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RESUMEN

Los probiéticos a base de Bacillus subtilis inhiben a microorganismos patégenos

de los animales. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto del
aditivo zootécnico SULTILPROBIO® en la prevencion y el control de la mastitis

bovina en la vaqueria 65 de la Empresa Pecuaria Genética de Matanzas (EPGM).
Se aislaron bacterias del canal del pezén de vacas con mastitis subclinica, las
cuales se enfrentaron a SULTILPROBIO® por el método de difusién de sustancias
en agar. Los tres aislados con mayores halos de inhibicién se identificaron por
técnicas microbioldgicas tradicionales. Posteriormente se realizé un experimento
con disefio completamente aleatorizado para la evaluacion del efecto de este
probidtico como sellante en vacas en ordefio. Se emplearon tres tratamientos: 1.
Control, con agua hervida; 2.Tratamiento con propolina al 10% y 3. Tratamiento
con SULTILPROBIO®. Por ultimo se contabilizaron los costos incurridos con los
sellantes evaluados. Como resultado, se aislaron 20 cepas potencialmente
patbgenas de vacas con mastitis y 10 de ellas mostraron sensibilidad ante
SULTILPROBIO®. Los tres aislados que manifestaron mayor halo de inhibicion
(13,67-16,67 mm) se identificaron como Staphylococcus aureus y Escherichia
coli, los cuales se encuentran entre los principales causantes de mastitis en
Cuba. La aplicacion del aditivo zootécnico como sellante del canal del pezén
provocO mayor proporcion de cuartos recuperados total y parcialmente. Los
costos disminuyeron con el empleo del SULTILPROBIO® en comparacién con la
propolina, por lo que se concluye que este aditivo posee potencial para usarse

en el control y la prevencion de esta enfermedad.



ABSTRACT

Probiotics based on Bacillus subtilis inhibit pathogenic microorganisms of
animals. The objective of this work was to evaluate the effect of the zootechnical
additive SULTILPROBIO® in the prevention and control of bovine mastitis in the
dairy farm 65 of the Matanzas Genetic Cattle Enterprise (EPGM). Bacteria were
isolated from the nipple canal of cows with subclinical mastitis, which faced
SULTILPROBIO® by the diffusion method of substances in agar. The three
isolates with greater inhibition halos were identified by traditional microbiological
techniques. Subsequently, an experiment with a completely randomized design
was carried out to evaluate the effect of this probiotic as a sealant in milking cows.
Three treatments were used: 1. Control, with sterile water; 2. Treatment with
propoline and 3. Treatment with SULTILPROBIO®. Finally, the costs incurred with
the evaluated sealants were accounted for. As a result, 20 potentially pathogenic
strains of cows with mastitis were isolated and 10 of them showed sensitivity to
SULTILPROBIO®. The three isolates that showed the greatest halo of inhibition
(13.67-16.67 mm) were identified as Staphylococcus aureus and Escherichia coli,
which are among the main causes of mastitis in Cuba. The application of the
zootechnical additive as sealant of the nipple channel caused a greater proportion
of partially and totally recovered quarters. Costs decreased with the use of
SULTILPROBIO® compared to propoline, so it is concluded that this additive has
potential to be used in the control and prevention of this disease.
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Introduccion



INTRODUCCION

Entre los alimentos mas consumidos se encuentran la leche y los derivados
lacteos. Segun datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO), en el afio 2014 la produccion mundial fue de
780 millones de toneladas. En Cuba en el 2017 se alcanzaron 532,3 millones de
litros de leche (Ministerio de la Agricultura, 2017); sin embargo, estos niveles alun

no satisfacen las necesidades de la poblacién.

La mejor etapa productiva de la lecheria en Cuba fue en la década del 80, a partir
de los 90's se redujeron estos niveles (3-4 L/vaca), pues el pais comienza a
transitar por el periodo especial con muchas dificultades en los insumos, manejo
y eficiencia de la produccion, de las cuales algunas se mantienen (Ruiz et al.,
2016). Entre los problemas actuales se encuentra la incidencia de mastitis,
considerada una de las enfermedades mas importantes que afectan al ganado
bovino de leche. Este padecimiento consiste en la inflamacion de la glandula
mamaria cuyo origen puede ser infeccioso, traumatico o téxico; y es una patologia
que se reconoce mundialmente por causar grandes pérdidas econémicas, tanto
al productor como a la industria. Se estima que entre el 15y el 20% de las vacas
de un hato lechero se afectan de alguna forma con mastitis, en uno o mas cuartos

mamarios (Uchuari, 2018).

Los calculos mundiales revelan que la mastitis representa el 30% del costo total
de todas las enfermedades en el ganado lechero. En este sentido, existen pocos
datos de la situacion actual en Cuba de esta enfermedad, aunque estudios de
varios rebafos lecheros de diferentes regiones reportan pérdidas similares y en
algunos casos superiores, dadas fundamentalmente por fallas e incluso ausencia
de los programas de control de la misma. Los resultados emanados de tales
investigaciones indican que en la zona occidental y centro (Villa Clara) del pais,
la prevalencia de mastitis clinica y subclinica es elevada, aproximadamente de
45% y 75% respectivamente; observandose ademas una alta incidencia de

mastitis clinica y crénica (Armenteros et al., 2006; Ruiz et al., 2012).



De todas las pérdidas atribuidas a la mastitis, la que mas destaca y mayor rango
tiene, es la disminucion de la produccion por la infeccion subclinica, ya que puede
variar entre 70 y 80% (Carrion, 2013; Fetrow, 2013). Entre los microorganismos
que mas inciden estdn Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus
agalactiae, Corynebacterium spp., Streptococcus uberis, Enterococcus spp. y
Candida albicans (Castafieda et al., 2013; Aguilar et al., 2014; Sartori et al., 2014;
Raspanti et al., 2016).

Dentro de los métodos empleados para el control de la mastitis se presentan los
antibiéticos, los cuales como se conoce, provocan la generacion de genes de
resistencia en los microorganismos patdgenos del hombre y los animales
(Castanon, 2007). Por esta razén desde hace varios afios se trabaja en la
busqueda de otras alternativas naturales que disminuyan el efecto de estos
agentes infecciosos, tales como los probiéticos. Estos biopreparados se
consideran cultivos simples o mezclas de microorganismos vivos que, aplicados
a los animales o al hombre, benefician al hospedador al mejorar las propiedades
de la microbiota intestinal original (Sanders, 2011; Delgado, 2017). En la
actualidad se desarrollan mdultiples estudios con sélido apoyo experimental, con
la finalidad de ampliar su uso, asi como de definir los limites de su efectividad no
solo en el tracto digestivo, sino en otros ecosistemas como vagina y glandula

mamaria (Casals, 2017; Laurencio et al., 2017).

Entre los microorganismos que mas se utilizan como probi6tico se encuentran los
del género Bacillus ya que marcan una importante funcion en la produccién de
sustancias antimicrobianas del tipo bacteriocinas o antibiéticos que inhiben a

microorganismos patdgenos (Ansari et al., 2012; Rodriguez, 2017).

En el Centro de Estudios Biotecnologicos de la Universidad de Matanzas
(CEBIO) se obtuvo por Milian (2009) un biopreparado probidtico denominado
SUBTILPROBIO® que contiene Bacillus subtilis y sus endosporas. Este
biopreparado se evalué por otros investigadores en pollos (Crespo, 2014), cerdos
(Rodriguez, 2015) y terneros (Silva, 2013), con excelentes resultados en los
indicadores productivos y en la salud de los animales. Sin embargo, a pesar de

2



la comprobada efectividad antimicrobiana de este producto, no se ha evaluado

como antiséptico final (sellante) del pezén en rebafios bovinos.
Problema

La mastitis bovina es una de las enfermedades mas costosas de la ganaderia en
Cuba. A pesar de que existen numerosas medidas preventivas y curativas para
eliminar esta enfermedad, no se cuenta con un biopreparado probidtico, que
aplicado en el ordefio como antiséptico del pezon disminuya los niveles de

patdgenos causantes de esta infeccion.
Hipotesis

La aplicacién del aditivo zootécnico SULTILPROBIO® como antisepsia final del
pezon contribuira a la disminucion de la presentacion de mastitis subclinica en

rebafnos bovinos.
Objetivo General

Evaluar el efecto del aditivo zootécnico SULTILPROBIO® en la prevencion vy el
control de la mastitis subclinica en la vaqueria 65 de la Empresa Pecuaria
Genética de Matanzas (EPGM).

Objetivos especificos
e Aislar microorganismos potencialmente patégenos causantes de mastitis

subclinica en la vaqueria 65 de la EPGM.

e Determinar in vitro el efecto antibacteriano del aditivo zootécnico
SULTILPROBIO® en los microorganismos aislados de animales con

mastitis.

e Evaluar in vivo la efectividad de la aplicacion del aditivo zootécnico

SULTILPROBIO® en la prevencién y control de mastitis bovina.

e Comparar los costos con el uso de SULTILPROBIO® y la propolina como

sellantes del pez6n de vacas en ordefio.
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|. REVISION BIBLIOGRAFICA
I.1 Morfologia interna de la glandula mamaria bovina

La ubre bovina esta compuesta de cuatro glandulas mamarias, de origen
dérmico, separadas por membranas y ligamentos especificos que dividen las
anteriores de las posteriores, las mitades derecha de la izquierda. Cada una de
ellas posee una cisterna del pezoén, cisterna de la gldndula, ductos de leche y
tejido glandular que contiene millones de alvéolos, recibe el nombre de cuarto
mamario y se considera como una unidad funcional que opera
independientemente dentro del complejo de la ubre (Schroeder, 2012). En la

figura 1 se presenta un esquema de la estructura interna de la glandula mamaria.
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Figura 1: Estructura interna de la gldndula mamaria (Tomado de Schroeder,
2012).

En su interior, cada cuarto posee su propio tejido secretor (alvéolo mamario) y un
conjunto de ductos encargados de conducir la leche hasta el seno lactifero
glandular o cisterna de la glandula. Los alvéolos se consideran la unidad funcional
de la ubre. Estos estan irrigados por pequefios vasos sanguineos y rodeados por
una serie de células especializadas (conectivas, epiteliales y musculares)
(Schroeder, 2012).



A partir de los nutrientes que llegan a la ubre, por via sanguinea, las células
epiteliales se encargan de producir leche. Este alimento nutritivo se libera dentro
de la luz del alvéolo y en el momento del ordefio, la oxitocina liberada en sangre
ocasiona la contraccion de las células musculares que cubren esta estructura.
Esta accién conlleva a la eyeccion lactea (bajada de laleche), la cual sale a los
conductos galactoforos y a la cisterna de la glandula (Corzo et al., 2009; Pereyra
et al., 2014).

Los alvéolos drenan la leche a los conductos capilares que desembocan en la
cisterna a nivel de cada glandula. De esta area pasa al exterior a través del
pezon, en cuyo trayecto aparece también una pequefa cisterna. Tras esta, se
encuentra un canal rodeado de tejido muscular y conectivo, los que regulan la
abertura de salida y contribuyen a evitar la infeccion de la mama con

microorganismos del medio externo (Jiménez, 2013).

Los microorganismos infecciosos, provenientes del medio externo, son la
principal causa de inflamacion del tejido secretor mamario (mastitis) (Fernandez
et al.,, 2013). Las bacterias ingresan a través del canal del pezon, pueden
traspasarlo durante o entre ordefios y multiplicarse en las cisternas de este y de
la glandula. Inicialmente se afectan los tejidos que rodean los grandes ductos y
las cisternas que recogen la leche, luego la infeccion puede progresar hasta

afectar el tejido glandular y los alvéolos (Lopez, 2014).

En la figura 2 se presentan las etapas que se producen durante el proceso de
infeccion. A lo anterior se debe agregar, que tanto los microorganismos, las
toxinas producidas por ellos asi como los mediadores quimicos de la inflamacion,
dafian al tejido productor de leche, dando como resultado la disminucion de la
produccion lactea. Estas sustancias liberadas al torrente vascular incrementan la
permeabilidad de los vasos sanguineos, de donde los leucocitos (células
somaticas) se trasladan (hacia los alvéolos) para atrapar al agente invasor
(Pereyra et al., 2014).
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Figura 2: Etapas del proceso infeccioso de la glandula mamaria bovina (Tomado
de Carrion, 2013).

Sin embargo, como parte del proceso inflamatorio, estos leucocitos también
causan dafios a las células productoras de leche. Segun Bouchard et al. (2015)
con el curso de la infeccion los alvéolos reducen su tamafio, las células epiteliales
son destruidas y reemplazadas por cicatriz, hay aumento difuso del tejido
conjuntivo, fibrosis, edema, atrofia del tejido mamario, absceso glandular y
consecuentemente el cuarto mamario produce menos 0 se convierte en no

funcional.
I.2 Mastitis bovina, concepto y formas de presentacion de la enfermedad

La mastitis bovina se define como una reaccion inflamatoria de uno o varios
I6bulos de la glandula mamaria y sus tejidos secretores. Esta enfermedad
productiva puede dar lugar a una falta de funcionalidad y riego sanguineo en la
mama (Fuentes et al., 2013). Se considera la de mayor prevalencia global en los
hatos lecheros y en gran parte del mundo se presenta en forma endémica
(Bouchard et al., 2015).



Esta patologia no solo causa disminucién en la produccion lactea sino que
también induce a una depreciacion de la calidad de la leche y condiciona la
duracion de la lactancia bovina en las hembras afectadas (Fuentes et al., 2013).
Los animales eliminados prematuramente de la linea de ordefio, los gastos en
medicamentos y honorarios veterinarios, favorecen que sea una de las
enfermedades mas costosas en la industria lechera a pesar de los métodos
modernos establecidos para su control (Asli et al., 2017).

Su etiologia puede ser infecciosa, traumatica o toxica, aunque prioritariamente
ocurre por invasion de bacterias patdgenas a través del canal del pezén. En esta
enfermedad, existen cambios fisicos y/o quimicos en la glandula mamaria que
determinan el desarrollo clinico o subclinico de la mastitis, dependiendo ademas
de la naturaleza del agente causal (capacidad de infeccién, multiplicaciéon vy
extension) y particularmente del estado inmunologico de la ubre (Martinez et al.,
2015; Vissio et al., 2015).

En la mastitis subclinica no se perciben, en la ubre, cambios externos visibles
gue manifiesten la condicion patolégica del animal. Esta forma de presentacion
evoluciona sin signos inflamatorios aparentes. Se caracteriza por un reducido
rendimiento lacteo y alteraciones en la composicion de la leche. El analisis
bacteriol6gico suele demostrar la presencia de microorganismo y conjuntamente
se acompafia de un aumento en el recuento de células somaticas (RCS) (Green
et al., 2014; Fonseca, 2015).

La mastitis subclinica no se detecta rapidamente puede incluso, no reconocerse
por el ordefiador (Ponce et al., 2010). De ahi, la importancia epidemiolégica de
esta enfermedad. Su curso asintomatico conlleva a que las hembras afectadas
se conviertan en fuentes de infeccion para otros animales susceptibles. En
condiciones de campo se usa frecuentemente la prueba de California (California
Mastitis Test, CMT.) para su diagndstico. Este método permite identificar el grado
de infeccién subclinica con alta sensibilidad (98%) y especificidad (95%) (Alonso,
2016). EIl tipo subclinico es entre 15 a 40 veces mas frecuente que la

manifestacion clinica (Oliveira et al., 2012; Suarez et al., 2014).



En la mastitis clinica la glandula mamaria se inflama (figura 3), hay sensibilidad
al tacto, edema y enrojecimiento de toda la zona afectada. En casos severos se
presentan signos sistémicos que cursan con: aumento de la temperatura rectal y
del pulso, decaimiento, pérdida del apetito y baja de la produccién. Esta forma de
presentacion se caracteriza por anormalidades visibles tanto en la ubre como en
la leche. Puede ser de forma aguda, caracterizandose por su aparicion subita o
puede persistir y evolucionar a cronica. En este caso la infeccion sera de larga

duracion (Calderon y Rodriguez, 2008; Ramirez et al., 2016).

Figura 3: Ubre bovina caracteristica con mastitis clinica (Tomado de ALTA,
2012).

El cuadro clinico se acompafia de una reduccion en la capacidad funcional de la
glandula mamaria y por ende una menor produccién de leche, en la que se
manifiestan cambios pronunciados en su composicion y apariencia (presencia de
grumos, coagulos, pus o sangre). Se eleva la carga bacteriana normal, las células
somaticas (principalmente neutréfilos polimorfo nucleares) y el contenido de

proteasa (Fernandez et al., 2012; Gianneechini et al., 2014).

Segun Avila y Gutiérrez (2014) y Almeida (2015), dentro de los casos clinicos de
la mastitis se describen otras formas de presentacion. Esta clasificacion esta
relacionada con el grado de infeccion, sintomatologia clinica y duracion de la
enfermedad:



Mastitis suave ligera: puede considerarse un estado intermedio de la
enfermedad, en el que se pueden presentar sintomas agudos, llegando en

algunos casos a una inflamacion croénica.

Mastitis suave o moderada: se presenta subitamente con disminucién en la
produccion de leche y cambios en su calidad como: aspecto seroso, coagulos o
grumos. lgualmente, los animales pueden presentar fiebre, anorexia, depresion
y movimientos ruminales disminuidos, sin cambios aparentes en el aspecto de la

ubre.

Mastitis aguda: aparece con mucha frecuencia después del parto y se reconoce
por su presentacion repentina exhibiendo cambios en la leche como grumos o
tolondrones y reduccion en la produccion de esta, en muchos casos con
apariencia de suero sanguineo. La ubre puede presentar inflamacion de ligera a
dura, caliente y dolorosa. La vaca muestra signos de anorexia, depresion y fiebre.

Mastitis cronica: se presenta cuando la inflamacién aguda de la ubre persiste
por mas de cinco dias con endurecimiento y sensacién caliente o cuando se
aprecian secreciones continuas o intermitentes. La apariencia en los primeros
chorros de leche es acuosa, acompafada de hojuelas, grumos, tolondrones,
coagulos o fibrones. El animal presenta un cuadro de fiebre, taquicardia, anorexia
y atonia ruminal, entre otros sintomas. La mastitis cronica puede manifestarse

con eventos agudos y a su vez la mastitis aguda puede volverse cronica.

Mastitis gangrenosa: inicialmente el cuarto afectado se muestra inflamado,
enrojecido y caliente, luego en pocas horas la leche se torna acuosa y
sanguinolenta. Esta forma de presentacion clinica es ocasionada cuando los
microorganismos involucrados o0 sus toxinas producen vasoconstriccion,
isquemia y muerte del tejido. Al palpar la glandula afectada, esta se encuentra
inflamada, fria y ciandtica, se observa una linea de demarcacion entre el tejido

sano y el afectado, viéndose este de color azul o negro.



I.3 Agentes etioldgicos de la mastitis bovina

En la glandula mamaria bovina se identifican més de 140 especies, subespecies
y serovariedades microbianas que incluyen bacterias medio ambientales,
oportunistas, patégenas contagiosas y otros organismos que penetran en la ubre
a través del canal del pezdn. Estos gérmenes se multiplican rapidamente y dan

lugar a inflamacioén con dafio tisular (Beltran et al.; 2015; Alonso, 2016).

Los microorganismos medio ambientales tienen su reservorio en el habitat donde
permanecen los animales (suelo, agua, cama, estiércol) y no en las glandulas
mamarias infectadas, siendo por lo general transmitidos entre periodos de
ordefios (Breen, 2014). Dentro de este grupo se encuentran los bacilos entéricos
Gram negativos como Escherichia coli, Klebsiella spp., Streptococcus
dysgalactiae, Streptococcus uberis, Enterococcus spp. y en menor medida los
coliformes (Bradley y Green, 2015).

Dentro de los patdgenos contagiosos y de mayor prevalencia se encuentran
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae y Actinomyces pyogenes.
Estos microorganismos tienen su hdbitat en la glandula mamaria bovina y se
transmiten de ubre a ubre principalmente durante el ordefio de las hembras
(Barbosa et al., 2007; Gasque, 2015). En ocasiones estas bacterias se adaptan
a las condiciones de la glandula mamaria, desarrollan en ellas estrategias para

evadir el sistema inmune y permanecer en la misma (Garcia et al., 2018).

Dentro del grupo de bacterias oportunistas que provocan mastitis estan los
estafilococos coagulasa negativos (CNS), considerados en la actualidad,
patbgenos emergentes de la mastitis bovina. Normalmente estos
microorganismos se encuentran en las manos del ordefiador y en la piel sana del
pezén desde donde logran colonizarlo y penetrar hasta los tejidos secretores
(Bradley y Green, 2015).

Con menor frecuencia causan mastitis microorganismos de los géneros

Mycoplasma spp. Pseudomona spp., Nocardia spp., Bacillus spp., Pasteurella
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spp. y Protothecas spp. y levaduras como Cryptococcus neoformans y Candida
albicans. Para estos agentes la tasa de curacidon terapéutica suele ser
practicamente nula, independientemente del tratamiento, por lo que en muchos
casos se debe sacrificar al animal infectado (Fernandez et al., 2012; Martinez et
al., 2013).

Se ha observado que la propagacion de patégenos infecciosos y ambientales se
puede reducir con una buena higiene de la ubre y sumergiendo el pezon en
selladores de barrera después del ordefio, lo cual disminuye la incidencia de
nuevas infecciones intramamarias. Segun reportes (Trujillo et al., 2011; Ruiz et
al., 2016), los selladores de barrera actdan al formar una muralla entre el medio
ambiente y la piel del pezon, asi como un sello en la punta de este, para impedir

la entrada de material extrafio 0 microorganismos en la ubre.
I.4 Pérdidas econdémicas ocasionadas por la mastitis subclinica

La mastitis subclinica es una enfermedad con elevada prevalencia en el ganado
lechero, una de las patologias mas importantes que afectan a la industria lactea
y constituye la primera causa de pérdidas econdmicas para los productores de
leche a nivel mundial. Por ello, se reconoce desde hace algin tiempo como el
padecimiento mas costoso en los hatos ganaderos (Huijps et al., 2008; Garcia et
al., 2018).

En una valoracién econdmica realizada por Vissio et al. (2015) en Cdrdoba,
Argentina se determiné que las pérdidas por mastitis subclinica representan un
promedio del 87% del costo total calculado para esta enfermedad. Por su parte,
Romero (2016) expresd, que este tipo de mastitis es la que mas afecta a los
pequefnos productores en Colombia. En correspondencia con lo anteriormente
planteado, los estudios realizados por Ruiz et al. (2012) en Cuba, manifestaron
que la mayor prevalencia (75%) corresponde a esta misma forma de

presentacion de la enfermedad (subclinica).
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Ante esto, es importante en cualquier sistema de produccion, determinar la
presencia de mastitis y su control para garantizar la calidad de la leche a través
de pruebas que se realizan en laboratorio: determinacion de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) y Conteo Celular Somatico (CCS). El conteo de
UFC hace referencia a la higiene general del ordefio y el CCS a la sanidad del
producto obtenido en el establo y al estado infeccioso del rebafo (Vargas, 2012;
Beltran et al., 2015).

Ambas formas de presentacion de la enfermedad (clinica y subclinica) afectan
tanto la cantidad (Ruiz et al., 2016) como el valor nutritivo de la leche debido al
alto CCS y al incremento de enzimas proteoliticas y lipoliticas de origen
sanguineo y bacteriano. Principalmente se ve afectado el contenido proteico de
la leche al incrementarse las proteinas séricas y disminuir la caseina (Vargas,
2012).

Segun Ruiz et al. (2016), la mastitis bovina se ha convertido en la causa mas
frecuente de leche penalizada en Cuba, sin embargo, no se reconoce el principal
efecto negativo de esta enfermedad; la leche no producida. En este sentido,
estudios realizados por Vargas (2012) en la Ciudad de Chile, estiman las pérdidas
expresas en litros que se pueden ocasionar por efecto del aumento del CCS. La
tabla 1 expresa la cantidad de leche dejada de producir, estratificada en siete

rangos, por animales de primera, segunda 0 mas lactancias.

Estudios realizados por la NDSU (North Dakota State University) expresan
cuantiosas pérdidas en la industria lactea debido a la presencia de mastitis en
sus rebafios. Segun reportes de dicha investigacion, el costo anual total de la
enfermedad se aproxima a $ 1,8 mil millones de dolares. Esto representa
aproximadamente el 10% del valor total de las ventas de leche de granja, y
estiman que dos tercios de esta pérdida se debe a la reduccién de la produccién
de leche en las vacas infectadas de forma subclinica (Schroeder, 2012).
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Tabla 1. Pérdidas en produccion de leche (litros) por efecto del aumento del
recuento de células somaticas, estratificadas en siete rangos, para animales de
primera, segunda 0 mas lactancias.

Primera lactancia Segunda o mas lactancias
Produccion (L) Produccion (L)

RCS (x 10°) | Diaria | Por lactancia | Pérdidas Diaria | Por lactancia | Pérdidas
<100 18,47 5.633 0 20,08 6.344 0
100-200 | 17,72 5.402 228 19,91 6.073 271
200-500 | 17,24 5.258 375 19,32 5.893 451

500-1000 | 16,74 5.106 527 18,75 5.719 625
1000-5000 | 16,34 4.984 649 18,26 5.569 775
2000-5000 | 15,89 4.846 787 17,71 5.402 942

>5.000 | 15,07 4.596 1.037 16,93 5.164 1.180

RCS. Recuento de células somaticas.

I.5 Control y prevencién de la mastitis bovina

Un manejo adecuado es fundamental e insustituible como medida de control y
prevencion de las infecciones mamarias, probablemente la mejor. Reducir la
prevalencia de la mastitis es una de las tareas importantes en la ganaderia
cubana (Ruiz et al., 2016).

Segun Rodriguez (2010), las instalaciones pecuarias deben mantener el control
sobre una serie de normas sanitarias para mantener la productividad y la salud
de los rebafios lecheros. Dentro de ellas se enuncian: practicas de ordefio
higiénico, sellado o desinfeccién de pezones post-ordefio, terapia de vaca seca

y adecuado funcionamiento del equipo de ordefio.

Sin embargo, la medida profilactica mas efectiva va dirigida al control de
patdgenos. Segun la literatura consultada para los gérmenes altamente
contagiosos (Staphylococcus aureus) se debe desinfectar las ubres tras el
ordefilo sumergiendo durante unos instantes el pezdon en una solucidon
desinfectante que puede ser a base de yodo, cloro o acido lactico (Ledn et al.,
2005).
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Ante los gérmenes medioambientales como el Streptococcus uberis o los
estafilococos negativos a la coagulasa se utilizan también bafios de pezoneras.
En estos casos se emplean soluciones con efecto barrera (mecanica) contra la

entrada de gérmenes, nombrados selladores de barrera (Escamilla et al., 2007)

De forma natural, la ldAmina mucosa de la cara interna del pezdén produce
gueratina; sustancia proteica, muy rica en azufre, que constituye el componente
principal de las capas mas externas de la epidermis de los vertebrados. La
queratina es la responsable de la dureza y resistencia de los cuernos, ufias y
para el pezdn constituye un elemento esencial de proteccién mecanica vy fisica,
Existe una relacion directa entre la produccién de leche al momento del secado
y el cierre de pezones. A medida que la produccién lactea es mayor, el esfinter
mamario permanece abierto por mas tiempo, sin queratina, lo que permite la
exposicion de las ubres a diferentes microorganismos (Dingwell et al., 2003).
Existen reportes en la literatura de selladores internos o selladores intramamarios
para la prevencion de la mastitis bovina. Estos tienen como finalidad cerrar
artificialmente y por su cara interna el pezobn mamario durante la totalidad del
periodo de secado. Los primeros experimentos con este tipo de selladores se
llevaron a cabo en los afios 50, utilizando para ello metales pesados; los
resultados sin embargo no fueron satisfactorios por la irritacién causada en la
mucosa de la cisterna asi como por la inestabilidad de los productos (Scamilla et.
al., 2007).

Afos mas tarde Fernandez et al. (2008) emplearon, en infecciones intramamarias
recurrentes, selladores a base de soluciones yodoforas. El producto evaluado
resulté ser 75% mas efectivo en la prevencion de la infeccion que el tratamiento
convencional. Los animales de este experimento disminuyeron en 66% las
infecciones recurrentes causadas por Staphylococcus aureus y en un 100% las

causadas por coliformes fecales.
[.6 Probidticos. Historia y definicidon

A principios del siglo XX, el cientifico ruso Elie Metchnikoff (1907) describio los

efectos beneficiosos de la ingestion de bacterias acido-lacticas en la comunidad
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microbiana del tracto gastrointestinal (TGI). Este microbidlogo ucraniano atribuyé
la longevidad de ciertas poblaciones balcanicas al consumo habitual de lacteos
fermentados, portadores de lactobacilos que “promovian la salud y prolongaban
la vida”. Contemporaneo con Metchnikoff, Henry Tissier, un médico pediatra
francés, observd que los nifios con diarrea tenian una baja cantidad de
bifidobacterias en sus heces. Estas bacterias, por el contrario, eran abundantes

en los nifios sanos.

Sin embargo, no fue hasta 1965 que Lilley y Stillwell utilizaron por primera vez el
término probidtico, el cual en sus inicios correspondi6 a cualquier microorganismo
0 sustancia producida por él, que favorecia el crecimiento de otros. Afios mas
tarde, Parker (1974) lo defini6 como organismo o sustancia que contribuye al
balance microbiano intestinal de los animales. Esta definicion era imprecisa,

porque cualquier sustancia podia ser llamada probidtico.

Quince afios después, Fuller (1989) postuld que los probidticos eran
“suplementos microbianos que influyen beneficiosamente en el animal huésped
al mejorar su balance microbiano”. En el afio 2001 la FAO y la WHO crearon una
comision de expertos para esclarecer dicho término, debido a la rapida
incorporacion de este tipo de productos en el mercado y su distribucién en el
ambito internacional, sin la existencia previa de una normativa comunmente
aceptada. En esta ocasion se redefinié el concepto como: microorganismos vivos
gue cuando son administrados en cantidades adecuadas confieren un efecto

beneficioso en la salud del hospedero (Sanz et al., 2003).

El concepto evoluciond a través de los afios dentro de la comunidad cientifica
(Amores et al., 2004 y Olveira y Gonzalez, 2007). Entre las definiciones mas
amplia esta la expresada por Barrios et al. (2012), quienes definieron que un
probiotico funcional o perecedero se refiere a “un microorganismo o mezclas de
microorganismos viables, que al ser administrados al huésped en cantidades
adecuadas, pueden sobrepasar las barreras gastrointestinales, sobrevivir,
adaptarse, colonizar, multiplicarse y a su vez, intervenir en el equilibrio existente
del microbioma, modificandolo o estabilizandolo, en beneficio de la salud”.
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Aquellas cepas con potencialidad probidtica que sean inocuas y a su vez
produzcan beneficios, pero que no tengan la capacidad de sobrevivir y
multiplicarse en el hospedador, quedarian englobadas bajo la denominacién de

probioticos de tipo transitorio 0 no perecedero.

Los aditivos probio6ticos se introducen hoy en los sistemas intensivos de manejo
y alimentaciébn animal, como una alternativa al desuso de los antibi6ticos
promotores del crecimiento (Kadaikunnan et al., 2015; Kizerwetter-SwidayBinek,
2016). Estos biopreparados naturales fortalecen el equilibrio de la microbiota
intestinal, estimulan el sistema inmune e incrementan los rendimientos
productivos lo cual contribuye a fomentar una ganaderia sostenible y ecoldgica
(Laurencio et al., 2017).

[.6.1 Microorganismos utilizados con fines probioticos

Continuamente se obtienen nuevas cepas microbianas o0 sus mezclas para
utilizarlas en biopreparados para el consumo humano y con destino a la
produccion animal. Por esta razén, la FAO y la WHO en el 2002 publicaron una
guia para establecer los criterios de seleccién y controles de calidad para los
productos probioticos. Entre estos criterios se sefiala, fundamentalmente, que los
microorganismos tienen que identificarse correctamente hasta especie y ser
reconocidos como seguros (Generally Recognized As Safe, GRAS),
caracterizados in vitro y evaluados in vivo para confirmar su respuesta probiotica.
Asi como, deben mantenerse con alto nivel de viabilidad durante los procesos de
fabricacion y almacenamiento o durante el transito por el tracto gastrointestinal

del hospedero.

Las especies mas usadas en las preparaciones probioticas se muestran en la
tabla 2. Se reconocen a las bacterias acido lacticas, fundamentalmente las que
pertenecen a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, como los
microorganismos que mas se estudian y emplean como probioticos (Laurencio et
al., 2017).
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Tabla 2. Especies de microorganismos comunmente usados como probidticos
(Adaptado de Pino y Dihigo, 2007; Garcia, 2011).

ORGANISMOS
Lactobacillus Streptococcusy otros cocos Gram
positivos
Lactobacillus acidophilus Lactococcuslactis subsp. cremoris
Lactobacillus casei Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus
Lactobacillus del brueckiisub sp. Streptococcus diaacetylactis
Bulgaricus
Lactobacillus reuterii Streptococcus intermedius
Lactobacillus brevis Enterococcus faecium
Lactobacillus cellobiosus Enterococcus faecalis
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus fermentum Bifidobacterias
Lactobacillus plantarum Bifidobacterium bifidum
Lactobacillus gasseri Bifidobacterium animalis
Lactobacillus rhamnosus Bifidobacterium longum
Lactobacillus johnsonii Bifidobacterium thermophilum
Bifidobacterium pseudolongum
Bifidobacterium choerinum
Bacillus Levaduras
Bacillus licheniformis Saccharomyces cerevisiae
Bacillus subtilis Saccharomyces cerevisia evar. Boulardii

Bacillus breve

Por su composicion microbioldgica, el contenido del tracto gastrointestinal de
diferentes especies animales y las heces fecales, son las principales fuentes de
obtencion de microorganismos para la elaboracion de las preparaciones
probiéticas (Garcia, 2011; Nguyenet al., 2015). En este sentido, se reconocen
otros ecosistemas (jugo de tomate alterado y suelo con sangre de matadero) para
el aislamiento y seleccién de especies microbianas (Bacillus spp.) con fines
probidticos para ser empleadas en la elaboracion de aditivos zootécnicos
destinados a mejorar la salud animal e incrementar los rendimientos productivos
(Milidn et al., 2017).

En los ultimos afios se reconoce el género Bacillus spp. por el potencial que
posee para sintetizar metabolitos con actividad antifingica y antibacteriana.

Estas sustancias antimicrobianas son biopéptidos con diferente estructura
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guimica, que se utilizan como agentes terapéuticos contra bacterias y hongos
patégenos, capaces de actuar sobre microorganismos de diversa etiologia. El
efecto bio-controlador que ejerce Bacillus spp., es el resultado de diversos
mecanismos, entre los que se encuentra la antibiosis, que se produce debido a

la produccién de péptidos, lipopéptidos y fosfolipidos (Kadaikunnan et al., 2015).
1.6.2 Mecanismos de accién de los probidéticos

Entre las funciones que desarrollan los probiéticos se considera que modifican la
poblacién microbiana intestinal, estimulan el sistema inmunoldgico, intervienen
en los procesos metabodlicos, previenen la colonizacion por patdégenos,
incrementan la produccion de &cidos grasos volatiles (AGV), reducen la
absorcién de sustancias toxicas tales como NHs, aminas, indol, mercaptanos y
sulfitos, disminuyen el colesterol en sangre, sintetizan vitaminas especialmente
vitaminas K y del complejo B y mejoran la absorcién de minerales (Lata et al.,
2006; Nocek et al., 2012; Zhang et al., 2015).

Hernandez et al. (2015), resumen los mecanismos de accion de los probioticos
de tres tipos: mejora de la barrera intestinal defensiva, modulacién inmunoldgica
e incremento de la eficiencia metabdlica. La funcion protectora contra patégenos,
puede ejercerse a través de la seleccion por los nutrientes, la reduccién del pH
local, la produccién de sustancias bactericidas y bacteriostaticas como acidos
organicos, bacteriocinas y peroxido de hidrégeno, la estimulacion de la

produccion epitelial de moco y la competencia por los sitios de adhesion.

Los cultivos de Bacillus spp. que se emplean en la elaboracion de probiéticos
marcan una importante funcion en la produccion de sustancias antimicrobianas
del tipo bacteriocinas (Ansari et al., 2012). Estas sustancias son péptidos
heterogéneos producidos por sintesis ribosomal, con diferentes niveles en cuanto
a espectros de actividad, mecanismos de accion, peso molecular y propiedades

fisicoquimicas (Stoyanova et al., 2012).

Las bacteriocinas pueden ser sintetizadas por bacterias Gram-positivas y Gram-

negativas, consideradas benéficas para la salud y produccion de alimentos. Se
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secretan extracelularmente y no son téxicas para las células eucariotas. Ademas,
ellas presentan alta actividad bactericida o bacteriostética en cepas o especies
relacionadas, en microorganismos patdégenos y deteriorativos de alimentos
(Cotter et al., 2005; Svetoch et al., 2011).

De acuerdo con sus caracteristicas bioquimicas y genéticas, las bacteriocinas,
se clasifican en tres clases generales: Clase I. lantibiéticos, con poca estabilidad
al calor, péptidos policiclicos (< 5 kDa) con aminoacidos modificados; clase II. no
lantibidticos estables al calor, pequefias (<10 kDa) y clase lll péptidos de gran
tamafio (>10 kDa) e inestables al calor. Por lo general, las bacteriocinas
destruyen la integridad de la membrana citoplasmatica a través de la formacién
de poros transmembranales, lo que provoca la salida de aminoacidos y ATP, por
tanto, no se genera el gradiente electroquimico, ni se alcanza la fuerza
protomotriz necesaria en la sintesis de ATP. Estos mecanismos de accion estan

expuestos en la figura 4 (Biristain-Bausa et al., 2012).

La inhibicion o muerte de los microorganismos patégenos también puede
desencadenarse debido a la producciéon de antibiéticos. Los representantes del
género Bacillus spp. se destacan por la produccion de una amplia gama de
antibioticos lipopeptidicos (Cho et al., 2011). Estos se diferencian por su
estructura quimica, pero también, por los diferentes mecanismos que ejercen en
las bacterias patdgenas como: destruccion de la pared de la célula patégena,
desintegracion de la membrana bacteriana, inhibicion de la sintesis proteica, del

metabolismo de los &cidos nucleicos y del intermediario (Preeti et al., 2006).
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Figura 4: Mecanismo de accion de las bacteriocinas a nivel de la pared celular y
la membrana citoplasmética (Tomado de Biristain-Bausa et al., 2012).

La funcion inmunomoduladora de los microorganismos probidticos se establece
mediante un complejo mecanismo de sefales intercelulares, en las que las
bacterias, las células epiteliales (células M), las células dendriticas (CD) y del
sistema inmunoldgico actian coordinadamente. La activacion de los macréfagos
y CD aumenta la presentacion de antigenos a los linfocitos T, lo que desencadena
la produccion de anticuerpos, especificamente inmunoglobulinas de tipo A (IgA)
(Hernandez et al., 2015).

Algunos microorganismos probiéticos, no relacionados a la microbiota intestinal
autoctona como Bacillus y sus endosporas, pueden actuar como antigenos a

través de tres mecanismos, endocitosis, transcitosis y reconocimiento directo del
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antigeno por los linfocitos intraepiteliales (Revolledo et al., 2006). La accion de
estas bacterias desencadena reacciones inmunitarias que se traducen en una
mayor produccion de inmunoglobulinas, principalmente, IgA a nivel intestinal
(Rahmani y Speer, 2005).

1.7 SULTILPROBIO®

La Organizacion Internacional de Epizootias (OIE 2014) trabaja por introducir en
los sistemas de produccion animal nuevos productos y tecnologias para la
obtencion de alimentos sanos, que permitan altas producciones con adecuada
sostenibilidad econémica y con garantia bioldgica para proteger a los animales y
al hombre. Entre estos productos se encuentran los aditivos zootécnicos con
efecto probidtico, que representan un avance terapéutico potencialmente

significativo y seguro (Pérez et al., 2015; Pérez et al., 2016).

Teniendo en cuenta la importancia de los aditivos zootécnicos con efecto
probidtico en nuestros dias, debido a la creciente eliminacién del uso de los
antibioticos como promotores del crecimiento (APC) en la produccion animal, la
FAO y WHO (2002) definieron un grupo de requisitos y una metodologia a seguir
para obtener cepas de microorganismos que fueran reconocidas como seguras

(GRAS) y que pudieran ser usadas en la elaboracion de probidticos.

En Cuba, a escala industrial no se producen los probioticos ni se aplican estos
productos de manera generalizada en la produccién animal, a pesar de conocer
las ventajas que ofrece su empleo. No obstante, varios grupos multidisciplinarios
de investigacion trabajan en esta tematica. El Centro de Estudios Biotecnolégicos
de la Universidad de Matanzas, fue una de las primeras Instituciones del pais en
obtener diferentes microorganismos con actividad probiética para su uso en los

sistemas de explotacién pecuaria.

De estas investigaciones se obtuvieron cuatro productos, SUBTILPROBIO®,
PROBIOLACTIL®, PROBIOLEV® y PROBIOMEX®.
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1.8 Uso de los probidticos en los tratamientos y prevencidon de la mastitis

Puesto que la mastitis se considera una disbiosis 0 cambio anémalo de la
microbiota mamaria, el tratamiento con probidticos se considera una buena
opcién para restablecer el equilibrio de este ecosistema. La bacterioterapia o
empleo de ciertos microorganismos beneficiosos para desplazar a los agentes
patdgenos implicados en un proceso infeccioso se propuso hace mas de 25 afios,
su efectividad se demostro en varios tipos de infecciones recurrentes. El aumento
alarmante de la resistencia bacteriana a antibiéticos como consecuencia del uso
poco controlado de antimicrobianos y la poca efectividad del tratamiento
antibiotico en algunas ocasiones, ha hecho que vuelva a aumentar el interés por

la probio-terapia (Beltran et al., 2015).

La estrategia tradicional para el control de la mastitis es la terapia con antibioticos;
sin embargo, entre los principales inconvenientes se encuentra la preocupante
emergencia de resistencia a antibidticos, los bajos niveles de cura para
determinados patégenos y la presencia de residuos de estas sustancias en leche
y carne vacuna, por lo que se hace evidente la biusqueda de otras alternativas
efectivas de tratamiento con sustancias diferentes a los antibioticos tradicionales
(Sanchez y Pefia, 2016).

Aungue no estan disponibles comercialmente, existen alternativas de tratamiento
de la mastitis, como es el empleo de quitosan y antimicrobianos peptidicos
aislados de plantas, pero son solo eficientes en el tratamiento de mastitis por
Staphylococcus spp. (Ochoa et al., 2008). El antibiético antimicrobiano peptidico
sintetizado por Lactococcus lactissub sp. Lactis DPC3147 pertenece al grupo de
la bacteriocina ribosomal y se caracteriza por poseer actividad demostrada contra
bacterias patégenas productoras de mastitis, sobre todo contra variedades
resistentes a antibioticos (Ryan et al., 1998; Twomey et al., 2000). De este grupo,
se ha reportado que solo la nisina y la lacticina se usan para el tratamiento de
mastitis; pero algunas bacterias productoras de la enfermedad crearon

resistencia a estos péptidos (dos Santos et al., 2005).
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Resulta especialmente relevante la capacidad de ciertas cepas de Lacto bacillus
coryniformis CECT5711, Lactobacillus fermentum CECT5716, Lactobacillus
gasseri CECE5714 y Lactobacillus salivarius CECT5713 para inhibir a los
principales agentes etiolégicos de las mastitis (Staphylococcus spp. y
Streptococcus spp.), adherirse a epitelios, sobrevivir a las condiciones del tracto
gastrointestinal y tener actividad anti-inflamatoria e inmunomoduladora (Jiménez
et al., 2008; Pérez-Cano et al., 2010).

Los ensayos clinicos para esa investigacion fueron realizados en 352 mujeres
afectadas de mastitis durante un periodo de tres semanas, se comparo la eficacia
individual de las cepas de lactobacilos anteriormente mencionadas frente a la
terapia antibidtica clasica. En esta ocasion, se comprobo la efectividad de las
cepas probidticas para restaurar el equilibrio de la microbiota mamaria y eliminar
los sintomas clinicos de la enfermedad. Ademas, la probio-terapia presentd una
gran ventaja frente al tratamiento con antibiéticos, ya que la evolucion de los
sintomas clinicos fue mas favorable y las recurrencias y los efectos adversos

fueron menos frecuentes (Olivares et al., 2006; Diaz-Ropero et al., 2007).
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ll. MATERIALES Y METODOS

II.1 Aislamiento de microorganismos potencialmente patdgenos causantes

de mastitis en la vaqueria 65 de la EPGM

Para el aislamiento de los microorganismos patégenos se desarrollo la siguiente

secuencia experimental (figura 5).

45 vacas en ordefo de la

vagueria 65 de la EPGM

Empleo de la técnica CMT (Acuiia y Rivadeneira, 2007)

Diagndstico de vacas con mastitis
subclinica

Hisopado a todas las vacas positivas a mastitis

Muestras en agua de

peptona

Traslado al laboratorio de Microbiologia
Incubaron por 24 ha 37°C

Agar manitol Agar Agar bilis verde Agar
salado MacConkey brillante Bacillus cereus

colonias puras

Figura 5. Secuencia experimental desarrollada para el aislamiento de las
bacterias causantes de mastitis en vacas.

[1.1.1 Diagnostico de vacas con mastitis subclinica

Se realiz6 el diagndstico de mastitis subclinica por la técnica California Mastitis
Test (CMT) a las 72 vacas que conformaban el rebafio de la vaqueria 65,
perteneciente a la Empresa Genética de Matanzas (EGM). Esta prueba se
efectud a partir de la metodologia descrita por Acufia y Rivadeneira (2007) y se
realiza previamente al ordefio, con pezones limpios y secos. Para ello se escurren
los 3 0 4 primeros chorros de leche de cada pezo6n en los compartimentos de la
bandeja apropiada, la cual se inclina en un angulo de 60°para igualar la cantidad

24



de leche en cada uno de los orificios (deben quedar entre 2 y 4 mL de leche).
Posteriormente se agrega una cantidad igual de reactivo revelador (alquilauril
sulfato de sodio y bromocresol purpura) y se inicia un proceso suave de agitacion

por rotacion durante 15 a 20 segundos.

La interpretacion de los resultados se analizd segun lo descrito por Mellenberger
y Roth (2000), quien define diferentes grados de mastitis que se clasifican a partir

de las siguientes apreciaciones:
NEGATIVO: no hay precipitado, por tanto, no hay infeccion.

TRAZAS: ligera precipitacién que desaparece al agitar, en este caso es necesario
comparar una mama con la otra; si presentan algo de precipitacibn no se
considera infeccion. Si solamente una mama presenta infeccion se califica como

infectada.

TIPO 1: existe una ligera agitacion con algunos filamentos grumosos, al mover la
paleta por unos 20 segundos, los grumos tienden a desaparecer. No existe la

formacion de gel.
TIPO 2: formacion de gel con apariencia de clara de huevo.
TIPO 3: formacion de gel rapido, no pierde la forma a pesar de la agitacion.

En la tabla 3 se presentan los resultados para la interpretacion de la CMT de

acuerdo al nUmero de células somaticas.

Tabla 3. Interpretacion de los resultados de la CMT (Tomado de Mellenberger y
Roth, 2000).

No de células Rango de células Interpretacion
somaticas somaticas

N (negativo) 0-200,000 Cuarto sano

T (trazas) 200,000- 400,000 Mastitis subclinica
1 400,000-1,200,000 Mastitis subclinica
2 1,200,000-5,000,000 Infeccidn seria

3 Mas de 5,000,000 Infeccidn seria
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[1.1.2 Toma de muestras y aislamiento de bacterias asociadas a la mastitis

subclinica

Para ello se utilizaron hisopos estériles en los cuatro pezones de la ubre de las
vacas que resultaron positivas a tres cruces a la CMT. Los hisopos se depositaron
en tubos de ensayos que contenian 7 mL de agua de peptona y se trasportaron
en frio rapidamente al Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de

Matanzas, donde se colocaron en la incubadora (MERCALAB) por 24 h a 37°C.

Para realizar el aislamiento de las bacterias asociadas a la mastitis subclinica,
las muestras crecidas se sembraron con ayuda de hisopos en placas que
contenian medios de cultivo selectivos (tabla 4). Las placas se incubaron en la
incubadora (MERCALAB) a 37°C durante 24 horas. Posteriormente se
seleccionaron todas las colonias que presentaron morfologias diferentes y se
resembraron en tubos con cufias de agar nutriente para su crecimiento a 37 °C.
Para la seleccion de las colonias se tuvieron en cuenta las caracteristicas
expuestas en la tabla 4.

Tabla 4. Medios de cultivo empleados para el aislamiento de las bacterias
causantes de mastitis (Britanialab, 2015).

Caracteristicas de las

Medio de cultivo Bacterias : .
bacterias en el medio
Escherichia coli Rojas con halo turbio
Klebsiella Rosadas mucosas
Salmonella Incoloras, transparentes
Agar MacConkey . . p

Shigella flexneri Incoloras, transparentes
Proteus mirabilis Incoloras, transparentes
Enterococcus faecalis Diminutas, incoloras, opacas

Excelente crecimiento. Se
caracterizan por ser amarillas
Buen crecimiento. Se
caracterizan por ser rojas
Amarillo-verdosas sobre

Staphylococcus aureus

Agar manitol sal
Staphylococcus epidermidis

Escherichia coli fondo

Agar bilis verde amarillento

brillante Rosas, blancas o
Salmonella transparentes sobre fondo

rojo

Agar Bacillus . Crecimiento de colonias de
Bacillus cereus

cereus color crema
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Medios de cultivos utilizados:

Medio MacConkey (Biolife): se agregan 54 g de medio en 1 000 mL de
agua destilada. Se lleva a ebullicion y después esterilizar 121°C por 15
min. Composicion: triptona, 17 g; peptona, 3 g; D-sorbitol, 10 g; sales
biliares 1,5; Cloruro de sodio 5 g; rojo neutro 0,03; cristal violeta 0,001;
agar, 14,59g. pH 7,1.

Medio caldo o agar infusién cerebro corazén (BioCen): se agregan 52
g en 1 000 mL de agua destlada. Se lleva a ebullicion vy
se esteriliza a 121°C por 15 min. Composicion: solidos de infusion
de cerebro, 12,5 g; sélidos de infusion de corazon bovino, 5 g; peptona, 10
g; glucosa, 2 g; cloruro de sodio 5 g; NaHPO4, 2,5 g. pH 7. El medio sélido

se elaboré con la adicion de 15 g. L™t de agar bacteriolégico.

Medio agar bilis verde brillante (BioCen): se adicionan 40 g de medio en
1000 mL de agua destilada. Se lleva a ebullicion y se esteriliza a
121°C por 15 min. Composicion: peptona, 10 g; lactosa, 10 g; bilis de buey
20 g; verde brillante 0,0133 g; agar 15 g.

Medio manitol-sal (Biolife): se agregan 111 g de medio en 1 000 mL de
agua destilada. Se lleva a ebullicibn y después esterilizar a 121°C por 15
min. Composicion: peptocomplejo, 10 g; extracto de carne, 1 g; cloruro de

sodio (NaCl), 75 g; manitol, 10 g; rojo fenol 0,025 g; agar 15 g.

Medio Bacillus cereus (Biolife): se agregan 21,5 g de solucion en 450 mL
de agua destilada. Se lleva a ebullicibn y se esteriliza a 121°C por
15 min. Composicion: extracto de carne, 1 g; D-Manitol, 10 g; peptona, 10
g; NaCl, 10 g; rojo fenol 0,025 g; agar 12 g.
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[I.2 Determinacion in vitro del efecto antibacteriano del aditivo zootécnico
SULTILPROBIO® en los microorganismos aislados de animales con

mastitis

[1.2.1 Evaluacién del efecto antibacteriano por el método de la difusion de

sustancias en el agar

Se evalud in vitro el efecto antimicrobiano del probiético SUBTILPROBIO® frente
a las aislados de bacterias asociadas a la mastitis subclinica. Para ello se empled
el método de difusidén de sustancias en el agar (Schillinger y Lucke, 1989). Las
bacterias indicadoras se cultivaron toda la noche en tubos que contenian caldo
nutriente a 37°C a 120 rpm en zaranda termostatada (HDL APPARATUS). Luego
se inocularon en caldo Mueller Hinton y se ajusté su concentracion al tubo 0,5 de
la escala de MacFarland. Posteriormente se sembraron por diseminacion, con
espatula de Drigalsky en la superficie del medio agar Mueller Hinton y se abrieron
pocillos con un orador de 7 mm de didmetro, donde se afiadieron 100 uL del
biopreparado probidtico libre de células. Este sobrenadante se obtuvo a partir de
la centrifugacion (MSM HIGH SPEED 18) a 15000 rpm a 5 °C por 10 min, el cual
se esterilizé a través de filtros de acetato de celulosa con poros de 0,22 ym

(Minisart, satorius 600 kPa max).
Medio de cultivo utilizado

Medio agar Mueller Hinton (Biolife): se afiaden 38 g de medio en 1 000 mL de
agua destilada y se lleva a ebulliciébn hasta una completa disolucion. Se mantuvo
en autoclave a 121°C durante 15 min. Se enfrié a 45-50 °C, se mezcl6 y se
distribuyd en placas petri estériles. Composicion: Extracto de carne 2 g, acido

digestivo de caseina 17,5 g, almidon soluble 1,5 gy agar 17 g.

Una vez que se inocularon las placas se mantuvieron a 4°C por un tiempo de 4
h para una mejor difusién de las sustancias en el agar. Luego se incubaron
entre 18-24 h a 37 °C hasta detectar el crecimiento y la aparicion de los halos
de inhibicion. El diametro de los halos se midié con regla milimetrada. A

cada valor se le rest6 el diametro de los pocillos.
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[1.2.2 Identificacion de las bacterias que inhibieron su crecimiento frente a
SUBTILPROBIO® por métodos microbioldgicos tradicionales

Para la identificacion de las bacterias que resultaron sensibles a
SUBTILPROBIO® se realizé la caracterizacion morfol6gica y bioquimica. En la
tabla 5 se describen las técnicas empleadas, las cuales se desarrollaron segun
lo descrito por Harrigan y McCance (1968).

[1.2.3 Conservacién de cepas indicadoras

Las cepas potencialmente patdgenas se conservaron cultivadas en cufias de

agar nutriente y refrigeradas a 4 °C.
I1.2.4 Elaboracién del SUBTILPROBIO®

Se elaboraron 14 L del biopreparado probiotico en siete erlenmeyer de 4 L, con
2 L de volumen efectivo de medio para el crecimiento de Bacillus subtilis (MCBSs)
descrito por Milian (2009). Para el in6culo se utilizé la cepa Bacillus subtilis E-44,
la cual se cultivé en 1400 mL de caldo nutriente a 37°C por 18 h. A continuacion,
se afladieron 200 mL de in6culo en cada erlenmeyer, los cuales se mantuvieron
a 37°C en agitacion a 120 rpm en zaranda termostatada (HDL APPARATUS®)
durante 72 h. Después de este tiempo, se realiz6 el conteo de viables y la
medicion del pH para comprobar la calidad del producto. EI nimero de
microorganismos se registré a través del método de las diluciones seriadas y el
conteo visual del numero de unidades formadoras de colonias (UFC) en placas
con agar nutriente segun Pelczar y Reid (1966). El biopreparado se envaso en
frascos estériles de 1 L con tapa de goma y se conservaron a 4 °C hasta su

utilizacion.

El medio de cultivo para el crecimiento de Bacillus subtilis E-44 (MCBs) se
preparé como sigue: se afiaden 1000 mL de agua destilada, 100 g de miel final,
500 mL de hidrolizado de levadura, 30 g de peptona bacterioldgicay 1 g de CaCla.
Se agita hasta disolver. El pH debe de estar entre los 7,5 y 8. Se esterilizé en
autoclave durante 15 min a 121°C y 0,1 atm (Milian, 2009).
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Tabla 5. Técnicas desarrolladas para

bioguimica de las cepas patdgenas aisladas.

la caracterizacion morfologica y

Técnica

Medio de cultivo,
reactivos para
revelado

Caracterizacion

Caracterizacion morfolégica

Tincion de Gram

violeta cristal
lugol
alcohol-acetona
safranina

Se define si la bacteria es
Gram positiva (+)

o Gram negativa (-).

Se caracteriza la

forma de las células.

Colonia gigante

Crecimiento de la
colonia en agar
nutriente

Permite caracterizar a la
colonia en cuanto a color,
borde, tamafo, consistencia.

Caracterizaciéon bioquim

ica

Agar nutriente

Define si se produce la
enzima catalasa. Se observa

E;?;gzade la Peroxido de un burbujeo cuando se
hidrogeno al 3 %. adiciona el perdxido de

hidrégeno
Hidrolisis de la urea caldo urea gﬁmgo de color a rojo

Produccién de indol

Caldo triptona
Reactivo de Kovacs

Formacién de un anillo de
color rojo en la superficie del
medio

Reduccion de
nitratos

Caldo nitrato

N,N- a- Dimetil
naftilamina y acido
sulfanilico

Aparicién de un complejo de
color rojo

Fermentacion de
azlcares: lactosa,
sacarosa, glucosa,
maltosa.

caldo triptona para
fermentacion

y azUcares
bromocresol plrpura

Cambio de coloracién a
amarillo y formacién de gas
en tubo de fermentacion
(Durham)

Hidrolisis de la caseina

Agar leche

Formacién de un halo de
hidrélisis alrededor de la
colonia.

Relacion con el oxigeno

Crecimiento en medio
tioglicolato

Se observara la zona donde
crece la bacteria en el medio
y se clasificara en aerobio,
anaerobio y anaerobio
facultativo.

Citrato de Simmons

Medio citrato de
Simmons

Se reconoce como positivo Si
el medio cambia de color
verde a azul.

Hidrolisis del almidén

Agar almidon y lugol

Se considera positiva cuando
se observa el halo de
hidrélisis al afadir el lugol

Hidrolisis de la gelatina

Agar gelatina

Se observa la gelatina
licuada.
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[1.3 Evaluacién in vivo del efecto de la aplicacién del aditivo zootécnico
SULTILPROBIO® en la prevencién y control de mastitis bovina

La fase de campo se realiz6 en la vaqueria 65 de la Empresa Pecuaria Genética
de Matanzas (EPGM), en el municipio Limonar, provincia de Matanzas. Esta zona
se caracteriza por una temperatura media anual de 23,8 £ 2 °C en el mes de
marzo, encontrandose los valores mas elevados en los meses de julio y agosto
(26,3 °C) y los més bajos en febrero y enero (20,6 °C). La humedad relativa

alcanza valores elevados durante todo el afio, con un promedio anual de 79%.

La vaqueria 65 es tipica para 120 vacas. Los animales se alojan en tres naves
de sombra, donde disponen de bebederos y comederos de concreto para el
consumo de agua a voluntad y forraje King Grass troceado (Pennicetum
purpureum L.). La unidad cuenta con un suelo pardo con carbonato en el que
crecen especies de pasto natural, dentro de las que se destacan gramineas y
leguminosas como Dichanthium spp. y Aliscarpus vaginalis. Los animales pastan
en 45 cuartones en el horario de la mafiana (6:00 h-10:00 h) y en la tarde (17:00

h-2:00 h), de ellos 23 contienen King Grass y los otros 22 pasto natural.

A las vacas en ordefio se les suministra concentrado de factura nacional a base
de maiz, soya y afrecho (en dependencia de la materia prima que exista en la
fabrica) arazén de 0,5 kg.L* de leche que produzcan. Se les proporciona ademas

150 g de urea, 0,10 g de sal mineral y 1 kg de soya diariamente.

El ordefio de la mafiana se realiza en el horario de 3.00 h a 6.00 h y el de la tarde
de 14.00 a 16.00 h, con el empleo de un equipo mecanizado marca EuroLatte de
cuatro plazas. La rutina del ordefio comprende las siguientes actividades:
despunte, lavado, ordefio y antisepsia final del pezén. Durante el desarrollo de
esta actividad se garantiza el suministro de concentrado a los animales de

acuerdo a su produccion lactea.

El experimento se realiz6 con un disefio completamente aleatorizado, donde se
seleccionaron 45 vacas en ordefio de la raza Mambi y se formaron 3 grupos de

15 animales, para aplicar en la antisepsia final del pezén, tres tratamientos:
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« Tratamiento 1 (control): Empleo de agua hervida.

« Tratamiento 2: Uso de solucion de propolina (10%) (tratamiento habitual

como sellante).
« Tratamiento 3: Aplicacién de SULTILPROBIO®,

En la figura 6 se muestra la secuencia experimental realizada durante la

evaluacioén del aditivo zootécnico como sellante en vacas en ordefo.

~
Vacas en ordeno
Prueba de mastitis
(CMT) )

A4

[ Seleccidon de 45 vacas )

(15 por grupo) ‘
i Fase de campo

Grupo | Grupo Il Grupo Il
(control) (propolina) (SUBTILPROBIO®)

Evaluaciéon durante cuatro semanas
Pruebas de CMT semanal

5 vacas
sanas

10 vacas con
mastitis subclinica

Figura 6. Secuencia experimental de la evaluacion in vivo del efecto del
SUBTILPROBIO® en la prevencién y control de mastitis bovina.

La aplicacién de las soluciones empleadas para la antisepsia final del pezén se
realizd con la utilizacién de recipientes estériles que contenian 10 mL de cada
liquido donde se introducian los pezones. El experimento tuvo una duracion de
35 dias, donde se efectuaba la antisepsia final en los dos ordefios. Para el control
de la efectividad de los tratamientos, se realizé la prueba CMT al inicio del
tratamiento y posteriormente cada siete dias durante 5 semanas. Finalmente se

clasificaron los cuartos de acuerdo a la evolucion de la mastitis. Se consideraron:

Cuartos afectados: todos los cuartos que resultaron positivos al CMT.
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Cuartos recuperados totalmente: los cuartos en los que no resulté positiva la

prueba del CMT después del tratamiento.

Cuartos recuperados parcialmente: los cuartos en los que se aprecidO una

disminucién de las cruces de mastitis después del tratamiento.

Nuevos cuartos afectados: los cuartos que inicialmente se encontraban sanos y

al final del experimento se diagnosticaron como positivos a la enfermedad.

Previamente a la realizacion del ordefio se realizaron inspecciones a todos los
animales que participaron en el experimento. En esta actividad se valoraron la
presencia de irritaciones, reacciones inflamatorias y la integridad de la piel de los
pezones de cada uno de los cuartos estudiados. También se comprobé la
conservacion de las propiedades organolépticas de la leche de los animales

tratados.

[I.4 Comparacién de la factibilidad econdmica del uso del SULTILPROBIO®

y la propolina como sellantes del pezén de vacas en ordefio

Se realiz6 la busqueda de la informacion econdmica necesaria para realizar un
andlisis del costo de la introduccion del SUBTILPROBIO® en el control y
prevencion de la mastitis. Este estudio se desarrollé6 en comparacion con los
resultados que se obtienen con el uso de la propolina, sustancia que se utiliza

como sellante habitual de las ubres bovinas.
Il. 5 Procesamiento estadistico

Para procesar los resultados de la actividad antibacteriana se utilizé un analisis
de varianza simple. El paquete estadistico que se utilizé fue INFOSTAT, Version
2012 (Di Rienzo et al., 2012). Para verificar las diferencias se empleo la docima

de comparacion de Duncan (1955).

Para el andlisis estadistico del experimento in vivo se utilizO el paquete
estadistico CompaPro version 1 (2007) con un 95 % de confianza para establecer

las diferencias entre proporciones.
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Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

[ll.1 Aislamiento de bacterias potencialmente patdégenas de vacas con

mastitis subclinica y evaluacion de

SUBTILPROBIO® frente a ellas.

la actividad antibacteriana de

Se obtuvieron 20 aislamientos de las placas que contenian los medios selectivos

empleados.

En la tabla 6 se presentan los resultados del efecto del SUBTILPROBIO® en los

20 aislados que se realizaron. Se aprecia que los aislados 4, 14 y 17 mostraron

mayor halo de inhibicién.

Tabla 6. Mediciones de la accion antimicrobiana del SUBTILPROBIO® frente a
cepas indicadoras.

Cepas Halo de inhibicién del EE P
indicadoras | SUBTILPROBIO® frente a
cepas indicadoras (mm)
1 NI
2 NI
3 NI
4 16,33 ©
> 4,002
6 NI
7 NI
8 8,67°
9 NI
10 12,33 @
11 NI 1,14 0,0001
12 9,67 b€
13 12,33 @
14 16,67 ©
15 9,33 bc
16 11,33 bed
17 13,67 9¢
18 NI
19 NI
20 12,00 Ped

NI. No inhibicién.

a, b, c, d, e Medias con letras distintas difieren para P< 0,05 (Duncan, 1955).
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De acuerdo con el diametro de la zona de inhibicién, la actividad anti-patégena es
clasificada como fuerte (el diametro = 20 mm), moderada (20 mm > de didmetro 10
mm) y débil (el diametro = 10 mm) (Lim, 2010). En el presente trabajo los halos que
produjo el aditivo zootécnico SUBTILPROBIO® se pueden clasificar entonces como
moderados, ya que exhiben valores de hasta 16 mm. En la figura 7 se evidencian los
halos de inhibicién producidos por este aditivo frente a los aislados 4, 14y 17, los

cuales fueron los de mayor dimension.

A. SUBTILPROBIO® frente a
aislado 4.

B. SUBTILPROBIO® frente a
aislado 14.

C. SUBTILPROBIO® frente a
aislado 17.

Figura 7. Halos de inhibicion producidos por SUBTILPROBIO® frente a
microorganismos potencialmente patégenos.

En la tabla 7 se observan los resultados de la caracterizacion morfolégica y
bioquimica de los tres aislados que presentaron mayor inhibicion frente a
SUBTILPROBIO®. De acuerdo con estos resultados y los descrito en el Bergey'’s
Manual of Systematic Bacteriology (Garrity et al., 2004), se considera que el
aislado 4 pertenece a la especie Staphylococcus aureus y los aislados 14y 17 a

Escherichia coli.
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Tabla 7. Caracterizacion morfolégica y bioquimica de los tres aislados

de vacas enfermas.

Prueba 4 14 17
Medio de Agar manitol sal Agar MacConkey Agar MacConkey
aislamiento
Tincién de Gram positivo Gram negativo Gram negativo
Gram
Forma de la Forma circular cocobacilo, cocobacilos
célulay estafilococos simples simples
manera de
agruparse

Morfologia de

Colonias de color
amarillo, elevacién
convoca convexa,

con halo turbio,
elevacion convoca

Colonias de color Rojas

Colonias de color Rojas
con halo turbio,
elevacién convoca

las colonias borde entero, convexa, borde entero, | convexa, borde entero,
estructura interna lisa | estructura interna lisa estructura interna lisa
Prueba de la + + +
catalasa
Hidrolisis de la + + +
urea
Produccion de - - -
indol
Reduccion de + + +
nitratos
Hidrolisis de la + + +
caseina
Fermentacion de
azucares:
Lactosa + + +
Sacarosa + + +
Glucosa + + +
Maltosa + + +
Hidrdlisis de la + + +
caseina
Relacién con el | Anaerobio facultativo Anaerobio Anaerobio
oxigeno facultativo facultativo
Citrato de - + +
Simmons
Hidrolisis del - + +
almidén
Hidrolisis de la + + +
gelatina
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De acuerdo a los resultados de las pruebas morfolégicas y bioquimicas
realizadas a través de métodos tradicionales, todo parece indicar que se
corresponden con estos microorganismos. En la figura 8 se aprecian las

caracteristicas del crecimiento de estas tres bacterias en sus medios de cultivo

selectivos.
Aislado 4 en agar Aislado 14 en agar Aislado 17 en agar
manitol sal MacConkey MacConkey

Figura 8. Crecimiento de los aislados 4, 14 y 17 en los medios de cultivos
selectivos.

Estos dos microorganismos aparecen como patdégenos causantes de mastitis,
especificamente Staphilococcus aureus produce mastitis contagiosa, y en el caso
de E. coli se le considera patdgeno ambiental, procedente de las heces y

promotor de esta enfermedad (Ruiz, 2018).

El principal microorganismo causante de la mastitis bovina es precisamente
Staphylococcus aureus. Para su control se recurre con frecuencia al uso de
antibioticos, lo cual provoca la seleccion de estafilococos resistentes (Ochoa et
al., 2008). Ante esta problemética se requiere de estrategias alternativas de
control de la mastitis bovina. En este sentido, las bacteriocinas representan una
herramienta de control atractiva para este patégeno. Por ello Alva et al. (2016)
evaluaron el efecto antimicrobiano de bacteriocinas de Bacillus spp. frente a
aislamientos de S. aureus colectados de casos de mastitis bovina y observaron
gue la mayor actividad inhibitoria se presentaba con las bacteriocinas morricina
269y kurstacina 287, seguidas por kenyacina 404, entomocina 420 y tolworthcina
524.
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Galvez et al. (2011) y Nguyen et al. (2016) refieren que los representantes del
género Bacillus producen bacteriocinas. Dentro de las bacteriocinas y
“bacteriocinas semejantes a péptidos” (BLIS=bacteriocin-likeinhibitorysubstance,
por sus siglas en Inglés) producidos por B. subtilis se destacan: Mersacidin,
Sublancin 168, Subtilosin, Subtilosin B, Betacin, Ericin S, Erisin A, MJP1, Bac
14By LFB 112.

Diferentes autores refieren el uso de microorganismos probioticos que inhiben el
desarrollo de microorganismos patdgenos causantes de la mastitis bovina
(Jurado y Fajardo, 2017). Estudios realizados por Vondruskovaet al. (2010) y
Ansari et al. (2012) demuestran que diferentes cepas de Bacillus subtilis son
capaces de generar sustancias como la bacitracina, polimixina, difficidina,
subtilina y mycobacillina, antibiéticos que inhiben el crecimiento de los

microorganismos patégenos de los animales.

Los resultados expuestos en el presente estudio corroboran lo que plantean otros
autores, quienes refieren que el empleo de cultivos de Bacillus spp. y sus
endosporas presenta posibilidades reales para usarse en la produccién animal,
pues son una prometedora alternativa al empleo de antibiéticos como promotores
del crecimiento. Ademas, estos productos ganan un gran espacio como
mejoradores del balance microbiano y de las respuestas inmunoldgicas,

fisiolégicas y productivas (Milian et al., 2013 y Zhenget al., 2015).

Neder et al. (2016) realiz6 un estudio para evaluar la resistencia de
Staphylococcusaureus a los siguientes antimicrobianos: penicilina G,
eritromicina, amoxicilina + ac clavulinico, ceftiofur, cefalexina + kanamicina,
cefquinoma, cefalexina, framicetina + penicilina G. Estos autores encontraron los
mayores niveles de resistencia frente a penicilina (28%), cefalexina + kanamicina
(14%) y framicetina + penicilina (18%). El 7% de las cepas presentaron
resistencia a mas de un antibiotico; el 3% a eritromicina y penicilina 'y el 2% a
amoxicilina+ acido clavulinico y penicilina. No se observaron cepas resistentes a

oxacilina y la mayoria de los aislados fueron sensibles a las cefalosporinas
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cefalexina, ceftiofur y cefquinoma. Este estudio, ademas de brindar informacion
de utilidad para la seleccidn de los antibidticos, también revela como evoluciona

la resistencia de este organismo patdgeno causante de disimiles enfermedades.

De la informacién anterior se desprende que probablemente en microorganismos
como Staphylococcus aureus se generaron genes de resistencia a los
antibiéticos, de ahi la necesidad de buscar otras alternativas mas naturales que
no provoquen estas dificultades. De acuerdo con Blajman et al. (2015), las
tendencias actuales en los sistemas intensivos de produccion postulan a los
probidticos como una buena alternativa para el reemplazo de los antibioticos

como promotores de crecimiento y en la prevencion de enfermedades.

[11.2 Evaluacién del efecto antibacteriano de SUBTILPROBIO, utilizado como

sellante en vacas en ordefio

Los resultados de la tabla 8 muestran que no existen diferencias entre los cuartos
afectados diagnosticados al inicio del experimento en cada uno de los grupos
formados. La mayor proporcion de cuartos recuperados totalmente se encontro
en el grupo lll, seguido del grupo Il y I. En este caso se encontraron diferencias
entre el grupo Il y el resto de los tratamientos, que a la vez resultaron
semejantes. En cuanto a los cuartos recuperados parcialmente (cuartos que no
se han recuperado totalmente, pero han disminuido las cruces de mastitis) la
mayor proporcién se encontré en el grupo 1l y la menor correspondié al grupo |I.
Se apreciaron diferencias entre el tratamiento Il y el resto. No existieron

diferencias al comparar el grupo 1y II.

En cuanto a los nuevos cuartos afectados resulté favorecido el tratamiento Il que
mostrd la menor proporcion. Se apreciaron diferencias entre este grupo y el resto.

No se apreciaron diferencias al comparar los grupos | y .

Ninguno de los animales tratados evolucioné hacia la forma clinica de la

enfermedad.
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Tabla 8. Analisis de las proporciones del efecto de los tratamientos en la
evolucion de los cuartos afectados con mastitis subclinica.

Tratamientos Cuartos Cuartos Cuartos Nuevos
afectados | recuperados | recuperados cuartos

totalmente | parcialmente | afectados

Grupo | 0,70 oP 0,08 ° 0,23°
Grupo Il 0,62 0,05 0,13° 0,28°
Grupo 1l 0,82 0,182 0,432 0,082
P 0,08 0,001 0,001 0,04
EE 0,06 0,05 0,05 0,05

Grupo I. Control; Grupo Il. Propolina; Grupo Ill. SUBTILPROBIO®.

Los resultados alcanzados en este experimento corroboran los criterios de Arroyo
et. al. (2010), al plantear que la administracion de cepas probioticas
cuidadosamente seleccionadas podria ser una estrategia alternativa y/o
complementaria a la antibiéticoterapia utilizada en el tratamiento de la mastitis.
Aunque en este caso el SUBTILPROBIO®se aplicd en animales afectados por el
curso subclinico de la enfermedad, se logré obtener una mayor proporcion de
cuartos recuperados totalmente y parcialmente en comparacién con los demas
tratamientos. En este grupo también se encontrd la menor proporcién de cuartos

gue contrajeron la enfermedad durante el desarrollo del ensayo.

La mejora lograda en cuanto a recuperacion total y parcial de los cuartos
afectados por la enfermedad y el hecho de que ninguno de los casos tratados
haya evolucionado a la forma clinica de la mastitis no coincide con los
planteamientos de Scaramelli et al. (2005). Quienes consideran que los
tratamientos alternativos al uso de antibidticos, incluidos los probioticos, revelan

poca o ninguna efectividad.

Por otra parte, Jurado- Gamez et al. (2015) recomendaron evaluar in vivo la
efectividad de una cepa de Lactobabacillus lactis en la prevencion de la mastitis,
luego de realizar ensayos in vitro, en los que se logré reducir la poblacién

patdgena obtenida de vacas con mastitis subclinica. En la presente investigacion
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se comprobo inicialmente el efecto antibacteriano in vitro del probiotico frente a
cepas potencialmente patdgenas aisladas de animales que padecian este tipo de
mastitis y se produjo la inhibicion fundamentalmente de Staphylococcus aureus
y E. coli.

El tratamiento Il resultdé menos efectivo al compararlo con el Ill. Aunque los
productos elaborados a base de propoleo pueden ser empleados como
antibacterianos, antifungicos, antivirales y antiinflamatorios (Padro et al., 2014).
Este resultado debe estar relacionado con la dilucion que se realiza en la unidad
para la aplicacion de la propolina o los gérmenes que se presentan crearon
resistencia o adaptacién a este sellante.

En la literatura consultada se recomienda realizar el sellado del pez6n como un
procedimiento simple, econémico y efectivo para prevenir la mastitis. Esta
operacion evita la entrada de microorganismos patégenos a la ubre y reduce
significativamente el recuento de células somaticas en leche proveniente de
vacas con mastitis (Moraleda, 2005 y Yasothai, 2017). Por lo que el biopreparado
evaluado pudiera utilizarse como sellante en vacas para prevenir la entrada de

microrganismos patégenos.

En este sentido Prieto et al. (2016) formularon un sellador post ordefio con dos
concentraciones de bacteriocinas (0.1 y 0.5%), producidas por Bacillus
thuringiensis. Los resultados revelaron la eficacia del sellador contra agentes
causales de la mastitis como Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis,
Streptococcus agalactiae en ambas concentraciones. El probidtico propuesto
para utilizarse en la antisepsia final del pezén en este ensayo se elabor6 a partir
de una cepa de Bacillus. Género bacteriano productor de bacteriocinas (Galvez
et al.,, 2011 y Nguyen et al., 2015).

En la literatura consultada se recomienda el uso varios compuestos en la
antisepsia final del pezon dentro de los que se encuentran: cloro acido o
clorheximida (Scaramelli et al., 2005), miel al 30% (Moraleda, 2005), iodo e
hipoclorito (Miguel Angel et al., 2014) y KMnO4 (Yasothai, 2017). Sin embargo,
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una de las limitaciones que presentan algunos de estos productos para usarse
en esta operacion esta relacionada con la produccion de irritaciones en la piel y
mcosas debido a sus principios activos y pH (Molina et al., 2014). Por ejemplo, la
aplicacion de hipoclorito de sodio a una concentracion superior a las 200 ppm de
cloro, posibilité la disminucién de la carga de gérmenes en la piel de los pezones,
pero generd deterioro en la misma debido a su agresividad y alto pH (lzack y
Nicolas, 2010).

Las soluciones de yodo que se aplican para controlar la mastitis deben tener un
pH &cido para garantizar su estabilidad. Sin embargo, la acidez potencia la
irritacion de la piel del pezon, asi como la introduccion de detergentes para formar

complejos de yodo (Callejo, 2010).

En las inspecciones realizadas a todos los animales que participaron en el
experimento, no se apreciaron signos clinicos de irritacion o inflamacion y en
todos los casos se mantuvo la integridad de la piel de los pezones. Tampoco se
encontraron cambios en las propiedades organolépticas de la leche. El probiético
utilizado no contiene sustancias irritantes y posee pH 7,5-8 compatible con su

aplicacion tépica.

Entre las ventajas que pueden derivarse de la aplicacion de probidticos en la
prevencion de la mastitis puede incluirse la diminucién de la aplicacion de
antibioticos en el tratamiento de los casos clinicos. Sanchez y Pefia (2016),
consideran que el uso de bacterias acido lacticas y Bacillus spp. puede resultar
una alternativa para evitar la utilizacion de estos farmacos que generan residuos
en la leche y afectan la calidad de los subproductos lacteos destinados a la
alimentacion de la poblacién. En este sentido, Vargas (2012) consideré
importante que los productos naturales que se apliguen para controlar esta
enfermedad permitan preservar la calidad bacterioldgica, composicion de la leche

y eviten la presencia de residuos no deseados en este producto.

Varmuzova et al. (2016) refieren que, las bacterias desarrollan diferentes

mecanismos para la inhibicion de los microorganismos patdégenos, entre los
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cuales se encuentran la competencia por los sitios de colonizacion y nutrientes,
la produccion de compuestos toxicos y la estimulacion del sistema inmune. Estos
procesos no son mutuamente exclusivos y la inhibicion puede comprender uno,

varios, o todos estos mecanismos a la vez.

Se conoce que las endosporas de Bacillus subtilis provocan la estimulacion del
sistema inmune, ya que actian como antigenos que activan la produccion de
linfocitos B, inducen los procesos de inmunomodulacién con un adecuado
tamafo de los 6rganos inmunes (timo, bazo) y un estado fisioldgico favorable en

el animal (Pérez et al., 2016).

La estimulacion de la inmunidad a través de probidticos se puede detectar en la
glandula mamaria por el aumento de los leucocitos polimorfonucleares, los
linfocitos y los macréfagos (principal tipo celular en la leche). El paso rapido de
los leucocitos sanguineos a la luz alveolar es de los mecanismos naturales mas
importantes de defensa contra la mastitis. En al caso de una glandula mamaria
sana se puede observar un contenido menor de 100,000 leucocitos.mL™* en la
leche; en cambio, el contenido de leucocitos aumenta como una respuesta a los
microorganismos invasores. En el caso de la mastitis aguda, los conteos pueden
llegar hasta millones de células somaticas.mL* (Bezkorovainy, 2001). Es por ello
gue se hace necesario realizar estas pruebas para el diagndstico de la inmunidad

cuando se aplican estos biopreparados probidticos.

I11.3 Andlisis de los costos de la aplicacion de SUBTILPROBIO®y propolina

durante el experimento

En la tabla 9 se presentan los costos en que se incurrieron en cada uno de los

tratamientos desarrollados durante el experimento. Se constata que el costo del
SUBTILPROBIO® fue inferior (40,5 CUP menos) al de la propolina, lo que

demuestra que la aplicacién del aditivo zootécnico como sellante pudiera

representar un ahorro econémico por este concepto.
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Por otra parte se debe tener en cuenta que la efectividad del probiético fue

superior a la alcanzada por la propolina, ya que en este ultimo tratamiento la

recuperacion de los cuartos afectados fue menor, por lo tanto se puede inferir

gue con la aplicacién del aditivo probiotico se logra la disminucién del nivel de

infeccion, por lo tanto se necesitarian menores gastos en antibidticos para

contrarrestar la enfermedad.

Tabla 9. Andlisis comparativo del costo de los tratamientos con propolina y
SUBTILPROBIO®.

Semanas | Solucion de Costo de SUBTILPROBIO® Costo de
propolina propolina (mL) SUBTILPROBIO®
(120 mL en ~
1,5 L de (120CmJFj)9’25 (1000 mL= 2,31
agua) CUP)
1 168 12,95 2100 4,85
2 168 12,95 2100 4,85
3 168 12,95 2100 4,85
4 168 12,95 2100 4,85
5 168 12,95 2100 4,85
Total 840 64,75 10500 24,25
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V. CONCLUSIONES

1. El aislamiento de bacterias de vacas en ordefio con mastitis subclinica de
la vaqueria 65 de la EPGM permitié contar con un banco de aislados

potencialmente patdgenos, causantes de esta enfermedad.

e El aditivo zootécnico SULTILPROBIO® mostr6é efecto antibacteriano in
vitro, debido a que provoco la inhibicion de 10 de los microorganismos

patdgenos aislados de animales con mastitis subclinica.

e Las cepas identificadas como Staphylococcus aureus (aislado 4) y
Escherichia coli (aislados 14 y 17) fueron las més sensibles a la presencia

de sustancias antimicrobianas producidas por Bacillus subtilis.

e El aditivo zootécnico SULTILPROBIO® disminuyé la proporcién total y
parcial de los cuartos infectados en vacas con mastitis subclinica, por lo
gue se considera que este biopreparado pudiera utilizarse como sellante
para la prevencion y el control de mastitis bovina.

e La aplicacion de SULTILPROBIO® como sellante de vacas en ordefio
disminuyd los costos y el grado de infeccion de la enfermedad.
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V. RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios con mayor numero de animales y extender el periodo de

aplicacion del producto.

2. Realizar un estudio de factibilidad economica de la aplicacion del
SUBTILPROBIO que tenga en cuenta indicadores como la produccién y calidad
de la leche.

3. Utilizar los resultados de esta investigacion en estudios de pregrado y

posgrado.

4. Evaluar el efecto de otros aditivos zootécnicos obtenidos por el CEBIO en el

control y prevencion de la mastitis bovina.
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