UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

EFECTO CLINICO DE LA TILMICOSINA DURANTE EL
PERIODO DEL SECADO EN VACAS LECHERAS HOLSTEIN
FRIESIAN EN EL ALTIPLANO

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TiITULO DE
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

PRESENTA

ESTEBAN ORTEGA RODRIGUEZ
Asesores:
MVZ MC Eduardo Posadas Manzano

Dr. Edgar Alfonseca Silva

Ciudad Universitaria, CDMX 2019



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Dedicatorias y Agradecimientos

A mis padres y abuelos por haberme forjado como la persona que soy
actualmente, todos mis logros son gracias al apoyo de ellos y a que
me motivaron constantemente para alcanzar mis objetivos

A mis hermanos y amigos que han estado conmigo durante toda mi
carrera y todas aquellas aventuras que pasamos juntos.

A mis maestros por el tiempo y paciencia que me dedicaron durante
este tiempo, asi como compartir sus conocimientos, sin su instruccion
profesional no habria cumplido mi objetivo

A todo el personal laboral de los establos y amigos que me brindaron
su apoyo para llevar a cabo mi estudio experimental
satisfactoriamente.



CONTENIDO

Pagina
RESUMEN 1
INTRODUCCION 2
MATERIAL Y METODOS 14
RESULTADOS 18
DISCUSION 20
CONCLUSION 24
REFERENCIAS 25
CUADROS E IMAGENES 32

ANEXOS 48



RESUMEN

ORTEGA RODRIGUEZ ESTEBAN. Efecto clinico de la tilmicosina durante el periodo del secado
en vacas lecheras Holstein Friesian en el altiplano (Con la asesoria de MVZ, MC Eduardo
Posadas Manzano y MVZ, Esp, MC, Dr. Edgar Alfonseca Silva)

La produccién de leche con alta calidad es un requisito indispensable para las necesidades
del consumidor. Debido a las pérdidas econédmicas que provoca la mastitis en producciones
lecheras intensivas; es importante tener en cuenta medidas preventivas. La terapia de
secado es una herramienta eficaz para el control de infecciones presentes y la prevencion
de nuevas infecciones que disminuyan la produccién total de leche. En el presente estudio
se utilizaron 91 vacas las cuales fueron divididas en dos grupos. El grupo experimental se
conformd de 53 vacas a las cuales se les aplicd Tilmicosina a dosis de 20 mg/kg por via
subcutdnea. El grupo control se conformd de 38 vacas a las cuales se les aplicé por via
intramamaria Penicilina G procainica (1, 000,000 U.l) y Sulfato de Neomicina (250 mg). Las
91 vacas se sometieron a un examen fisico de la glandula mamaria y por medio de la Prueba
de California (CMT) se evalud la presencia de mastitis subclinica al inicio del periodo de
secado en ambos grupos. Se obtuvieron muestras de leche antes de iniciar la terapia de
secado vy después del parto y se realizé el cultivo bacteriolégico para evaluar la eficacia
antibacteriana y evidenciar la cura microbiolégica. Los patdgenos encontrados en ambos
grupos mencionados del estudio, previo a la terapia fueron: Staphylococcus aureus,
(62.71%), Staphylococcus spp, (22.03 %), Streptococcus uberis (10.16%) y E. coli (5.08%).
Después del parto al comenzar la lactacion los patégenos encontrados fueron
Staphylococcus aureus (35.55%), Staphylococcus spp (35.55%), Streptococcus uberis
(13.33%) y E. coli (15.55%). Los resultados obtenidos mencionan que la eficacia del
tratamiento sistémico de Tilmicosina fue de 57%. Con el tratamiento intramamario
Penicilina G procainica (1, 000,000 U.l) y Sulfato de Neomicina (250 mg) la eficacia clinica
fue de un 53%. Se observaron mas casos con cura bacterioldgica en aislamientos de
Staphylococcus aureus después del tratamiento de Tilmicosina (18 casos de 22) (P=0.371),
mientras que se obtuvieron menos casos con cura bacterioldgica en asilamiento con
Staphylococcus aureus después del tratamiento de Penicilina-Neomicina (8 de 14) (P=
0.013). A partir del modelo estadistico de Regresion Lineal Binaria se infiere que no existe
diferencia significativa entre ambos tratamientos (P=0.621). Sin embargo, se observa una
significancia estadistica con relacién a la positividad del resultado, es decir aislamientos
negativos o baja en el nimero de UFC al inicio de la lactancia, cuando la Prueba de California
mostré ser grado 1y 2 (P=0.039 y 0.003) respectivamente.



INTRODUCCION

La produccion de leche de bovino en México durante el 2018 fue de 12 mil 008 millones de
litros y se estima que para el 2019 esta produccion sera de 12 mil 279 millones de litros lo
que representa un incremento de 271 millones de litros (2.3%) respecto del afio anterior. Sin
embargo, México sigue siendo uno de los principales paises que importan productos lacteos,
que representa el 3.5 % de las importaciones globales (1).

La produccién de leche neta por vaca al afio se ve afectada por multiples factores; tales
como el control del hato, manejo sanitario y reproductivo, disponibilidad y calidad de los
alimentos que se suministra al ganado , seleccion 0 mejoramiento genético, el clima, los
programas de medicina preventiva y la capacitacion del personal (2).

Los programas de control y prevencion de mastitis causada por patégenos, tales como
protocolos basados en 5 puntos que incluyen: 1. Desinfeccidn del pezén antes del ordefio, 2.
Administracion generalizada de terapia de secado, 3. Tratamiento adecuado de casos clinicos,
4. Eliminacion de vacas infectadas de forma crénica y 5. Mantenimiento regular de la
maquina de ordefio, asi como los materiales durante la rutina de ordefio; representa una

importante medida en los establos de produccién.

En México, la vida productiva de las vacas es demasiado corta, es decir de dos a cuatro partos,
ya que los desechos anuales por establo fluctan entre un 25 y 33%, esto atribuido a la tasa

de recambio anual por baja productividad.

MASTITIS

Mastitis se define como la inflamacion de la glandula mamaria ocasionada por factores
fisicos, quimicos, mecanicos e infecciosos caracterizada por el dafio al tejido epitelial. Esta
inflamacion puede provocar desde cambios en la composicion quimica hasta cambios
microscopicos en la leche. Es una enfermedad multicausal en la cual se han identificado

innumerables especies de microorganismos, bacterias, hongos y algas (3).



Diversos cambios en la glandula incluyen perdida de iones, proteinas y enzimas en la leche
previo a un incremento en la permeabilidad vascular, disminucion en la sintesis de caseina 'y
lactosa e invasion de células fagociticas en los compartimientos de la leche (4). Por lo tanto,
la alteracion principal en la composicion de la leche consiste en niveles aumentados de sodio,
cloro y proteinas séricas y reducidas en calcio, lactosa y caseina, el grado de estos cambios
depende de la naturaleza del agente infeccioso y la extension de la respuesta inflamatoria. El
tratamiento y la prevencidn de esta patologia con frecuencia es la aplicacion de antibioticos
intramamarios, ocasionando un costo para los productores. Las perdidas mundiales, anuales

debido a la mastitis, se han estimado en 35 billones de dolares (5).

IMPORTANCIA ECONOMICA DE LA MASTITIS

La mastitis es un problema econémico que afecta tanto a nivel nacional como a nivel
mundial; el dafio econémico provocado por la mastitis, ya sea por una fase clinica o
subclinica, puede ser categorizado en diversos aspectos tales como: perdida en la produccién
de leche, uso de farmacos, desecho de la leche, servicios veterinarios y perdida de animales

por sacrificio (6).

Por lo tanto, las decisiones de manejo se pueden tomar a diferentes niveles; a nivel del cuarto
secandolo de forma particular, a nivel de cuartos por vaca realizando el tratamiento de alguna
mastitis clinica o subclinica o a nivel de vaca a partir del sacrificio del animal con mastitis
clinica o subclinica y por ultimo a nivel de produccién, realizando cambios en el manejo del

establo y la higiene del ordefio (6).

El costo por esta patologia ha sido calculado por Bar y colaboradores en el 2007 (7) y
Pinzén-Sanchez y colaboradores en el 2011 (8) es de entre $2,074.42 a 16,967.19 por caso
de mastitis con base en el costo de atencién meédica, reduccion de la produccion de leche
después y durante el tratamiento, el descarte de leche durante la enfermedad, el sacrificio

prematuro de las vacas y la eliminacion de leche requerida.



CLASIFICACION

De acuerdo con su presentacion la mastitis se clasifica en clinica y subclinica. La mastitis
subclinica se caracteriza por un decremento en produccion de leche con respecto a animales
aparentemente sanos Yy esta puede deberse a la presencia de microorganismos patdgenos sin
presentar signos de inflamacion local y sin cambios visibles aparentes en la leche o en la ubre
(9). Se presenta con un incremento en el nimero de células somaticas, asi como el
decremento en la produccion de leche. Esta clase de mastitis rara vez es sujeta a tratamiento
con antibioticos, pero representa una pérdida econémica importante debido a que afecta la
produccién y la calidad de la leche pudiendo poner en riesgo la salud del consumidor (9).

En casos de mastitis clinica se presentan signos clinicos tales como inflamacién de la
glandula mamaria y con frecuencia los animales presentan alteraciones en las constantes
fisioldgicas, ademas la leche podré estar macroscdpicamente alterada y observarse espesa,
acuosa con sangre, presencia de coagulos entre otros cambios con relacion a la normal (10).
Ocurre con frecuencia alrededor del parto lo que coincide con el tiempo de mayor estrés de
la vaca y los cambios en la ubre por el marcado aumento en la produccion de leche en las
glandulas mamarias y contribuye directa o indirectamente al desempefio y salud de la vaca a

lo largo de la lactancia (10).

Las mastitis causadas por bacterias pueden ser divididas en 2 categorias; los organismos
contagiosos incluyendo Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae; y los patdgenos
ambientales, incluyendo principalmente coliformes y estreptococos. Entre estos patdgenos
Streptococcus agalactiae provoca enfermedades agudas, subagudas, cronicas o ambas, las
cuales encaminan a una disminucion en la produccion de leche. Este patdgeno tiene la
capacidad de incidir a la glandula mamaria durante el proceso de ordefio y es la principal
causa de reinfeccion durante el periodo seco.

La mastitis se inicia despues de una infeccion de algun patégeno que entra a la glandula
mamaria a través del canal del pezon. Esto es seguido por un crecimiento bacteriano,
produccién de toxinas y después una evolucién a ambos estados; clinicos o subclinicos o una

resolucion de la infeccion como resultado de una respuesta inmune de la vaca.



Algunas infecciones recurrentes son atribuidas al Biofilm o biopelicula que generan algunos
microorganismos, la formacion de este se acompafa de cambios fisioldgicos y genéticos del
microorganismo provocando una pérdida de susceptibilidad a diferentes tipos de antibioticos
(112).

El Biofilm es una matriz polimérica compuesta por exopolisacaridos, proteinas y acidos
nucleicos; producida por diversas colonias de bacterias contenidas en ellas misma. Los
microorganismos se vuelven mas tolerantes a la fagocitosis y son de 100 a 1000 veces menos
susceptibles a los antibidticos convencionales. Esta tolerancia por parte de la bacteria es
responsable de la cronicidad de la enfermedad y de cambios inmunopatolégicos que
ocasionan dafos al tejido del huésped por la liberacion de enzimas lisosomales y especies
reactivas de nitrogeno y oxigeno (12).

La formacion de Biofilm puede ser una caracteristica ligada genéticamente la cual representa
una ventaja selectiva en la patogénesis de la mastitis.

Este Biofilm comienza con la adhesion inicial y la subsecuente aglomeracion en estructuras
multicelulares; durante su desarrollo se requieren fuerzas adhesivas para la colonizacion de
superficies y la interaccion intercelular. Este tipo de fuerza juega un papel importante en la
formacion de canales cruciales para el oxigeno, metabolitos y nutrientes los cuales son
entregados a las células y le conceden al Biofilm su estructura tipica en 3D. Por otro lado,
estas fuerzas mencionadas son importantes para el desprendimiento de las células, limitando
la expansion del Biofilm y promoviendo la diseminacion de la infeccion.

Este proceso es bastante significativo ya que permite la colonizacion de la bacteria patdégena
en otros sitios de infeccion y consecuentemente la formacion de nuevos Biofilm, provocando
la diseminacion sistémica de la infeccion.

En Medicina Veterinaria la produccién de Biofilm estd relacionada con diversas
enfermedades incluyendo la mastitis y esto se respalda por un cambio en la susceptibilidad
antimicrobiana (13).

Actualmente se sabe que la formacion de Biofilm puede ser inducida por el uso de
concentraciones sub inhibitorias para diferentes agentes antimicrobianos; por ejemplo, Costa
en el 2012 (14), demostr6 que las concentraciones sub inhibitorias de enrofloxacina,
usualmente utilizadas en mastitis clinicas promueven la formacion de Biofilm en

aislamientos de mastitis por E. coli (Cuadro 2.0).



Un decremento en el pH favorece la formacion del Biofilm y causa serios problemas desde
que la terapia para mastitis esta basada en el uso de antibi6ticos acidos. Por lo tanto, algunos
autores sugieren el uso de elevadores del pH en combinacidn con la terapia antibidtica con
el objetivo de evadir infecciones persistentes (15).

Este hecho es preocupante ya que el 40% de los casos de mastitis surgen de infecciones
previas con Biofilm las cuales son recurrentes después de una terapia fallida (16).

FISIOPATOLOGIA DE LA MASTITIS

La infeccién intramamaria ocurre una vez que la bacteria pasa a través del canal del pezén
de un cuarto de la glandula mamaria multiplicandose en el pezon, la cisterna glandular y
progresivamente a los tejidos productores de la leche. Estos microorganismos fisuran el canal
del pezdn de diversas maneras durante el proceso de ordefio, asi como entre uno y otro
ordefio.

Por ejemplo, durante el ordefio mecénico, los microorganismos son empujados dentro del

canal del pezdn hasta la cisterna del pezon a traves de pequefias gotas, (Imagen 1).

Durante el ordefio, la superficie de la piel del pezdn queda expuesta al contagio de alguna
bacteria que pudo haber quedado en la pezonera de alguna vaca previamente ordefiada.
Inmediatamente después de remover las pezoneras de alguna glandula, estas bacterias
permanecen en la parte distal de la superficie del pezon, asi como en algunos residuos de
leche y se concentran en la apertura del pezén para entrar por gravedad dejandolas en una
posicion oportuna para causar una infeccion.

Los microorganismos también pueden ser introducidos al canal del pezén cuando los

animales son tratados con alguna infusién intramamaria.

También como se mencionaba entre un ordefio y otro los microorganismos pueden pasar a
través del canal del pezon multiplicandose dentro del lumen del ducto, o a través de un
movimiento fisico resultado de la presién ejercida al final del pezén cuando la vaca realiza

algun movimiento.



Por altimo, una invasion potencial bacteriana se ve realmente incrementada por aquellas
bacterias que habitan o colonizan la piel, el orificio y el ducto del pezén; tales como
Staphylococcus aureus y estafilococos coagulasa positivos (17). Una vez que los organismos
fisuran el ducto del pezén y los espacios de la cisterna de la glandula, la adherencia bacteriana
hacia el tejido reviste el interior de la glandula mamaria afectando la habilidad de permanecer
dentro de la glandula, especialmente durante la lactacion cuando el contenido de la glandula

es peridédicamente drenado durante cada ordefio.

La interaccion de la bacteria con los leucocitos de la leche afecta el establecimiento de la
infeccion. En la leche de glandulas mamarias sanas, los macrofagos son los leucocitos
predominantes y sirven como centinelas para la deteccidn de patdgenos invasivos. Después
de detectar las bacterias, los macrofagos liberan factores quimiotacticos que reclutan
neutrofilos polimorfo nucleares (PMN) del rea vascular al sitio de infeccion. Los PMN se
extravasan en grandes cantidades e inicialmente se acumulan alrededor del alveolo, con el
objetivo de migrar sobre el lumen alveolar, ductal y de la cisterna para contactar, tragar y

matar a los patdgenos invasivos.

Staphylococcus aureus es considerado el patbgeno mas importante en la mastitis bovina. El
control efectivo de este patdgeno depende del tratamiento antibidtico en infecciones
intramamarias al secado y tratamiento eficaz de mastitis clinica y subclinica durante la
lactacion (17).

Este patégeno usualmente provoca infecciones cronicas, la cual es uno de los mecanismos
de resistencia antibacteriana y estd relacionado con la habilidad del patdégeno para

incorporarse a células fagociticas como las células epiteliales del tejido mamario.

Estas celulas son responsables de la sintesis, empacado y expulsion de los componentes de
la leche incluyendo caseinas, lipidos, vitaminas y minerales. La funcion inmune de estas
células se debe a que pueden sentir patrones de asociacion molecular con el patdgeno y

activar mecanismos primarios para la prevencion de mastitis(18).



Los receptores tipo TOLL (TLR2 and TLR8) que se encuentran en la superficie de las células
epiteliales son los encargados de reconocer a Staphylococcus aureus y sus remanentes
induciendo un proceso inflamatorio a través de la activacion de ciertas vias incluyendo la
produccidn de especies reactivas de oxigeno (SRO) (19).

La excesiva acumulacion de (SRO) es responsable del estrés oxidativo y la activacion de
proteinas cinasas (MAPK) con la consecuente produccidon de citocinas y quimiocinas (20).

Este proceso complejo de oxidacién inducido por la acumulacion de especies reactivas de
oxigeno (SRO) y la activacion del MAPK en la glandula mamaria altera el metabolismo de
las células, sintesis de proteinas, apoptosis celular y reduce la resistencia de la invasion de
patégenos permitiendo la alteracion de la polaridad de la célula y determina asi la muerte

celular (21) (Imagen 2)

La produccion excesiva de (SRO) también promueve la infiltracion celular, exacerbando el
proceso inflamatorio, ademas el excesivo estrés oxidativo disminuye la viabilidad de las
células epiteliales del tejido mamario y altera su funcién fisioldgica incluyendo la produccion
de caseina (CSN1y CSN2)(22).

RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

La resistencia antimicrobiana se ha convertido en un reto infinito para la seleccion de los
farmacos y por lo tanto la evaluacion y recomendacién de nuevos antibiéticos es importante
para prevenir la emergente resistencia hacia ellos.

Mecanismos de Resistencia

El mecanismo més comun de resistencia hacia los macroélidos consiste en un sitio de
modificacion mediado por al menos 36 enzimas RNAr metilasas codificadas en los genes
(erm) (23).

Estos genes de resistencia han sido detectados en numeroso estreptococos y estafilococos
incluyendo Streptococcus suis, Streptococcus uberis, Staphylococcus aureus y Streptococcus
hyicus, cabe mencionar que estos genes pueden ser transferidos horizontalmente debido a la

asociacion con elementos genéticos maviles (24).



El segundo mecanismo de resistencia mas comun es la expulsion activa del antimicrobiano
por la bacteria, esto es mediada por genes de bombas de expulsion (mef y msr) los cuales
confieren la resistencia a los macrolidos y la mayoria de los genes mef estan asociados a
elementos conjugados localizados en el cromosoma y los genes msr localizados en
plasmidos. Otros genes de expulsion son los genes vca los cuales han sido encontrados en
aislamientos de S. aureus ST398 de bovinos (25).

El tercer mecanismo de resistencia es una inactivacion enzimatica del farmaco mediada por
eritromicina esterasas y macrdlido 2 fosfotransferasas codificadas en los genes mph
confiriendo la resistencia bacteriana a los macrolidos.

Scherpenzeel en el 2014 (26) menciona que dada esta importancia de evadir o al menos
reducir los tratamientos con antibioticos se han realizado diversos estudios donde se compara
que utilizando una terapia selectiva en vacas con un conteo de células somaticas bajo (<
150,000 células/ml para las primiparas y 250,000 células/ml para vacas multiparas) ha

mostrado diversas ventajas como reducir el uso de antibi6ticos.

El reporte de los niveles de resistencia de Staphylococcus aureus hacia un antibiético macrélido
son mucho menores que los de la penicilina en un rango de 14% a 17% basado en una prueba
fenotipica (27).

TERAPIA DE SECADO

La glandula mamaria es altamente susceptible a las infecciones durante el periodo de preparto
y la incidencia de mastitis es mayor en los proximos 30 dias después del parto. Es muy
importante mantener un control en la incidencia de esta enfermedad a partir de practicas en
el manejo del ganado, la rutina de ordefio y el equipo utilizado, asi como adoptar en conjunto

una adecuada terapia de secado (28).

La terapia de secado consiste en la aplicacion de un tratamiento ya sea por una infusion
intramamaria de antibiético en la glandula o un tratamiento antibiético administrado de forma

sistémica al tiempo del secado o al final de la lactacion. El objetivo del tratamiento al
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momento del secado pretende excluir alguna infeccién intramamaria existente y evadir

nuevas infecciones (29).

Este método busca controlar la mastitis y tiene como objetivo la prevencion y eliminacion
de infecciones intramamarias lo que permite tener una glandula mamaria sana. Autores
como : Gruet (30) y Gehring (31), reportan que realizar un protocolo de tratamiento en
vacas que finalizan lactancia con farmacos seleccionados como ceftiofur, cloxacilina,
penicilina, neomicina, cefapirina benzatinica con administracion intramamaria, asi como
tetraciclinas, sulfonamidas, lincosamidas y macrélidos por via parenteral es efectivo en un

70-85% contra infecciones intramamarias presentes al momento del secado.

Durante el periodo seco; eliminar y controlar una infeccion es mejor que durante la lactacion
ya que el farmaco no es excretado a partir de la leche y la concentracion del antibiético
permanece elevada y uniforme en la glandula mamaria. Ademas, que hay menores pérdidas
econdmicas por desechar la leche que contiene antibiético (32).

Algunos estudios experimentales sugieren que la terapia de secado es la méas efectiva para
el control de infecciones intramamarias provocadas por Streptococcus agalactiae y en
algunas ocasiones contra infecciones por Staphylococcus aureus (33). Esto se debe a que en
este periodo la glandula mamaria se encuentra menos expuesta a los patégenos contagiosos
en comparacion a un periodo de ordefio regular; por lo tanto, la terapia de secado controla

estos patdgenos eficientemente.

Williamson y colaboradores en 1995 (34) realizaron un estudio con el fin de evaluar un
tratamiento profilactico en vacas en el periodo seco con una infeccion por Streptococcus
uberis y observé que la incidencia tanto en el periodo seco como en el periodo post parto las
infecciones se redujeron significativamente tras adoptar una terapia de secado.

Berry y Hilerton (35) revelaron en su estudio que, en los cuatro cuartos de todas las vacas
evaluadas, el tratamiento para la vaca seca muestra una reduccion en el ndmero de
infecciones intramamarias en el periodo seco tardio y reduce el nimero de infecciones

detectables al momento del parto. Por lo tanto, se determina que una terapia en el periodo
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seco es mas efectiva comparada con un tratamiento durante la lactancia y mas importante
aun para evitar residuos en la leche.

Tras adoptar una terapia antibidtica en la vaca seca, la incidencia de nuevas infecciones en la
glandula se puede reducir significativamente durante el parto y el periodo post parto;

comparandolo con vacas que no hayan recibido alguna terapia antibidtica.

Terapia de Secado Sistémica

La terapia sistémica en el periodo seco tiene diversas ventajas; distribucion uniforme del
farmaco en el tejido de la glandula mamaria la cual beneficia a una cura rapida en infecciones
intramamarias y a la prevencion de un posible riesgo de nuevas infecciones al momento de
la administracion de infusiones intramamarias.

Hay algunos animales cuyo manejo de la glandula mamaria y el pezon es mas complicado,
por lo tanto, se puede optar por una terapia de secado sistémica. Tal es el caso del bufalo
cuyo esfinter es mas rigido y en la insercion de la canula del farmaco intramamario puede

traumatizar y abrir el pezén permitiendo un proceso de mastitis (36).

Soback y colaboradores (37) evaluaron la eficacia de tres diferentes programas para la
eliminacién y prevencion de infecciones intramamarias por Staphylococcus aureus en el
periodo seco. Para esto se utilizaron 3 farmacos: Norfloxacina nicotinica inyectada por via
subcutanea, oxitetraciclina HCI por via intramuscular y cefapirina benzatinica por infusién
intramamaria. Se observo que Unicamente el grupo tratado con Norfloxacina nicotinica
reduce significativamente las infecciones intramamarias existentes por Staphylococcus

aureus.

TILMICOSINA EN EL SECADO

La Tilmicosina es un antibiético macrélido semisintético con actividad contra bacterias Gram

positivas y algunas Gram negativas, esta aprobado para su uso en medicina veterinaria en el
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tratamiento de enfermedades respiratorias en bovino a dosis de 10 mg/kg (38). Ademas de
su afinidad por tejido pulmonar, al alcanzar concentraciones 5-10 veces mayor respecto a
plasma (38). La Tilmicosina ha demostrado excelente difusion a glandula mamaria después
de la administracion de 10 mg/kg, logrando concentraciones terapéuticas contra

Staphylococcus aureus hasta por 7.5 dias (39)

La Tilosina y la Tilmicosina son usados rutinariamente en la terapia de secado en la mayoria
de las producciones lecheras debido a que brindan alta biodisponibilidad a partir del sitio de
inyeccion; son solubles en los lipidos, prolongada vida media, baja unién a proteinas y
concentracion intracelular en fagocitos, por lo tanto, los macrolidos son considerados de
interés para la terapia sistémica de secado.

La resistencia de Staphylococcus aureus hacia los macrélidos se debe principalmente a tres
mecanismos primarios. A través de la modificacion del sitio blanco, del tiempo activo del
farmaco del antibidtico y de la inactivacion del farmaco (40).

Un preparado de Tilmicosina fue descrito por Dumortier en 2006 (41); esta preparacion libera
la Tilmicosina del polaxdmero 407 termorreversible con una cinética de orden cero,
produciendo una prolongada vida media de eliminacion (39.8 h), con una dosis de 20 mg/kg
se logran concentraciones séricas Utiles durante 8-10 dias y la constante liberacion del gel
polaxdmero 407 formada in situ evita el pico de concentracion sérica. Por tanto, no se
observan cambios en la frecuencia cardiaca ni signos de intoxicacion cardiaca (Soriano,
2003) (42).

Por lo anterior, se sugiere realizar un secado parenteral con la Tilmicosina toda vez que tiene

una buena difusién en el tejido mamario desde el plasma.

El preparado de Tilmicosina (Patente UNAM 212148; Instituto Mexicano de la Proteccion
Industrial) a dosis de 20 mg/kg/SC logra concentraciones terapéuticas en glandula mamaria
contra S. aureus durante 20 dias (43), por lo que es factible postular su uso como terapia de
secado mediante la aplicacién Unica de 20 mg/kg/ por via SC para generar concentraciones
homogéneas en las cuatro glandulas mamarias. Las glandulas mamarias con mastitis
subclinicas y aun clinicas serian tratadas en forma correcta durante el periodo mas critico del

periodo de seco.
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JUSTIFICACION

A pesar de las multiples terapias de secado conocidas actualmente y a la importancia de
nuevas apariciones de animales al parto con mastitis infecciosa es importante contar con un
antibidtico de aplicacion sistémica como la Tilmicosina, que ademéas de disminuir la
invasividad, pueda influenciar en la disminucién de este tipo de problemas que afectan la
produccion de leche en México.

HIPOTESIS

La administracion de Tilmicosina de larga accion a dosis Unica de 20 mg/kg/SC en vacas al
inicio del periodo de secado, posee una mayor eficacia bactericida en comparacion con el
tratamiento de rutina de Penicilina Neomicina por via intramamaria en un sistema de

manejo intensivo.
OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la eficacia antibacteriana de la Tilmicosina de larga accion como terapia de secado

en vacas productoras de leche.
Obijetivos especificos

1.- Diagnosticar el estado de salud de glandula mamaria de vacas al finalizar la lactacion
mediante examen clinico general y pruebas microbiol6gicas de la leche.

2.- Implementar un tratamiento con Tilmicosina de larga accion a dosis Unica de 20 mg/kg
por via subcutanea como terapia de secado de glandula mamaria en vacas productoras de
leche.

3.- Evaluar la eficacia antibacteriana del tratamiento de secado de glandula mamaria de
vacas con Tilmicosina de larga accion mediante pruebas microbiologicas de la leche

después del parto.
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I. MATERIAL Y METODOS

Descripcion del area de estudio

El estudio se realizo en los establos 192 y 205 del Complejo Agropecuario e Industrial de
Tizayuca S.A. (CAITSA) ubicado en el km 40.5 de la carretera federal México-Pachuca en

el municipio de Tizayuca, Hidalgo.
Poblacion Animal

Se utilizaron 91 vacas Holstein Friesian de 2° a 5° parto con una dieta baja en energia
encaminada a disminuir la produccion lactea adecuada para una terapia de secado. Estas
vacas estuvieron aparentemente sanas y sin registro de tratamientos con antibioticos 5 dias
antes del presente estudio. Todas las vacas finalizaron lactacion con 305 dias en produccion

en promedio.

El manejo durante el periodo seco fue de acuerdo con el Médico Veterinario Zootecnista, el
cual consiste en proporcionar una alimentacion de vaca seca, basada en una dieta con 13 a
15 % de proteina cruda; 1.30-1.39 Mcal EN/Kkg de energia proporcionado 4 veces al dia. Los

requerimientos en agua fueron proporcionados a libre acceso, durante todo el dia.

Los procedimientos con animales se llevaron a cabo de acuerdo con la normatividad sobre el
uso de animales en la investigacion establecidos por la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM). No de
Protocolo 607. Los animales fueron seleccionados como donantes de muestras de leche, que
fue obtenida siguiendo los lineamientos del Consejo Nacional de Mastitis (44) de forma

cuidadosa y evitando algin dafio sobre los animales.

A todas las vacas que entraron a periodo seco se les hizo un examen fisico general y
especifico en glandula mamaria, asi como la Prueba de California para Mastitis de acuerdo a
lo descrito por Michael McFadden en California Mastitis Test and Milk Quality (45).
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Las vacas fueron distribuidas de forma completamente aleatorizada en dos grupos: el grupo
experimental fue tratado con la Tilmicosina LA a dosis de 20 mg/kg/SC dosis Unica en el
momento de secado, mientras que el grupo control fue tratado con el producto intramamario

de rutina en la produccion pecuaria (penicilina-neomicina a dosis de 10 ml por cuarto).

Tomay manejo de muestra

Antes del ultimo ordefio del periodo de lactacion, se colectaron 20 mL de leche de cada
glandula mamaria siguiendo los lineamientos de National Mastitis Council (2004) (46) en
tubos estériles de 50 mL que fueron enviados para su andlisis microbiolégico. EI mismo

procedimiento se repitio dentro de las 24 horas después del parto para ambos grupos

Cultivo microbioldgico

Las muestras de leche fueron remitidas para cultivo bacteriologico al Departamento de
Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM a una temperatura de 4°C. En el laboratorio las muestras de leche fueron incubadas
a 37°C por 30 minutos para liberar los microorganismos de la grasa. Cada muestra fue agitada
con ayuda del vortex durante 5 min para lograr una mezcla homogénea. Por duplicado 20 uL
de muestra fueron sembradas con la técnica de estriado, sobre placas de cada uno de los
medios de agar sangre, agar MacConkey y agar manitol sal e incubadas en condiciones
aerobias a 37 °C durante 24 a 48 horas. Las colonias de bacterias fueron identificadas
inicialmente con base a los resultados a la tincion de Gram y por sus caracteristicas
morfologicas y fisioldgicas. Los microorganismos fueron identificados segun lo descrito por
Carter, G. R., (47).

Una infeccion intramamaria fue definida como el aislamiento bacteriano de > 3 UFC por
cada 20 uL de inoculo. Una infeccion intramamaria fue considerada curada cuando una
bacteria previamente identificada no es cultivada en la muestra tomada 24 horas posteriores

al parto.

Prueba de California CMT

Para la deteccion rutinaria de mastitis los animales se sometieron a la prueba de California

antes del muestreo para el cultivo bacterioldgico. Se adiciona el surfactante el cual contiene


https://www.cabdirect.org/cabdirect/search/?q=au%3a%22Carter%2c+G.+R.%22
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purpura de bromocresol; el cambio de color indicara la variacion del pH de la leche y, por lo
tanto, el nivel de inflamacion. La interaccion del surfactante con la leche positiva a mastitis
afectara el nucleo de las células somaticas y la viscosidad de la mezcla aumentara. La
evaluacion de la reaccién de la leche aplicando la prueba de California se establece en el
cuadro (3.0)

Durante el procedimiento se tomaron fotografias termogénicas que muestran algunas
glandulas en el proceso de involucion, otras en donde se observa la glandula ordefiada
posterior al secado para ambos grupos de terapia y glandulas después del parto, asi como una
posible alteracién de la temperatura de los cuartos mamarios debido a una inflamacion local

relacionado a un proceso de mastitis. (Imagenes 3-10)

Tratamiento

En el momento de secado, las vacas del grupo Experimental recibieron 20 mg/kg/SC a dosis

unica del preparado a base de polimero al 40% de Tilmicosina fosfato disefiado para su accion
extendida. Se administré en las porciones laterales del cuello justo en la parte craneal del
hombro usando jeringas de 20 mL con agujas hipodérmicas de 25 mm no mas de 10 mL por
sitio de inyeccidn. Las vacas del grupo Testigo recibieron una suspension estéril en forma de
infusion intramamaria de Penicilina G procainica (1, 000,000 U.I) y Sulfato de Neomicina
(250 mg) por glandula al momento de secado. Previamente la asepsia de cada pezdn segun
Castro, (2018) (48) quien menciona que debe realizarse la limpieza y desinfeccion de los
pezones con un producto germicida eficaz dejandolo actuar de 25 a 30 segundos y luego
secar. También se realiz6 una desinfeccion cuidadosa de la punta del pezén con alcohol al
70%.

Andlisis estadistico

La eficacia del tratamiento se determino por cada glandula que tenga una respuesta positiva
al tratamiento de prueba. Se aplicé un modelo de Regresion Logistica Binaria Multivariante
para obtener un modelo que permitid pronosticar los resultados del efecto clinico de la

tilmicosina. La variable dependiente tuvo una respuesta binaria (1= Positiva; 2= Negativa).
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Como variables independientes se utilizaron diferentes variables como son el tratamiento,
edad, resultado de la prueba de california, la condicion corporal y la época del afio como

variables categoricas. Cuadro 4.0

En la relacion logistica para estudiar el efecto de una variable predictora categoérica se
selecciona una de las categorias de la variable como referencia y se analiza el efecto que

produce sobre la variable dependiente, cambiar de esa categoria a las restantes. (49)

La regresion logistica propone que el logaritmo de la razon de probabilidad, entendida como
el cociente entre la probabilidad de éxito y la de fracaso en un ensayo de Bernoulli, es igual

a una funcion lineal en los parametros, denominada usualmente predictora lineal. (50)

La ecuacion en el modelo comprende de:
P (Y=1) = 1+ exp(—a — f1X1 — f2X2 — f3X3 — - BkXk)

A partir de los coeficientes de regresion (B) de las variables independientes se obtuvo la O,
(ratio del riesgo) de cada una de ellas, que corresponde al riesgo de tener el resultado o
efecto evaluado para un determinado valor (X) respecto al valor disminuido en una unidad
(x-1).

Donde a , 1, 52, B3,..., Bk son los pardmetros del modelo, y Exp denota la funcion

exponencial.

Todas las pruebas se analizaron con el paquete estadistico IBM SPSS ver19 ® y valores de

P<0.05 fueron considerados significativos (51).
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RESULTADOS

En relacion al estudio bacteriolégico previo a los tratamientos, las bacterias identificadas
fueron: Staphylococcus aureus, (62.71%), Staphylococcus spp, (22.03 %), Streptococcus
uberis (10.16%) y E. coli (5.08%). En el segundo muestreo 4 dias después del parto se
encontrd: Staphylococcus aureus (35.55%), Staphylococcus spp (35.55%), Streptococcus
uberis (13.33%) y E. coli (15.55%) (Figura 1).

Los resultados del efecto bacteriologico evaluado en el grupo experimental, la Tilmicosina
de larga accion a dosis de 20 mg/kg/SC tuvo una eficacia clinica y bacteriologica del 57%
mientras el grupo control donde se administr6 una infusion intramamaria de Penicilina G
procainica (1, 000,000 U.I) y Sulfato de Neomicina (250 mg) fue de 53%. Se considerd
eficacia clinica y bacterioldgica aquellos animales donde se presentd la eliminacién total del
microorganismo o una disminucion del nimero de UFC al momento del parto, a la variable

se le otorgd una respuesta binaria, es decir Positiva o Negativa (Figura 2).

El modelo de Regresion Lineal Binaria, propuesto para este andlisis que toma en cuenta los
factores favorables y desfavorables en el estudio y que nos permitio determinar la eficacia

del tratamiento en el secado de la glandula mamaria, no fue significativo P=0.621(Cuadro 1).

Para el segundo muestreo post parto (Dia 4), se realizé un muestreo para evaluar la eficacia
clinica. Se observa un incremento en el nimero de muestras donde no hubo desarrollo
bacteriano, asi como una disminucion en el nimero total de microorganismos recuperados
de las muestras con un cambio en los porcentajes de las cepas aisladas, por ejemplo,
Staphylococcus aureus paso de 62% antes del secado a 35% al inicio de la lactancia (Figura
1). Estos porcentajes son con base al numero de muestras con desarrollo bacteriano y que

corresponde a 59 aislados antes del tratamiento y 45 aislados al momento del parto.
Bacterioldgico por Tratamiento

La Tilmicosina de LA por via subcutdnea muestra un efecto significativo para
Staphylococcus aureus ya que antes de comenzar la terapia de secado hubo 22 aislamientos
y disminuyeron a 7 al momento del parto, lo que significa una disminucion del 68.19 % en

los aislamientos de este patdgeno. Para Staphylococcus spp se observa un incremento en el
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namero de aislados al momento del parto. Para Streptococcus uberis y E. coli no se observo
un cambio significativo (Figura 3A).

El tratamiento de penicilina-neomicina por via intramamaria en el periodo seco mantiene un
namero similar de muestras donde no se obtiene desarrollo bacteriano, al final del periodo de
lactar comparado con el inicio de la lactacion. También disminuye los aislamientos de
Staphylococcus aureus al inicio de la lactancia. De 14 aislamientos de este patdgeno al inicio
del secado, comparados con 8 aislamientos encontrados al inicio de la lactacion que
corresponde a una disminucion de este patdgeno del 42.8 %. Se observa que se incrementa
el niumero de aislamientos de diferentes especies de Staphylococcus coagulasa negativas al

inicio de la lactacion (Figura 3B).
Cura bacterioldgica por Tratamiento.

La cura parcial, es decir la disminucién de los microorganismos presentes en la leche,
presenta una mayor eficacia con el uso de la Tilmicosina LA comparado con la cura parcial
observada para penicilina-neomicina por via intramamaria ya que permite reducir las UFC
de Staphylococcus aureus presentes en las muestras de leche, de 15000 a 150 y de 7500 a
400 respectivamente, tal como se observa en el ejemplo de dos animales tratados con los

farmacos mencionados (Figura 4).

El uso de Tilmicosina en el periodo seco incrementa el nUmero de muestras sin desarrollo
bacteriano al inicio de la lactancia y disminuye la presencia de Staphylococcus aureus, en
algunos casos se presenta una cura total y en otros baja la cantidad de bacterias que son
recuperadas de la leche, para otros géneros y especies bacterianas como Streptococcus uberis,

Staphylococcus spp Yy E. coli no se observa cambio significativo (Figura 5A y 5B).
Prevalencia

La prevalencia de mastitis subclinica por cuarto a partir de la prueba de California antes del
secado nos permite observar que entre el 60% y 68% de los cuartos tuvieron resultado de
Trazas o Negativas, entre el 16% y el 22% de los cuartos tuvieron un grado 1 en el resultado.
Entre el 2.2% y 9.1% de los cuartos se observaron con grado 2 y solamente entre el 5% y

10% resultaron con grado 3 (Figura 6).
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Se relaciono la cura bacterioldgica de cada tratamiento de acuerdo al nimero de partos, el
namero total de vacas en este estudio fue de 91. Para el tratamiento de tilmicosina se observd
que entre el primer y tercer parto es donde se obtiene una mejor eficacia del medicamento.
Mientras que para el tratamiento de penicilina-neomicina las vacas entre el segundo y tercer

parto es donde actia mejor este medicamento (Figura 7 Ay B).
Efecto de cura bacterioldgica sobre Staphylococcus aureus.

Se analizé por medio del método de Chi-Cuadrada el efecto de cura bacterioldgica dentro de
cada tratamiento sobre Staphylococcus aureus antes y después del secado; las tablas de
contingencia se presentan en la figura (8A) y (8B). Para el tratamiento con Tilmicosina se
obtuvieron 18 casos con respuesta positiva es decir con cura bacterioldgica de los 22 casos
totales y 4 casos que no tuvieron respuesta al tratamiento. P=0.371

Para el tratamiento con Penicilina-Neomicina se obtuvieron 8 casos con respuesta positiva
es decir con cura bacterioldgica de los 14 casos totales y 6 casos que no tuvieron respuesta
al tratamiento. P= 0.486.

DISCUSION

La situacion actual de la ganaderia lechera en nuestro pais y alrededor del mundo es
principalmente afectada por la mastitis infecciosa ya que representa una de las mayores
adversidades en la industria con una tasa de prevalencia de alrededor del 40% en las
producciones lecheras, en conjunto con el aumento de las tasas de resistencia de distintas

cepas bacterianas a diversos antibioticos utilizados en la terapia farmacoldgica. (52)

La administracién de antibidticos de amplio espectro al inicio del periodo seco previene la
aparicion de nuevas infecciones intramamarias y desde luego incrementa el indice de

curacion de infeccion intramamarias ya existentes.

Las razones por las que un tratamiento falla incluyen la pobre penetracion del farmaco debido
al area de fibrosis en el tejido glandular, inflamacion o formacion de abscesos, inactivacién
del antibiotico por lo componentes del suero y leche, ademas por la produccién de enzimas

y por la capacidad de evadir los mecanismos microbicidas por parte de los patogenos (53).


Margarita
Texto escrito a máquina
Cura bacteriológica a partir de la edad. 
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Un estudio realizado por Pantoja y colaboradores, en el 2009 sobre el estatus del conteo
celular soméatico como factor de riesgo durante el periodo de secado muestra que en el
resultado microbioldgico los principales patégenos son los organismos Gram positivos como
Staphylococcus aureus CNS teniendo un porcentaje de 64% mientras que en el presente
estudio encontramos un porcentaje similar de este patogeno pues fue del 62.7% Por el
contrario para Streptococcus uberis (54). Pantoja reporta un porcentaje de 3% mientras que

este estudio tiene un porcentaje de 10.10%.

Diversos investigadores sefialan que una adecuada terapia de secado presenta curas del 50 al
98% sobre infecciones intramamarias existentes, dependiendo del tipo de patégeno
implicado. (55)

Los factores que determinan una buena terapia de secado como una herramienta invaluable
son la reduccion en la dilucion de antibioticos en la glandula después de la infusién
intramamaria; una mejor distribucion del farmaco que permita la involucion de la glandula y

reduccion en la perdida de leche debido a residuos de antibioticos. (56)

Con la finalidad de evitar los obstaculos mencionados y obteniendo una buena distribucion
del farmaco antimicrobiano, la administracion por via parenteral ha sido probada incluyendo
a los macrdlidos. La tilmicosina ha demostrado una perfecta difusion hacia el tejido mamario

y con la capacidad de difundirse hacia el citoplasma de muchas células. (57)

Estudios realizados por Bonnier, et al (2006) (58) indican que la concentracion minima de la
Tilmicosina necesaria para inhibir el 90% de los aislados de Staphylococcus aureus es de 1.0
pg/mL. Un estudio precedente al nuestro y utilizando la dosis de Tilmicosina de 20mg/kg via
subcutanea, misma dosis utilizada en nuestra investigacion, mencionan que se registraron
concentraciones de Tilmicosina en secreciones de glandula mamaria > a 1.0 pg/mL y que

esta se mantenia alrededor de 90 dias.

En este estudio se observa que el uso Tilmicosina LA para el secado de la glandula
mamaria es efectivo para tratar infecciones producidas por Staphylococcus aureus al final
del periodo de lactar logrando una cura de 65.2% (n=23). Esta formulacién experimental
del farmaco con 20 mg/kg, permite lograr y mantener altas concentraciones en el tejido
glandular mamario. También es importante considerar que alrededor del 50% de las vacas
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utilizadas se encuentran entre 1° y 3° parto que es donde se presenta el pico de produccion
y tejido glandular en mejores condiciones. Observamos que las vacas de 1° y 3° parto
responden mejor a la terapia con Tilmicosina, no asi los animales que se encuentran entre el
4°y 5° parto, donde posiblemente se presenta tejido glandular menos eficiente y mayor

cantidad de tejido con fibrosis.

A partir del Modelo Estadistico se observa significancia estadistica con relacion a la
positividad del Tratamiento es decir aislamientos negativos o baja en el nimero de UFC al
inicio de la lactancia en la Prueba de California (P=0.039 y 0.003) en el grado Trazas y 1,
esto se puede deber a que las células somaticas y factores antimicrobianos tienen la
capacidad de controlar las infecciones intramamarias presentes y por lo tanto el tratamiento
actua eficazmente. No asi en los grados 2 y 3 donde el tejido glandular se encuentra mas

lesionado ya sea por fibrosis o0 abscesos que inhiben la potencia del tratamiento.

El uso de otras terapias de secado parenteral se ha descrito; por Nickerson, Owens (1999)
(59) en el cual menciona que se obtuvo una cura bacteriologica contra Staphylococcus aureus
de 9.1% para la Tilmicosina inyectada. En contraste en este estudio se presentd una cura
bacteriol6gica mayor contra Staphylococcus aureus de 57.14%, esto se puede deber a la
elevada dosificacion que se utilizé (20 mg/kg). Sin embargo, esta cura bacteriolégica contra
Staphylococcus aureus fue menor comparada con la encontrada por Mendoza, et al, (2015)
(60) la cual fue de 100%, la cual se puede deber a mejores condiciones de higiene y
resistencia antimicrobiana del citado lugar. Por otro lado, Dingwell et al (2003) (61) donde
utiliza una infusion de Tilmicosina por via intramamaria muestra una cura bacteriolégica en
general de 67.3%. En contraste con el presente estudio que presentd una cura bacteriologica
menor ya que fue de 57%. Sadegh Mohammadsadegh, (2017) (62) a partir de un estudio de
una terapia de secado con una infusién de Tilmicosina obtuvo una cura bacterioldgica mayor
de 80% para Staphylococcus aureus y 87% para coagulasa negativos (CNS). No asi en el
presente estudio se obtuvo una menor cura bacteriolégica de 57.14% para Staphylococcus

aureus y 0% para CNS.

El uso de la penicilina y neomicina por via intramamaria como terapia de secado presentd

una cura bacteriologica de 53%. Sin embargo, Taponen, S., Dredge, K., Henriksson, (2001)



23

(63) reporta una cura bacteriol6gica mayor de 78% y clinica de 73.8%, es decir mucho mejor
que lo reportado en este estudio. La diferencia se puede deber al sinergismo de los farmacos
el cual depende de la concentracion de cada uno de ellos y a las caracteristicas geneticas de
las bacterias que le confieren susceptibilidad o resistencia; por otro lado, estos resultados son
probable debido al uso indiscriminado de estos productos en la Cuenca Lechera de Tizayuca,

ocasionen el desarrollo de mecanismos de resistencia hacia los mismos.

En relacion a la prevalencia de mastitis subclinica previo al secado en el presente estudio de
infecciones intramamarias de cada cuarto en el secado cuyos valores variaban entre el 5%y
el 22% no asi Petzer y colaboradores (2009) (64) menciona que la prevalencia de infecciones
intramamarias de cada cuarto en el secado fue de 29.78% resultado mayor al presente estudio.
Finalmente, Kalmus y colaboradores (2014) reporta que utilizando bencilpenicilina por via
intramamaria y por via parenteral obtuvieron una cura bacterioldgica de 54.1% y 55.7%,
respectivamente (65). En contraste con los resultados obtenidos en este estudio, muestran
resultados similares, para los tratamientos de Tilmicosina (57%) y Penicilina Neomicina
(53%). Cabe destacar que el tratamiento utilizado por Kalmus de bencilpenicilina parenteral
se aplicd durante 5 dias mientras que en este estudio fue de una sola aplicacién previo a
iniciar el periodo seco.

Un aspecto importante a considerar en los resultados del presente estudio es que solo se toméd
una muestra al inicio de la lactancia. (Newbould, 1974) (66) menciona que una reaparicion
de Staphylococcus aureus puede extenderse hasta los 28 dias después del parto por lo que se

requieren tomar varias muestras para una correcta evaluacion de la cura bacteriolégica.
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CONCLUSION

Para ambos tratamientos se obtuvo una eficacia similar, para los diversos patégenos que
provocan las infecciones intramamarias. Sin embargo, la Tilmicosina muestra un efecto
significativo sobre Staphylococcus aureus. Cabe resaltar que es necesario confirmar el
potencial de la Tilmicosina en futuros estudios en virtud de que las muestras obtenidas fueron

insuficientes.

Por todo lo anterior es necesario desarrollar mas estudios con la incorporacién de otros
componentes a la Tilmicosina, que permitan destruir la biocapa bacteriana y que el
antibidtico actue eficazmente sobre los microorganismos involucrados durante el periodo del

secado y permitir una mejora en la produccion lactea

La penicilina y neomicina intramamaria como terapia de secado, es también una buena
opcidn para el control de infecciones intramamarias presentes al iniciar el periodo seco y para

la prevencion de nuevas infecciones.
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CUADROS E IMAGENES

A W Staphylococcus aureus
J Antes
m Staphylococcus spp

W Streptococcus uberis

E.coli

37,40% m Sin crecimiento

B Después

Figura 1. Aislamiento y porcentaje de agentes bacterianos identificados. A- antes de terapia de secado; se
obtuvieron 91 muestras y se aislaron 59 agentes bacterianos. B- Al inicio de la lactancia se obtuvieron 91
muestras y se aislaron 45 patdgenos. Se muestra el porcentaje por agente etioldgico y sin tomar en cuenta el

tipo de terapia de secado.
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Tilmicosina Penicilina- Neomicina

m Positivos

m Negstivos

Figura 2.- Resultado Porcentual de cura bacterioldgica de los tratamientos utilizados en el periodo de
secado de bovinos Holstein productores de leche. Eficacia del tratamiento en el secado: la Tilmicosina es
1.345 veces mejor en comparacion con el uso intramamario de Penicilina-Neomicina (Odds Ratio Exp
B=1.345).

Modelo de Regresién Lineal para la evaluacién del tratamiento de tilmicosina.

Variables de la ecuacién

I.C. 95% para
EXP(B)
B E.T. Wald gl Sig. Exp(B) | Inferior | Superior
Paso 12 tratamiento .296 .599 .244 1 .621 1.345 415 4.354

@)
Partos 179 2 914
Partos (1) 216 .707 .094 1 .760 1.242 311 4.963
Partos (2) -.086 571 .023 1 .880 .918 .300 2.811
condcorp 1.784 1.338 1.777 1 .182 5.951 432 81.912
California 10.141 4 .038

-1.220 591 4.267 1 .039 .295 .093 .940
California (2) -2.179 726 9.012 1 .003 113 .027 469
California (3) | -22.019|17665.192 .000 1 .999 .000 .000
California (4) | -22.871|28419.867 .000 1 .999 .000 .000
Epoca -1.650 .934 3.125 1 .077 192 .031 1.196
Constante -3.417 4.595 .553 1 457 .033

a. Variable(s) introducida(s): No. De Partos, Condicion corporal, CMT y Epoca.
Cuadro 1.- Este modelo muestra la mejor interaccion de las variables categdricas para obtener un Exp 8 de

1.345. Las variables no muestran significancia estadistica (IC=95 %).



34

TILMICOSINA
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Figura 3A. Anélisis microbioldgico de leche. Tipo de microorganismos aislados antes de la terapia de secado
con Tilmicosina y al inicio de la lactancia.
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Figura 3B. Analisis microbioldgico de leche. Tipo de microorganismos aislados antes de la terapia de secado
con penicilina-neomicina y al inicio de la lactancia.



35

REDUCCION DE UFC/mL
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Figura 4. Efecto comparativo con relacidn a la disminucidn de UFC. Se observa una diferencia significativa
con relacion a la disminuciéon de UFC/mL para cada tratamiento donde la Tilmicosina disminuye al 1% las

UFC/ml, mientras que la penicilina-neomicina disminuye al 5.3%. * P=<0.05

CURA BACTERIOLOGICA TILMICOSINA
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Agente patogeno
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Figura 5A. Cura bacterioldgica para el tratamiento con tilmicosina. Cura Total se entiende como la eliminacion
completa del microorganismo y Cura Parcial es una disminucion del nimero de UFC en la muestra.
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CURA BACTERIOLOGICA PENICILINA-NEOMICINA

40
35
30
25
20

37
16 16
15 13
: Il il .. -
3
A E aEsE .

Staphylococcus aureus  Staphylococcus spp Streptococcus uberis E. coli

No de muestras

o un

Agente patogeno

B Total ™ Parcial

Figura 5B. Cura bacterioldgica para el tratamiento con Penicilina-Neomicina. Cura Total se entiende como la
eliminacién completa del microorganismo y Cura Parcial es una disminucion del nimero de UFC en la muestra.
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Figura 6. Prevalencia de mastitis subclinica en los diferentes cuartos antes de la terapia de secado.
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Figura 7A Cura bacterioldgica del tratamiento con tilmicosina. Se observa el nimero de animales con
respuesta positiva o negativa al tratamiento segun el nimero de partos.
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Figura 7B. Cura bacterioldgica del tratamiento con penicilina-neomicina. Se observa el nimero de animales
con respuesta positiva o negativa al tratamiento segun el ndmero de partos.
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TABLA DE CONTINGENCIA ANTES Y DESPUES DE TRATAMIENTO DE TILMICOSINA

Tratamiento: Tilmicosina DESPUES DE
TRATAMIENTO
VALOR DE
P*
NEGATIVO | POSITIVO Total
ANTES DE NEGATIVO 28 31
TRATAMIENTO POSITIVO 18 22 0.371
Total 46 53

*Prueba de chi-cuadrada de razén de verosimilitudes

Figura 8A. Efecto de Tilmicosina sobre Staphylococcus aureus en la terapia de secado. Los casos negativos
son todas las muestras sin desarrollo o donde se aislaron otros microorganismos diferentes a Staphylococcus
aureus. Los casos positivos son lo que tienen aislamiento de Staphylococcus aureus. Chi-cuadrada de

Pearson P=0.371 gl=1.

TABLA DE CONTINGENCIA ANTES Y DESPUES DE TRATAMIENTO DE PENICILINA-NEOMICINA

Tratamiento: Penicilina-Neomicina DESPUES DE
TRATAMIENTO
VALOR DE
P*
NEGATIVO | POSITIVO Total
ANTES DE NEGATIVO 22 2 24
TRATAMIENTO POSITIVO 8 6 14 0.013
Total 30 8 38

*Prueba de chi-cuadrada de razén de verosimilitudes

Figura 8B. Efecto de Penicilina- Neomicina sobre Staphylococcus aureus en la terapia de secado. Los casos
negativos son todas las muestras sin desarrollo o donde se aislaron otros microorganismos diferentes a
Staphylococcus aureus. Los casos positivos son lo que tienen aislamiento de Staphylococcus aureus. Chi-

cuadrada de Pearson * P= 0.013 gl=1.
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Fig. 1. Diagram (from Hibbitt [25]) of a vertical section of a cow’s teat. showing on the left. factors that protect against mechanical trauma
during suckling or milking. and on the right defences against ascending infection by bacteria from the skin surface (curved arrow) entering
the teat canal. Key: SL. small lymphocytes: M. macrophages: PMN. neutrophils: NCF. Neutrophil Chemotactic Factor.

Figura tomada de P. Gruet et al. (2001) 245 —-259

Cuadro 2.0

Patégeno Tipo de | Formacion de | Referencia
Mastitis Biofilm

S. aureus Mastitis + Darwish y Asfour (2013);
Subclinica Fabres-Klein et al. (2015)

CNS Mastitis + Darwish y Asfour (2013)
Subclinica

E. coli Mastitis + Costa et al. (2014);
Clinica Milanov et al. (2015)

E. faecalis Mastitis + Elhadidy and Zahran
Clinica (2014)

S. uberis Mastitis + Crowley et al. (2011);
Clinica Kromker et al. (2014)

S. dysgalactiae | Mastitis + Olson et al. (2002)
Clinica
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Cuadro 3.0

IL-6 ..

Martinez-Corts et al.,

ﬁl

Tilmcosin

@"o 00
T

2019

Cell lives
CSNI| & CSN2 levels

la
la

Cambios
Consistencia
Muestra

Puntos / Resultado en

de

Promedio de células
somaticas 1000/cm?3

Limite de células
somaticas 1000/cm3

La consistencia de la
muestra es
homogénea, liquida y
sin cambios aparentes
(reaccidn negativa)

<200 100

Trazas Pequefias laminas
aparecen, las cuales
desaparecen mientras
se mueve la paleta.

(Trazas)

150-500 300

1(+) Pequefios coagulos se
forman, la viscosidad
de la mezcla aumenta

(débilmente positiva)

400-1500 900

2 (++) La mezcla es viscosa,

un coagulo es visible y

800-5000 2700
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localizo mientras se
mueve la  paleta
(moderada positiva)

3 (+++) Una mezcla pegajosay | >5000 8100
viscosa se forma, un
coagulo en forma de
albumina se forma y
se sale de la mezcla
cuando se mueve la
paleta (fuertemente
positiva)

Tabla tomada de 1908. THERMOGRAPHY BASED INFLAMMATION MONITORING OF UDDER STATE IN DAIRY COWS: SENSITIVITY AND DIAGNOSTIC
PRIORITIES

COMPARING WITH ROUTINE CALIFORNIA MASTITIS TEST. INA PAMPARIENE, VINCENTAS VEIKUTIS, VAIDAS OBERAUSKAS, ET AL. JVE INTERNATIONAL LTD.
JOURNAL OF VIBROENGINEERING. FEB 2016, VVOL. 18, ISSUE 1. ISSN 1392-8716

Cuadro 4.0. Categorias para variables regresoras para el modelo de RLO.

Variable /10 1 2 3 4
Categoria
arto artos a 5 partos
No. de Partos 1p 2P 3a5
Tratamiento Tilmicosina Secam
LA
in Mastitis Mastitis Mastitis Mastitis Mastitis Clinica
Prueba de | Si iti iti iti iti itis Clini
lif . Subclinica Subclinica Subclinica
California poco severa medianamente | severa
severa
Epoca del afio Seca Lluviosa
in Crecimiento | 50-5 500- -5 5

UEC Antes de | Sin Crecimi 0-500 00-2000 2000- 5000 > 5000
TX UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml

A Sin Crecimiento | 50-500 500-2000 2000- 5000 | 5000 UFC/ml
UFC Después

UFC/ml UFC/ml UFC/ml

de TX
Presencia de Negativo Positivo
S. aureus
antes de TX
Presencia de Negativo Positivo
S. aureus
después de TX




42

Imagen 3. Glandula mamaria previo a la aplicacion de la terapia de secado.

cFLIR Prev Dry 141

Measurements 23/03/2010 08:22:57 a. m.

°G
Sp1 35.5°C 38.9
Parameters
Emissivity 0.95
Refl. temp. 20 °C
1.0
FLIR0095.jpg FLIR C3 720105982

Glandula mamaria previo a la aplicacion de la terapia de secado. Imagen Termogénica

23/03/2010 08:22:57 a. m.

FLIR0095.jpg 720105982
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Glandula posterior al dltimo ordefio

Imagen 4. Aumento de glandula mamaria pre parto.

01/04/2010 08:20:01 a. m.

FLIR0146.jpg FLIR C3 720105982

c FL I R® Aumento GM Pre parto 188

Measurements 01/04/2010 08:20:01 a. m. °C
Sp1 32.8°C 36.7
Parameters

Emissivity 0.95

Refl. temp. 20 °C

FLIR0146.jpg FLIRC3 720105982

Aumento de gldndula mamaria pre parto. Imagen termo génica
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Imagen 5. Glandula mamaria post parto

01/04/2010 05:20:12 a. m.

i

FLIR0109.jpg FLIR C3 720105982

c F L I Re Post Parto 277

Measurements 01/04/2010 05:20:12 a. m. 7 e
Sp1 334°C ’ 1378
Parameters

Emissivity 0.95

Refl. temp. 20 °C

FLIR0109.jpg : FLIRC3 720105982

Gldandula mamaria Post Parto. Imagen Termogénica
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Imagen 6. Glandula mamaria post parto ID 277

01/04/2010 05:19:52 a. m.

FLIR0108.jpg FLIR C3 720105982

c F L I R» Post Parto 277

Measurements 01/04/2010 05:19:52 a. m. (o
Sp1 344°C 37.4
Parameters

Emissivity 0.95

Refl. temp. 20 °C

FLIR0108.jpg FLIRC3 720105982

Gldandula mamaria Post parto ID 277. Imagen Termogénica
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Imagen 7. Glandula mamaria Post parto Id 277

01/04/2010 05:18:14 a. m.

FLIR0O107 jpg FLIR C3 720105982
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c F L I Re Post Parto 277

Measurements 01/04/2010 05:18:14 a. m. G
Sp1 36.1°C 38.1
Parameters
Emissivity 0.95
Refl. temp. 20 °C
- 3 . 13.4
FLIR0107.jpg FLIR C3 720105982

Glandula
mamaria Post parto ID 277.Imagen termogénica.
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ANEXOS
Modelos Estadisticos Utilizados en la Regresion Lineal Binomial

La siguiente tabla la cual muestra el nimero de animales con los gque se trabajo, es decir el
namero de muestra.

Resumen del procesamiento de los casos

Casos no ponderados N Porcentaje
Casos seleccionados Incluidos en el analisis 91 100.0
Casos perdidos 0 .0
Total 91 100.0
Casos no seleccionados 0 .0
Total 91 100.0

a. Si esta activada la ponderacién, consulte la tabla de clasificacion para ver el nimero total de

casos.
Modelo 1
Variables en la ecuacion
I.C. 95% para
EXP(B)
B E.T. Wald gl Sig. Exp(B) | Inferior | Superior

Paso 12 tratamiento -.115 432 .071 1 .790 .891 .382 2.078

)

Partos 1.266 2 531

Partos (1) 531 .595 794 1 .373 1.700 .529 5.459

Partos (2) -.147 471 .098 1 754 .863 .343 2171

Constante .201 .367 .301 1 .584 1.223

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: Partos.
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En este modelo se observa la relacién entre la variable edad y tratamiento donde se observa
el coeficiente de Exp S es de 0.891 con los respectivos intervalos de confianza.

Modelo 2
Variables en la ecuacion
I.C. 95% para
EXP(B)
B E.T. Wald gl Sig. Exp(B) | Inferior | Superior

Paso 12 tratamiento -.083 437 .036 1 .849 .920 391 2.165

@)

Partos 1.600 2 449

Partos (1) .665 .611 1.186 1 .276 1.945 .588 6.436

Partos (2) -.090 478 .035 1 .851 914 .358 2.331

condcorp 1.414 1.061 1.775 1 .183 4.113 514 32925

Constante -4.818 3.787 1.619 1 .203 .008

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: condcorp.

En este segundo modelo se agrega la variable continua de condicion corporal y se observa
que se eleva el coeficiente de Exp 8 a 0.920 con los intervalos de confianza y que la variable
Partos (1) es significativa.

Modelo 3
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Variables en la ecuacion

I.C. 95% para
EXP(B)
B E.T. Wald gl Sig. Exp(B) | Inferior | Superior

Paso tratamiento -.214 511 175 1 .676 .808 .297 2.200
1 @

Partos .305 2 .858

Partos (1) .128 .705 .033 1 .856 1.136 .285 4.528

Partos (2) -.227 .550 170 1 .680 797 271 2.342

condcorp 1.209 1.274 .900 1 .343 3.349 .276 40.702

California 10.459 4 .033

California -1.353 572 5.598 1 .018 .258 .084 .793

)

California -2.083 711 8.581 1 .003 125 .031 .502

@

California -22.004 | 17922.391 .000 1 .999 .000 .000

©)

California -22.419| 28420.600 .000 1 .999 .000 .000

4

Constante -2.925 4.529 417 1 .518 .054

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: California.

Se presenta el tercer modelo donde se agrega la variable de Prueba de California 'y se observa
en este modelo la disminucién del coeficiente de Exp 8 a 0.808 con los intervalos de

confianza donde las variables; California (1) y California (2) son significativas.

Cuadro Comparativo de Modelos

Modelo Gl Exp(B) IC Inferior IC Superior
1 1 0.891 382 2.078
2 1 0.920 391 2.165
3 1 0.808 297 2.200
4 1 1.345 415 4.354
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Pruebas de chi-cuadrado

tratamiento Sig. asintética | Sig. exacta Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Tilmicosina Chi-cuadrado de .8122 1 .368
Pearson
Correccion por .239 1 .625
continuidad
Razén de .799 1 371

verosimilitudes

Estadistico exacto de 431 .309
Fisher
Asociacion lineal por 797 1 372
lineal
N de casos validos 53
Secam Chi-cuadrado de 6.341° 1 .012
Pearson
Correccién por 4.434 1 .035
continuidad
Razon de 6.224 1 .013

verosimilitudes

Estadistico exacto de .034 .019
Fisher

Asociacion lineal por 6.174 1 .013

lineal

N de casos validos 38

a. 2 casillas (50.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 2.91.
b. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

c. 1 casillas (25.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 2.95.
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