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l. INTRODUCCION

Una de las enfermedades mas comunes en las lecherias es la mastitis,
enfermedad que es provocada en gran parte por la mala higiene en el proceso de
ordefio. Esta puede convertirse en un gran problema econémico, para el productor,
si no es controlada a tiempo; esto debido al descenso en la produccion de la leche
asi como al costo de los medicamentos para su tratamiento. Se sabe que la gran
mayoria de los casos de mastitis son de tipo subclinico, por lo que el productor
puede no darle mucha importancia debido a que no observa sintomas de la
enfermedad; sin embargo, la calidad de la leche se ve afectada. Las vacas con
mastitis subclinica son reservorios de microorganismos que pueden ocasionar
infecciones a otras vacas a traves del mismo proceso de ordefio. La mayor parte de
los casos clinicos inician siendo subclinicos, por lo que el control de los casos de
mastitis subclinica es la mejor forma de reducir los casos clinicos. Otro problema de
las mastitis es, que el tejido secretor se atrofia rapidamente o se hace fibroso e

improductivo, por lo que el cuarto afectado se pierde de forma permanente.

El tratamiento habitual de la mastitis se enfoca en el uso de antibiéticos y
antiinflamatorios, los cuales se encuentran en la leche en forma de residuos o
metabolitos y esto, puede alterar el proceso de elaboracion de productos lacteos
como los distintos tipos de quesos madurados o el yogurt. La presencia de
antibiéticos, en leche destinada al consumo humano, también se convierte en un
serio problema, al provocar reacciones indeseables a los mismos en la poblacion
expuesta, e inclusive, resistencia de los microorganismos a dichos medicamentos,
por lo que es importante buscar alternativas al control de la mastitis y asi evitar esta

problematica.

Muchas ganaderias en el area rural no poseen acceso a medicamentos contra
la mastitis, ya sea por la ubicacion de sus sistemas de produccion, o bien, por el alto

costo de los mismos. Segun Kwakman, PH; et al, en el 2010, dieron a conocer que



la miel posee propiedades antibacterianas contra distintas especies de bacterias
presentes en la leche de vacas con mastitis. El uso de la miel puede ser una buena
alternativa para el control de la mastitis subclinica en el area rural, debido a que es

una alternativa econémica y de facil acceso.

En este estudio se evalud el efecto antimicrobiano de la miel de abeja puray
de dos concentraciones a base de miel de abeja administrado por via intramamaria

en el conteo de Unidades Formadoras de Colonia (UFC/ml).



Il. HIPOTESIS

La miel pura, administrada por via intramamaria, es mas efectiva para
disminuir la cantidad de Unidades Formadoras de Colonia (UFC/ml), en leche de

vaca con mastitis subclinica, que las concentraciones al 50% y 30%.



lll. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

e Generar informacién con respecto al uso de miel de abeja, como tratamiento de

la mastitis subclinica en ganado lechero.

3.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto antimicrobiano de la administracion de miel de abeja pura y
dos concentraciones de miel de abeja (50% y 30%), sobre la cantidad de
unidades formadoras de colonia (UFC/mI) de microorganismos presentes en la

leche de vaca con mastitis subclinica.

e Comparar el efecto antimicrobiano de tres tratamientos, miel pura y dos
concentraciones (50% y 30%) sobre la cantidad de unidades formadoras de

colonia (UFC/ml) presentes en leche de vacas con mastitis subclinica.



V. REVISION DE LITERATURA
4.1 Mastitis
4.1.1 Definiciéon

La mastitis es una inflamacién de la gldndula mamaria y sus tejidos secretores,
gue reduce la produccion del volumen de leche, alterando su composicién (incluso

su sabor), ademas de elevar su carga bacteriana normal. (5)

Esta inflamacion de la glandula mamaria resulta de: Traumatismos o lesiones
en la ubre, irritaciones quimicas, o mas comunmente, de infecciones causadas por
microorganismos, especialmente bacterias. Como respuesta, hay un incremento
significativo de leucocitos con el fin de eliminar los microorganismos, neutralizar sus
toxinas, y ayudar a reparar los tejidos productores de leche para que la glandula

pueda volver a funcionar normalmente. (10)

De acuerdo a su duracion, se puede clasificar en aguda o cronica. En relacion

a sus manifestaciones clinicas, puede ser clinica o subclinica. (5)

4.1.2 Etiologia

Mas de 140 microorganismos diferentes pueden causar mastitis y todos
proliferan en la vaca o su entorno. Por eso se dice, que la mastitis es el resultado
de la interaccién entre la vaca, el ambiente y los microorganismos. Los patdégenos
causantes de mastitis mas frecuentes se agrupan en cuatro categorias:
1. contagiosos, 2. ambientales, 3. oportunistas y 4. otros. Un patdégeno es un
microorganismo que causa una reaccion adversa en el animal que esta infectando.
(10)



4.1.2.1 Microorganismos contagiosos

Los patégenos contagiosos se transmiten de cuartos infectados a cuartos
sanos. La mayor fuente de microorganismos contagiosos es la leche de cuartos
infectados. Se transmiten de una vaca a la otra durante el ordefio, mediante el
colector de ordefio, las manos del ordefiador y los pafios para limpiar la ubre. Los
microorganismos contagiosos causantes de mastitis mas importantes son las
bacterias Streptococcus agalactiae y Staphylococcus aureus, asi como la
Corynebacterium bovis. Mycoplasma bovis es un patdgeno contagioso, pero mucho
menos prevalente que Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae vy
Corynebacterium bovis. Estas bacterias originan infecciones subclinicas de larga
duracion, muchas veces llamadas infecciones crénicas, con presencia abundante

de microorganismos en la leche. (10)

4.1.2.2 Microorganismos ambientales

Los patdgenos ambientales provienen del medio en que vive la vaca. Ingresan
a la ubre entre los ordefios cuando los pezones estan expuestos a barro, estiércol
y camas sucias. La mayoria de los patdgenos contagiosos y ambientales provocan
un alto nimero de células somaticas y se les denomina patdégenos mayores. Los
tres grupos principales de bacterias causantes de mastitis ambiental son: especies
de Streptococcus, conocidas también como estreptococos ambientales (a diferencia
de Streptococcus agalactiae), coliformes y enterococos. Las especies de
Streptococcus mas importantes son Streptococcus uberis y Streptococcus
dysgalactiae. Las tres coliformes son Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y
Enterobacter aerogenes. Los enterococos mas comunmente aislados son

Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium. (10)



4.1.2.3 Microorganismos oportunistas

De los microorganismos aislados de cuartos infectados, los oportunistas son
los mas prevalentes, si bien solo causan una leve inflamacion en los tejidos de la
ubre y son denominados patdgenos menores. Prosperan en la superficie de la ubre
y de los pezones en gran cantidad, por lo que son una fuente constante de infeccion
intramamaria. Este grupo de bacterias incluye mas de 20 especies de estafilococos
fuera de Staphylococcus aureus. Comunmente se los denomina Staphylococcus sp
o Staphylococcus coagulasa negativa. Estas bacterias son de especial interés,
porque son los microorganismos mas frecuentemente aislados en todo hato. Sin
embargo, las infecciones suelen ser leves. Son raros los sintomas clinicos y de
aparecer, son leves y se limitan a grumos en la leche debidos a cambios locales en
la ubre. (10)

4.1.2.4 Otros microorganismos

También causa mastitis una gran variedad de microorganismos como:
Pseudomonas sp, Arcanobacterium pyogenes, Nocardia sp, Mycobacterium sp y
varios bacilos, levaduras, mohos y algas. Las infecciones con algunos de ellos, a
menudo, se deben a procedimientos deficientes en la aplicacion de antibioticos. Por
lo general, la ocurrencia de la infeccion es baja, y sucede cuando aumenta la

exposicidn a estos microorganismos. (10)

4.1.3 Clasificacion de la mastitis

4.1.3.1 Mastitis subclinica

Esta forma de mastitis es el tipo predominante de infeccién intramamaria, Si
bien no puede ser detectada visualmente, ni en la ubre ni en la leche, ya que ambas
tienen apariencia normal. Por lo general la mastitis subclinica no es percibida ni por

el cuidador del ganado ni por el ordefiador. Sin embargo, puede ser detectada



mediante diversas pruebas que denotan la presencia de los microorganismos o por
un aumento en el namero de células somaticas. Es la forma mas importante de
mastitis, ya que causa las mayores pérdidas econémicas debido a que: disminuye
la produccion de leche, baja la calidad de la leche, y se pierden las bonificaciones
por calidad. La mastitis subclinica rara vez es peligrosa para el tejido mamario o
para la vida de la vaca. Al no ser visible, muchos productores no toman conciencia
de la cantidad de leche que dejan de ordefar, ni de que la infeccién puede
transmitirse a las otras vacas. Ademas, la mastitis subclinica puede llegar a
convertirse en mastitis clinica (aguda o cronica). Las especies de bacterias
asociadas mas frecuentemente con esta forma de infeccion de la ubre son los
estafilococos, como Staphylococcus aureus y algunos estreptococos, como

Streptococcus uberis y Streptococcus agalactiae. (6,10)

La mastitis subclinica también es importante por las siguientes razones:
e Esde 15 a 40 veces mas prevalente que la forma clinica.
e Por lo general precede a los sintomas clinicos.
e Suele ser de larga duracion.
e Puede ser dificil de tratar con antibiéticos.
e Es dificil de detectar.
¢ Reduce marcadamente la produccion de leche.
e Afecta la calidad de la leche.

e Sirve como reservorio para infectar al resto del hato. (1,10)

Una forma especial de mastitis subclinica es la irritacion de la ubre o alteracion
de la secrecion (mastitis atipica). Su causa no se halla en la infeccion por gérmenes,
sino en la influencia de factores ambientales tales como golpes o presiones o bien
ordefios equivocados y duraderos, etc. También puede ser consecuencia de
afecciones generales. La irritacion de la ubre se reconoce en la elevada cantidad de
células que la leche contiene. (6)



4.1.3.2 Mastitis clinica

Esta forma de infeccidon intramamaria se caracteriza por anormalidades
visibles en la ubre y/o leche, cuya severidad varia mucho en el transcurso de la
enfermedad. Pueden observarse cuartos enrojecidos e hinchados, o bien, palparse
endurecimientos. En la leche, las anormalidades van desde presencia de grumos y
fléculos, hasta sangre y secreciones serosas. La mastitis clinica generalmente es
causada por uno de los patébgenos mayores, por ejemplo, estafilococos,
estreptococos o coliformes. La mastitis clinica se clasifica, a su vez, segun el grado
de severidad. (10)

4.1.3.2.1 Mastitis clinica subaguda

Esta forma de inflamacion es levemente clinica y los sintomas son alteraciones
menores en la leche, como grumos, floculos o aspecto descolorido. El cuarto
afectado puede presentar leve hinchazon y sensibilidad al tacto, ademés de un poco
0 nada de calor localizado o enrojecimiento. Puede haber reduccion de produccion

de leche. La vaca no exhibe signos sistémicos de la enfermedad. (6,10)

4.1.3.2.2 Mastitis clinica aguda

Estos casos se caracterizan por un atague repentino con enrojecimiento,
hinchazén y endurecimiento del cuarto afectado, el cual ademas es sensible al tacto.
La leche tiene un aspecto muy anormal (purulento, seroso, o sanguinolento) y la
produccion disminuye marcada y repentinamente. Casi siempre la enfermedad da
lugar a una lesion permanente de la ubre (formacion de nddulos, endurecimiento
y/o engrosamientos, abscesos, desaparicion del cuarto, etc.) con pérdida definitiva
de la leche. Las alteraciones patoldgicas de la ubre dificultan la llegada de los
medicamentos al foco de infeccion. Los sintomas sistémicos que pueden

presentarse son: aumento de la temperatura rectal, pérdida de apetito, menor



actividad, reduccion de la funcién del rumen, pulso acelerado, deshidratacion,

debilidad, temblores, diarrea y depresion. (1,10)

4.1.3.2.3 Mastitis clinica hiperaguda

Esta forma poco frecuente de inflamacién mamaria se caracteriza por atacar
muy rapidamente. Los sintomas son los mismos que los enumerados para mastitis
clinica aguda, pero su expresion es mucho mas severa. Se presentan, ademas,
signos como: shock, fibrosis en la ubre, septicemia, pérdida de coordinacién
muscular, extremidades frias y reduccion del reflejo de la pupila. Estos casos
requieren de atencion veterinaria inmediata. Aan aplicando terapia sistémica y
parenteral, muchas vacas no responden al tratamiento y sucumben a la
enfermedad. La vaca que sobrevive necesita meses para recuperarse y muchas
veces el tejido mamario del cuarto afectado queda destruido. Los microorganismos
pueden continuar alojados por un tiempo y en caso de ser contagiosos, transmitir la

enfermedad a las vacas sanas. Conviene descartar estos animales lo antes posible.

1)

4.1.3.3 Mastitis cronica

Este tipo de infeccion es de larga duracion y puede comenzar como las mastitis
clinicas, o bien, como infeccion subclinica con aparicion intermitente de episodios
clinicos. La leche no siempre esta alterada visiblemente. A veces presentan
pequefios grumos o bien puede tener aspecto mucoso o una coloracion amarillenta,
parda o grisacea. La produccion es variable. En casos ho muy acentuados apenas
disminuye la cantidad de leche; si la evolucion es crénica y purulenta, la produccion
de leche cesa por completo. Las alteraciones del tejido glandular son mas o menos
apreciables. Consisten en ndédulos cicatrizales, formacion de abscesos o
encapsulacion de las zonas inflamadas. Casi siempre, la palpaciéon permite

reconocer, en la ubre vacia, los nddulos circunscritos o las induraciones. También
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se observan a veces abombamientos de la piel en la ubre, engrosamientos fibrosos
del cuarto correspondiente. Los gérmenes suelen sobrevivir en el tejido inflamado,
por lo que son eliminados con la leche y pasan a los trapos y otros utensilios del
ordefio. Con ello, la infeccidn se transmite a animales sanos. Las vacas con mastitis
cronica son una fuente importante de infeccién para el resto de las vacas. Por ello,
deben ordefiarse de ultimo. En los casos cronicos con alteraciones intensas de los

tejidos las posibilidades curativas son escasas. (6,10)

4.1.3.4 Mastitis latente

La mastitis es latente cuando se aisla un patégeno importante como
Staphylococcus aureus o Streptococcus agalactiae sin observar el correspondiente
aumento en el nimero de células somaticas. Mastitis latente es un término utilizado
en investigacion, poco comun en las fincas. Los investigadores sostienen que las
bacterias que se aislan no representan verdaderas inflamaciones intramamarias,

sino colonizaciones del orificio o canal del pezoén. (6,10)

4.1.4 Mecanismos de defensa contra la mastitis

Comprender mejor los mecanismos de defensa de la ubre le permite al
productor tomar mejores decisiones de manejo que conduzcan a la prevencion de

nuevas infecciones de mastitis. (10)

4.1.4.1 Barreras del pezon

El esfinter del canal del pezén impide la entrada de bacterias. La amplitud del
canal del pezdén se encuentra en una intima relacién con el funcionamiento del
esfinter. El crecimiento del epitelio se dirige hacia el exterior en la desembocadura
del canal del pezén, lo cual también sirve para evitar la entrada de bacterias.
Mediante el flujo hacia fuera de la leche (por la ordefia o cuando el becerro mama)

son expulsados los agentes patogenos del canal del pezén. La roseta de Flstenberg

11



forma una corona en el paso del canal del pezén a la cisterna de éste. Los pliegues
de la roseta de Fustenberg no solo tienen una funcién mecanica como mecanismo
de cierre sino también sirve como mecanismo de defensa en ese lugar. La
queratinizacion intensiva del epitelio del canal del pezén forma una capa lactosada
bactericida, que representa una barrera muy efectiva contra agentes extrafios. Si
bien ese tapon de queratina sera lavado casi completamente durante la ordefia,
después de 2-3 horas del ordefio se restablece la funcion de defensa del canal del
pezoén. (1,12)

4.1.4.2 Células de defensa y mediadores de la inflamacion

Los linfocitos, las células plasmaticas y los macrofagos se pueden encontrar
en un numero escaso en el tejido conjuntivo de la gldndula mamaria bovina. En la
ubre sana se observa un paso muy escaso de los granulocitos neutrdéfilos de la
sangre hacia el epitelio alveolar y de ahi a la leche. En caso de que haya una
invasion muy fuerte de bacterias se vera aumentado el nUmero de granulocitos de
los vasos sanguineos. Entonces se vera aumentado el nimero de células somaticas
en la leche. Diferentes mediadores quimicos desencadenan esas reacciones
inflamatorias como consecuencia de la accion de agentes patégenos o algun otro

estimulo. (12)

4.1.4.3 Factores de defensa celular y humoral de la leche

La leche tiene un efecto antibacteriano, debido al cual inhibe el crecimiento de
bacterias y también mata o hace inofensivas a las bacterias. El efecto antibacterial
es debido a factores de defensa celular y humoral. En esto intervienen los leucocitos
polimorfonucleares, los linfocitos y los macrofagos (principal tipo celular en la leche).
Los factores humorales son las inmunoglobulinas; factores del complemento es una
serie de proteinas que ayudan a preparar a las bacterias para ser fagocitadas por

los leucocitos; el sistema de lactoperoxidasa-tiocianatoperoxido de hidrégeno en
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leche inhibe el crecimiento de las bacterias como Staphylococcus aureus, asi como
de la mayoria de los estreptococos y coliformes; la lactoferrina es una proteina que
inhibe el crecimiento de las bacterias por su propiedad de formar compuestos que
ligan el hierro, privando de este elemento a las bacterias que lo necesitan, la
lactoferrina aumenta durante el comienzo del periodo de seca y se convierte en una
proteina importante en glandulas no lactantes, lo que las protege de nuevas
infecciones con coliformes; vy, la lisozima, destruye determinadas bacterias por
destruccién de su pared celular, vacas con bajo titulo de lisozima en la leche
mostraron ser mas susceptibles a mastitis, lo que indica que la deficiencia en esta
proteina predispone a la ubre a la infeccion. El paso rapido de los leucocitos
sanguineos a la luz alveolar, es de los mecanismos naturales mas importantes de
defensa contra la mastitis. En el caso de una glandula mamaria sana se puede
observar un contenido menor de 100,000 leucocitos/ml en la leche. 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. (12)

El nimero mas importante de los leucocitos durante el curso de una mastitis
son los granulocitos polimorfonucleares (PMN). Los PMN reconocen a las bacterias
marcadas con anticuerpos y las fagocitan. Pueden pasar unas 12 a 24 horas

después de la infeccion para que el contenido de PMN aumente claramente. (12)

4.1.5 Factores que disminuyen la resistencia natural de la ubre

4.1.5.1 Dafos en los pezones

Si el canal del pezon es lesionado, literalmente se abre la puerta a la invasion
de patogenos. Este canal puede lesionarse debido a heridas en los pezones (por

manejo deficiente), una ordefia muy brusca (defectos técnicos en el aparato de
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ordefia, los plasticos muy viejos, una ordefia ciega, defectos o deficiencias en la

maquina de ordefio, malas practicas durante el ordefio manual, etc.). (12)

4.1.5.2 Elevada presencia de microorganismos

Las concentraciones ambientales elevadas de bacterias hacen que el
mecanismo de defensa de la ubre se debilite. Este problema puede ser debido a:
un ambiente muy antihigiénico en el establo; una higiene deficiente en la ordefia o
una higiene deficiente de los pisos y superficies (las bacterias se reproducen mejor

en los medios hiumedos y calidos). (12)

4.1.5.3 Deficiencias en la alimentacién

Debido a las deficiencias en la alimentacion, las vacas débiles son presa facil
de una infeccion en la ubre. Algunos tipos de deficiencia alimenticia, es decir errores
en la alimentacion conducen a enfermedades en la ubre. También debido a la
engorda de vacas viejas en ordefia y en las vacas secas, por una deficiencia de
energia en el pico de la lactacién, y cuando no se le proporciona a la vaca una

cantidad suficiente de vitaminas, minerales etc. (12)

4.1.5.4 Factores estresantes

Cualquier tipo de estrés puede ser dafiino a la larga y lesionar el sistema
inmune de la vaca. Algunos factores estresantes son por ejemplo: sobrecupo de
vacas en el establo, cambiar frecuentemente el personal, deficiencias en el manejo

de las pezuias. (12)

4.1.5.5 Otras Enfermedades

Cuando se presentan diferentes enfermedades, que no dafian directamente a

la ubre, se puede debilitar el mecanismo de defensa contra patégenos de la mastitis.
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Como ejemplos podemos mencionar: enfermedades virales, IBR, P13 y BVD/MD,

parasitosis, retenciéon placentaria etc. (12)

4.1.5.6 Edad

La edad elevada supone mayor predisposicion, por una menor tendencia a la
curacion, alteraciones de los pezones etc. La frecuencia de la infeccion crece con

el nUmero de lactaciones. (6)

4.1.5.7 Formadelaubre

Las ubres colgantes suponen un mayor peligro de infeccion o de lesion y por

tanto, un mayor riesgo de mastitis. (6)

4.1.6 Patogeénesis

4.1.6.1 Invasion de la ubre

La infeccion intramamaria se presenta cuando las bacterias atraviesan el canal
del pezon y se multiplican dentro del cuarto afectado. Los microorganismos pueden
invadir el canal del pezon por distintas vias: entre ordefios las bacterias pueden
avanzar por el canal del pezén por multiplicacion; pueden ingresar por la presién
fisica ejercida sobre la punta del pezén cuando la vaca se mueve; durante el ordefio
mecanico pueden ser impulsados hacia el canal del pezon o desde el mismo hacia
el interior de la cisterna del pezén, por los impactos que causan las fluctuaciones de
vacio contra el orificio del pezdn y durante la aplicacion de un antibiotico pueden ser
empujados fisicamente a través del canal del pez6n por la insercion completa de la
canula. La probabilidad de invasion se incrementa notablemente para las bacterias
gue colonizan la queratina del canal del pezon. El sellado con un germicida efectivo,
tanto antes como después del ordefio, reduce marcadamente la colonizacion del

canal del pezon. (10)

15



4.1.6.2 Establecimiento de la infeccidn

La capacidad que tienen las bacterias de adherirse a los tejidos que recubren
el interior de la glandula mamaria influye sobre la probabilidad de permanecer dentro
del cuarto infectado. Esto es critico cuando la ubre esta sometida periddicamente al
“flushing” durante el ordefio. Las bacterias como Streptococcus agalactiae y
Staphylococcus aureus, han demostrado buena adherencia a los tejidos que
recubren el interior del pezon y las cisternas de la glandula. Otros microorganismos
como Escherichia coli no se adhieren tan bien, pero se multiplican rapidamente en

los cuartos con bajo recuento de células sométicas. (10)

Inicialmente, las bacterias se ubican en los tejidos que recubren el pezény las
cisternas glandulares y, en los conductos grandes. Luego ingresan a los conductos
mas delgados y a las areas de produccion de leche de la zona baja de la glandula
afectada, alcanzando asi los alvéolos. Las bacterias causan dafio por la produccion
de toxinas, que provocan inflamacién y muerte a las células productoras de leche.
Como consecuencia se liberan sustancias que inician la respuesta inflamatoria, ya
que atraen a los leucocitos al area de infeccidn para destruir a las bacterias. Asi
mismo, aparecen fluidos y coagulantes de la sangre para diluir las toxinas

bacterianas y reparar los tejidos dafiados, lo que causa inflamacién local. (10)

4.1.6.3 Inflamacién mamaria

La respuesta inflamatoria, se inicia cuando las bacterias liberan toxinas,
enzimas y componentes de la pared celular, que estimulan la produccién de
numerosos mediadores de inflamacion a través de células inflamatorias. Neutrofilos
Polimorfo nucleares (PMN), leucocitos y fagocitos son atraidos por mensajeros
quimicos o por agentes quimiotaxicos provenientes de los tejidos dafiados. Masas
de PMN pueden pasar a través de las células productoras de leche al lumen de los

alvéolos, con el fin de fagocitar o englobar y destruir a la bacteria, circulando el sitio
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de la infeccion, hasta que la mayoria de los organismos son destruidos, de esta
manera se incrementa el nimero de células somaticas, asi como las células

secretoras danadas. (10)

A pesar de que los leucocitos son el menor porcentaje del total de las células
mamarias, estos juegan el rol mas importante. Los linfocitos T orquestan o dirigen
la respuesta inmune a través de la secrecion de linfokinetos (factores inmunes
solubles). Los linfocitos B (controlados por los linfocitos T) producen anticuerpos
gue son esenciales para produccién de anticuerpos para la fagocitosis. Los
leucocitos en la leche pueden también liberar sustancias especificas que atraen mas
leucocitos al area para luchar contra la infeccion; esto sucede, en casos en que no
se destruyen los microorganismos y es posible en aquellos casos en los cuales
aumenta el numero de microorganismos patégenos. Ademas, se pueden encontrar
células secretoras o epiteliales muertas. La magnitud de la respuesta inflamatoria
estara influenciada por el grado de desafio por parte del patégeno causal, estado
de lactacion, edad, estado del sistema inmune de la vaca, genética y el estado de
nutricion. (10)

El conteo de células somaticas de la leche es reconocido universalmente como
una medida de cantidad, asi como la extension de la mastitis en el hato y esta
directamente relacionado con la salud o grado de estrés de la ubre y el rango de la
infeccidn, ya que las células sométicas y la respuesta inmune son muy especificas.
Las células sométicas son enviadas en gran cantidad anicamente, cuando y donde
son necesitados (sitios infectados o dafiados). Por consiguiente, un gran nimero de
células sométicas indican una infeccion mamaria y el cuerpo responde enviando
células sométicas a la glandula mamaria para combatir la infeccion y reparar el tejido
dafiado. Cuando la infeccion persiste y los ductos permanecen ocluidos, las células
secretorias se revierten a un estado improductivo y los alvéolos empiezan a
encogerse. Las sustancias liberadas por los PMN destruyen completamente la

estructura alveolar que es reemplazada por tejido conectivo y de cicatrizacion. (10)
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Al mismo tiempo, disminuye la habilidad sintética del sistema enzimatico en
las células secretoras para sintetizar lactosa. La lactosa se retiene en las vesiculas
secretoras, causando diferencias en la presion osmotica entre estas vesiculas y el
citoplasma celular. La cantidad de agua atraida a las vesiculas se manifiesta en la
cantidad de leche producida. Estos disturbios secretorios se acompafan de
cambios en la composicion, que indican una permeabilidad vascular incrementada
y separacion de las fuertes uniones entre las células epiteliales. Las
concentraciones de cloro y sodio se encuentran elevados con una disminucién
proporcional de las concentraciones de potasio con el fin de mantener la
osmolaridad. La apertura de las uniones celulares también resulta en una

disminucion de la lactosa en la circulacion. (10)

La disponibilidad de la glucosa en la glandula mamaria puede estar reducida
como resultado de la disminucion del flujo sanguineo a la parte baja de la glandula
mamaria. Como consecuencia de esta reaccion, se reduce la produccion lactea y
se altera la composicion de la leche, aumenta los costos de los productores y
disminuye las ganancias debido a esta disminucion de la produccion y calidad
lactea. (10)

A medida que incrementa el conteo de células somaticas, la produccion lactea
se deprime al igual que la cantidad de queso producido, reduce el sabor y aumenta
la salinidad de la leche, teniendo un mayor impacto en vacas multiparas que en las

novillas. (10)

4.1.7 Métodos de diagndstico de mastitis

En vacas, y mas recientemente en ovejas lecheras, el recuento de células
somaticas se ha convertido en un elemento valido de prediccién de inflamacion

intramamaria, y por lo tanto, ha pasado a ser un importante indicador de la calidad
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e higiene de la leche y un procedimiento a tener en cuenta en los programas de

control de mastitis. (9)

4.1.7.1 California Mastitis Test (CMT)

Fue desarrollado como método de terreno, para determinar en forma rapida la
presencia de mastitis subclinica en cada uno de los cuartos de vacas lecheras.

Siendo una prueba de bajo costo y de facil aplicacion. (9)

El fundamento técnico de esta prueba consiste en que el reactivo empleado,
lauril sulfato de sodio al 3%, posee un tenso-activo que disminuye la tension
superficial de los leucocitos presentes en la leche con mastitis, provocando de esta
manera un estallido de los leucocitos liberando el ADN, el que al ponerse en
contacto con productos proteicos de la leche, forman una gelatina. El grado de
reaccion evidenciada en esta prueba, es directamente proporcional al nimero de
células somaticas presentes en la leche y al nivel de afeccion que presenta la
glandula mamaria, pudiéndose interpretar de esta forma, el grado de inflamacion.
El CMT permite la deteccién de mas de un 75% de mastitis subclinica. Esta prueba
se realiza después que la ubre ha sido preparada para el ordefio y se han
desechado dos o tres chorros de leche inicial proveniente de cada cuarto. De cada
uno se hacen fluir dos o tres chorros de leche hacia el compartimiento apropiado en
la paleta CMT, luego ésta se inclina a una posicién casi vertical para permitir que
escurra casi toda la leche. El paso siguiente es afadir el reactivo de prueba
directamente a la muestra en estudio, en volumen similar al de ésta en cada
compartimiento; luego se observan las reacciones producto de la accion del reactivo
sobre el material nuclear de las células somaticas, al hacer rotar suavemente la
paleta. Cuando hay un elevado nimero de células, se desarrolla una sustancia
gelatinosa. Mientras mayor sea el numero de células en la muestra de leche, mayor
sera la cantidad de gelatina formada. En el cuadro No. 1 se presentan rangos de

recuentos de Células Somaticas segun el grado de reaccion por el método CMT. (9)
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Cuadro No. 1 Tipo de reacciéon del Mastitis California Test (CMT) y su relacion

con los rangos de recuentos de células sométicas (cél/ml). (9)

CMT Tipo de Reaccion Recuento de células sométicas
N (Negativo) | Mezcla permanente liquida < 200.000
T (Trazas) Ligeramente viscosa 150.000 - 500.000

1 Mezcla viscosa 400.000 - 1.500.000

2 Viscosidad franca 1.500.000 - 5.000.000

3 Gel adherido al fondo > 5.000.000

N= Cuarto sano; T= Mastitis subclinica,;
1= Mastitis subclinica; 2= Infeccién leve y 3= Infeccion seria.

La prueba no tiene reacciones que sean falsos negativos, pero si puede
presentar falsos positivos en vacas con menos de 8 dias posparto o con lactancias
superiores a los 10 meses. En estos casos, la reaccion de viscosidad es muy similar
en los cuatro cuartos vy, ello, es producto del incremento de las células epiteliales
presentes en la leche, situacion que fisiolégicamente se da en estos dos periodos

de lactancia. (9)

4.1.7.2 Método de microscopia directa

Es un método muy confiable, pero poco practico, especialmente si se desea
realizar un examen individual por cada vaca, ya que es un procedimiento muy lento
y tedioso en su realizacion. Para su realizacion es necesario calibrar cada uno de
los microscopios a utilizar. Para ello se toma una laminilla graduada en milimetros,
luego se coloca en la platina para su posterior enfoque con el objetivo 10X y luego
se localizan las graduaciones. Posteriormente, el objetivo se cambia a 40X, y se

procede a estudiar la calibracion lineal, midiendo con exactitud el campo
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microscopico en milimetros. Luego se procede a calcular el factor microscopico,
determinando el area del campo. Para cuyo efecto, se divide 100 entre el area del
campo microscopico y este resultado se multiplica por 100, obteniéndose de esta
manera el factor microscépico. Después de tefidas las muestras de leche, en el
frote se cuenta el nimero de células por campo y se multiplica por el factor
microscopico calculado, obteniéndose asi el nimero de células por mililitro. Para
una mejor observacion y un adecuado tefiido de la muestra se recomienda utilizar
el reactivo de “Newman-Lambert” que permite observar las células somaticas de

color naranja en el frotis. (9)

4.1.7.3 Prueba de Wisconsin

Para realizar esta prueba, se requiere de una gradilla con 12 tubos de plastico
de 15 ml y graduacion de 1 a 6 ml; presentan un orificio aireador con un diametro
de 3.15 mm situado lateralmente. Los tapones de hule llevan un orificio central de
1.10 mm. El reactivo utilizado es similar empleado para el Test de Mastitis California,
pero diluido con agua destilada en proporcion de 1:1. Para la realizacion de esta
prueba, en cada tubo se mezclan 3 ml de leche con 3 ml del reactivo, posteriormente
se agita durante 10 segundos y la mezcla se deja reposar por 15 segundos, luego
se invierte por otros 15 segundos para finalmente proceder a realizar la lectura. (9)

Cuadro No. 2 Interpretacion de la prueba de Wisconsin modificada. (9)

ml de gel en tubo | Células por ml de leche
0.0 1-100.000

11-15 100.000 — 500.000
16-1.8 500.000 — 700.000
19-20 700.000 — 1.000.000
21-25 1.000.000 — 1.700.000
26-3.0 1.700.000 — 2.500.000
3.1-6.0 Més de 2.500.000
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Por otra parte, si se utiliza el procedimiento especifico de la prueba de
Wisconsin colocando 2 ml de leche y 2 ml del reactivo, se debiera utilizar la tabla 3

para una correcta interpretacion. (9)

Cuadro No. 3 Interpretacion de la prueba de Wisconsin. (9)

ml de gel en tubo | Células por ml de leche

0.5 0 — 75 000
1.0 75.555 - 190.000
1.5 190.000 — 350.000
2.0 350.000 — 570.000
2.5 570.000 — 830.000
3.0 830.000 — 1.200.000

Mas de 3.0 Mas de 1.500.000

4.1.7.4 Prueba de conductividad eléctrica

Se fundamenta en el aumento en la concentracion de iones de sodio y cloro
en la leche, como consecuencia de la lesion del tejido glandular, lo cual se traduce
en una elevacion de la conductividad eléctrica de la leche. Las concentraciones
ionicas de la leche producida por vacas con mastitis cambian debido al incremento
de la permeabilidad de los capilares sanguineos, a la destruccion de las uniones

celulares y de los sistemas de transporte ionico. (9)

4.1.7.5 Coulter Counter

Durante la mitad de la década de los 70’s el empleo del CMT en laboratorio
fue reemplazado por métodos de recuento electrénico, inicialmente con un contador
de particulas (Coulter Counter) y posteriormente con un analizador fluoroptico de
DNA (Fossomatic). EI método electronico Coulter Counter para el recuento de
particulas se basa en el paso de una muestra de leche fijada y diluida a través de
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una apertura localizada entre dos electrodos, las particulas presentes generan
pulsos de voltaje proporcionales al volumen de las particulas, de esta forma el

namero de pulsos indica el nUmero de particulas presentes por ml de leche. (2,9)

Los métodos electrdnicos presentan ventajas importantes ante otros métodos
de cuantificacion de células somaticas entre las que se encuentran: tiempo minimo
de andlisis, las muestras pueden ser almacenadas después de ser fijadas, el
escaneo electronico provee una alta exactitud estadistica y adicionalmente puede
ofrecer datos del tamafio celular. (2,9)

4.1.7.6 Prueba de tipificacion

Es necesario obtener una muestra del cuarto infectado, en forma aséptica. Es
fundamental desinfectar la ubre y recolectar la leche en un frasco estéril de 30 a 50
ml, identificarlo, transportarlo en refrigeracion hasta el laboratorio, realizar cultivos
y, ademas, es recomendable realizar las pruebas bioquimicas requeridas para la
identificacion especifica de las bacterias. Monitorear el conteo de células somaticas
es un indicador, pero la confirmacion puede ser hecha al realizarse el cultivo
bacteriano. Para determinar la presencia de ciertos microorganismos se utilizan los

medios de cultivo como: Agar Sangre, MacConkey, Baird Parker, etc. (9)

4.1.8 Tratamiento de la mastitis

Aunque la prevencion de la mastitis es de mayor relevancia que su tratamiento,
todos los casos de mastitis clinica que se presentan en un hato deben ser tratados
rapidamente, debido a su gran peligrosidad. Para que el tratamiento sea efectivo
deben cumplirse los siguientes requisitos:

e Que el farmaco elegido sea el indicado para la mastitis, basandose en los

reportes de los examenes de identificacion bacteriana. (5)
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¢ Que la concentracion del farmaco sea la adecuada. (5)

e Que la frecuencia del tratamiento no sufra interrupciones hasta lograr la
curacion. (5)

e Administracion de terapia de soporte, si el caso lo demanda. El método
convencional de tratar la mastitis es mediante la infusion intramamaria de un
farmaco especifico, previo vaciamiento o drenaje completo del cuarto o cuartos

afectados. (5)

En las mastitis agudas, se atribuye la falla de la terapia intramamaria a una
distribucion deficiente de los farmacos en el parénquima glandular, sobre todo
cuando esta intensamente inflamado y edematoso, ya que con frecuencia hay
obstruccién de los ductos mamarios, ya sea por comprensiéon, coagulos o

tolondrones, segun el tipo de mastitis. (5)

4.1.8.1 Antibiéticos utilizados en el tratamiento de mastitis

4.1.8.1.1 Bencilpenicilina G

Este antibidtico es eficaz contra estreptococos que no han desarrollado
resistencia importante contra la penicilina G. Combinada con estreptomicina, tiene

accion sinérgica incrementando el espectro de accion contra estafilococos. (5)

4.1.8.1.2 Cloxacilina

Es un antibiético semisintético que tiene la ventaja de no ser inactivado por la

enzima lactamasa, generada por los estafilococos penicilino-resistentes. (5)
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4.1.8.1.3 Ampicilina

Penicilina semisintética eficaz contra gérmenes grampositivos y
gramnegativos, no obstante, es ineficaz contra Staphylococcus resistentes a
penicilina. (5)
4.1.8.1.4 Cefalosporina

Pertenece al grupo de penicilinas semisintéticas y es eficaz contra gérmenes
grampositivos y gramnegativos. En general, su accién es parecida a la de la
ampicilina. (5)

4.1.8.1.5 Neomicina

Se le considera de amplio espectro, pero es menos eficaz contra
Streptococcus y Staphylococcus que las penicilinas. (5)

4.1.8.1.6 Gentamicina

Este antibidtico es activo contra organismos gramnegativos. (5)

4.1.8.1.7 Estreptomicinay dihidroestreptomicina

Estos antibioticos son eficaces contra muchos organismos gramnegativos y la

mayoria de los Staphylococcus. A menudo se utiliza la estreptomicina combinada

con penicilina, aunque las bacterias pueden desarrollar rapidamente resistencia

contra la estreptomicina. (5)
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4.1.8.1.8 Cloranfenicol

En general, es de amplio espectro. Eficaz contra coliformes, especificamente,

pero no es el agente de eleccién contra Streptococcus y Staphylococcus. (5)

419 Control dela mastitis

El control de la mastitis implica la aplicacién de un programa completo que
abarque medidas higiénicas y de manejo, cuyo objetivo final de reducir al maximo
la necesidad de recurrir al tratamiento quimio-terapéutico; usualmente muy costoso,

un programa completo comprende los siguientes puntos: (5)

¢ Mantenimiento 6ptimo de las condiciones de limpieza en los alojamientos (areas
pavimentadas y/o camas individuales). (5)

e Higiene personal de los ordefiadores (manos y salud en general). (5)

e Practicas de ordefio que abarquen lavado de ubre baja y pezoén, secado y
sellado de pezones con solucién desinfectante después de cada ordefio. (5)

¢ Mantenimiento funcional éptimo de las ordefiadoras mecanicas. (5)

e Diagnoéstico periddico del funcionamiento del equipo de ordefio. (5)

e Pruebas mensuales de deteccién de mastitis subclinica (prueba de California o
de Wisconsin). (5)

e Muestreo frecuente de leche en casos clinicos para andlisis bacteriolégicos de
sensibilidad a antibiéticos. (5)

e Tratamiento de todas las vacas al momento de secarse para reducir la
incidencia a la siguiente lactacion. (5)

e Cambio periodico de pezoneras y piezas de hule. (5)

e De ser posible ordefar vacas de primera lactancia en grupo aparte para evitar
contagios del hato adulto. (5)

e Eliminacién de casos crénicos y contagiosos. (5)
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4.1.10 Importancia econ0mica de la mastitis

De manera general, se dice que la mastitis es la enfermedad del ganado
lechero mas costosa. De hecho, las pérdidas originadas duplican las generadas por
problemas de fertilidad o reproductivos. También desde el punto de vista de la
productividad, del riesgo de la enfermedad, del comercio internacional y del

bienestar del animal, la mastitis ocupa el primer lugar. (10)

Las pérdidas causadas por mastitis se clasifican como:
e Enlos casos de mastitis clinica:
o Pérdida por baja produccion del animal enfermo.
o Pérdida de produccion por la duracion de la eliminacion del medicamento.
o Frecuentemente hay un perjuicio duradero en el rendimiento de la vaca.
o Costos de medicamentos y del Médico Veterinario.
o Aumento en los costos de la mano de obra.(12)

e En los casos de mastitis subclinica:

o Una considerable reduccion en la produccion diaria de leche.

o Cambios importantes en la composicion de la leche (Cuajado del queso).

o Se perjudica el valor higiénico de la leche.

o Los dafios causados a través de la mastitis subclinica son mucho mayores, ya
gue esa forma de mastitis es unas 20 a 50 veces mas frecuente que la mastitis
clinica. (12)

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
lo siguiente:
¢ Algunos agentes causales de Mastitis son patdbgenos en humanos.
e Puede haber residuos de antibidticos o quimicos en la leche por el tratamiento

de la ubre.
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e El consumidor exige que la leche provenga de animales sanos. (12)

Para la industria de lacteos son muy significativas las transformaciones
causadas a la leche por la mastitis. El tiempo de cuajado aumenta en el caso de

produccion de queso y la cantidad de queso disminuye considerablemente. (12)

Fallar en el control de mastitis es equivalente a verter la leche por el canal de
desagtie, porque las vacas infectadas producen significativamente menos leche que

las sanas.

Ademas los investigadores han demostrado que las vacas con bajo recuento
de células somaticas tienen una vida productiva mas prolongada. Asimismo, la leche
con alto recuento de células somaticas es mas pobre en componentes deseables
(como azucar, proteina y grasa), y contiene mas de los indeseables (como las
enzimas que atacan a los componentes de la leche). Cuando se usa leche con alto
recuento de células sométicas para elaborar queso, el rendimiento es menor y la
calidad inferior. (10)

4.2 Miel

4.2.1 Descripcion

Se entiende por miel a la sustancia dulce natural producida por abejas obreras
(Apis mellifera) a partir del néctar de las flores o de secreciones de partes vivas de
las plantas o de excreciones de insectos succionadores de plantas que quedan
sobre partes vivas de plantas, que las abejas recogen, transforman y combinan con
sustancias especificas propias, y almacenan y dejan en el panal para que madure

y afieje. (4)
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La miel se compone esencialmente de diferentes azlcares, principalmente
fructosa y glucosa ademas de otras sustancias como acidos organicos, enzimas y
particulas solidas derivadas de la recoleccion de miel. El color de la miel varia de
casi incoloro a pardo oscuro. Su consistencia puede ser fluida, viscosa o total o
parcialmente cristalizada. El sabor y el aroma varian, pero derivan de la planta de

origen. (4)

4.2.2 Caracteristicas organolépticas y fisico-quimicas de la miel de abeja.

Debido a que la miel es una solucioén saturada, la mayoria de ellas cristalizan
a temperatura normal, siendo su grado de cristalizacién inversamente proporcional
a la concentracion de agua, y por otra parte, producto de su elevado poder
higroscopico puede retener humedad, propiedad deseable para usos en pasteleria
y panaderia. La baja tension superficial de la miel permite que sea un excelente
humectante incorporado a productos cosmeéticos, probablemente condicionado por

sus sustancias coloidales, las que también varian de acuerdo al origen de la miel.

(9)

La miel también contiene proteinas, aminoacidos, &cidos orgéanicos,
sustancias minerales, polen y otras sustancias; pudiendo ademas contener
sacarosa, maltosa, melicitosa y otros oligosacaridos como dextrinas, asi como
también, vestigios de hongos, algas, levaduras y particulas solidas que resultan del
proceso de obtencion de la miel. (9)
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Cuadro No. 4 Funciones de las principales enzimas presentes en la miel. (9)

Enzima Funcién

Convierte la sacarosa en glucosa y
Invertasa
fructosa

_ _ Hidroliza el almidon a dextrinas y/o
Amilasa o Diastasa ]
azucares

Convierte la glucosa a gluconolactona,
Glucosa oxidasa la cual se convierte en acido glucénico

y peroxido de hidrégeno

Convierte al peroxido en agua y
Catalasa )
oxigeno

o Remueve fosfatos inorganicos a partir
Fosfatasa acida o
3de fosfatos organicos

4.2.3 Propiedades antimicrobianas de la miel

Con el aumento de la prevalencia de las bacterias resistentes a los antibioticos,
la miel se valora cada vez mas por su actividad antibacteriana. Entre las distintas
bacterias en las que han sido probada la miel se pueden mencionar por ejemplo
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, y Enterococcus faecium, las cuales han sido eliminadas efectivamente

por la miel. (3,9)

4.2.3.1 Efecto osmaético

La miel es una solucion de azlcares saturadas o sobre-saturadas, en un 84%
son una mezcla de fructosa y glucosa. El volumen de agua es normalmente de 15 -
21% del peso total. La fuerte interaccion de estas moléculas de azlcares con

moléculas de agua deja muy pocas moléculas de agua disponibles para los
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microorganismos. Esta agua libre es la que es medida en la actividad del agua (aw),
los valores significativos en la miel han sido reportados de 0.562 a0.62 aw. Ademas
algunas levaduras pueden vivir en las mieles que tiene un alto contenido de agua,
causando descomposicion de la miel, pero no se da la fermentacion si el contenido
de agua es menor a 17.1%. Algunas especies de bacterias tienen el crecimiento
completamente inhibido si el contenido de agua se encuentra en el rango de 0.94
a 0.99 aw; asi, la inhibicion del efecto osmotico de las soluciones de miel diluida

obviamente depende de las especies de bacterias. (3,9)

4.2.3.2 Acidez

La miel es caracteristicamente bastante acida, su pH se encuentra entre 3.2
y 4.5 que es lo suficientemente bajo para inhibir el crecimiento de bacterias. El pH
optimo para el crecimiento de las bacterias es de 7.2 a 7.4. El pH minimo para el
crecimiento de algunas especies infecciosas en heridas es de: E. coli 4.3;
Salmonella sp 4.0; Pseudomona aeroginosa 4.4; Streptococcus pyogenes 4.5. En
la miel pura, su acidez, es un factor antibacterial importante, pero si la miel es diluida
puede no llegar a tener un pH ser lo suficientemente bajo y perder parte de este
factor antibacterial. (3,7)

4.2.3.3 Peroxido de hidrégeno

La mayor actividad antibacterial de la miel, es debida al peroxido de hidrogeno
que se produce enziméticamente en la miel. La enzima glicoxidasa se secreta en la
glandula hipofaringeal de la abeja para ayudar en la formacion de la miel que
proviene del néctar. El peroxido de hidrégeno y la acidez de la miel son producidas
por la reaccion: Glucosa +H20 + Oz - acido gluconico + H202. El peroxido de
hidrogeno producido puede tener un efecto de agente esterilizador durante la
dilucion de la miel. La enzima se ha encontrado practicamente inactiva en la miel

pura, dando el inicio a perdxido de hidrégeno cuando la miel es diluida, esto es
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porque la acidez producida en la accion de las gotas enziméaticas lleva el pH al punto

en el cual es muy bajo para que la enzima trabaje. (7)

4.2.3.4 Defensina-1

Las defensinas son moléculas efectoras de la inmunidad innata producidas
fundamentalmente por leucocitos y células epiteliales, que poseen un amplio rango
de accion, frente a gran diversidad de microorganismos. Son péptidos pequefios
altamente basicos, ricos en cisteina que poseen actividad antimicrobiana de amplio
espectro que abarca bacterias, hongos y virus, ademas de capacidad para
neutralizar toxinas. Se trata de moléculas muy conservadas, presentes en todos los
vertebrados, existiendo también moléculas equivalentes en invertebrados e incluso
en plantas. Estas sustancias son generalmente producidas por células de los
epitelios y células de la llamada primera linea de defensa inmunoldgica (inmunidad
innata) encargada de eliminar a mas del 90% de los agentes patdgenos que nos

agreden. (11)

En un estudio realizado por un grupo de investigadores de la universidad de
Amsterdam y publicado en “The FASEB Journal” en el 2010, se demostro que la
miel contiene defensina-1, la cual es capaz de matar Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. En el estudio se investigé la actividad
antimicrobiana de la miel en tubos de ensayo frente a un grupo de bacterias
resistentes a los antibidticos causantes de distintas enfermedades. Desarrollaron un
método para neutralizar los factores antibacterianos conocidos de la miel y
determinar las contribuciones antibacterianas individuales. Al final, los
investigadores aislaron la defensina-1, que es parte del sistema inmune de la abeja
y que es transmitida a la miel de los panales. Después del analisis, los cientificos
concluyeron que la gran mayoria de las propiedades antibacterianas de la miel

vienen de esta proteina. (8)
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V. MATERIALES Y METODOS
5.1 Materiales
5.1.1 Recursos humanos

e Estudiante Investigador

e Asesores

5.1.2 Recursos Biologicos

e Muestras de leche cruda de vaca

e Miel de abeja

5.1.3 Materiales de campo

e Hielera

e Recipientes estériles para transportar la leche
e |dentificador de muestras

e Ficha de control

e Vehiculo

e Gasolina

e Computadora

e Jeringas

e Paleta para CMT

¢ Reactivo para CMT

e Camara digital
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5.2 Metodologia

5.2.1 Areade estudio.

San José Pinula, es uno de los 17 municipios con que cuenta el departamento
de Guatemala, consta de 220 kilometros cuadrados. Se encuentra situado a una
altura de 1,752 metros sobre el nivel del mar, a una distancia de 22 kilometros de la
Ciudad Capital. Limita al norte con los municipios de Palencia y Guatemala, al sur
con el municipio de Santa Rosa de Lima, del departamento de Santa Rosa, al este
con Mataquescuintla, departamento de Jalapa y, al oeste, con los municipios
de Santa Catarina Pinula y Fraijanes. La temperatura varia entre los 18 y 24 °C,

posee una humedad relativa de 79%.

5.2.2 Disefo experimental

Completamente al azar, donde se probaron 3 tratamientos con 10 repeticiones
cada uno y la unidad experimental fueron los cuartos positivos a mastitis subclinica.
En el tratamiento 1 se utiliz6 miel de abeja pura, en el tratamiento 2 una
concentracién de 50% de miel de abeja y en el tratamiento 3 una concentracién de

30% de miel de abeja.

5.2.3 Metodologia de muestreo

e Se inici6 muestreando las vacas de explotaciones lecheras ubicadas en San
José Pinula, Guatemala, para identificar 30 cuartos que resultaron positivos a
mastitis subclinica mediante la prueba de California Mastitis Test (CMT), los

cuales fueron incluidos en el estudio.

e Luego se procedi6 a muestrear la leche de los 30 cuartos que resultaron
positivos a mastitis subclinica, las cuales fueron llevadas al laboratorio de

microbiologia de la facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, para
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determinar la cantidad de unidades formadoras de colonia (UFC/ml) que poseia
cada muestra, mediante la técnica de dilucion para el conteo de colonias, en
agar plate count. Los resultados indicaron la carga bacteriana de cada cuarto

antes de la aplicacion de los tratamientos.

Se procedi6 a preparar las concentraciones de miel (30% y 50%) utilizando miel

de abeja y agua purificada.

Para la concentracién al 30% de miel, se medié 3ml de miel y se completd con
la cantidad suficiente de agua purificada para 10ml, se mezclé y se administrd

inmediatamente después de su elaboracion.

Para la concentracion al 50% de miel, se medié 5ml de miel y se completé con
la cantidad suficiente de agua purificada para 10ml, se mezcl6 y se administré

inmediatamente después de su elaboracion.

Los cuartos que resultaron positivos a mastitis subclinica se organizaron en
grupos homogéneos segun el grado de mastitis subclinica encontrado mediante
la prueba de CMT, obteniendo 3 grupos de 10 cuartos cada uno. En el primer
grupo se administré 10 ml de miel pura, al segundo grupo se le administré 10ml
de la concentracion de 50% de miel y al tercer grupo se le administré 10ml de
la concentracion de 30% de miel. Cada tratamiento se administré por via
intramamaria, realizandose una aplicacion después de cada ordefio, durante

tres ordefios consecutivos.

Después de finalizado el tratamiento, se realiz6 un muestreo inicial de la leche
para determinar las UFC/ml de cada uno de los cuartos tratados; se continud
muestreando cada uno de los cuartos tratados a los 7, 15, 21 y 30 dias post-

tratamiento.
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5.2.4 Anélisis estadistico

El andlisis estadistico del estudio se realizdé por medio de la prueba de Kruskal-
Wallis.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se evalud el efecto antimicrobiano de la miel de abeja
en tres distintas concentraciones (100%, 50% y 30%), la cual fue administrada por
via intramamaria en 30 cuartos que resultaron positivos a mastitis subclinica. Los
cuartos fueron agrupados segun el grado de mastitis subclinica que presentaron
para poder obtener 3 grupos homogéneos. Cada grupo estaba conformado de 10
cuartos. Al primer grupo se le administré un tratamiento de miel pura (100%), al
segundo grupo se le administré un tratamiento con una concentracion de 50% de
miel y al tercer grupo se le administré un tratamiento con una concentracion de 30%
de miel. Se realizaron muestreos pos-tratamientos una vez a la semana durante un

mes.

Se realiz6 un muestreo inicial para determinar la cantidad de unidades
formadoras de colonia (UFC/ml) que poseia cada uno de los cuarto con mastitis
subclinica, que fueron objeto del estudio, antes de cada tratamiento para asi poder
conocer si la miel poseia un efecto antimicrobiano cuando se administraba via

intramamaria en distintas concentraciones.

De los 30 cuartos que resultaron positivos a mastitis subclinica por medio de
la prueba de CMT, se presentan en el cuadro No. 5 los resultados del recuento
bacteriol6gico (UFC/ml) que se obtuvo del muestreo control y en cada uno de los
cinco muestreos post-tratamiento. El primer muestreo post-tratamiento se realiz6 24
horas después del ultimo tratamiento, el segundo se realizé a los 7 dias post-
tratamiento, el tercer muestreo se realizo a los 15 dias post-tratamiento, el cuarto
muestreo se realiz6 a los 21 dias post-tratamiento y el quinto muestreo se realiz6 a

los 30 dias post-tratamiento.
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Cuadro No. 5 Recuento bacteriolégico en laevaluacion de lamiel administrada

por via intramamaria en ganado lechero con mastitis subclinica.

Recuento bacteriolégico (UFC/ml)

Muestreo Post-tratamiento

Control 1 > 3 7 5
No.|Cuarto |CMT| Tx |26/05/14 |27/05/14 | 02/06/14 | 09/06/14 | 16/06/14 | 24/06/14
1 IA 1 |100| 9,200 3,600 3,350 4,200 1,000 1,000
2 DP T |100| 14,000 | 8,200 8,000 5,000 | 20,000 | 40,000
3 DA 1 |100| 9,700 1,200 | 50,000 | 5,900 2,300 | 20,000
4 DA 1 |100| 3,000 200 100 150 3,000 800
5 DP T |100| 200 3,400 | 22,000 | 31,000 | 45,000 | 18,000
6 DA 1 |100| 8,500 1,500 900 700 10,000 | 10,000
7 IP T |100| 500 6,000 | 44,000 | 32,000 | 30,000 | 8,800
8 DP T |100| 5,400 4,600 4,000 | 50,000 | 13,000 | 30,000
9 DA 1 |100| 900 300 30,000 | 5,800 4,000 500
10 DP T |100| 4,500 200 70 20,000 | 4,600 5,800
11 DP T |50 | 69,000 | 3,600 | 50,000 | 100,000 | 29,000 | 120,000
12 DP T |50 | 15,000 | 2,200 1,000 | 30,000 | 12,000 | 3,500
13 DP 1 | 50 | 46,000 | 2,000 1,200 1,500 | 50,000 | 10,000
14 P 1 |50 | 8,000 4,500 1,800 300 100,000 | 1,300
15 DA T | 50| 2,500 1,200 | 60,000 | 28,000 | 10,000 | 15,000
16 IP T | 50 | 52,000 | 5,000 2,600 3,000 5,000 | 30,000
17 IA 1 |50 | 12,000 | 40,000 | 3,000 | 18,000 | 1,400 200
18 DA 1 |50 | 35000 | 25,000 | 15,000 | 78,000 | 1,000 30
19 DP 1 |50 | 3,000 2,800 1,500 5,200 1,500 1,000
20 DA T | 50| 2,900 1,400 1,000 5,800 | 10,000 800
21 DP 1 |30 | 37,000 | 30,000 | 20,000 | 7,000 | 25,000 | 2,000
22 DA 1 |30 | 30,000 | 22,000 | 7,000 | 30,000 | 1,700 3,000
23 DP T | 30 | 40,000 | 32,000 | 23,000 | 5,000 1,600 | 40,000
24 A 1 | 30| 3,200 200 120 3,000 2,000 4,100
25 IP 1 | 30 | 40,000 | 6,000 3,300 | 15,000 |100,000 | 2,500
26 DA T | 30| 5,000 1,700 | 47,000 | 90,000 | 40,000 | 6,600
27 DA 1 |30 | 1,700 400 60 5,000 8,000 6,000
28 DP T | 30| 21,000 | 7,000 2,200 2,300 | 10,000 200
29 IA 1 | 30| 25,000 | 3,800 2,000 8,200 1,500 2,100
30 DA T | 30| 8,000 6,000 5,600 | 15,000 | 20,000 | 1,500

Tx: Tratamiento. DA: Derecho anterior. DP: Derecho posterior. 1A: Izquierdo anterior. IP: Izquierdo posterior.
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En el primer muestreo del tratamiento con miel pura, el 80% de los cuartos
disminuyeron un promedio del 68% de la carga bacteriana inicial, mientras que el
20% de los cuartos aumentaron su carga bacteriana inicial. En el tratamiento con
una concentracion de 50% de miel, el 90% de los cuartos disminuyeron un promedio
del 61% de la carga bacteriana inicial, mientras que el 10% de los cuartos
aumentaron su carga bacteriana inicial. En el tratamiento con una concentracion de
30% de miel, el 100% de los cuartos disminuyeron un promedio del 56% de la carga

bacteriana inicial.

En el segundo muestreo del tratamiento con miel pura, el 60% de los cuartos
disminuyeron un promedio del 69% de la carga bacteriana inicial, mientras que el
40% de los cuartos aumentaron su carga bacteriana inicial. En el tratamiento con
una concentracion de 50% de miel, el 90% de los cuartos disminuyeron un promedio
del 71% de la carga bacteriana inicial, mientras que el 10% de los cuartos
aumentaron su carga bacteriana inicial. En el tratamiento con una concentracion de
30% de miel, el 90% de los cuartos disminuyeron un promedio del 73% de la carga
bacteriana inicial, mientras que el 10% de los cuartos aumentaron su carga

bacteriana inicial

En el tercer muestreo del tratamiento con miel pura, el 50% de los cuartos
disminuyeron un promedio del 69% de la carga bacteriana inicial, mientras que el
50% de los cuartos aumentaron su carga bacteriana inicial. En el tratamiento con
una concentracion de 50% de miel, el 30% de los cuartos disminuyeron un promedio
del 96% de la carga bacteriana inicial, mientras que el 70% de los cuartos
aumentaron su carga bacteriana inicial. En el tratamiento con una concentracion de
30% de miel, el 60% de los cuartos disminuyeron un promedio del 66% de la carga
bacteriana inicial, mientras que el 40% de los cuartos aumentaron su carga

bacteriana inicial.
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En el cuarto muestreo del tratamiento con miel pura, el 20% de los cuartos
disminuyeron un promedio del 83% de la carga bacteriana inicial, mientras que el
80% de los cuartos aumentaron su carga bacteriana inicial. En el tratamiento con
una concentracion de 50% de miel, el 60% de los cuartos disminuyeron un promedio
del 67% de la carga bacteriana inicial, mientras que el 40% de los cuartos
aumentaron su carga bacteriana inicial. En el tratamiento con una concentracion de
30% de miel, el 60% de los cuartos disminuyeron un promedio del 68% de la carga
bacteriana inicial, mientras que el 40% de los cuartos aumentaron su carga

bacteriana inicial.

En el quinto muestreo del tratamiento con miel pura, el 30% de los cuartos
disminuyeron un promedio del 69% de la carga bacteriana inicial, mientras que el
70% de los cuartos aumentaron su carga bacteriana inicial. En el tratamiento con
una concentracion de 50% de miel, el 80% de los cuartos disminuyeron un promedio
del 77% de la carga bacteriana inicial, mientras que el 20% de los cuartos
aumentaron su carga bacteriana inicial. En el tratamiento con una concentracion de
30% de miel, el 60% de los cuartos disminuyeron un promedio del 92% de la carga
bacteriana inicial, mientras que el 40% de los cuartos aumentaron su carga

bacteriana inicial.

Cuadro No. 6 Diferencia del recuento bacteriolégico en la evaluacion de la miel

administrada por via intramamaria en ganado lechero con mastitis subclinica.

Muestreo [ 100% miel |50% miel | 30% miel
1° 68% 61% 56%
2° 69% 71% 73%
3° 69% 96% 66%
4° 83% 67% 68%
5° 69% 77% 92%
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De los 30 cuartos que fueron sometidos al estudio, se evidencié un aumento
de la carga bacteriana en el primer muestreo de 6.67% (2) de los cuartos tratados
con miel puray 3.33% (1) de los cuartos tratados con una concentracion de 50% de
miel, mientras que en los cuartos tratados con una concentracion de 30% de miel
no evidenciaron aumento en su carga bacteriana. En el segundo muestreo se
evidencio un aumento de la carga bacteriana del 6.67% (2) de los cuartos tratados
con miel pura, 6.67% (2) de los cuartos tratados con una concentracion de 50% de
miel y 3.33% (1) de los cuartos tratados con una concentracion de 30% de miel; en
el tercer muestreo se evidencié un aumento de la carga bacteriana del 10% (3) de
los cuartos tratados con miel pura, 13.33% (4) de los cuartos tratados con una
concentracion de 50% de miel y 20% (6) de los cuartos tratados con una
concentracion de 30% de miel; en el cuarto muestreo se evidencié un aumento de
la carga bacteriana del 10% (3) de los cuartos tratados con miel pura, 10% (3) de
los cuartos tratados con una concentracion de 50% de miel y 3.33% (1) de los
cuartos tratados con una concentracion de 30% de miel y en el quinto muestreo se
evidencio un aumento de la carga bacteriana del 3.33% (1) de los cuartos tratados
con una concentracion de 30% de miel. Unicamente el 3.33% (1) de los cuartos
mantuvo su carga bacteriana baja en relacién a la carga bacteriana presentada en

el muestreo de control.

Los resultados que se obtuvieron se deben a las propiedades antimicrobianas
de la miel, entre las mas importantes se destaca la accion del perdxido de hidrégeno
cuando la miel es diluida. Por otra parte, la baja actividad de agua presente en la
miel sin diluir, actia como un potente inhibidor en el desarrollo de microorganismos,
sumado a las propiedades otorgadas por su bajo pH (3.2-4.5), la accién de algunas
enzimas como la glucoxidasa y otras sustancias como la defensina-1 que fue
descubierta por Kwakman 2010, la cual es parte del sistema inmune de la abeja y

es transmita hacia la miel, este péptido posee propiedades antimicrobianas contra
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bacterias resistentes a los antibiéticos como Bacillus subtilis, Staphylococcus aures

y E. coli.

Mediante la prueba de Kruskal-Wallis se pudo determinar que
estadisticamente no existe una diferencia significativa que indique cual de los tres
tratamientos posee mayor efectividad, por lo que los tres tratamientos son efectivos

para la disminucién de la carga bacteriana en cuartos con mastitis subclinica.
De acuerdo a los resultados, la miel administrada por via intramamaria en

bovinos es una alternativa que disminuye la carga bacteriana en comunidades de

€scasos recursos o en los casos que no se tenga acceso a antibiéticos comerciales.
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VIl. CONCLUSIONES

La miel posee un efecto antimicrobiano reduciendo la cantidad de UFC/ml
cuando es administrada por via intramamaria, en cuartos con mastitis

subclinica, sin importar la concentracion en la que se administre.

La miel pura, administrada por via intramamaria, no presentd diferencia
significativa para disminuir la cantidad de Unidades Formadoras de Colonia

(UFC/ml) en comparacion a las concentraciones al 50% y 30%.

Se observo una disminucion de la carga bacteriana en el primer muestreo post-
tratamiento y a los siete dias post-tratamiento; sin embargo, a los 15, 21 y 30

dias post-tratamiento la carga bacteriana aumento.
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VilIl. RECOMENDACIONES

Es preferible utilizar la miel diluida al 30% y 50%; ya que no causa dolor y es

mas facil de administrar por via intramamaria.

La administracién de la miel de abeja es una alternativa para disminuir la carga

bacteriana en los casos de mastitis subclinica.

Evaluar el efecto antimicrobiano de la miel, en ganado lechero con mastitis

subclinica, con una redosificacion a los 7 dias.

Evaluar el efecto antimicrobiano de la miel en ganado lechero con mastitis

clinica.

Evaluar el efecto antimicrobiano in vitro de la miel de abeja, para determinar la
susceptibilidad de los microorganismos aislados en la leche de vacas con

mastitis.
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IX. RESUMEN

En el presente estudio se evalud el efecto antimicrobiano de la miel de abeja
en tres distintas concentraciones (100%, 50% y 30%), la cual fue administrada por
via intramamaria en 30 cuartos que resultaron positivos a mastitis subclinica por
medio de la prueba de California Mastitis Test (CMT). Los cuartos fueron agrupados
segun el grado de mastitis subclinica que presentaron para poder obtener 3 grupos
homogéneos. Cada grupo estaba conformado de 10 cuartos. Al primer grupo se le
administré un tratamiento de miel pura (100%), al segundo grupo se le administro
un tratamiento con una concentracion de 50% de miel y al tercer grupo se le
administré un tratamiento con una concentracion de 30% de miel. Se realizé un
muestreo control para determinar la carga bacteriana inicial y luego muestreos pos-

tratamientos una vez a la semana durante un mes.

Se observo que la miel posee un efecto antimicrobiano reduciendo la cantidad
de UFC/ml cuando es administrada por via intramamaria, lo cual se observé en el
primer muestreo post-tratamiento, posteriormente se observd un aumento

progresivo de las cargas bacterianas.

Mediante la prueba de Kruskal-Wallis se pudo determinar que
estadisticamente no existe una diferencia significativa que indique cual de los tres
tratamientos posee mayor efectividad, por lo que los tres tratamientos son efectivos

para la disminucién de la carga bacteriana en cuartos con mastitis subclinica.
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SUMMARY

The present study has as a purpose to evaluate the antibiotic effect of honey,
used in three different concentrations (100%, 50% and 30%), administrated
intramammary in 30 quarters which had been previously diagnosed with subclinical
mastitis by the California mastitis test (CTM). The quarters were divided, depending
de degree of mastitis they presented, in 3 even groups. Each group was composed
by 10 quarters. The first group was treated with pure honey (100%) the second group
was treated with honey at a concentration of 50% and the third group was treated
with honey at a concentration of 30%. A control sample was taken to determine the
initial bacteria count and after the treatment, samples were taken once a week during

a month.

It was observed that honey has an antibiotic effect, reducing the amount of
colony-forming units (CFU) per milliliter when it's administrated intramammary. This
could be observed in the analysis of the first sample taken after treatment.

Afterwards, the amount of bacteria in the samples increased progressively.

Trough the Kruskal-wallis test, it was determined that statistically, there’s no
significant difference between the three treatments, and there’s no difference in their
effectiveness, which means that all of them were effective in the reduction of the

amount of bacteria in the quarters affected by subclinical mastitis.
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