confieren grandes

desventajas (Calvinho y col., 2002; Gentilini y col., 2002; Movassagh, 2011).

1.4.7.2. Tratamientos alternativos
Uno de los mayores desafios de la industria lechera moderna es aplicar

terapias que reduzcan el uso de antibidticos en los animales productores de alimentos,
conjuntamente con el retiro del animal enfermo del circuito productivo

(Vangroenweghe y col., 2002).

El uso de antibiéticos como medida profilactica estd siendo sometido a un
debate considerable en todo el mundo debido a su conexién con la aparicién de
resistencia bacteriana, particularmente con la prevalencia de microorganismos tales
como Staphylococcus aureus meticilino resistentes (SARM), prevalentes en pacientes
nosocomiales (David y Daum, 2010).

Estas preocupaciones han llevado a la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) y la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO), en sesiones de la Comision del Codex Alimentarius, a buscar medidas
destinadas a reducir la resistencia a los antimicrobianos en terapias con antibiéticos en
bovinos (Gonzalez-Gracia, 2011). Algunos investigadores (Browning y col., 1990,
Crispie y col., 2004; Klostermann y col,. 2008) han recomendado que la terapia con
antibioticos de vaca seca no debe usarse como una rutina de medida profilactica, sino
mas bien se debe restringir al tratamiento de las vacas infectadas. Es por esto que,
existen en la actualidad numerosas lineas de investigacion dirigidas a la busqueda de

métodos alternativos contra la mastitis.

La aplicacion de vacunas (Giraudo y col., 1997; Pellegrino y col., 2008 y 2010)
constituye una alternativa interesante, ya que su aplicacion contribuye no solo a
disminuir la frecuencia y severidad de las mastitis clinicas sino también a eliminar las
mastitis crénicas. Algunas de las vacunas mas estudiadas son: “REDUMAST”
elaborada con antigenos capsulares extraidos de cepas patdgenas de S. aureus
(Giraudo y col., 1997), “J5” elaborada con la bacterina de la cepa de E. coli J5 que la
transforma en la vacuna para mastitis ambiental (contra coliformes) mas probada en el
mundo (Hogan y col., 1992), “MASTIVAC I” compuesta por tres cepas de campo de S.
aureus (Leitner y col., 2011), la “Bacterina/STARVAC” elaborada con la cepa de E. coli
J5 inactivada mas la cepa inactivada de S. aureus (CP8) SP140 que expresa un

complejo asociado antigénico slime (Prenafeta y col., 2010) y la “cepa mutante
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avirulenta S. aureus RC122” (Bogni ., 1997; Giraudo y col., 1997; Reinoso y col., 2002;
Pellegrino y col., 2008, 2010, 2016), entre otras.

Por otro lado, se pueden mencionar también los inmunomoduladores (Dallard,
2007; Bogni y col., 2011) y los microorganismos probioticos y sus metabolitos (Ryan y
col., 1998 y 1999b; Ross y col., 1999; Twomey y col., 2000; Crispie y col., 2005 y
2008; Beecher y col., 2009; Klostermann y col., 2008 y 2010).

La generacion de formulaciones no antibidticas para el tratamiento y la
prevencion de la mastitis en las vacas tiene potencial para reducir la dependencia
veterinaria de los antibi6ticos en el control de esta enfermedad persistente y costosa
(Ryan y col.,, 1999). En este sentido, el uso de bacterias probidticas ha sido
ampliamente estudiado como un enfoque novedoso para prevenir infecciones en
animales, especialmente en el tracto gastrointestinal y vaginal (Otero y Nader-Macias,
2007; Walsh y col., 2008).

1.5. PROBIOTICOS
1.5.1. Definicidn y caracteristicas

El término probidtico literalmente significa "para la vida" y fue acufiado por
primera vez en la década de 1960. De acuerdo con el informe de la Organizacién
mundial de la salud (OMS) y la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) (2002), los probiéticos son "microorganismos vivos
que cuando se administran en adecuadas cantidades confieren un beneficio para la
salud del hospedero™ Es a partir de esta visidon que nace el concepto “bacterioterapia”,
término utilizado cuando una cepa inofensiva se implanta en la microflora del huésped
para mantener o restablecer un microbioma natural por la interferencia y/o la inhibicion
de otros microorganismos, especialmente patdgenos, lo cual es concordante con la
definicion de probidticos. La bacterioterapia nos conduce a formas alternativas de
lucha contra enfermedades infecciosas, con menos efectos colaterales que los
farmacos convencionales, y también ayuda en el tratamiento de trastornos que

parecen no tener relacion con las bacterias. (Fierro-Monti y col, 2017).

1.5.2. Mecanismo de accion
Los probiéticos pueden ejercer sus efectos beneficiosos sobre la salud del

huésped por diferentes y varios mecanismos: adhesion al epitelio celular,
colonizacion, formacion de biopeliculas, produccion de biotensioactivos, agregacion y

co-agregacion, produccion de metabolitos antagonistas (acidos orgénicos, peréxido de
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hidrégeno, bacteriocinas), competencia por nutrientes, produccién de enzimas y / o
modulacion del sistema inmune, siendo este, uno de los efectos benéficos mas
importantes (Corthésy y col., 2007; Charalampopoulos y Rastall, 2012). En funcién a
esto se ha observado que, en bacterias Gram positivas probibticas, la pared celular
actuaria como activadora de la respuesta inmune (Ross y col., 1999). Es probable que
estos microorganismos pueden ejercer sus efectos como resultado de uno o mas de

estos mecanismos (Espeche y col., 2009).

Las bacterias productoras de bacteriocinas, asi como las bacteriocinas per se,
son de creciente interés como controles bioldgicos en la fabricacién de bebidas y
productos fermentados, principalmente en el area de productos lacteos. Estas
bacterias también se han propuesto como probi6ticos para uso humano o animal
(Ocanfa, 2004).

1.5.3. Géneros considerados probidticos
Actualmente los microorganismos mas utilizados como probiéticos, tanto en

humanos como animales, son: Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium, Bacillus,
Streptococcus, Pediococcus, levaduras como Saccharomyces y Torulopsis y hongos

del género Aspergillus (Dunne y col., 2001).

La combinacion de la actividad metabdlica de cepas bacterianas potencia la
actividad antimicrobiana contra microorganismos patégenos, en comparacién con la
actividad que pueden presentar las cepas microbianas en forma individual. La
formulacién mixta de bacterias acido lacticas ha sido estudiada para la produccién de
preparados probibdticos con actividad antimicrobiana contra patégenos (Garcia

Gonzales y col, 2017).

1.5.4. Aplicaciones
En un estudio previo, Espeche y col. (2009) aislaron varias bacterias acido

lacticas (BLs) de la leche de bovino con el objetivo de estudiar sus propiedades para el

disefio de un producto probidtico para la prevencion de la mastitis bovina.

En el campo de la salud bovina, los probiéticos se aplican principalmente para
prevenir infecciones gastrointestinales y con fines nutricionales (Rodriguez-Palacios y
col., 2009; Espeche y col., 2012). Pero en los ultimos afios, ha surgido el concepto de
control biolégico como una alternativa sustentable, interesante para luchar contra los
patdégenos en general. Por lo tanto, la gama de aplicaciones de bacterias probitticas
se ha ampliado, y ahora se consideran una alternativa para tratamientos contra la
mastitis bovina (Espeche y col., 2012; Reid, 2004).
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Se sabe que los lactobacilos tienen un efecto protector contra algunas
infecciones. Esta capacidad se ha relacionado con las propiedades de adhesién a las
células epiteliales, que inhiben la adhesion de patégenos especificos por la
competencia o por impedimento estérico, asi como a la inhibicion del crecimiento de
patdgenos por la secrecibn de bacteriocinas, H,O,, u otros compuestos
antimicrobianos, la competencia por los nutrientes y la modulacién de la respuesta
inmune del huésped (Reid y Burton 2002). Por otra parte, el uso de una bacteriocina
producida por Lactococcus lactis se informd ser tan eficiente como una terapia con
antibiéticos convencionales para el tratamiento de mastitis estafilococcicas (Beecher y
col., 2009; Klostermann 2008). Ryan y col., (1999ab), Ross y col. (1999), Twomey y
col. (2000), Crispie y col. (2005 y 2008), Beecher y col., (2009) y Klostermann y col.,
(2008 y 2010) informan sobre una posible utilizacion intramamaria tanto de la cepa de
L. lactis como de su bacteriocina, la lacticina 3147. Mientras que Even y col., (2009),
demuestran que algunos genes de virulencia de S. aureus fueron selectivamente
regulados en forma negativa en un cultivo mixto con L. lactis. Asimismo, la nisina, un
polipéptido antimicrobiano producido por Lactococcus lactis, ofrece una mayor tasa de
curacion de la mastitis causada por S. aureus (Shaheen y col., 2016).Una de las
caracteristicas que se aplica para la seleccién de cepas probibéticas es la capacidad de
adhesion al epitelio celular (Otero y col., 2006). La adhesién es una de las estrategias
que promueven el avance y la colonizacion de las bacterias y también es el primer
paso en la formacién de una barrera o una biopelicula para evitar la colonizacion por

microbios indeseables.

Es bien sabido que BLs puede inhibir patégenos oportunistas como S. aureus
en matrices alimentarias y también en el ecosistema vaginal mediante la produccién
de perdxido de hidrégeno. De hecho, la mayor parte de las BLs aisladas de la
microbiota de la vagina humana o bovina sana son grandes productores de peroxido
de hidrogeno y ejercen un efecto beneficioso (Espeche y col, 2012). En los ultimos
aflos ha aumentado el interés en desarrollar enfoques alternativos para la prevencion
de IIM, particularmente en vacas secas (Crispie y col., 2004b, 2005). En el afio 2007
se comenz06 a trabajar en forma conjunta con el grupo de investigacion de la Dra.
Nader-Macias (CERELA-CONICET) a través de la firma de un convenio de
Investigacién para el desarrollo de formulaciones probidticas de uso veterinario para la
prevencion de la mastitis bovina (Convenio CONICET-UNRC). En el marco de este
convenio, en una primera etapa, se aislaron y caracterizaron BLs de glandula

mamaria de animales sanos y con mastitis clinica y subclinica de las provincias de
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Tucuman y Cordoba. En los microorganismos aislados se determinaron propiedades
benéficas (inhibicion a patdégenos, auto-agregacion, adherencia, produccion de
sustancias antagodnicas) y se seleccionaron cepas que presentaron propiedades
adecuadas para ser incluidas en un producto veterinario para la prevencién de la
mastitis bovina (Espeche y col., 2009; Frola y col., 2011; Espeche,y col., 2012). En la
segunda etapa, se realizaron ensayos de inoculacién para evaluar la inocuidad de
una de las cepas al ser aplicada en la glandula mamaria bovina, evaluando su efecto a
través de la observacion de parametros clinicos en la ubre (RCS, enrojecimiento,
inflamacién) y de modificaciones estructurales en la glandula por estudios histoldgicos
del tejido epitelial del canal y la cisterna del pezon (Frola y col., 2012). A partir de los
resultados obtenidos se seleccionaron 3 cepas BLs (Lactobacillus perolens CRL1724;
Enterococcus hiriae CRL1835; Lactococcus lactis subsp lactis CRL1655) que
presentaron caracteristicas interesantes para ser incluidas en un producto para la
prevencion de la mastitis bovina. Ensayos in vitro e in vivo, demostraron que no existe
inhibicion cruzada entre estas cepas y que no producen ningun efecto adverso al ser
inoculadas en una concentracion adecuada en ubres de bovinos en el periodo seco
(datos no publicados). Por ultimo, en una tercera etapa, se decidi6 continuar los
ensayos con 2 de las cepas seleccionadas, Lactobacillus perolens CRL1724 y
Lactococcus lactis subsp lactis CRL1655. Se avanz6 en el estudio de la respuesta
inmunolégica desencadenada al inocular estas cepas en ubres bovinas, siendo el
primer trabajo que describe el efecto inmunolégico de la inoculacién de BLs en la ubre
bovina en el periodo de secado (Pellegrino y col., 2017). Los resultados mostraron que
estos microorganismos probiéticos pueden actuar como inmunomoduladores en la
ubre de los bovinos y estimular tanto la inmunidad local como sistémica (Pellegrino y
col. 2017). Ademas, se determiné la viabilidad de las cepas luego de la liofilizacién en
diferentes medios crioprotectores y a diferentes periodos de tiempo (24h, 30d, 90d y
180d). En este trabajo, se evalu6 la adicion de otros componentes (fitocompuestos,
vitaminas y excipientes) al producto que puedan realzar el efecto protector de los

probidticos per se, sin causar inhibichion de estos.
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1.6. FITOCOMPUESTOS

El uso de plantas medicinales para el alivio o cura de enfermedades se
remonta a los origenes de la humanidad. Después de siglos de uso empirico de
preparaciones herbaceas, recién a comienzos del siglo XIX se obtuvo la idea de
utilizar como medicamento a un compuesto quimicamente puro obtenido a partir de
una planta con accion terapéutica; surgiendo asi, la primera separacién de un
compuesto quimico (morfina) de una droga natural (“opio”) por parte del farmacéutico

aleman Friedrich W. A. Seruner.

En la dltima década, el interés por las drogas naturales ha sufrido un
crecimiento progresivo debido, principalmente, al surgimiento y al desarrollo de la
ecologia como una forma de vida que permiti6 modificar y adoptar costumbres o
habitos acordes a una vida mas saludable. Los rodeos lecheros son especialmente
susceptibles a la mastitis durante el periparto y el secado, donde se produce una
disminucién de los mecanismos de defensa de la glandula mamaria. En estos periodos
la funcién inmune esta desbalanceada y hay una susceptibilidad incrementada a
infecciones. Una de las posibles causas es la declinacién de la poblacién de linfocitos

T, que lleva a una inmunosupresion (Sordillo, 2005; Thompson-Crispi y col., 2014).

Debido a esto es necesario realzar la respuesta inmune del animal, objetivo
que se persigue con la administracion de una formulacion intramamaria con bacterias
probidticas en combinacién con fitocompuestos. Se conoce que geles herbales
calmantes y no irritantes son eficaces en el tratamiento y profilaxis de la mastitis
bovina, y ademas tienen efecto inmunomodulador. La fitoterapia o los remedios
herbales estdn asumiendo pertinencia en afios recientes en vista del desarrollo de la

resistencia a los antibioticos y persistencia de residuos de farmacos en la leche.

En la actualidad, existe una gran preocupacion basada en la gradual reduccién
del nimero de antimicrobianos eficientes y en los efectos téxicos de los residuos de
los mismos en productos alimenticios de origen animal. (Voss-Rech y col., 2011). De
este modo, la nueva fitoterapia incluye la preparacion y validacion de formulaciones a
base de diversas especies vegetales, realizadas por profesionales especializados, con
el fin de satisfacer las necesidades de los usuarios en aspectos importantes como la

prevencion y la salud (Carballo y col., 2005).

Ciertas hierbas, incluida la Echinacea, son utilizadas en veterinaria en el norte

de América y Europa, y aunque relativamente pocos informes han descrito estudios
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basicos analogos a los descritos para enfermedades humanas, o incluso ensayos
controlados en animales, invariablemente, los tratamientos se concluyeron como

seguros y gratuitos de efectos secundarios significativos (Karsch-Volk y col., 2014)

Dentro de los fitocompuestos mas estudiados, y que se evaluaron en el marco
de este trabajo de investigacion, se encuentran:

1.6.1. Aloe vera
La especie de planta Aloe vera, conocida dentro de la medicina herbolaria

como sabila, pertenece a la familia Liliaceae. Es muy utilizada en medicina tradicional
como laxante, antiulcerosa, antituberculosa, analgésico y antiinflamatorio, entre otros
usos (Carlini, 1988; Martinez y col, 1996) Estudios farmacoldgicos han confirmado sus
efectos como cicatrizante de heridas y quemaduras, laxante, antiulceroso,
antiinflamatorio, analgésico y hepatoprotector. Ademas, se ha reportado la actividad
antimicrobiana del jugo de las hoja fresca frente a Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogens y Corynebacterium xerosis, y el jugo de la planta seca es
efectivo ante Pseudomonas aeruginosa y Proteus vulgaris. Ademas se le han

encontrado propiedades como fungicida y analgésico en uso externo.

1.6.2. Equinacea spp
La Equindcea purpirea es una planta nativa pertenciente a la familia

Compositae. Presenta una gran relevancia en el mercado de la medicina herbolaria en

Europa, Canada y Estados Unidos (Rawls, 1996).

Entre sus propiedades, se destaca la inmunomodulacién,; en diferentes
estudios se ha demostrado su capacidad de aumentar el recuento leucocitario, la
actividad y proliferacion de macrofagos, la funcion de células natural Killer, la
activacion del complemento, la amplificacion de la respuesta de factores tales como
factor de necrosis tumoral, interleuquinas 1, 6 y 10, y la inhibicibn de la enzima

hialuronidasa.

En cuanto a su actividad antimicrobiana, algunos articulos disponibles en la
literatura cientifica concluyen que la Echinacea no posee una actividad antimicrobiana

considerable (Wendakoon y col.,, 2012). Por otro lado, se ha propuesto que la
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Echinacea angustifolia tendria un importante efecto antioxidante (Barrett, 2003;
Nematalla y col., 2011), incluyendo la capacidad de atrapar radicales libres y especies
reactivas del oxigeno, fundamentalmente el radical hidroxilo, lo que produciria una

disminucion de la lipoperoxidacién en células humanas (Hu y Kitts, 2000).
1.6.3. Centella asiatica

Es una enredadera herbdcea perenne, perteneciente a la familia Apiaceae,
ampliamente utilizada en Asia y que poco a poco se va haciendo su lugar en
Occidente. En el siglo XIX, la Centella asiatica y sus extractos se incorporaron a la
farmacopea india, en la que ademas de la cicatrizacién de heridas, se recomendaba
para el tratamiento de diversas afecciones cutaneas como la lepra, el lupus, las
Ulceras varicosas, el eczema, la psoriasis, la diarrea, la fiebre, amenorrea y

enfermedades del tracto genitourinario femenino (Brinkhaus y col, 2000).

Un estudio preclinico informé que varias formulaciones (ungtiento, cremay gel)
de un extracto de Centella asiatica acuoso aplicado a heridas abiertas en ratas (3
veces al dia durante 24 dias) dieron como resultado una proliferacion celular

aumentada y sintesis de coldgeno en el sitio de la herida (Sunilkumar y col, 1998).
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HIPOTESIS:

El agregado en una concentracion adecuada de fitocompuestos (Equinacea,
Centella asiatica, Aloe vera), no fitocompuestos (vitamina D, acido ascérbico) y
excipientes (Fructosa, Sepigel, Acido salicilico, (Vaselina liquida y soélida) y Estearato
de aluminio), no afecta la viabilidad de las Bacterias Lacticas y no producen efectos

adversos en los animales al ser inoculados de forma intramamaria.
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2. OBJETIVO GENERAL

Abordar la problemética de la prevencion de la mastitis bovina a través del
desarrollo de productos basados en formulaciones alternativas y complementarias a

las medidas de control existentes en los tambos.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Evaluar la viabilidad de las Bacterias Lacticas seleccionadas frente
a diferentes concentraciones de fitocompuestos (Equinacea,
Centella asidtica, Aloe vera) y vitaminas (vitamina D y acido

ascorbico) con actividad inmunomoduladora demostrada.

B) Evaluar la viabilidad de las Bacterias Léacticas seleccionadas frente
a diferentes concentraciones de excipientes de uso frecuente en las
Formulaciones Intramamarias (estearato de aluminio, vaselina

(liquida y solida), fructosa, acido salicilico).

C) Realizar ensayos de inocuidad de los excipientes usados en la

Formulacién Intramamaria en bovinos en el periodo de secado.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. CEPAS BACTERIANAS

3.1.1. Bacterias Lacticas (BL) probidticas
e Lactobacillus perolens CRL1724

e Lactococcus lactis subsp. lactis CRL1655.

Aisladas a partir de leche bovina. Las mismas fueron caracterizadas y
seleccionadas sobre la base de sus propiedades probidticas. Estas cepas se
obtuvieron en el marco de un Convenio de Investigacion Conjunta entre la UNRC y el
CERELA-CONICET (Centro de Referencia para Lactobacilos). Las cepas se
encuentran depositadas en el cepario del CERELA, Tucuman (CERELA-CONICET)
(Espeche y col., 2009; Frola y col., 2011; Espeche y col., 2012, Pellegrino y col.,
2012).

3.2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron 11 vacas Holando-Argentino en lactancia proximas al secado,
pertenecientes a un tambo ubicado en la localidad de Malena asentado y aprobado por
el ente fiscalizador pertinente (SENASA).

3.3. MEDIOS DE CULTIVO Y DE CONSERVACION

Los siguientes medios de cultivo comerciales fueron preparados segun las
recomendaciones del fabricante y se agreg6 agar (Britania), a razén de 15 g/l, a los

caldos cuando fue necesario obtener medios sélidos.

e Caldo Man Rogosay Sharpe (MRS) (Britania).

e Agar Tripticasa Soya (TSA) (Britania)
e Caldo Infusion Cerebro-Corazén (BHI) (Oxoid)

e Agar Cristal Violeta- Rojo Neutro- Bilis- Glucosa (VRBG) (Britania)
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e Agar Eosina Azul de Metileno (Britania)

Por otro lado, los medios preparados en el laboratorio fueron elaborados segun se

describe a continuacion:

e Caldo Nitrato:

Extracto de carne 50
Peptona 549
KNO3 lg
Agua destilada c.s.p. 1000 ml

e Caldo Indol:

Peptona de Carne 109
Cloruro de Sodio 549
Agua Destilada €.S.p.1000 ml

e Medio leche extracto de levadura (LEL):

Leche descremada 10g

Extracto de levadura 05¢g
Glucosa 1lg

Agua destilada C.S.p 1000 ml

Para su elaboracién se adicionaron 0,5 ml de glicerol por cada 4,5 ml de LEL.

3.4. DROGAS E INSUMOS COMERCIALES:

3.4.1. Fitocompuestos
Los mismos fueron obtenidos en forma de polvo sélido, obtenido del macerado de
la planta completa. Para su utilizacién fueron diluidos en caldo MRS estéril, calentados

durante 15 minutos a bafio maria a 75°C, y la solucién obtenida fue sometida a

filtracion clarificante.

e Extracto seco de Equinacea (Parafarm)
e Extracto seco de Centella asiatica (Parafarm)

e Extracto seco de Aloe Vera (Parafarm)
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3.4.2. Compuestos con actividad inmunomoduladora

Ambas vitaminas fueron disueltas en caldo MRS estéril.

e Vitamina D (Parafarm)

e Vitamina C (Parafarm)

3.4.3. Excipientes:
e Estearato de aluminio
e Vaselina (liguida y sélida)
e Acido salicilico de uso externo (Parafarm)

e Fructosa pura (Parafarm).
Para su uso, fue disuelta en caldo MRS estéril y luego calentado en la llama del
mechero para favorecer su disolucién.

e Sepigel 305

Antes de su utilizacion, fue esterilizado en autoclave durante 15 min a 120°C. Luego,
se diluyo en caldo MRS estéril para conseguir las concentraciones deseadas.

La viabilidad in vitro de las cepas BL frente a los compuestos mencionados
anteriormente fue evaluada por dos técnicas descriptas para tal fin (Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), 2008).

3.4.4. Insumos
Discos Millipore de 0,4 um: para filtrado clarificante.

Jeringas de 10 ml

Filtros

3.5. SOLUCIONES Y REACTIVOS

e Solucion fisiolégica (SF)
NacCl 09g

Agua destilada c.s.p 100 ml

e Alcohol (Porta) 70%
Alcohol 70 ml

Agua destilada 30 ml
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o Reactivos paralatincién de Gram
Cristal violeta

Safranina
Lugol
Alcohol 100%

e Aguaoxigenada

o Reactivos parala prueba de reduccién de nitratos

Reactivo A

a-naftilamina 59

Acido acético (5N) al 30% c.s.p. 1000 ml
Reactivo B

Acido sulfanilico 8¢

Acido acético (5N) al 30% c.s.p 1000 ml

e Reactivo de Zinc
e Glicerol (Cicarelli)
e Reactivo de Kovacs

e Reactivo paratincién de células somaticas

Azul de Metileno 0,649
Alcohol etilico 54 ml
Tetracloroetano 40 ml
Acido acético glacial 6 ml

Mezclar el alcohol etilico con tetracloroetano y calentar a bafio maria (60 — 70°C).
Agregar el Azul de Metileno y agitar. Después de enfriar, agregar el acido acético

glacial y filtrar.

3.6. EQUIPOS DE LABORATORIO

Microscopio 6ptico Zeizz (Primo Star).
Centrifuga refrigerada (Thermo Scientific Sorvall ST16R)
Lector para placas de ELISA (Labsystem Multiscan MS)

Estufa de cultivo
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3.7. MANTENIMIENTO Y EVALUACION DE CEPAS BACTERIANAS

3.7.1. Evaluacion de cultivos
Para realizar la conservacién de las BLs, es necesario comprobar su pureza,

para lo cual se realizé lo siguiente:

Se realizo la tincibn de Gram de los cultivos activos de ambas BLs. Aquellos
microorganismos Gram positivos (+) fueron sometidos a distintas pruebas metabdlicas
con el fin de corroborar que fueran las cepas de bacterias lacticas aisladas.

Produccion de Catalasa: Se tomo una colonia de cada microorganismo y se la

homogeneiz6 en una gota de agua oxigenada dispuesta sobre un portaobjeto. El
peroxido de hidrogeno, por accién de la enzima catalasa, se desdobla en oxigeno y
agua. La reaccion es positiva (+) cuando se observa la formacién de burbujas. Las BL
son negativas para esta prueba.

Prueba de Reduccion de Nitratos: Se inoculé un tubo de caldo Nitrato con 400

Ml de un cultivo activado y se incubd a 37°C durante 5-7 dias. Posteriormente se
agregaron unas gotas del reactivo A seguido de unas gotas del reactivo B. El
desarrollo de un color rojo dentro de los 30 segundos después de agregar los
reactivos, indica la presencia de NO,. y representa una reaccidn positiva. Si no se
observa color, puede que el NOs. no fue reducido a NO,. 0 que se haya reducido a
otros productos. Por lo tanto, es necesario agregar una pequefia cantidad de polvo de
Zn al tubo. Si se produce un color rojo, indica presencia de NOs. y confirma la reaccién
negativa. Si el medio continda incoloro significa que ya no queda mas NOs. por reducir
y la prueba es, entonces, positiva. Las BLs son negativas para esta prueba.

Prueba de Indol: Se inoculé un tubo de caldo Indol con 400 pl de un cultivo

activado y se incub6 a 37°C durante 5-7 dias Luego se agreg6 entre 0,2-0,3 ml de
reactivo de Kovacs y se observo al cabo de 10 minutos. La presencia de un anillo rojo
en la superficie del cultivo, indica reaccion positiva. Las BLs son negativas para esta
prueba.

Para ambas pruebas bioquimicas se utilizaron los siguientes controles: Control (-):
tubo sin inocular. Control (+): tubo inoculado con una cepa positiva para estas

pruebas.

3.7.2. Conservacién de bacterias del acido lactico
Las cepas se conservaron en medio LEL a -20°C. Previo a su conservacion,

fueron chequeadas respecto a su viabilidad y pureza mediante siembras en placas de
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MRS, tincién de Gram, y la realizacién de las pruebas bioquimicas catalasa, indol y
nitrato, para las cuales deber ser negativas. A partir de las placas con colonias
aisladas, se tom6 un colonia y se resuspendié en 5ml de caldo MRS estéril. Luego de
una incubacién de 24hs a 37°C se centrifugd durante 5 minutos a 10000 r.p.m. y se
descart6 el sobrenadante. El pellet obtenido se resuspendié en 2 ml de LEL-glicerol en

tubos crioviales y se conservaron a -20°C hasta su utilizacion.

3.7.3. Activacion de bacterias del acido lactico

Para activar las cepas se siguio la metodologia descripta por Hutt y col. (2006)
y Frola y col. (2011), con algunas modificaciones.
Se inocularon alicuotas de 400 pl de cada cepa conservada en LEL en 5 ml de caldo
MRS estéril. Los tubos fueron incubados a 37°C durante 24 hs y se realizaron repiques
sucesivos en medio MRS fresco trasvasando 400 pl del cultivo crecido. Los tubos
inoculados correspondientes al tercer repique, se conservaron a 4°C hasta su
utilizaciéon, en un periodo de tiempo que no superase los 21 dias. Previo a su
utilizacion, los cultivos fueron incubados a 37°C durante 24 h para la realizacion de los

diferentes ensayos.

3.8. CINETICA DE CRECIMIENTO

3.8.1. Curvas de calibrado
Se coloc6 una alicuota de 1 ml de un cultivo activo en un Erlenmeyer que

contenia 20 ml de caldo MRS estéril, por duplicado (denominado cultivo inicial). Se
homogenizé e incub6 a 37°C hasta alcanzar una Densidad Optica (DO) a 600nm de
0,6. Luego el cultivo inicial se diluyé en MRS, para lograr diluciones 1:2, 1:4, 1,8 y 1:10
y se midieron sus respectivas DO. Paralelamente, a partir del cultivo inicial, se
realizaron diluciones seriadas en base 10 hasta llegar a la dilucion 107, y se
sembraron las diluciones 10®, 107°, 10° y 107 por la técnica de microgota, es decir
gotas de 20 pl por triplicado. Las placas se incubaron a 37°C durante 24-48 horas y se
contaron las gotas que contenian entre 3 y 30 colonias (Figura 5). Este ensayo se

realiz por triplicado para cada una de las BLs.
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Figura 5: Protocolo empleado paralarealizacion de curva de calibrado.

3.8.2. Curvas de crecimiento
Se colocd una alicuota de 1 ml de un cultivo activo en un Erlenmeyer que

contenia 20 ml de caldo MRS estéril, y se midio la turbidez a DOgoonm inmediatamente
después de la inoculacién (0 h). Luego, se incubo en estufa a 37°C, y cada dos horas
se realizaron sucesivas mediciones de la DOgynm , COrrespondiendo a los tiempos 1
(2h), 2 (4h), 3 (6h), 4 (8h), 5 (10h) y 6 (24h).

A partir del cultivo inicial se realizaron diluciones seriadas en base 10 hasta llegar a la
dilucién 107, Se sembraron las diluciones 10, 10®y 10 por la técnica de microgota,
en placas de MRS y luego de la incubacion a 37°C durante 24-48 h se contaron las
gotas que contenian entre 3 y 30 colonias. Este ensayo se realiz6 por triplicado (Figura
6)
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Incubar 24hs a 37°C

Figura 6: Protocolo empleado paralarealizacion de curvas de crecimiento.

Una vez obtenidas las curvas correspondientes, se determinaron los siguientes

parametros de crecimientos:
a) Velocidad de crecimiento para ambas cepas.
b) Tiempo de generacion.

3.9. MICROTECNICA DE CIM

Esta técnica se utiliz6 para evaluar el efecto inhibitorio de distintas
concentraciones de los compuestos a incluir en la formulacion intramamaria, como se

detalla en la tabla 1.
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Tabla 1: Compuestos y concentraciones utilizadas para realizar el ensayo de

micro CIM.
Fitocompuestos (Centella 0;6,25; 12,5; 25 y 50 mg/ml
asiatica, Aloe veray
Equinacea)
Vitamina C 0; 12,5; 25; 50 y 100 mg/mi
Vitamina D 0; 5; 10; 20 y 40mg/ml
Fructosa 0, 150, 300, 450 y 600mg/ml
Acido salicilico 0;0,25;0,5; 1y 3%
Sepigel 305 ® 0;1;1,2;15y 2%

Se llevé a cabo en placas estériles de poliestireno de 96 pocillos con fondo
plano para microtitulacion. Se realizé una solucion stock en 5ml de MRS para cada
compuesto con una concentracion final de 600mg/ml. A partir de este se realizaron
diluciones seriadas, para obtener las concentraciones deseadas. Paralelamente se
realizaron diluciones seriadas de cada una de las dos cepas de BL. Las
concentraciones a probar fueron: 1x108UFC/ml, 1x10"UFC/ml y 1x10°UFC/m.

Posteriormente, se colocaron 90ul de cada diluciébn de los compuestos (por
triplicado) y 10ul del indculo (por triplicado para cada concentracion), obteniendo un
volumen final de 100ul. Las placas se incubaron a 37°C y se midio turbidez mediante
DOgoonm @ los tiempos 0 (al momento de la inoculacion) y 3, 6, 12, 24 y 48 horas luego
de la siembra. En cada experimento se realizaron dos controles: un control positivo de
microorganismos (sin el agregado del compuesto) y un control negativo sin bacterias y

con el compuesto en su maxima concentracion.

Santamarina Sofia|] Universidad Nacional de Rio Cuarto




EVALUACION DE LA VIABILIDAD E INOCUIDAD DE BACTERIAS LACTICAS PROBIOTICAS
FRENTE A FITOCOMPUESTOS Y EXCIPIENTES A SER INCLUIDOS EN UNA FORMULACION 20 18
PARA LA PREVENCION DE LA MASTITIS BOVINA

3.10. DILUCION EN AGAR:

Es una técnica cualitativa, en la cual solo se observa la presencia o ausencia
de crecimiento bacteriano. Se determind si L. lactis subs lactis CRL 1655 y L. perolens
CRL 1724 eran inhibidos a diferentes concentraciones de los compuestos (Tabla 1).
Para esto, se prepar6é una solucion de cada uno de los compuestos 10 veces mas
concentrada la que se muestra en la Tabla 1, y 2 ml de estas, se mezclaron con el
medio de cultivo agarizado estéril templado a 40-45°C, diluyéndose en este. Se
colocaron 18 ml de MRS agar y 2 ml de la solucibn de compuesto. Se dejaron

solidificar sobre una superficie plana, y luego se secaron en estufa. (Figura 7)

Luego, estas placas fueron inoculadas utilizando una micropipeta con gotas de
2 pl de las diluciones 10°, 107 y 1078, realizadas a partir de un cultivo de 24 horas de
crecimiento (Figura 7). Después de incubar las placas durante 24hs a 37°C se
observaron los resultados determinando si hubo crecimiento o no, basandose en la
Figura 8 para la interpretacion. Se tuvo en cuenta como positivo cuando se observo
crecimiento en todas las gotas, negativo cuando no creci6é ninguna gota y variable (+/-)

cuando creci6 solo en las gotas con inoculo mas concentrado.
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Tabla 2: Compuestos y concentraciones utilizadas para realizar el ensayo de
dilucion en agar.

Fitocompuestos (Centella 0, 6,25; 12,5; 25 y 50 mg/ml
asiatica, Aloe vera y Equinacea)

Vitamina C 0; 12,5; 25, 50 y 100 mg/ml
Vitamina D 0; 5; 10; 20 y 40mg/ml
Fructosa 0, 150, 300, 450 y 600mg/ml
Acido salicilico 0;0,25;0,5; 1y 3%
Sepigel 305 ® 0;1;1,2;15y 2%
S S Se agrego 2 ml de
Solucion stock Filtracion Diluciones a probar cada diulucién
del {014 Um) Segl:ln el Compuesto del Compuesto
compuestoa en 18ml de MRS
pm?r\fWYWY\ agar e placas de
Petri L.perolens L. lactis
A 7
u 10-6 oo 106
7 =
Culture 10-110-2 10-3 10-4 10-5,10-6 10-7 10- 107 10-7
Over | 10-8 10-8
e u
Se sembrd por técnica de
microgota (2ul por gota)

Figura 7: Protocolo empleado paralarealizacion de latécnica de dilucién en
agar.

Santamarina Sofia|] Universidad Nacional de Rio Cuarto Pagina 54




EVALUACION DE LA VIABILIDAD E INOCUIDAD DE BACTERIAS LACTICAS PROBIOTICAS
FRENTE A FITOCOMPUESTOS Y EXCIPIENTES A SER INCLUIDOS EN UNA FORMULACION 2018
PARA LA PREVENCION DE LA MASTITIS BOVINA

Vitamina C Vitamina C
25mg/ml 50mg/ml

Figura 8: Fotografias obtenidas del ensayo de Dilucién en Agar. Interpretacion de los
resultados. A. control positivo: crecimiento confluente en todos los inéculos
sembrados, (+) B. crecimiento confluente (+) y ausencia de crecimiento en los indculos
mas diluidos, (+/-). C. Inhibicién total, ninguno de los in6culos presenta crecimiento,

)

Con los resultados obtenidos mediante estos ensayos, se eligieron las
concentraciones minimas inhibitorias de cada compuesto y se realizaron las curvas de

muerte correspondiente para cada BLs.
3.11. CURVAS DE MUERTE:

3.11.1. Preparacién del inoculo bacteriano:

Se realiz6 un pre-cultivo de 4 horas a 37°C en MRS a partir de un cultivo
crecido durante 24hs a 37°C. Para esto se inoculé 10 ml de caldo MRS estéril con 0,5
ml del cultivo y se llevo a estufa a 37°C durante 4hs.

3.11.2. Preparaciéon de los compuestos a ensayar:
Se prepararon las diluciones de los compuestos a probar segun las
concentraciones deseadas:

e Fitocompuestos

Se pesaron 2gr de cada fitocompuesto, y se diluyeron en 4ml de MRS estéril, en
una botella estéril. Esta se llevé a bafio maria a 70°C durante 15 minutos, con el fin de
emulsionar los componentes principales de los fitocompuestos y separarlos del residuo
solido, el cual se separ6 mediante filtracion con filtros clarificantes de 0.44um. El
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producto obtenido de la filtracién se colocé en frascos estériles hasta su utilizacion. A
partir de este, se realizaron las diluciones necesarias para alcanzar las

concentraciones deseadas.

Este procedimiento se repiti6 cada vez que se necesitd utilizar el preparado de
fitocompuestos, ya que resulté imposible su conservacién, ya que luego de 2 dias se

observé precipitado y cristalizacién en el fondo del frasco.

e Excipientes

Para el acido ascérbico y la fructosa, se pesoé la cantidad necesaria y se diluy6 en
MRS estéril. Ambos compuestos luego de ser diluidos se guardaron hasta su
utilizacion. Para la fructosa el procedimiento fue similar, con el agregado de calentado
cerca de la llama del mechero para lograr una completa disoluciéon. En el caso de
Sepigel 305 ®, se esteriliz6 en autoclave 15 minutos a 120°C antes de la preparacion
del stock diluido.

e Diluyentes con compuestos combinados

Sobre la base de los resultados obtenidos en todos los ensayos presentados
anteriormente, en los que se determind cuales concentraciones no afectan a la
viabilidad de las BLs, y considerando las propiedades de cada uno de los compuestos
analizados, se seleccionaron la vitamina C (12,5mg/ml), Echinacea (6,25mg/ml),
Fructosa (10mg/ml) y Sepigel (1%) como excipientes para ser incluidos a la
formulacién probiética. Considerando esto, se realizé un ensayo de sobrevida (curva
de muerte) para analizar el efecto de todos estos compuestos sobre el crecimiento de

ambas BLs en distintas combinaciones, como se muestra en la tabla 2.
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Tabla 3: Composicion de los diluyentes completos.

X

Fructosa X

(10mg/ml)

Echinacea spp. X X X
(6,25 mg/ml)

Sepigel (1%) X X X
Vitamina C X X
(212,5mg/ml)

3.11.3. Inoculacion de la microplaca

Se efectud el ensayo en placas estériles de poliestireno de 96 pocillos con
fondo plano para microtitulacién. La inoculacién se llevé a cabo luego de las 4 horas
del inicio del pre-cultivo. (Volumen final por pocillo: 200 ul; Volumen de inoculo: 180ul;

Volumen de solucion de compuestos: 20 pl)

En la microplaca se inoculé un pocillo para cada tiempo en el que se hizo el
recuento para L. perolens CRL 1724, y un solo pocillo para todos los tiempos en el
caso de L. lactis subs lactis CRL 1655. En cada ensayo se consideraron los siguientes

controles:

- Control de esterilidad del medio: Caldo MRS sin inocular.

- Control de esterilidad de los compuestos: Caldo MRS + COMPUESTOS.
- Control Positivo: Caldo MRS + BACTERIAS

Se midié la DOgyonm a los tiempos 0, 2, 4, 6y 8.

3.11.4. Recuento en placa en superficie (RPS)
Esta técnica de recuento de microorganismos viables permite conocer la
concentracion bacteriana que posee un cultivo. Este dato es de suma utilidad para

calibrar y poner a punto las diferentes técnicas utilizadas.
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3.11.5. Calculo de las diluciones necesarias
En trabajos anteriores realizados en el Laboratorio de Genética Microbiana, se

determiné que la concentracion bacteriana de las cepas de BLs, luego de una
incubacion a 37°C durante 18-24 h, estaba en el orden de 10’ y 10° UFC/ml. Sobre la
base de estos resultados, se contemplaron estas concentraciones al realizar el

recuento de viables.

RPS: N° de colonias x Factor de dilucién x Factor Alicuota

En el recuento de BLs, debido al tamafio de sus colonias, se deben utilizar para

el recuento aquellas gotas donde hayan desarrollado entre 3y 30.

3.11.6. Preparacién de las diluciones
Partiendo de un cultivo crecido a 37 °C durante 18-24 h, una alicuota de 100 ul

se depositd en un tubo conteniendo con 900 ul de solucion fisiolégica estéril. Dicho
tubo representa la primer dilucién decimal (10™. Se homogeneiz6 con vortex y a partir
de la dilucién 10™ se tomo otra alicuota de 100 pl y se la colocé en otro tubo con 900 pl
de solucién fisiolégica estéril, realizando la segunda dilucién decimal (10?). Este

procedimiento se repitié sucesivamente hasta alcanzar la dilucion 10°.

3.11.7. Siembray recuento en placa
Se afiadié a cada placa de Petri estéril entre 15-20 ml de medio MRS agar

fundido, se dejaron solidificar y se secaron en estufa durante 15 min como minimo.
Posteriormente se tomaron 20l de las diluciones 10° y 10° y se depositaron en la
superficie del agar de cada una de las placas por duplicado. Se dejaron en reposo
sobre una superficie plana durante 1h, para que las gotas se secaran sobre el medio
de cultivo. Las placas sembradas se incubaron invertidas a 37 °C durante 24-48h
(Figura 9).
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Gotas
correspondientes a la
dilucién 1*10-7,
adecuadaspara
realizar recuento.

Figura 3: Ejemplo de placa con crecimiento de 24hs, para recuento de curva de
muerte.

Para calcular la concentracién bacteriana, se conté aquella diluciébn que
present6 entre 3 y 30 colonias, y se calculdé el nimero de microorganismos viables

totales por mililitro de cultivo segun la siguiente formula:

Formula de recuento: promedio del n° de colonias x Factor de dilucién x 50

(Factor de alicuota)

Se hicieron recuentos en placa en superficie al momento del inicio del pre-
cultivo (Tiempo- 4), a las 4 horas de incubacién (Tiempo 0) y cada dos horas hasta las
8 horas luego de la inoculacién (Tiempos 2, 4 6y 8).

3.12. ENSAYOS DE INOCUIDAD DE LOS EXCIPIENTES USADOS EN LA FI
EN BOVINOS EN EL PERIOO DE SECADO.

3.12.1. Seleccion del establecimiento lechero para la inoculacion.

Con el objetivo de seleccionar el establecimiento para la realizacion del ensayo
de inoculacion en vacas al momento del secado, se tuvieron en cuenta diferentes
caracteristicas como: proximidad a la UNRC, numero de vacas en ordefio,
antecedentes de mastitis clinicas y subclinicas y predisposicion de los propietarios

para realizar el ensayo.
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3.12.2. Relevamiento del establecimiento lechero

Una semana antes de la realizacion del ensayo, se realiz6 un muestreo de
todas las vacas en lactacion proximas al secado, con el propésito de conocer el estado
sanitario de las ubres de dichos animales (Figura 11). Para tal fin, se les extrajo de
manera estéril una muestra de cuartos de leche para la determinacion de RCS y
estudios bacteriologicos. Las muestras fueron refrigeradas a 4°C, transportadas al
laboratorio y procesadas dentro de las 24 h posteriores a la toma de muestras.
Ademas, en esta instancia se recolectaron datos del control lechero de los animales
muestreados, como numero de pariciones, fecha de parto, dias en lactancia y litros

producidos.

3.12.3. Grupo experimental

Sobre la base de los resultados obtenidos del relevamiento del establecimiento
lechero realizado, se seleccionaron 8 vacas proximas al secado, sanas y en buen
estado de salud. Las mismas fueron negativas al examen bacteriolégico (libres de los
principales patdgenos de mastitis bovina) y con un recuento de células sométicas
inferior a 250.000 cél/ml.

3.12.4. Inoculacién

Previo a la inoculacién de las vacas, todos los pezones fueron lavados con
agua, desinfectados con alcohol al 70% y secados con papel absorbente, y se extrajo
de manera estéril una muestra de cuartos de leche para la determinacion de RCS y
bacteriologia. La dosis fue introducida por via intramamaria a una profundidad de 17
mm (dentro del canal del pez6n) mediante el empleo de una jeringa sin aguja (Ryan y
col., 1999a; Crispie y col., 2008; Frola y col., 2011). Seguidamente, los pezones fueron
masajeados suavemente con la finalidad de favorecer el ascenso de la dosis (Figura
10). Todas las inoculaciones fueron realizadas el dia del secado, considerado en este

estudio como dia cero, luego del ordefio matutino
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Figura 10: Inoculacion intramamaria.

De un total de 32 cuartos pertenecientes a los 8 animales seleccionados, se
inocularon 25 cuartos, segun se detalla en la Tabla 3. Se administr6 1 ml de
compuesto y de forma aleatoria entre todos los cuartos seleccionados. No se inocul6 a
dos cuartos de una misma vaca con el mismo compuesto para evitar efectos adversos
gue pudieran afectar al estudio por cuestiones intrinsecas de cada animal, como por
ejemplo alergias.
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Tabla 4: Condiciones de inoculacidon y cantidad de cuartos utilizados en el
ensayo de inoculacién en animales.

Control 3
Antibiético habitual 2
Fructosa 2
Echinacea spp. 3
Sepigel 4
BLs 2
Diluyente completo solo 4
Diluyente completo + BLs 5
3.12.5. Muestreo post- inoculacién y andlisis del estado de los
animales

A las 24hs luego de la inoculacion, se evalu6 el estado general de los cuartos
de los animales inoculados y no inoculados respecto a signos y sintomas clinicos.
Ademas, se extrajo de manera estéril una muestra de cuartos de leche para la
determinacion de RCS vy bacteriologia. Las muestras fueron refrigeradas a 4°C,
transportadas al laboratorio y procesadas dentro de las 24 h posteriores a la toma de
muestras. Lo mismo se realiz6 a las 48hs post-inoculacion y a los 7 dias (Figura 11).
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Muestra de leche para

Muestra de leche para Bacteriologia en casos de MC
Bacteriologia

Figura 11: Esquema de toma de muestras e inoculacién realizada en el ensayo a
campo.

3.12.6. Recuento Celular Somatico directo

Para llevar a cabo este andlisis se desarroll6 el método directo de recuento
celular en leche segun lo describe la IDF (1979). Se extendieron 0,01 ml de leche en
una superficie de 1 cm? con una micropipeta en un portaobjeto limpio y libre de grasa.
Se dej6é secar a temperatura ambiente durante 6 horas. Luego se realizé la tincion de
los extendidos durante 10 minutos con el reactivo para RCS preparado como se
detalla en la seccion 11.9., se elimind el excedente de colorante y se dejé secar a

temperatura ambiente durante 6-8 horas. Finalmente se lavé tres veces con agua tibia.

Calculo del Factor del Microscopio: se calcul6 el area del campo del objetivo y
se lo convirti6 a cm?. Posteriormente se determind el nimero de campos por cm?,
dividiendo el cm por el &rea del campo. Como la cantidad de leche que se extiende
sobre 1 cm? es 0,01 ml, se debe multiplicar el nimero de campos por mililitros de
leche.

La siguiente formula resume las conversiones necesarias para lograr el

resultado en 1 ml de leche.

F.M.=10000/(7r?)
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Lectura: se examind con objetivo de inmersion contando tantos campos como
exactitud se quiera otorgar al conteo; en conteos de rutina el promedio ronda los 50 —
100 campos.

Se contaron todas las células somaticas nucleadas dentro del campo,
incluyendo aquellas de la periferia con mas del 50% de su cuerpo dentro del campo.
Los ndcleos libres que representan mas del 50% del material nuclear también se
contaron. No se computaron masas citoplasmaticas sin nlcleo ni pequefos
fragmentos celulares con poco material nuclear.

Para obtener el numero de células somaticas por ml de leche, se multiplicé el

factor del microscopio por el promedio de células por campo.

RCS= F.M x Promedio de células por campo

3.12.7. Andlisis bacterioldgico para muestras de leche

Las muestras de leche se llevaron a temperatura ambiente y se
homogenizaron. Se sembraron 10 pl de leche, con ansa calibrada para tal fin, en agar
TSA conteniendo sangre de carnero al 5%. Las placas se incubaron a 37°C durante
24h-48 h y se registré la morfologia de la colonia, el patrén hemolitico (a y/o B) y la
produccion de pigmento. Las colonias crecidas fueron transferidas con ansa a una
placa conteniendo TSA, a partir de la cual se les realizé la tincion de Gram. A los
microorganismos con morfologia de cocos y tincién correspondiente a Gram (+), se les
realizé la prueba de la catalasa para diferenciarlos en Streptococcus spp Yy
Staphylococcus spp. A los cocos Gram (+) catalasa (+) se les realiz6 la prueba de la
coagulasa.

Las pruebas utilizadas para la identificacion de familia se detallan a
continuacion:

Produccion de catalasa: se realizé siguiendo la metodologia descripta en el
punto 13.1. de esta seccion.

Produccion de hemolisinas: la produccion de a y B hemolisinas se evidencié
en placas de agar TSA conteniendo sangre de carnero al 5% como un halo
transparente (a) o translucido verdoso (B) luego de 24 h de incubacion a 37°C y

transparente luego de 12h-24 h a 4°C.
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Produccion de coagulasa: se inocularon 5 ml de caldo BHI, y se lo incubé
durante 18h a 37°C con agitacion para obtener microorganismos en fase exponencial
de crecimiento. Posteriormente, 300 ul del cultivo se colocaron en un tubo estéril, al
cual se le agregaron 300 ul de plasma de conejo. El tubo se incubé en bafio de agua a

37°C, y se observo la formacion de coagulo alas 4 hy alas 24 h.

3.13. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se cargaron en hojas de célculos del programa estadistico
INFOSTAT. Se realizaron gréficos particionados por cepas y dilucién y se calcularon
las medidas de resumen (media, varianza, minimos y maximos). Para determinar la
significancia de los resultados, se realiz6 un ANOVA para medidas repetidas
considerando un p<0,05 como una diferencia estadisticamente significativa
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4. RESULTADOS Y DISCUSION:

4.1. CINETICA DE CRECIMIENTO

4.1.1. Curvade crecimiento y de calibrado
Al realizar las curvas de crecimiento de ambas cepas probiédticas, se observé

una curva caracteristica de crecimiento bacteriano (Figura 12). Durante las primeras
horas de incubacion, se pudo observar un periodo de latencia en el cual las bacterias
son capaces de adaptarse a las nuevas condiciones de cultivo, seguida por una fase
de crecimiento exponencial, en el cual se alcanza la mayor velocidad de crecimiento.
Este es uno de los parametros que permite, junto al tiempo de generacion, comparar la
cinética de crecimiento de ambas bacterias y ademas ver el comportamiento de estas
frente a diferentes condiciones de cultivo. Luego, se observa una fase estacionaria, en
la cual el crecimiento bacteriano comienza a disminuir por agotamiento de nutrientes y
acumulacion de residuos que hacen del medio de cultivo un ambiente no apto para el

crecimiento bacteriano.

Curvas de crecimiento

2,066

1,558

1,051

DO 600nm

0,543

~721,200 5,400 12,000 18,600 25,200
Tiempo (h)

Figura 12: Curvas de crecimiento correspondientes a L. lactis subs lactis
CRL1655 (rojo) y L. perolens CRL1724 (azul).

B Lactococcus lactis subsp. Lactis CRL 1655 [} Lactobacillus perolens CRL 1724
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Para Lactococcus lactis subs lactis CRL 1655 se obtuvo una velocidad de
crecimiento de 0,21 generaciones/hora y un tiempo de generacion de 3,21
hora*generacion-*, lo cual significa que cada 3,21hs toda la poblacién se duplica. En el
caso de Lactobacillus perolens CRL 1724, la velocidad de crecimiento fue menor,
siendo esta de 0,308 generaciones/hora. El tiempo de generacion fue de 2,24
hora*generacion-*. Esto permitié concluir que Lactococcus lactis subs lactis CRL 1655

presenta un crecimiento superior a Lactobacillus perolens CRL 1724.

En la Figura 13 y Figura 14, se presentan las curvas de calibrado de
Lactococcus lactis subsp. lactis CRL 1655 y Lactobacillus perolens CRL1724,
respectivamente. Se puede observar una tendencia lineal entre las UFC/ml y la
DO600nm en ambos casos, lo cual permite realizar inferencias sobre el recuento

bacteriano simplemente midiendo la DO600nm.

L. lactis

5,92

4,48

3,04

UFC/ml

1,60

0,16
0,02 0,19 0,35 0,52 0,69

DO600NM

Figura 13: Curva de calibracion perteneciente a Lactococcus lactis subsp. lactis
CRL 1655.
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L. perolens

875

2,84
E
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L
)

1,01

0,09

0,02 0,25 0,48 0,71 0,94
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Figura 14: Curva de calibraciéon perteneciente a Lactobacillus perolens CRL
1724.

4.2. DETERMINACION DE LA CIM POR MICROTECNICA

Mediante esta técnica, se determinaron las concentraciones minimas
inhibitorias de la vitamina C, vitamina D, del acido salicilico, la fructosa y del Sepigel.
La inhibicion del crecimiento por la microtécnica de CIM, no se pudo llevar a cabo para
los fitocompuestos, ya que estos presentaron una coloracion intensa y particulas en
suspension en el sobrenadante, lo que hizo imposible poder determinar este

parametro utilizando densidad Optica.

Al analizar los resultados obtenidos al ensayar la Vitamina C, se encontr6 que
este compuesto presenta un efecto antimicrobiano para ambas BLs a concentraciones
de 50 y 100mg/ml. Esto se evidencio por una gran diferencia en cuanto a la medicién
de la DO600nm de estos casos en comparacion con el control (MRS + bacterias)
(p<0,05). Esto puede observarse en la Figura 15, donde las barras verde y gris
permanecieron practicamente del mismo tamafio a largo de todo el ensayo, indicando
gue la presencia de la vitamina a estas concentraciones no permitid el crecimiento
bacteriano, excepto cuando la concentracién de inéculo inicial fue la mas elevada.
Lactobacillus perolens CRL 1724 mostré un retraso del crecimiento a 50 mg/ml,
concentracion que inhibié fuertemente el crecimiento de L. lactis subs lactis CRL 1655,
en todas las concentraciones bacterianas probadas. En cuanto a aquellas

concentraciones menores, de 25y 12,5 mg/ml, barras amarilla y azul respectivamente,
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las medidas obtenidas fueron menores a las del control pero la diferencia no fue
significativa (p>0,05) para Lactobacillus perolens CRL1724. Por su parte, Lactococcus
lactis subs lactis CRL 1655 si fue inhibido a una concentracién de 25 mg/ml, pero no a
12,5 mg/ml. Es decir, la Gnica concentracién que no mostré efecto antimicrobiano
(p>0,05) sobre ninguna de las dos BLs fue la de 12,5 mg/ml.
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2018

Lactobacillus perolens CRL1724 (1*106 UFCiml) - Vitamina C

Lactococcus lactis subsp. lactis CRL1655 (1106 UFCiml) - Vitamina C
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Figura 15: Concentracién inhibitoria minima (CIM) (microtécnica) para Vitamina
C. Barras ala lzquierda: Lactoacillus perolens CRL. Barras a la derecha:
Lactococcus lactis subs lactis CRL 1655.

Con respecto a la vitamina D, no se observé inhibicion del crecimiento para
ninguna de las BLs a las concentraciones ensayadas independientemente de las
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concentraciones bacterianas empleadas. Las pequefias diferencias observadas no

fueron estadisticamente significativas (p>0,05)

Lactobacillus perolens CRL1724 (1*106 UFC/ml) - Vitamina D Lactococcus lactis subsp. lactis CRL1655 (1*106 UFC/ml) - Vitamina D
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Figura 16: Concentracién inhibitoria minima (CIM) (microtécnica) para Vitamina
D. Barras ala lzquierda: Lactoacillus perolens CRL. Barras a la derecha:
Lactococcus lactis subs lactis CRL 1655.

Por otro lado, como se observa en la Figura 17, el acido salicilico, que posee
accion reparadora del tejido, demostr6 un efecto inhibidor en todas las

concentraciones evaluadas (0,5 — 3%) para las tres concentraciones bacterianas
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probadas en ambas cepas probibticas (p<0,05). Las barras correspondientes al control
(MRS + bacterias), muestran un crecimiento normal, mientras que en el resto de las
barras se evidencia la inhibicibn provocada por el acido salicilico. Las diferencias
observadas de las medidas de absorbancia fueron estadisticamente significativas

(p<0,05) para ambas cepas en todas las concentraciones probadas.
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Figura 17: Concentracion inhibitoria minima (CIM) (microtécnica) para Acido
salicilico. Barras a la Izquierda: Lactoacillus perolens CRL. Barras a la derecha:
Lactococcus lactis subs lactis CRL 1655.

En el caso de la fructosa (Figura 18), utilizada como crioprotector, se observé una
inhibicion total del crecimiento en ambas BLs a una concentracién de 600 mg/ml (p<0,05).
Concentraciones de 300 y 450 mg/ml evidenciaron un retardo del crecimiento de ambas
BLs a una concentracién del inéculo inicial de 1x10°® UFC/ml (p<0,05), mientras que no

tuvieron un efecto inhibitorio a concentraciones bacterianas de 1x10® y 1x10” UFC/ml a las
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24 horas de crecimiento (p>0,05). A 150 mg/ml las BLs, no fueron inhibidas a ninguna de

las concentraciones de inoculo (p>0,05).
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Figura 18 : Concentracién inhibitoria minima (CIM) (microtécnica) para
Fructosa. Barras a la Izquierda: Lactoacillus perolens CRL. Barras a la derecha:
Lactococcus lactis subs lactis CRL 1655.
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Por otro lado, se decidi6 probar excipientes que permitieran dar mayor
consistencia al producto con el fin de evitar el derrame del mismo al ser inoculado en
las glandulas mamarias. Entorno a esto se probaron: estearato de aluminio y, vaselina
liquida y sélida. Ambos mostraron dificultad a la hora de homogenizarlos. El estearato
de aluminio (insoluble en agua y alcohol) pudo ser resuspendido solamente en una
solucion de aceites minerales que mostrd inhibicion total en el crecimiento de ambas

BLs (p<0,05). Lo mismo sucedi6 con la vaselina, tanto en forma liquida como sélida.

Considerando que las BLs liofilizadas necesitan ser hidratadas y se deben
resuspender de manera homogénea en la formulacion, se decidio evaluar Sepigel 305.
Este compuesto permitié obtener una consistencia espesa, al ser agregado en una
concentracién del 1%, similar a la que presentan los pomos de antibiéticos utilizados al
secado. Por esta razén, se decidi6é probar si esta concentracién, inhibia el crecimiento
de las BLs. Los resultados (Figura 19) mostraron que no hubo inhibicién de ninguna de
las dos cepas probidticas, siendo considerado este compuesto a la concentracion

ensayada como un posible agente espesante a ser incluido en el producto final.
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Lactobacillus perolens CRL1724 (1106 UFC/imi) - Sepigel Lactococcus lactis subsp. lactis CRL1655 (1106 UFC/ml) - Sepigel
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Figura 19: Concentracion inhibitoria minima (CIM) (microtécnica) para
Sepigel. Barras a la Izquierda: Lactoacillus perolens CRL. Barras a la derecha:
Lactococcus lactis subs lactis CRL 1655.

Los resultados obtenidos de estos ensayos permitieron seleccionar a ambas

vitaminas, a la fructosa y al Sepigel como candidatos a ser agregados al producto final
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y continuar con los siguientes ensayos, en los cuales también pudieron ser evaluados
los fitocompuestos. Debido a su caracteristica de presentar efecto antimicrobiano, la
vaselina, tanto liquida como solida, el estearato de aluminio, y el 4cido salicilico fueron

descartados.

4.3. EFECTO INHIBITORIO EN PLACA

En el caso de los tres fitocompuestos ensayados (Equinacea, Aloe vera y
Centella asiatica), se observd que ninguna de las concentraciones utilizadas (6,25ay
50mg/ml) produjo inhibiciéon de ninguna de las dos cepas probidticas (Tabla 5). Si bien
en numerosos trabajos se utilizan a estos compuestos por su actividad antimicrobiana,
en este caso, lo que se persigue es conseguir un efecto inmunomodulador en el
animal, por lo que las concentraciones utilizadas son mucho menores a las
comunmente usadas, y no causan inhibicion del desarrollo de ninguna de las BLs en

estudio, en concentraciones de hasta 50mg/ml.

La vitamina D y el Sepigel, mostraron un comportamiento similar al de los
fitocompuestos, sin provocar efecto antimicrobiano, observandose desarrollo vy
crecimiento en todas las placas sembradas, sin importar la concentracion utilizada de

ambos compuestos (Tabla 5).

Para ambas BLs, la vitamina C, a una concentraciéon de 12.5 mg/ml, no tuvo
efecto inhibitorio (Tabla 5). Ademas, a una concentracion de 25 mg/ml se pudo
observar que el efecto inhibitorio depende de la concentracién del indculo con el cual
se trabajd, siendo un agente antibacteriano a una concentracion de 10° UFC/ml, pero
no a 10’ ni a 10® UFC/mI, lo que se evidenci6é de una manera cualitativa dependiendo
de la opacidad de la gota crecida.

Lo mismo sucedi6 con la fructosa, que a concentraciones menores a 300mg/ml
no causoO efecto bactericida, a 300mg/ml dependié del indculo inicial, y a mayores
concentraciones no se observd desarrollo microbiano. Esto se puede deber a que
concentraciones elevadas, mayores a 300mg/ml, la fructosa disminuya
considerablemente el agua disponible en el medio de cultivo, imposibilitando asi el
desarrollo de las BLs (Tabla 5).

En el caso del acido salicilico, al igual que lo ocurrido en la determinacion de la
CIM, mostré efecto inhibitorio a todas las concentraciones probadas (0,25 — 3%) para

ambas BLs.
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Tabla 5: Resultados de la inhibicion de los compuestos evaluados por la Técnica
de Dilucién en Agar
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(+): Sin efecto inhibitorio en todas las concentraciones bacterianas ensayadas.

(+/-): son efecto inhibitorio en al menos una de las concentraciones bacterianas

ensayadas. (-): con efecto inhibitorio en todas las concentraciones bacterianas
ensayadas.

Considerando los resultados obtenidos en las técnicas de micro CIM e
inhibiciéon en placa, se seleccionaron los siguientes compuestos y concentraciones
para realizar las curvas de muerte, a fin de corroborar todos los resultados obtenidos y

realizar el ensayo a campo para evaluar el efecto en ubres de bovinos al secado.
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o Fitocompuestos (Equinacea, Aloe vera y Centella asidtica): 6,25mg/ml y
50mg/ml.

e Vitamina C: 12,5mg/mly 25mg/ml

e Fructosa: 10mg/ml y 400mg/ml.

e Sepigel: 1%

El acido salicilico fue descartado como excipiente por su fuerte efecto
inhibitorio de ambas BLs. Ademas, la vitamina D es liposoluble, lo que dificulta su
solubilidad en el medio de cultivo utilizado, haciendo complicada la realizacién de los
ensayos. Ademas, en el formulado final se espera que contenga uno de los tres
fitocompuestos, el agente espesante, fructosa, una de las vitaminas y ambas BLs
liofilizadas. Todo esto, formaria parte de un preparado seco, que debe ser re-hidratado
antes de ser aplicado, para lo cual se utiliza agua, lo que dificulta la solubilizacién de la
vitamina D. También, es una vitamina de muy alto costo, que elevaria el precio del
producto final, disminuyendo la rentabilidad del tambero. Es por esto, que si bien la
vitamina D no ejerci6 efecto inhibitorio de las BLs en estudio, fue descartada.

4.4, CURVAS DE MUERTE
4.4.1. Fitocompuestos

En el caso del Aloe vera, se observo, al igual que en los ensayos realizados
anteriormente, que no posee actividad antimicrobiana a ninguna de las dos
concentraciones ensayadas para ambas BLs, ya que no hubo diferencia significativa
de los recuentos de estos en comparacion con el control positivo (p>0,05). Ademas, a
lo largo del tiempo, siempre actlio de igual manera sobre los microorganismos, sin
importar el tiempo que este en contacto con las bacterias, no las inhibe. Los dos
tratamientos efectuados (6,25 mg/ml y 50 mg/ml) y el control de crecimiento, se
comportaron de manera similar y se obtuvo una curva de muerte normal. En la Figura
20 se puede observar el efecto de ambas concentraciones de este fitocompuesto (6,25
y 50 mg/ml) frente a Lactococcus lactis subsp lactis CRL 1655. En dicha Figura se
puede observar que las tres curvas siguen un patron similar, y no se separan
abruptamente a lo largo del tiempo. Si bien la linea roja, correspondiente al control de
crecimiento (sin fitocompuestos), pareciera representar un crecimiento mayor de este,
al final de la curva, todos los tratamientos decaen hasta un recuento muy similar
(p>0,05).
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Lactococcus lactis subsp. lactis CRL1655 — Aloe vera
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Figura 20: Curva de muerte de Lactococcus lactis subsp. lactis CRL1655 en
presencia de diferentes concentraciones de Aloe vera.

Resultados similares se obtuvieron para Lactobacillus perolens CRL 1724
(Figura 21), donde se puede observar que no hay diferencias significativas entre las 3
curvas (p>0,05), y en este caso, la linea amarilla, correspondiente a una concentracién

de Aloe vera de 50 mg/ml, siempre permanece por debajo de las otras dos.
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Lactobacillus perolens CRL1724 — Aloe vera
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Figura 21: Curva de muerte de Lactobacillus perolens CRL1724 en presencia de
diferentes concentraciones de Aloe vera.

Los resultados obtenidos estan en concordancia con los encontrados en los
ensayos previos. En un estudio realizado por Martinez y col. (1996), se evalu6 el
efecto antimicrobiano de un extracto liofilizado de Aloe vera sobre diferentes especies
bacterianas patégenas, como S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, etc. El extracto fue
probado a una concentracion de 10 y 50 mg/ml, y los resultados obtenidos indicaron
que el compuesto liofilizado de Aloe vera no tiene efecto inhibitorio alguno sobre los
microorganismos estudiados. Si bien Sdnchez-Monge (1980), en un estudio previo,
habia determinado que el Aloe vera inhibe a P. aeruginosa, tal diferencia pudo
atribuirse a que el efecto antibacteriano descripto se obtuvo con el jugo de hojas
frescas y de la planta seca y no con liofilizados preparados a partir de un extracto
acuoso. Esta informacién, permitiria inferir porqué el extracto seco utilizado para

evaluar la actividad antimicrobiana de las BLs no fue inhibitorio.

La Centella asiatica, al igual que el Aloe vera, demostr6 no ser inhibitoria a
ninguna de las dos concentraciones probadas (6,25 y 50 mg/ml) para las dos BLs. Si
bien en las Figuras 22 y 23, correspondientes a Lactococcus lactis subsp. lactis CRL
1655 y Lactobacillus perolens CRL 1724 respectivamente, se puede apreciar una
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diferencia mas marcada entre la curva del control y las correspondientes a las dos

concentraciones de C. asiatica, la diferencia observada no fue significativa (p>0,05).
Lactococcus lactis subsp. lactis CRL1655 — Centella asidtica
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Figura 22: Curva de muerte de Lactococcus lactis subsp. lactis CRL 1655 en
presencia de diferentes concentraciones de Centella asiatica.

Por otro lado, para Lactobacillus perolens CRL 1724, a partir de las 4 h, las
curvas correspondientes a las dos concentraciones de Centella asiatica comienzaron a
disminuir su recuento, mientras que el control sigui6 aumentando y empiezé a
disminuir en el tiempo 6. Esto significa que la sobrevida de Lactobacillus perolens CRL
1724 comienza a decaer a las 4 hs de estar expuesto a Centella asiatica, mientras que
si no se lo expone a este compuesto, su fase de muerte comienza dos horas mas
tarde. Esto podria indicar que la Centella asidtica podria estar acelerando el proceso
de muerte, sin embargo los valores de recuento bacteriano obtenidos a los tiempos
analizados, no mostraron diferencias significativas (p>0,05) entre el control y las dos

concentraciones del fitocompuesto.
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Lactobacillus perolens CRL1724 — Centella asiatica
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Figura 23: Curva de muerte de Lactobacillus perolens CRL 1724 en presencia de
diferentes concentraciones de Centella asiatica.

Por dltimo, Echinacea no inhibié el crecimiento de Lactococcus lactis subsp
lactis CRL1655 a ninguna de las concentraciones ensayadas (6,25 y 50 mg/ml) (p>0,
05) (Figura 24). Ademas, se observd que el mayor recuento bacteriano ocurrié en el
tiempo 2 para los dos tratamientos y el control de crecimiento, mientras que Si
comparamos esto con Centella asiatica, dicho recuento se observé luego de 4 hs de

incubacion.
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Lactococcus lactis subsp. lactis CRL1655 — Echinacea spp.
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Figura 24: Curva de muerte de Lactococcus lactis subsp. lactis CRL1655 en
presencia de diferentes concentraciones de Echinacea.

Al analizar el efecto de Echinacea sobre Lactobacillus perolens CRL1724
(Figura 25), se pudo observar que no hubo diferencias estadisticamente significativas
(p>0,05) en el recuento de viables para ambas concentraciones. Si bien, en la Figura
25 se puede ver que en el tiempo 6 el control presenta un mayor recuento, la

diferencia no fue significativa (p>0,05).
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Lactobacillus perolens CRL1724 — Echinacea
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Figura 25: Curva de muerte de Lactobacillus perolens CRL 1724 en presencia de
diferentes concentraciones de Echinacea.

Otras investigaciones demostraron que la Echinacea angustifolia no tiene una
actividad antimicrobiana relevante, salvo por una ligera inhibicion de crecimiento sobre
aislamientos de Streptococcus pyogenes (Wendakoon y col., 2012). Del mismo modo,
Sharma y col. (2008) comprobaron la ausencia de actividad antimicrobiana de la
tintura de Echinacea angustifolia, excepto también por una inhibicibn sobre
Streptococcus pyogenes y Legionella pneumophila. Otros autores sugieren que la
Echinacea angustifolia podria ejercer una importante actividad inmunomoduladora
(Hudson y col, 2010).

4.4.2. Excipientes
Al ensayar la vitamina C, se comprobd la actividad antimicrobiana de este

compuesto, tanto a concentraciones bajas (12,5 mg/ml) como altas (25 mg/ml), siendo
las diferencias con el control altamente significativas para ambas BLs (p<0,05),
excepto en el caso de Lactococcus lactis subsp lactis CRL 1655, que a una

concentracion de 12,5 mg/ml (linea azul), el recuento resulté igual al recuento obtenido
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en el control (linea roja) (p>0,05) a las 8 horas (Figura 26). A 25 mg/m la inhibicién del

crecimiento fue total para ambas BLs. (Figura 26 y 27).

Este resultado difiere de lo observado en el ensayo de dilucién en agar, en el
cual se observd desarrollo microbiano similar al control en la menor concentracion
(22,5 mg/ml) utilizada. Esto podria deberse a que la vitamina C a 12,5 mg/ml no posea
realmente un efecto antimicrobiano, sino que solo retarde el crecimiento, por lo cual se
obtiene un menor recuento en la curva de muerte, y al evaluar de forma cualitativa el
crecimiento, mediante la técnica en placa, al final del ensayo se observa crecimiento

normal

Lactococcus lactis subsp. lactis CRL 1655 - Vitamina C

1,17E+10

8,71E+09

5,73E+09

UFC/ml

—a—t

2,76E+09

-2,24E+08
-5 -4 -3 2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tiempo (horas)

B omg/m!l [l 12,5 mg/ml 25 mg/ml

Figura 26: Curva de muerte de Lactococcus lactis subsp. lactis CRL 1655 en
presencia de diferentes concentraciones de Vitamina C.
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Lactobacillus perolens CRL1724 - Vitamina C

2,9E+10

2,2E+10

1,4E+10

UFC/ml

6,7E+09

-6,7E+08
-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tiempo (horas)

B omg/mi [l 12,5 mg/ml 25 mg/ml

Figura 27: Curva de muerte de Lactobacillus perolens CRL 1724 en presencia de
diferentes concentraciones de Vitamina C.

La fructosa no resulté ser inhibitoria para ninguna de las dos BLs (Figuras 28
y 29) a ninguna de las dos concentraciones ensayadas (10 y 400 mg/ml) (p>0,05).

En los ensayos realizados previamente, la fructosa habia demostrado tener
efecto inhibitorio para ambas a BLs a concentraciones de 400 mg/ml, lo cual no
concuerda con lo obtenido en la curva. Es posible, que la fructosa a concentraciones
tan elevadas, disminuya considerablemente la disponibilidad de agua en el medio, por
lo que al realizar la micro CIM, teniendo a las bacterias siempre en el mismo medio
con poca disponibilidad acuosa, estas no tuvieran la posibilidad de recuperarse de
este estrés, mientras que al hacer el recuento, las bacterias solo estan expuestas
durante 8 horas a la fructosa, y luego son sembradas en un medio sélido normal,

encontrando aqui la posibilidad de crecer.
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Lactococcus lactis subsp. lactis CRL1655 — Fructosa

41E+10

3,0E+10

2,0E+10

UFC/ml

9,4E+09

-1,1E+09
-5 -4 -3 2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tiempo (horas)

B omg/ml ] 10 mg/ml 400 mg/ml

Figura 28: Curva de muerte Lactococcus lactis subsp. lactis CRL 1655 en
presencia de diferentes concentraciones de Fructosa.

Como se observa en la Figura 29, en el caso de Lactobacillus perolens CRL
1724, se observé que durante las primeras 4 h de exposicion de las bacterias a la
fructosa, el control presenté mayor viabilidad, pero luego de este tiempo, el
crecimiento descendié drasticamente, mientras que en los dos tratamientos con
fructosa, el recuento permanecié constante en a una concentraciéon de 10mg/ml y
continué ascendiendo con 400mg/ml durante dos horas mas antes de disminuir
bruscamente. Al final del ensayo, el menor recuento se obtuvo con el control, pero no

hubo diferencia entre este y los dos tratamientos (p>0,05).
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Lactobacillus perolens CRL1724 — Fructosa

3,3E+10

2,5E+10

1,6E+10

UFC/mlI

7,5E+09

-9,4E+08

5 4 3 2 4 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (horas)

B omg/mi ] 10 mg/ml 400 mg/ml

Figura 29: Curva de muerte de Lactobacillus perolens CRL 1724 en presencia de
diferentes concentraciones de Fructosa.

El Sepigel no demostré efecto inhibitorio para ninguna de las BLs al ser
aplicado al 1% (Figuras 30 y 31). Si bien Lactococcus lactis subsp lactis CRL 1655,
presenté recuentos menores a los del control a partir del tiempo 2, la diferencia

observada en la Figura 30 no fue estadisticamente significativa (p>0,05).
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Lactococcus lactis subsp. lactis CRL1655 — Sepigel

3,0E+10

2,2E+10

1,5E+10

UFC/ml

7,0E+09

-6,4E+08

5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (horas)

B ox M 1%

Figura 30: Curva de muerte de Lactococcus lactis subsp. lactis CRL 1655 en
presencia de diferentes concentraciones de Sepigel.

En el caso de L. perolens CRL 1724 (Figura 31), si bien en los tiempos 2y 4
la curva del control se encuentra por encima de la curva correspondiente a Spigel 1%,

la diferencia no fue significativa (p>0,05).
Lactobacillus perolens CRL 1724 - Sepigel

2,2E+10

1,8E+10

1,4E+10

UFC/ml

1,0E+10

6,3E+09

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (horas)

M ox M 1%

Figura 4: Curva de muerte de Lactobacillus perolens CRL 1724 en presencia de
diferentes concentraciones de Sepigel.
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4.4.3. Seleccién de los compuestos y curva de muerte combinada
Sobre la base de los resultados obtenidos en todos los ensayos presentados

anteriormente, y considerando las propiedades de cada uno de los compuestos
analizados, se seleccionaron la vitamina C (12,5 mg/ml), Echinacea (6,25 mg/ml),
Fructosa (10 mg/ml) y Sepigel (1%) como excipientes para ser incluidos a la
formulacién probiética. Considerando esto, se realizé un ensayo de sobrevida (curva
de muerte) para analizar el efecto de todos estos compuestos sobre el crecimiento de
ambas BLs. Para este fin, se evaluaron los tres diluyentes descriptos en el punto
3.11.2. En la Figura 32 se presentan los resultados obtenidos. En dicha Figura se
puede observar que tanto en los tiempos 6, 8 y 24, las curvas se encuentran muy
cerca, y entre los recuentos obtenidos para los tres diluyentes, no hay diferencia
significativa entre estos y el control (p>0,05). No ocurre lo mismo en los tiempos 2 y 4.
A las 2 horas de exponer a las BLs a los diferentes diluyentes se encontrd diferencia
significativa (p<0,05) del control con el diluyente 1, el cual contenia todos los
compuestos seleccionados para esta etapa.

Luego de 2 horas mas de incubacion, es decir en el tiempo 4, la diferencia

observada fue significativa para todos los diluyentes, excepto para el Dil 2.

Diluyentes completos

9,70E+09
f
7,16E+09 ]
. 1
O 4,62E+09
L
)
2,08E+09
-4,60E+08 -
-5,40 2,30 10,00 17,70 25,40
Tiempo (h)
control [ pil1 [ pil2 Dil 3

Figura 32: Curva de muerte de ambas BLs con los distintos diluyentes. Dil 1:
Fructosa 10 mg/ml, Echinacea 6,25 mg/ml, Vitamina C 12,5 mg/ml y Sepigel 1%.
Dil 2: Fructosa 10 mg/ml, Echinacea 6,25 mg/ml y Sepigel 1%. Dil 3: Echinacea

6,25 mg/ml, Vitamina C 12,5 mg/ml y Sepigel 1%.
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Es posible que la razon por la cual el Dil_ 1 y 3 causen inhibicion, sea la
presencia de Vitamina C a 12,5 mg/ml. Es por esto, que sobre la base de estos

resultados, se seleccioné el Diluyente 2 para realizar el ensayo a campo.

4.5. ENSAYO A CAMPO

Se selecciond un tambo ubicado a quinientos metros al sur de la localidad de
Malena, provincia de Cérdoba (33°29°50,18" S, 64°25°49,50" O) y a 42 km de la
ciudad de Rio Cuarto. El mismo contaba con cédmodas y completas instalaciones que

permitieron la realizacion del ensayo.

4.5.1. Relevamiento del establecimiento lechero
Se muestrearon un total de 11 vacas Holando-Argentina préximas al secado

con una gestacion de aproximadamente 6-7 meses.

El RCS es considerado una herramienta de gran utilidad e importancia en
rodeos lecheros, ya que es monitoreado constantemente por las empresas lacteas, y
sobre la base del mismo, la leche es clasificada y el precio final varia dependiendo de
este parametro (Anuario de lecheria Argentina, 2013). El ensayo se realiz6 durante el
periodo seco, en el cual los animales no son ordefiados y su leche o secrecién es
escasa y no es comercializada. Por esto, el RCS en este periodo carece de valor, o no
es significante, a tal punto que no es monitoreado. Si bien es considerado un recuento
bajo como aquel que presenta <200.000 cél/ml, y alto cuando es >200.000 cél/ml, a
los fines practicos y de acuerdo a los resultados obtenidos del muestreo se dividieron
las muestras en cuatro categorias. De los 44 cuartos muestreados, pertenecientes a
11 vacas Holando-Argentinas con los 4 cuartos funcionales, solo el 31,8% (14 cuartos)
presentaron un RCS <200.000 cél/ml (Categoria 1), el 9% (4 cuartos) se ubicaron con
un recuento >200.000 cél/ml y <350.000 cél/ml (Categoria 2), el 13,63% (6 cuartos) se
ubicaron con un recuento >350.000 cél/ml y <700.000 cél/ml (Categoria 3), y el
45,45%% (20 cuartos) presentaron un >700.000 cél/ml (Categoria 4) (Figura 33).
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» Categoria 1
RCS <200.000 cél/ml
m Categoria 2
RCS >200.000 cél/ml y
<350.000 cél/ml
. » Categoria 3

RCS >350.000 cél/ml y
<700.000 cél/ml

m Categoria 4
RCS >700.000 cél/ml

Figura 5: Distribucion segun el Recuento de Células Somaticas de los animales
muestreados durante el relevamiento del establecimiento lechero seleccionado.

De todas las muestras analizadas, el 36,36% de las muestras (16 cuartos)
resultaron positivos al analisis bacteriolégico, siendo el principal microorganismo
aislado Corynebacterium bovis con una prevalencia del 50%. En segundo lugar, se
aisl6 Staphylococcus aureus en el 31,25% de las muestras (5 muestras),
presentandose también un caso de coinfeccion de los dos patdgenos anteriormente
mencionados, y por ultimo en el 25% (4 cuartos) se aislaron Staphylococcus no
aureus. El 63.64% de todas las muestras analizadas resultaron negativas para
dicho analisis.

En la Categoria 1, el 93% de las muestras (13 cuartos) resultaron negativas
para el andlisis bacteriologico, lo cual es indicativo de un buen estado sanitario de la
ubre. El 7% (1 cuarto) restante corresponde a un cuarto con bacteriologia +, del cual
se aislo S. no aureus, los cuales son microorganismos ambientales o patdogenos
menores que pueden estar presentes en la glandula mamaria sin generar grandes
alteraciones sobre el nimero de células somaticas, ya que la respuesta es mas
intensa frente a microorganismos que poseen factores de virulencia que le permiten

invadir y colonizar la glandula (Alnakip y col., 2014).

El 100% (4 cuartos) de las muestras correspondientes a la Categoria 2
resultaron negativas para el andlisis bacteriolégico, y en la Categoria 3, el 84% fue

negativo para la bacteriologia encontrdndose un solo cuarto infectado con S. no
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aureus, correspondiente al 16% del grupo. Es de esperar que las muestras con RCS
alto presenten analisis bacteriolégicos positivos, ya que, las células somaticas migran
desde la sangre hacia el interior de la gldndula mamaria y aumentan habitualmente
ante la presencia de microorganismos foraneos que penetran el canal del pezédn
(Schéllibaum, 2001), pero se debe tener en cuenta que estos animales se encontraban
en un estadio muy cercano al periodo seco, y se sabe que en este periodo los valores
de RCS se elevan por procesos fisiolégicos naturales (Ting-Chieh Yu y col., 2011,
Alnakip y col., 2014). Por otro lado, los andlisis bacteriolégicos fueron realizados con el
fin de detectar la presencia de los microorganismos mas frecuentes y puede que
algunos patégenos poco comunes no hayan sido detectados. Por otro lado, puede que
algunos de los animales hayan estado infectados recientemente y al ser tratados se
elimind eficientemente a los microorganismos, pero el RCS aun permanezca elevado.
Ademas, el RCS también puede verse afectado por razones no vinculadas a un
microorganismo, como inflamaciones de la glandula por causas fisicas, quimicas o

traumaticas (Corbellini, 1996).

Por altimo, en la Categoria 4, en la cual los recuentos fueron mayor a 700.000
cel/ml, el 73,68% de las muestras fueron positivas para el andlisis bacteriolégico, con
un 57% de predominio de aislamientos de Corynebacterium bovis, un 28% S. aureus y
21,4% S. no auerus, En este caso se cumple que las muestras con RCS alto
presenten analisis bacteriol6gicos positivos. S. aureus es un microorganismo patégeno
contagioso, y si bien C. bovis es un patdégeno menor, puede ser, dependiendo del
caso, un patégeno contagioso, y su alta prevalencia puede deberse a que el reservorio
de estos patdgenos son los cuartos infectados y su transmision ocurre principalmente
durante el ordefio, por encontrarse en las maquinas de ordefio y en las manos de los

operadores.

Al analizar estos resultados en combinacion con las caracteristicas de las
instalaciones y las practicas implementadas, se puede concluir, que si bien las
instalaciones eran aceptables y las practicas de ordefio buenas, la higiene en general
del establecimiento era deficiente (escasa limpieza de las instalaciones, ausencia de
control de plagas e insectos, presencia de otros animales en la sala de ordefio, y mala
evacuacion y tratamiento de aguas servidas). Por otro lado se observé un mal estado
de los corrales por inclemencias climaticas que sumado a lo anterior, podria haber sido
causal de la aparicion de patdbgenos menores, principalmente ambientales, en el rodeo

lechero.
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El grupo muestreado demostré que la sanidad del rodeo es buena y se
encontraron animales saludables en su estado general. Finalmente, sobre la base de

estos resultados, se procedié a la seleccion de 9 animales.

4.5.2. Resultados de la Inoculacion y Recuento de Células Somaticas
En la Figura 34 se puede observar los RCS en todos los tiempos y para todos

los tratamientos juntos. No se evidencia diferencia entre los RCS del ensayo preliminar
realizado 7 dias antes de la inoculacion, con los RCS del dia de la inoculacién, lo cual
es lo que se esperaba, ya que indica que no hay ningun tipo de inflamacion de la
glandula mamaria previa a la inoculacion, y por ende todos los animales que se

utilizaron en el ensayo se encontraban en buen estado de salud hasta ese momento.

RCS - Ensayo a campo
27993

20685

)

X1000

X 13377

RCS

6069

-12401 1 I !
8 IT% A 0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (dias)

I Antibidtico I AL Control Diluyente

Sepigel Diluyente + BAL [l Echinacea N Fructosa

Figura 34: Recuento de células sométicas (RCS) de todos los cuartos incluidos
en el ensayo de inoculacion.

En el caso del control, se pudo observar que el RCS aumentd
considerablemente a los 7 dias del ensayo de inoculacion. Si bien a estos cuartos no
se les administré nada, es normal el incremento estas células, porque en este periodo

de secado ocurre un cambio anatomico Y fisiolégico de la ubre y del epitelio mamario,
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el contenido de leche excretado disminuye, y también se ve afectada la composicién
de dicho fluido, ya que es mas espesa y puede estar separada en fases mas acuosas
y otras mas grumosas debido a la presencia de acumulos celulares. Esto ocasiona que
las células somaticas se concentren y eleven el recuento. Algunos estudios han
reportado una rapida acumulacion de plasmina soluble y proteinas especificas en la
secrecidbn mamaria de vacas secas junto con un aumento paralelo en el recuento de
células somaticas (Ting-Chieh Yu y col., 2011). Esto afecta el andlisis del RCS con
respecto a la sensibilidad, especificidad y reproducibilidad, factores que disminuyen su

confiabilidad.

En todos los tiempos posteriores a la inoculacion, el mayor RCS se obtuvo en
los cuartos a los que se les administré Echinacea. En este caso, se observo que hubo
un gran incremento de las células somaticas 24 h después de la inoculacion, la cual se
mantuvo constante hasta los 7 dias post inoculacién dandole al animal una mayor
capacidad inmunoldgica para defenderse de los posibles patdégenos durante al menos
una semana. A los 7 dias de realizada la inoculacion, los valores de RCS,
permanecieron altos en todos los cuartos ensayados. Este era el resultado esperado,
debido a que entre las propiedades de esta hierba, la inmunomodulacién ha
alcanzado importancia cientifica. Existe evidencia de que la Equinacea estimula al
cuerpo a producir mas glébulos blancos, el pilar principal del cuerpo contra la infeccion
bacteriana y viral. Distintos estudios han demostrado su capacidad de aumentar el
recuento leucocitario, la actividad y proliferacion de macréfagos, la funcién de células
NK, la activacion del complemento, la amplificacién de la respuesta de factores tales
como factor de necrosis tumoral, interleuquinas 1, 6 y 10, y la inhibicion de la enzima
hialuronidasa. La Equinacea , al igual que otros remedios naturales potenciadores del
sistema inmune, son complejos compuestos, lo que lo hace muy dificil, si no imposible,
para las bacterias desarrollar resistencia, siendo ain mas importante su uso para la
prevencion de la enfermedad, y como finalidad para reemplazar los antibioticos

usualmente utilizados.

La fructosa y el Sepigel, se incluirian en el producto final como crioprotector y
espesante respectivamente, por lo cual no deben aumentar el RCS, evidenciando asi
gue no causan ningun tipo de alergia o inflamacion de la glandula mamaria. Esto se
comprobd ya que en todos los tiempos ambos recuentos fueron similares entre ellos y

similares al control.
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En el caso de las BLs, se puede observar que tuvieron un efecto positivo,
provocando un aumento considerable del RCS, principalmente a los 7 dias de la
inoculacién, lo cual significa que produce un aumento gradual y a largo plazo del RCS,
protegiendo asi al epitelio mamario de las posibles infecciones del periodo seco. Se
evidencia un aumento progresivo de la cantidad de células presentes en la glandula
mamaria a medida que transcurre el tiempo. Estos resultados concuerdan con los
encontrados por trabajos de inoculacién con estas BLs realizados en el Laboratorio de
Genética Microbiana, donde se observa un aumento significativo del RCS luego de la
inoculacion (Pellegrino y col, 2017). Esto podria deberse a una primera inflamacion
aguda local de la ubre, en la cual se reclutan diversas células blancas presentes en la
glandula y de ganglios préximos, principalmente los supramamarios, generando el
aumento del RCS (Sordillo y Streicher 2002; Alnakip y col., 2014).

En el caso de los RCS de los cuartos a los que se les administro el diluyente
completo solo, se observa un pequefio incremento en el recuento los primeros dias
tras la inoculacion, y aumenta hasta los 7 dias posteriores al ensayo, pero se esperaba
gue el incremento fuese mucho mayor, ya que si bien este diluyente no contenia a las
BLs, si contenia Echinacea , con actividad inmunomoduladora, y en los cuartos a los
que se les administro solo este compuesto el incremento observado en el RCS fue
mucho mayor. Este resultado se puede deber que haya algun tipo de efecto inhibitorio
entre los compuestos ensayados, y que al inocularse de manera conjunta disminuya el
efecto que cada uno puede producir por separado en la glandula mamaria, pero no

hay informacién disponible publicada.

La inoculacion del diluyente completo con las BLs, ocasiond un aumento
considerable del RCS en leche. Al tratarse de vacas en periodo seco, esto no afecta la
economia del productor, ni la calidad de la leche del establecimiento, pero si ayuda a
mantener una ubre inmunolégicamente activa durante ese periodo. La reclusion de
células blancas en la ubre, principalmente neutrdfilos, podria estar optimizando los
procesos de remodelacion e incluso, potenciar la auto curacion de glandulas
infectadas o dafiadas y asi lograr que el animal ingrese a su proximo ciclo de lactancia
sano y en su maximo nivel de produccion. Dado que los neutrdéfilos son el tipo celular
predominante en la leche (Riollet y col., 2000) y la secrecion mamaria de vacas al
secado (Lee y col., 2005), podrian jugar un papel crucial no solo en la defensa local,

sino también en la remodelacién de la glandula mamaria de las vacas en periodo de
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secado (Ting-Chieh Yu y col., 2011). Por otro lado, el ensayo realizado se extendio
hasta el dia 7 del periodo de secado, lo que significa que de aqui en adelante, restan
al menos unos cuarenta y cinco dias mas hasta el parto, tiempo suficiente para

restablecer el RCS a valores normales

Si bien se esperaba que el RCS de las BLs con el diluyente fuera mayor al de
las BLs solas, el resultado obtenido demostrd que esto es asi, excepto a los 7 dias de
realizada la inoculacién, donde el RCS obtenido de los cuartos a los que se les
administro el diluyente completo con las BLs, es menor que si solo se administran las
BLs.

Los recuentos observados al tratar a los cuartos con antibidticos, son diferentes
en cuanto al comportamiento que se observd en todos los otros casos. Aqui se
evidencio un fuerte incremento de las células sométicas a las 24hs post inoculacién, y

luego una disminucién, siendo menor el recuento a los 2y 7 dias.

En lo que respecta al andlisis bacteriolégico, solo se aislaron microorganismos

luego de incubar las placas de agar sangre a 37°C durante 48 a 72 horas.

De los 4 cuartos a los que se les administro Sepigel, el 75% resultaron en un
analisis bacterioldégico positivo, encontrdndose en estos enterobacterias, como
Escherichia coli, un dia luego de la inoculacion y Streptococcus ambiental el ultimo dia
del ensayo. Si bien este resultado podria indicar que la presencia del Sepigel produce
una mayor suceptibilidad de la GM a las infecciones bacterianas, los cuartos a los que
se les administraron los diluyentes completos, ya sea solo o con BLs, presentaron un

analisis bacteriol6gico positivo solo en el 11% (2 cuartos).

También se aislé Bacillus spp. en un cuarto al que se le habia colocado el

pomo de antibiético habitual.

Es importante destacar, que en el ensayo, a una misma vaca se le administro
en 2 cuartos diferentes (Trasero Derecho y Trasero Izquierdo) Sepigel, y en el cuarto
Delantero Izquierdo el pomo de secado habitual, y estos tres cuartos resultaron en un
analisis bacteriologico positivo, siendo probable que el animal haya estado bajo
condiciones de estrés o inmunologicamente deprimido, favoreciendo asi la

colonizacién bacteriana.
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Se utilizé la metodologia de analisis bacteriolégico de muestras de leche
descripta por el NMC. Se debe tener en cuenta que los estudios realizados fueron

acotados y dirigidos a la deteccion de los principales patégenos.

Los RCS correspondientes a los cuartos que presentaron el analisis
bacteriologico positivo, no fueron tenidos en cuenta al momento de realizar el analisis

estadistico.
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5. CONCLUSIONES:

Al evaluar todos los compuestos, se observd que los excipientes, en su mayoria
son inhibidores del crecimiento bacteriano, por lo cual fueron descartados y/o
reemplazados:

- El estearato de aluminio, la vaselina liquida y sélida, que se habian propuesto

como posibles espesantes del producto, fueron reemplazados por Sepigel 305
a una concentracion del 1% y el 4cido salicilico, por su alta inhibicion, no fue
utilizado.

- Los tres fitocompuestos (Aloe vera, Centella asiatica y Echinacea spp.), no
mostraron efecto inhibitorio de ambas cepas probidticas a concentraciones de
6,25mg/ml. De acuerdo a sus caracteristicas inmunomoduladoras y a un mayor
conocimiento de las propiedades de la Echinacea spp, esta fue la que se
incorpord en el producto final.

- Con respecto a las vitaminas, la vitamina D puede ser incorporada por no ser
inhibidora del crecimiento bacteriano, pero presenta el inconveniente de ser de
alto costo, por lo cual no es rentable su incorporacién al formulado final,
mientras que la vitamina C inhibe a las BLs a la menor concentraciones
ensayada (12,5mg/ml) al ser evaluada en combinacion con los otros
compuestos, por lo que deberian realizarse mas ensayos de inhibicion de esta
vitamina antes de ser incorporada al formulado final.

- La fructosa, inhibe a ambas cepas a concentraciones de 300mg/ml y mayores
a esta, por lo cual la concentraciébn Optima a utilizar seria de 10 mg/ml,
concentracion a la cual el crecimiento bacteriano no se ve afectado.

Ademas de no ser agentes antimicrobianos, se comprobd la ausencia de efectos

adversos en la ubre bovina, es decir que se consideran inocuos para dicho animal.

- La inoculacién intramamaria conjunta de un diluyente compuesto por Sepigel
1%, fructosa 10mg/ml, y Echinacea spp 6,25mg/ml, y ambas BLs, produjo un
aumento considerable del RCS. Este efecto, ayudaria al animal a transitar el
periodo de mayor susceptibilidad a las infecciones intramamarias, con un
sistema inmune fortalecido que le permitiria prevenir la colonizacion del epitelio

mamario por microorganismos productores de mastitis bovina.
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