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Resumen

CERVANTES MALAGON MARTHA CAROLINA. Uso de nanoparticulas de
plata para reducir la carga bacteriana en el flujo vaginal de vacas lecheras
con metritis clinica (bajo la direcciéon de: Dra Lucia Eliana Rangel Porta,
MVZ Maria Antonieta Mojica Sanchez y MVZ Brenda Anay Carrasco Cano)

La metritis clinica post parto presenta una gran incidencia en los establos
lecheros, creando una grave probleméatica por sus efectos en los
pardmetros reproductivos, que asi mismo impactan en la produccion lactea,
ademas de una pérdida econémica considerable por el desecho de la leche
de animales tratados con antibiéticos. Este estudio presenta una alternativa
al tratamiento convencional de este padecimiento, la cual es el uso de
nanoparticulas de plata (Argovit), estas poseen actividad antimicrobiana

afectando a bacterias Gram positivas y negativas.

Se realizaron dos series de cultivos bacterianos en agar sangre, a partir de
contenido uterino de vacas con metritis clinica puerperal. En el primero se
determind la dilucibn de muestra a emplear en los siguientes ensayos,
seleccionandose la dilucion 1/1000. El segundo cultivo se realizo para elegir
el tipo de Argovit que se empleo en el estudio in vivo, seleccionandose el
Argovit 1, de 5 que se probaron. La eleccion del Argovit se confirmo,

mediante la realizacion de un antibiograma.

Una vez elegido el tipo de Argovit se conformaron tres grupos de 10 vacas,
para probar 3 diferentes tratamientos: Grupo 1: Argovit 1 intrauterino, Grupo
2: Argovit 1 intrauterino + Shotapen® parenteral y Grupo 3: tratamiento
convencional con base en Emicina® intrauterina + Shotapen® parenteral,
mostrando una efectividad del 70%, 50% y 100% respectivamente. Esta
efectividad se midi6 a través de la inhibicién del crecimiento de UFC en agar

sangre, estableciendo como limite 32 UFC para realizar el alta del animal.

El tratamiento convencional fue el mas exitoso, ya que el 100% de los animales
se recuper6 favorablemente (p < 0.05), y 70% de los animales lograron la

resoluciéon de la enfermedad con solo 2 aplicaciones del tratamiento. Mientras



que en los grupos tratados con Argovit 1 y Argovit 1 + Shotapen®, la
recuperacion fue menor, con 7 y 5 de 10 animales respectivamente, entre
estos grupos no hubo una diferencia significativa (p > 0.05). Del grupo tratado
con Argovit 1, 60% de los animales requiri6 mas de dos aplicaciones del
tratamiento, mientras que del grupo Argovit + Shotapen®, de los animales

recuperados Unicamente un animal requirié mas de 2 aplicaciones.

La identificacion de los microorganismos implicados se hizo a través de la
tincion de Gram, donde se observo presencia de bacterias Gram positivas en
la muestra de metritis, a diferencia de la muestra de moco recolectada de una

vaca en celo, en la que se apreciaron colonias de bacterias Gram negativas.

Los resultados del presente trabajo, indican que los antibiéticos de uso

convencional fueron mas efectivos que el tratamiento propuesto con Argovit 1.

Es necesario realizar otros estudios, en los que se prueben diferentes dosis

de Argovit, para buscar una mayor respuesta en la resolucion de la metritis.



Introduccidn

El sistema intensivo de produccion lechera se caracteriza por poseer ganado
especializado que en general permanece estabulado, con una excelente
alimentacion a base de forrajes de corte y alimentos balanceados [Villamar y
Cazares, 2005].

El ciclo de produccién comprende varias etapas que van desde el momento en el
qgue el animal pare, hasta que vuelve a quedar gestante, teniendo como reto, para
ello, el dia 100 postparto. Debe considerarse que en los siguientes 30 a 45 dias
después del parto tiene lugar el puerperio, que es el tiempo en el que sucede la
involucién uterina y reinicia la actividad ovarica, después del cual la vaca podra

gestarse [Hernandez, 2012].

Durante el puerperio las vacas pueden presentar anomalias que afectan la
involucion uterina, como son la retencion placentaria, la metritis, la endometritis y la
piometra, las cuales afectan el ciclo de produccién [Smith, 2010]. En sistemas
intensivos, por la alta demanda de leche y los manejos de los hatos, las hembras

se vuelven susceptibles a presentar este tipo de patologias.

Las infecciones uterinas (metritis y endometritis) impactan directamente a la
produccion lactea, ya que alargan el periodo del parto a la concepcién y aumentan
el porcentaje de desechos; mientras que disminuyen el porcentaje de concepcion
al primer servicio, la tasa de vacas inseminadas y la produccién (300 kg menos que
las vacas no afectadas) [Hernandez, 2012]. Este tipo de infecciones producen
grandes pérdidas economicas para los hatos lecheros, principalmente por la
pérdida de peso y la disminucion de la produccion lactea, asi como por la

eliminacién de animales y por la compra de reemplazos [Divers, 2008].

Los factores predisponentes para las infecciones uterinas pueden incluir partos
distocicos, hipocalcemia, retencion de membranas fetales, partos prematuros,
higado graso, deficiencia de vitamina E y selenio, ademas de malas condiciones

durante el parto [Andrews, 2004].



Se denomina metritis al proceso inflamatorio que involucra las tres capas del Utero
-mucosa, muscular y serosa-; el cual se caracteriza por presentarse en los primeros
21 dias posparto, ocasionar retraso en la involucidon uterina y presencia de

secreciones purulentas [Hernandez, 2012].

Por otro lado, la endometritis se refiere a la inflamacion Unicamente de la mucosa
uterina [Hernandez, 2012]. La etiologia de esta enfermedad puede ser variable
donde Trueperella pyogenes, E. coli, Fusobacterium necrophorum, Staphylococcus

y Streptococcus, son los agentes mas comunmente aislados [Scott, 2011].

Los tratamientos mas comunes se realizan con antibiéticos, ya sea por via
parenteral, por infusiones intrauterinas o combinando ambas vias. La oxitetraciclina
y las cefalosporinas son algunos de los mas usados por su amplio espectro, ademas
de por su alta efectividad en las condiciones en las que se presenta el Utero
posparto, como son la presencia de pus y la baja tension de oxigeno en el medio.
Aunado a esto, presentan pocos residuos en leche, lo cual es uno de los puntos
mas importantes. Por via parenteral se recomienda el uso de antimicrobianos, si es
gue el individuo presenta signologia de enfermedad sistémica, como fiebre; en cuyo
caso los antibidticos mas recomendados son la penicilina y el ceftiofur [Andrews,
2004].

Ademas, existe la posibilidad de dar tratamientos hormonales, con PGF2a, la cual
al ser administrada induce el retorno al estro. Esta accion estimula la tonicidad del
Utero y la evacuacion de los fluidos presentes en éste [Divers, 2008]. Aunque se
menciona que el uso de oxitocina muestra mejores resultados in vitro al aumentar

las contracciones uterinas [Heppelmann et al., 2015].

A pesar de las alternativas de tratamiento que existen la recuperacién de los
animales afectados no es homogénea y algunas vacas incrementan sus dias
abiertos afectando la produccion. Es por ello que existe la necesidad de buscar
alternativas de tratamiento a las infecciones uterinas de las vacas en el periodo del
puerperio, con la finalidad de lograr una pronta involucion uterina, asi como mejores

desempefios productivo y reproductivo.



Las nanoparticulas de plata (AgNPs) poseen actividad antimicrobiana contra
organismos Gram negativos y positivos [Zhang et al., 2016]. Uno de los mecanismos
de accidn se evaluo analizando la inhibicién de crecimiento y el efecto de las AQNPs
sobre la sefial de replicacion de las bacterias, este ultimo mediante el estudio del
perfil de la fosfotirosina bacteriana. Se demostré que hubo un decremento en la
fosforilaciéon de la tirosina, lo cual se refleja en la inhibicion de ciertas enzimas que
tienen repercucion en el crecimiento bacteriano [Siddhartha et al., 2007]. En otro
estudio, se analizaron colonias bacterianas tratadas con AgNPs mediante
microscopia electronica, y se demostro que existe una formacion de “canales” en la
pared celular bacteriana, lo que conduce a la muerte de ellas [Sondi y Branka,
2004].

De acuerdo con lo expuesto, es de gran relevancia presentar una alternativa de
tratamiento para las infecciones uterinas, debido a las pérdidas que se generan a
partir de ellas. Idbneamente hay que buscar tratamientos que puedan evitar la
resistencia que pudiera ocasionar el uso indiscriminado de antibiGticos para tratar

el padecimiento, con el fin de mejorar las tasas de fertilidad y concepcion.

El objetivo principal de este trabajo fue evaluar la efectividad de las AgNPs en forma
intrauterina para disminuir la carga bacteriana en las secreciones uterinas de

vacas lecheras con metritis puerperal clinica.



Materialy Métodos
e HATO LECHERO

El estudio se realiz6 en el rancho Union de productores Calamanda, Querétaro;

una produccion lechera intensiva con alrededor de 600 vacas en linea de ordefio.
e PREVIO

Antes de realizar el trabajo clinico, se llevaron a cabo una serie de ensayos
preliminares en el laboratorio, con la Unica finalidad de elegir la nanoparticula que

se emplearia en la valoracion clinica.

Se tuvieron 5 tipos de Argovit (AgNPs 1, 2, 3, 4, 5), todos a base de
nanoparticulas de plata con diferentes caracteristicas fisicoquimicas que no
conocemos, dichas caracteristicas son del conocimiento exclusivo del equipo
de trabajo que las desarrolla y que se encuentra bajo la direccion de la Dra.
Nina Bogdanchikova. Cada vial contenia 15 ml y disponiamos de 2 viales de
cada uno (30 ml), los cuales se consideran como las soluciones madres, a
partir de las cuales se realizaron diluciones a una concentracién del 5% en agua
inyectable. Se eligié esta concentracion de trabajo, ya que es la que resultd
efectiva en el tratamiento de mastitis en vacas [Shkil, 2016]. Para su uso, las
soluciones se dejaron reposar por al menos durante 24 hrs, con la finalidad de
que las AgNPs puedan estabilizarse, ademas, se mantuvieron aisladas de la luz

y en refrigeracion.

ENSAYO NO. 1: DETERMINACION DE LA DILUCION DE MUESTRA PARA EL
TRABAJO IN VITRO

Con el objetivo de realizar un conteo preciso de las unidades formadoras de
colonias en el fluido vaginal, se realiz6 una serie de diluciones a partir de una

muestra de secrecién de una vaca con metritis clinica.



En un tubo de ensaye, se depositd 1 ml de contenido uterino, mas 1 ml de agua

inyectable, se homogeneizé y se incubd por 20 min a 37°C.

Después de transcurrida la incubacion, se hicieron 3 diluciones decuples de la
muestra. Para ello se colocaron 3 tubos con 900 ul de agua inyectable, a los que se
les agreg6 100 pl del tubo anterior. De cada uno de estos tubos se sembraron por
triplicado, 100 pl en agar sangre, cultivandolos a 37°C durante 24 hrs, para
posteriormente contar las unidades formadoras de colonias. Con esto se eligi6 la
dilucion de trabajo en la que el nimero de unidades formadoras de colonias de
bacterias (UFC) resultaron contables y suficientes para poder evaluar el efecto del

tratamiento.

ENSAYO NO. 2: ELECCION DE LA NANOPARTICULA EFECTIVA IN VITRO

Se tomaron 10 ml del contenido uterino de una vaca con metritis clinica, se
homogeneizo y a partir de ellos se tomaron las muestras para probar cual de las
5 nanoparticulas tiene un mejor efecto para reducir las unidades formadoras de

colonia en el cultivo.
Se identificaron 7 tubos de la siguiente manera:

Tubo #1 “Sin tratamiento”: 1 ml de contenido uterino mas 1 ml de agua inyectable.

Tubo #2 “Argovit 1”: 1 ml de la dilucién de nanoparticulas al 5% mas 1 ml de contenido uterino.
Tubo #3 “Argovit 2”: 1 ml de la dilucién de nanoparticulas al 5% mas 1 ml de contenido uterino.
Tubo #4 “Argovit 3”: 1 ml de la dilucién de nanoparticulas al 5% mas 1 ml de contenido uterino.
Tubo #5 “Argovit 4”: 1 ml de la dilucién de nanoparticulas al 5% mas 1 ml de contenido uterino.
Tubo #6 “Argovit 5”: 1 ml de la dilucién de nanoparticulas al 5% mas 1 ml de contenido uterino.
Tubo #7 “Tratamiento convencional”: 1 ml de contenido uterino mas 1 ml de Emicina®”

Los tubos se dejaron incubar a 37°C por 30 min, para posteriormente realizar
diluciones y sembrar en Agar sangre.

De cada tubo se realizaron diluciones decuples hasta llegar a la dilucion elegida en
el ensayo 1, a partir de la cual se sembraron 100 pl de cada tubo, por triplicado en

cajas con agar sangre. Las cajas se cultivaron a 37°C por 24 hrs, y al finalizar el



tiempo se contaron las UFC. Los resultados se compararon contra las cajas sin

tratamiento.

Adicionalmente, se tomaron muestras a partir del tubo 1, en tubos mediode Stuart
en donde fueron transportadas las muestras a la Fmvz para la identificacion del

agente involucrado.

Se realizé un antibiograma con los 5 tipos de nanoparticulas en un medio Miller
Hinton adicionado con sangre de bovino. Para lo anterior se utilizaron muestras de
moco cervical de 2 vacas en estro, moco blanquecino de 2 vacas en puerperio
normal y secrecion uterina de 2 vacas con metritis. Se tomo el hisopo del medio de
transporte para realizar una estria continua en el medio de cultivo. Se cort6 papel
filtro a manera de sensidiscos, y se llevaron a esterilizar en autoclave para su

posterior utilizacion.

Cada tipo de Argovit se utilizo a una dilucion del 5% para impregnar los sensidiscos
con 2 ul de la dilucion. Ademas, se utilizé Emicina® al 60% para impregnar con 2 pl
el sensidisco del centro. Para finalizar el procedimiento se incubaron a 37°C por 24

hrs.

Ademas, con la finalidad de comparar el crecimiento de bacterias en diferentes
diluciones y tratamientos, se realizaron cultivos en agar sangre por el método de
Miles and Misra [Quinn, 2011] en el laboratorio del Departamento de Microbiologia
de la FMVZ, UNAM. Para ello se usaron muestras de contenido uterino (metritis)
mas Emicina® al 60%, como testigo negativo, muestras de metritis mas agua
inyectable, como testigo positivo; y muestras de metritis mas Argovit 1 diluido al 5%,

como grupo desafio.

A partir de los resultados obtenidos en el analisis bacteriolégico, se eligi6 el tipo de
Argovit que causo la mayor reducciéon en el nimero de unidades formadoras de
colonias, asi como, el que haya tenido un mayor didmetro del halo de inhibicion.

Dicha nanoparticula se utilizé para el siguiente ensayo.



e VALORACION CLiNICA: EVALUACION IN VIVO

Se formaron 3 grupos de 10 vacas con metritis clinica cada uno, las cuales se
asignaron aleatoriamente a cada uno de los grupos, conforme se diagnosticaron en

la clinica del establo. Se incluyeron Gnicamente animales de segundo y tercer parto.

La nanoparticula elegida fue el Argovit 1, que se diluyé en agua inyectable a una
concentracion del 5% y se dejé reposar por 24 hrs, cubierta de la luz y en

refrigeracion.

El grupo 3 (control) recibié un tratamiento convencional; es decir una infusion
intrauterina con 30 ml de Emicina®, diluidos en 20 ml de suero salino fisioldgico,
mas un tratamiento parenteral a base de Shotapen® (Penicilina G procaina,
penicilina G benzatina, y dihidroestreptomicina), administrando 30 ml IM cada 24
hrs. El tratamiento se aplicO cada tercer dia hasta que el moco se tornara
blanquecino, y presentara menos de 32 urc, dando como maximo 3 infusiones. El
grupo 1 (Argovit) recibié una infusion intrauterina de 2.5 ml de nanoparticulas de
plata, diluidos en 47.5 ml de agua inyectable, que se aplicé cada tercer dia, hasta
gue el moco se tornara blanquecino, con menos de 32 UFC, 0 se cubrieran maximo
3 infusiones. Por ultimo, el grupo 2 (Argovit + tratamiento sistémico) recibio la
infusibn a base de nanoparticulas, ademas del tratamiento parenteral de
Shotapen®. Para cada animal se registré el nUmero de tratamientos aplicados, y
aquellas vacas que tras 3 infusiones no resolvieron la infeccidon se anotaron como
tratamiento no exitoso, y se incorporaron a otro tratamiento, que ya no formé parte

del estudio.

Las muestras de contenido uterino se obtenian antes de aplicar cualquiera de los
tratamientos. La revision se realizaba cada tercer dia, en esta, el Gtero se
masajeaba por palpacion transrectal, para evaluar el contenido y de ser necesario

se continuaba con el tratamiento, de lo contrario el animal se daba de alta.
e Tomay analisis de muestras

Antes de cada tratamiento se evalué el estado del aparato reproductor, por



palpacion transrectal, y se tomaron muestras del exudado proveniente del Utero, a

través de una pipeta, para valorar cualitativa y cuantitativamente las secreciones.

La evaluacién macroscépica (cualitativa) se realiz6 mediante la observacion de la
apariencia, el color y el olor del liquido extraido. Se tomé como referencia el

siguiente sistema de puntuacion, propuesto por Sheldon et al. (2005) (Figura 1):

e 0: moco claro o traslucido.
e 1: moco con restos de pus de color blanquecino
e 2:descarga uterina con < 50% de material mucopurulento

e 3: descarga uterina con 2 50% de material purulento blanco o sanguinolento

Figura 1: Puntuacién de descarga uterina para Metricheck (Sheldon et al 2005).

La informacion se registré para determinar el progreso de los tratamientos y el

momento de alta de los animales.

Las muestras se transportaban al laboratorio en tubos estériles, para su aislamiento
en agar sangre [Quinn P, 2004]. Para la siembra se realizo una dilucion del moco,
de acuerdo con lo descrito en el ensayo 1, con la finalidad de obtener la

concentracion seleccionada en el mismo. Se sembraron 100 ul por estria continua,
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utilizando un asa microbiolégica previamente esterilizada. Las cajas se incubaron a
37°C por 24 a 48 hrs en atmdsfera de aerobiosis. Después de lo cual se describid
la morfologia de las colonias desarrolladas y el nimero de unidades formadoras de
colonias. A partir de estas colonias se realizaron frotis fijos, para tefiirlos con tincién
Gram [UNAM, 2003].

Para el cultivo bacterioldgico en el laboratorio del Departamento de Microbiologia,
las muestras obtenidas se colocaron en un medio de transporte Stuart, se
identificaron, y se refrigeraron entre 2 y 6°C. El transporte se realizé en un periodo
menor a 24 hrs [Quinn P, 2004].

¢ Andlisis de resultados
Los resultados se analizaron por la prueba de analisis de varianza para

mediciones repetidas con el programa GenStat.

El disefio experimental consto de tres tratamientos diferentes, cada uno por 10
animales por grupo. En el que se consider6 como variables dependientes: conteo
de UFC finales y dias en tratamiento, variables independientes: Identificacion del

animal y grupo al que pertenecieron. La medicion repetida fue el conteo de UFC.

Resultados

Ensayo No. 1

Se selecciond a la vaca numero 2740, en la que se realizd el manejo postparto de
rutina (una inyeccion de calcio, vitaminas ADyE, selenio, flumetazona, y
prostaglandina).

Transcurridas 24 horas, se sacé a segunda revision para detectar si presentaba
retencién placentaria o no, lo cual fue positivo, se prosiguio a administrarle maleato

de ergonovina y Parfosal®, como manejo rutinario del establo. Se dejaron pasar
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dos dias para darle tiempo a la vaca de desechar por completo las membranas
placentarias. Al dia siguiente la vaca se diagnosticO con metritis clinica, ya que
presentaba alto contenido uterino de loquios, con apariencia sanguinolenta y olor
fétido. Se tom6 una muestra de contendio uterino por medio de una pipeta para
depositarlo en un contenedor estéril. Se incubd por 20 min a 37°C, y se realizaron
diluciones decuples en tubos estériles. De cada dilucion se sembraron 100 pl en
agar sangre por triplicado, por 24 hrs a 37°C. Al transcurrir el tiempo, se observaron
los nueve cultivos, comparando las diluciones 1/10, 1/100, 1/000, donde el mejor

resultado se obtuvo en la dilucién 1/1000 (Figura 2) del contenido uterino.

a) b)

1/10 1/100 1/1000

Figura 2. Siembras de moco uterino con metritis en agar sangre, para establecer |la diluciéon 6ptima para llevar a
cabo el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC). (a) Dilucién1/10,con UFCincontables; (b) Dilucién 1/100,
con 250 UFC; (c) Dilucién 1/1000,con 110 UFcC.

A partir de este ensayo se eligid la dilucion de 1/1000, por presentar mejores

resultados para el conteo de UFC.

Ensayo No. 2

Una vez obtenidos los resultados del primer ensayo, se continué con la
evaluacién in vitro de las nanoparticulas. Se enfrentd el tratamiento convencional,
a los 5 tipos de nanoparticulas evaluando asi cual tenia mejor efectividad a nivel in
vitro para su utilizacién en el ensayo in vivo. Esto se realizé por 2 métodos, una
siembra de 10 ul de la muestra de metritis (Figura 3) para el conteo de UFC (Cuadro
1) y un antibiograma, con muestras de metritis, moco cervical de una vaca en celo,

y moco de una vaca limpiando (Cuadro 2); ambos en agar sangre.
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Figura 3. Muestra de metritis enfrentada a los 5 tipos de nanoparticulas y Emicina®. Donde: (a)control, sin
tratamiento; (b) tratamiento convencional, Emicina®; (c) Argovit 1 (d) Argovit 2 (e) Argovit 3 (f) Argovit4 (g)
Argovit5.

En la evaluacién in vitro de los diferentes tratamientos para seleccionar el Argovit
idoneo, a pesar de la dilucion de la muestra, hubo 4 muestras que tuvieron un
namero de UFC tan grande que fue imposible realizar el conteo. En el resto de las
muestras si fue posible llevar a cabo el conteo. Los resultados se muestran en el

cuadro 1.

ARGOVIT

SIN TX EMICINA
it 2 3 4 5

Incontables 93 UFc 95 UFc | 200 UFc | Incontables | Incontables | Incontables

Cuadro 1. Conteo de UFC en moco uterino con metritis, sembrado en agar sangre, a une
dilucion de 1/1000, con o sin los diferentes tipos de Argovit.

Durante la elaboracion de los antibiogramas hubo 3 muestras que no tuvieron
desarrollo bacteriano suficiente para su interpretacion, las 2 de los animales en celo,
y una de metritis. Al realizar la mediciébn de los halos de inhibicion en los
antibiogramas restantes, la Emicina® tuvo el mayor diametro, y se observaron

diferencias significativas entre los Argovits (Cuadro 2, Figura 4).
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ARGOVIT

Ip EMICINA

1| 2 3 4 5
CI ®
c2 LS
| B L6 31 11 14 11 11
L2 44 15 16 16 i3 15
M1 * 13 7 10 8 10
M2 33 12 H A 10 12 10

Cuadro 2. Resultados del antibiograma. Medicion en mm del halo de inhibicion. Donde: * =
Crecimiento bacteriano insuficiente para realizar el antibiograma, C = muestra de vaca en celo, L =
muestra de vaca limpiando, M = muestra de vaca con metritis.

EMICINA

Figura 4. Ejemplo del antibiograma de ung
muestra de moco uterino, proveniente de une
vaca con metritis clinica. Donde Al = Argovit 1
A2 = Argovit 2, A3 = Argovit 3, A4

= Argovit 4, A5 = Argovit 5.

Con base en los resultados de las 2 pruebas anteriores, se eligié al Argovit 1,

para realizar la prueba in vivo.

Ensayo No. 3

Los resultados de las UFc en el moco uterino, asi como el nimero de

tratamientos aplicados para cada animal se pueden observar en los cuadros 3 a 5.
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Cuadro 3. Estimacion de la contaminacién bacteriana en vacas Holstein con metritis
clinica post parto, mediante conteo de UFC, tratadas con Emicina® intrauterina +

RESOLVIO

- DiAs SIN TX PRIMERA SEGUNDA TERCERA

EN TX APLICACION | APLICACION | APLICACION
2259 5; >500 UFc 111 Urc 18 UFcC -
3233 5 >500 UFc 128 UFc 10 UFc -
2929 7 >500 UFrc 85 UFc 38 Urc 6 UFc
2943 5 82 UFc 6 UFc 4 UFc -
1391 3 367 UFc 67 UFc 30 Urc -
2963 3 54 UFc 34 UFc 17 Urc -

10 5 >500 UFc 68 UFc 7 UFc -
2609 5 231 UFc 63 UFc 32 Urc 8 UFc
2625 5 >500 UFc 90 UFc 5 UFc -
2846 4 346 UFC 270 UFc 103 UFc 20 UFc

Cuadro 4. Estimacion de la contaminacién bacteriana en vacas Holstein con metritis
clinica post parto mediante conteo de UFC, tratadas con Argovit 1.

RESOLVIO

- Dias SIN TX PRIMERA SEGUNDA TERCERA

EN TX APLICACION | APLICACION | APLICACION
3255 5: >500 UFrc 5 UFc 4 UFc -
3233 i >500 Urc 139 Urc 54 UFc 4 Urc
2899 7 88 UFC 40 UFc 37 Urc 36 UFc
2547 3 217 UFc 3 Urc - -
2527 3 236 UFc 7 UFc - -
2958 7 >500 UFc >500 UFc >500 UFc >500 Urc
2626 5 >500 UFc 132 UFc 23 UFc -
3077 5 >500 UFc >500 UFc >500 UFc >500 UFc
1940 7 >500 UFc 138 UFc 50 Urc 15 Urc
2586 7 >500 UFrc 288 UFcC 307 Urc 300 UFc

Cuadro 5. Estimaciéon de la contaminacién bacteriana en vacas Holstein con metritis
clinica post parto mediante conteo de UFC, tratadas con Argovit 1 y Shotapen®

_ EDNiATSX I IR APPLRIICMAECRIAON A:LEIGC‘:NCDI%N APTLEI'ZCAECR:ON RESOLYL0
2516 5 >500 UFc 65 UFcC 23 UFc - -
2336 7 >500 UrFc | >500 UFc >500 UFc >500 UFc =
2780 7 >500 UFc 200 Urc 280 Urc 245 UFc -
1994 3 200 UFc 20 UFc - -

2447 7 80 UFc 130 Urc 200 Urc 208 UFc

2205 4 >500 UFc | >500 UFc 130 Urc 4 Urc

2655 7 >500 UFc >500 UFc >500 UFc >500 UFc

3400 5 400 Urc 200 Urc 20 Urc -

3066 5 410 UFc 38 UFc 24 Urc =

2530 7 >500 UFc >500 UFc 100 Urc 88 UFC -
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En la comparacion del nimero de animales que resolvieron la infeccién por
grupo, se encontré una diferencia significativa en favor del tratamiento con
Emicina® (p<0.05), en el que el 100% de los animales tratados resolvio la infeccion,
mientras que en los grupos de Argovit y de Argovit + Shotapen® solamente
resolvieron 7 y 5 de 10 animales, respectivamente. Entre estos grupos no existié

diferencia (p> 0.05).

En el grupo de Emicina®, solamente 3 animales requirieron de 3 tratamientos (30%),
lo cual ocurrié en 60% de los animales de los grupos de Argovit y de Argovit +

tratamiento convencional.

Clasificacion del agente

La morfologia de las colonias de la muestra de metritis, se describi6 como
blanquecinas, mucoides, y con bordes regulares algunas produciendo colonias f3-
hemoliticas. Se realizé un aislamiento secundario porque se observaron diferentes
tipos de crecimiento en una placa de agar sangre, pero al revisar las diferentes
colonias, dentro del mismo plato de cultivo, se encontré que todas eran del mismo

tipo.

Al observar las tinciones en el microscopiode la muestra de moco de una vaca en
celo, se observaron bacilos Gram (-) y de la muestra de una vaca con metritis bacilos

Gram (+), ambos agrupados en racimos (Figura 6).
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Figura 6. Vista al microscopio de una colonia formada a partir de muestra de una vaca en celo
(derecha), apreciando bacterias Gram (-) y de metritis (izquierda) donde se aprecian bacterias
Gram (+). 16



Discusion

En el presente trabajo se evalu6 el uso de AgNPs para el tratamiento de metritis
puerperal en vacas, un padecimiento que es frecuente en los establos lecheros. Las
nanoparticulas lograron la resolucién de la infeccion en el 70% de los animales del

grupo tratado exclusivamente con las nanoparticulas, porcentaje significativamente

menor al obtenido con el tratamiento convencional de Emicina (100%).

Existen diversos tipos de tratamiento siendo los mas utilizados los antibiéticos por
via intrauterina. Entre ellos se encuentra la Oxitetraciclina por su amplio espectro
de accion en contra de los organismos involucrados en este tipo de infecciones
[Azawi, 2008], ademas, porque permanece relativamente mas tiempo en el Gtero
por su lenta absorcion hacia el torrente sanguineo [Purohit, 2015]. El uso de
penicilina por via sistémica también esta indicado en el tratamiento de metritis
cinica, en conjunto con oxitetraciclina intrauterina [Smith et al., 2009]. Esto explica
los resultados obtenidos en el grupo control de nuestro trabajo (100% de
recuperacion). Sin embargo, el uso de antibidticos genera resistencia por parte de
los microorganismos, disminuyendo su eficiencia [FAO, 2005], lo que ha obligado a
la rotacién de antibidticos y a la generacion de tratamientos cada vez mas fuertes.
A pesar de que podran generarse nuevos antibioticos eficaces contra organismos
resistentes, debe considerarse que es posible que los microorganismos sigan

generando esta capacidad de resistir a una velocidad variable.

Un estudio in vitro mostré que las nanoparticulas de plata fueron eficaces contra P.
aeruginosa y S. aureus; bacterias que resultaron resistentes a una amplia variedad
de antibidticos, entre ellos los B-lactamicos y las tetraciclinas [Yu-Guo Yuan et al.,
2017]. En nuestro trabajo, al realizar los cultivos bacteriol6gicos de muestras de
metritis (ensayo 1), se observé una reduccion importante en el nimero de unidades
formadoras de colonias en la muestras adicionadas con Argovit 1 y Emicina®, al

compararlas con la muestra sin tratamiento (Cuadro 1), esto sugiere que las
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bacterias involucradas en la infeccién de metritis son igualmente responsivas a las
nanoparticulas y al antibidtico del tratamiento convencional. Sin embargo, se
observo que la inhibicion de crecimiento para el Argovit 1 fue menor que la de la
Emicina® (Cuadro 2, Figura 4). Las diferencias podrian deberse a que las
nanoparticulas no difunden adecuadamente en el agar, y su difusién disminuye a
mayor concentracion del agar (Comunicacion personal de la Dra Nina
Bogdanchikova del Centro de nanociencias y Nanotecnologia-UNAM, datos no
publicados). De hecho, las nanoparticulas tienen un diametro de nucleo de 35 nm,
gue en conjunto con la envoltura de polimero suman un diametro hidrodinamico de
100 nm. Por lo tanto, al estar en un medio sé6lido como es el agar, las nanoparticulas
guedan “atrapadas” entre el polimero hidrofilico del mismo disminuyendo su
difusion. En el ensayo 1 (cultivo bacteriolégico) y en el antibiograma se utilizaron
agares con diferentes concentraciones, por un lado, se emple6 agar sangre de BD®
(para el cultivo bacteriol6gico) que contiene 1.3% de agar, y por el otro, para el
antibiograma, el gel se elabor6 en el laboratorio de microbiologia de la FMVZ con
una concentracion de 1.5% de agar, por lo que las nanoparticulas debieron difundir
mejor en el cultivo bacteriologico, en el que el Argovit 1 y la Emicina® tuvieron
resultados similares, a diferencia de lo que se encontr6é en el antibiograma, en el

gue las nanoparticulas no debieron difundir correctamente.

Por otro lado, a pesar de que en este trabajo no se realizaron estudios sobre la
resistencia bacteriana a los farmacos utilizados (Oxitetraciclina y Penicilina), se ha
demostrado que Trueperella pyogenes, una de las principales bacterias
involucradas en la metritis clinica (aislada del Gtero de vacas post-parto), ha llegado
a generar dicha resistencia, con reportes de 86.1% de los cultivos resistentes a
penicilina y 50% a oxitetraciclina [Santos, 2010]. Ademas, diferentes cepas de E.
coli y F. necrophorum, otras de las bacterias mas comunmente aisladas en
padecimientos uterinos, mostraron resistencia a la oxitetraciclina, esta Ultima con
una amplia variacion en los valores de concentraciones minimas inhibitorias
[Sheldon, 2004]. Mas aun, un estudio resiente realizado en Rusia, demostr6 que las

AgNPs incluso logran potencializar el efecto antimicrobiano de ciertos antibiéticos
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en cultivos de S. aureus, realizados a partir de muestras de leche de vacas con
mastitis. Ademas, reportaron que la completa recuperacion se obtuvo dos dias
antes con el uso de AgNPs que con el uso de Lactobay® (antibiético intramamario)
[Nefedova et al, 2022].

Un punto que debe estudiarse con respecto al uso de las AgNPs es la resistencia
gue los microorganismos puedan generar a ellas, ya que si bien se menciona como
una ventaja de las AgNPs la no generacion de resistencia, no se encontré un trabajo
gue explicitamente lo demuestre. Sin embargo, recientemente se ha demostrado
gque ciertas bacterias comienzan a generar resistencia, al desarrollar mecanismos
como la agregacion, la precipitacion y la presencia de proteinas de superficie
bacteriana como la flagelina en E. coli, por los cuales evitan ser afectadas por las
nanoparticulas [Panacek A. Et al, 2018]. Otros autores han sugerido que la
resistencia de las bacterias Gram (-) se debe a la diferencia de carga que poseen
[Mandal et al, 2016]. También se han reportado casos de persistencia bacteriana;
debido a la exposicion de bacterias a dosis inferiores a las requeridas de las AQNPs
[Orozco M, et al, 2019]. Diversos trabajos han mencionado que un importante
mecanismo de resistencia de las bacterias a los antibidticos es que estas los
expulsan, mediante un sistema denominado bombas efflux, incluso Orozco y
colaboradores han sugerido que por esta via las bacterias también pueden expulsar
a las AgNPs, sin embargo, el estudio de Nefedova y colaboradores [2022] sugieren
gue a pesar de este mecanismo las AgNPs son eficientes aln en presencia de este
mecanismo, incrementando el efecto antimicrobiano en un 3% en contraste con el

uso de un antibiético solo.

Segun la FAO el uso de antibiéticos en medicina veterinaria genera una situacion
desfavorable para la salud publica, ya que en América su uso es indiscriminado
porque muchas veces son de venta libre, e incluso se llegan a utilizar como
promotores de crecimiento en el ganado [FAO, 2005]. Dentro de los riesgos
generados por los residuos de antibiéticos, en los productos de origen animal, se
encuentran reacciones de hipersensibilidad, efectos carcinogénicos y teratogénicos

[Beyene T, 2006], y uno de los mas importantes, la resistencia bacteriana, que se
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traduce en tratamientos veterinarios inefectivos y la transferencia de estos

microorganismos resistentes.

Se ha sugerido que las nanoparticulas de plata no producen residuos, ni toxicidad
en los animales [Laboratorio de Espectroscopia UNAM, 2018], que es otra gran
preocupacion al momento de elegir tratamientos alternativos a los ya establecidos.
En el presente trabajo no se evaluaron residuos ni toxicidad, por lo que es algo que

se requiere investigar.

La distribucién de las AgNPs en el organismo depende de diferentes variables, tales
como el tamafio de estas, la via y tiempo de administracion, la concentracion,
incluso el sexo del paciente, entre otras. En un estudio realizado en ratas se detecto
la presencia de nanoparticulas en higado, bazo y rifiones, lo cual se atribuy6 a que
son los érganos que sirven para la depuracién del organismo, y se encontrd que la
principal via de eliminacion son las heces. [Triana, 2014]. Sin embargo, en el
Laboratorio de Espectroscopia de la UNAM se llegd a la conclusién de que la
concentracion de nanoparticulas de plata en muestras (heces, riiion, intestino
delgado, corazon, higado, pulmén, rumen, ganglios y tejido adiposo) de vacas
sujetas a un tratamiento para mastitis, con aplicaciones intramamaria e
intramuscular, a las 24 y 48 horas postaplicacion, esta por debajo del limite de
deteccion. Lo anterior sugiere que no existe eliminacion por otras vias, como la
leche. De comprobarse lo anterior, las nanoparticulas podrian representar una
opcion de tratamiento para vacas lecheras, lo que implica una reduccion en las
pérdidas econémicas que ocasiona el tratamiento convencional, por el tiempo de
retiro de los antibioticos [USDA, 2011].

Debido al incremento en el uso de las AgNPs en diferentes industrias, resulta de
relevacia estudiar los efectos que tienen en el medio ambiente. No existe evidencia
gue demuestre que los residuos generados después de un tratamiento en animales
generen dafo en el medio ambiente. Sin embargo, se ha observado in vitro, que
presentan accion en células eucariotas y procariotas, perjudiciales para los
cloroplastos de plantas y algas, lo que se ha especulado que podria tener un efecto

directo en el ecosistema por la contaminacion del suelo y agua que se da en los
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procesos de uso, produccion y eliminacion de las AgNPs [Anjali Dash et al., 2012].

Existe informacion contradictoria sobre el efecto de combinar nanoparticulas de
plata y antibidticos. Especificamente para el caso de los B-lactamicos, grupo al que
pertenece el antibidtico empleado por via sistémica en nuestro estudio (penicilina
G), Li y colaboradores [2005] demostraron que la amoxicilina tenia un efecto
sinérgico cuando se evaluo in vitro sobre cultivos de E. coli. Una de las causas
probables es que debido a la composicién de la amoxicilina (grupos hidroxi y amino)
se crean enlaces por medio de quelacién para formar “grupos antimicrobianos”, lo
resultando en la sinergia entre ambas sustancias. Otra explicacion podria ser la
capacidad de las AgNPs de “acercar” a la amoxicilina a la membrana celular, por
ser hidrofébica. Sin embargo, en otro estudio realizado en cultivos bacterianos se
encontré que la combinacion de nanoparticulas y ampicilina no genera ninguna
interaccion; es decir, ni sinergia ni antagonismo [Vazquez Roberto, 2017]. Nuestro
trabajo concuerda con esta ultima observacion, ya que en el grupo de estudio que
obtuvo el tratamiento de nanoparticulas mas el antibiético parenteral no se mostro

diferencia significativa con el grupo tratado exclusivamente con las nanoparticulas.

Los iones de plata muestran efectos antimicrobianos eficientes al actuar
directamente en heridas contaminadas y como antiséptico en quemaduras
[Lansdown, 2002]. En nuestro estudio, se vid una reduccion en los microorganismos
de las secreciones uterinas , cuando se aplicé el tratamiento con nanoparticulas en
infusiones intrauterinas (60% de resolucion de la metritis cuando se aplicaron
solas), lo que sugiere que en el ambiente intrauterino son capaces de generar el
efecto antimicrobiano que los caracteriza. Sin embargo, el hecho de que el
tratamiento con las nanoparticulas tuviera un menor porcentaje de recuperacion
que la antibioterapia convencional sugiere que es necesario evaluar la dosis de las
nanoparticulas, a fin de obtener un mayor nimero de resoluciones de la infeccién

in vivo.

Es probable que la baja respuesta obtenida en ambos grupos tratados con
nanoparticulas se deba a una baja concentracion de las mismas, ya que la eficiencia

de las nanoparticulas suele depender de la dosis administrada [Shkil, 2018]. Asi, un
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estudio realizado en la region sur de China, que trabajé con muestras de leche de
cabra con mastitis in vitro, en las que se encontr6 P. aeruginosa y S. aureus,
demostré que se manifestaba una completa inhibicion a mayor concentracion de las
nanoparticulas [Yu-Guo Yuan et al., 2017]. Sin embargo, debe considerarse que los
estudios in vivo e in vitro pueden mostrar diferencias significativas, por ejemplo, en
un experimento realizado sobre mastitis subclinica bovina de acuerdo al test de
Tuckey, concluyeron que la mayor concentracion de nano-plata (7 ppm) estudiada,
inhibia el crecimiento de E. coliin vitro, en un 92.1%; pero esa misma concentracion
in vivo tuvo un porcentaje de efectividad de apenas un 7.7% [Valdivieso, 2010]. Para
nuestro trabajo se tomé como referencia la concentracion empleada del 5% en
vacas con mastitis in vivo por Shkil [2018], la cual tal vez haya sido insuficiente para

generar la inhibicion total en nuestro trabajo, al aplicarse intrauterinamente.

Dado que este fue un primer estudio, se sugiere elevar la dosis empleada de
nanoparticulas, ya que la del presente trabajo podria haber sido insuficiente. Como

se menciona en un par de investigaciones in vitro, donde se utilizaron cepas de

E. coli, al aumentar la concentracion de AgNPs es mayor la inhibicion del
crecimiento bacteriano. Asi, Sondi y Branka [2004] demostraron una inhibicién
bacteriana del 70% a una concentracion de 10 pg cm -3, en comparaciéon con una
inhibicion del 100% a una concentraciéon de 50-60 pg cm 3. Similarmente,
Siddhartha y colaboradores [2007] demostraron un 60% de inhibicion al usar 5ug
ml-* de AgNPs, y se alcanzé una completa inhibicién al usar 25 ug ml-t. También es
necesario realizar valoraciones de toxicidad y eliminacion en leche, asi como
evaluar el desempefio de parametros reproductivos postratamiento, tales como dias
abiertos y tasa de concepcion a primer y segundo servicio, entre otros. De obtenerse
mejores resultados podria considerarse la sustitucion del uso de antimicrobianos,
con la posibilidad de comercializar la leche de los animales en tratamiento, pues
aun no existe evidencia de que las nanoparticulas se eliminen por leche. Esto ultimo
seria benéfico para los establos lecheros del pais, por la gran pérdida econémica

gue representa el desecho de la leche de animales tratados con antibidticos, y asi
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también se disminuirian las incidencias de resistencia bacteriana, que se presentan
mas frecuentemente en estos dias y que afectan a seres humanos y animales por

igual.

Otra propiedad muy importante de las nanoparticulas de plata es la antiinflamatoria,
ya que causan la apoptosis de neutréfilos, la reduccién de citoquinas pro-
inflamatorias y una reduccién en las metaloproteinasas de la matriz extracelular,
culpables de inducir inflamacion. Estas reacciones fueron observadas en un estudio
realizado en piel de cerdo, donde fue inducida una dermatitis por contacto siendo
tratados usando plata nanocristalina. Los autores observaron que después de 48
horas del tratamiento, disminuyeron las celulas inflamatorias, y la regeneracion de
la epidermis. Ahunado a esto, se demostré que hubo un incremento en la apoptosis
de celulas inflamatorias en la dermis, sin afectar los keratinocitos [Nadworny et al.,
2008]. Ademas, las nanoparticulas de plata inhiben la actividad del interferon
gamma y del factor de necrosis tumoral, ambos involucrados en la inflamacion
[Prabhu & Eldho, 2012]. Es necesario evaluar el efecto antiinflamatorio en estas
circunstancias, ya que se habla de un animal post-parto; con un tejido uterino
inflamado, en un ambiente séptico. Esto no fue objeto de estudio en el presente

trabajo.

A pesar de haberse obtenido una recuperacion menor que la obtenida con el
tratamiento a base de antibiéticos, puede considerarse que se logré la resolucién
en un buen numero de animales, lo cual puede significar una ganancia si se
considera que la leche de estos animales tratados no requiere un tiempo de retiro,
o la necesidad de desecharla. Aunque en el presente trabajo no se incluyé un grupo
sin tratamiento, debido a que se trabajé en una unidad de produccion pecuaria
privada, estudios encontrados en la literatura han reportado que las vacas sin
tratamiento tardan 14 dias en recuperarse por si solas, con porcentajes de
recuperacion es del 55.3%, comparado con un 74.3% en el caso de vacas con
tratamiento (McLaughlin et al. 2012). En nuestro estudio el porcentaje vacas

recuperadas con el tratamiento de Argovit fue de 70% en un tiempo promedio de 5
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dias, por lo que podemos asumir que la resolucién de los animales del presente

trabajo se debe a los tratamientos probados.

En un estudio realizado en el estado de lllinois, sobre la metritis clinica y sus efectos
econdmicos en la produccién lactea [Lima, 2019], se determind que el costo total
del tratamiento -usando ampicilina o ceftiofur- para esta patologia, es de
aproximadamente 377 USD cuando la leche se desecha, y 337 USD cuando se
alimentaba a los becerros con esa leche (tomando en cuenta un costo de la leche
de 0.44 USD/kg, y de alimentacion de 0.26 USD/kg). En el caso de las
nanoparticulas; que son traidas desde Rusia, en promedio el litro de AgNPs tiene
un costo de 300 USD, si tomamos en cuenta que se realizaran 3 aplicaciones por
tratamiento, de 2.5ml cada una, el costo del tratamiento total por el medicamento
es de 2.25 USD por vaca, que en pesos mexicanos equivale aproximadamente a

$50.00, lo que representa un costo significativamente menor.

Conclusiéon

Este fue un primer ensayo para evaluar el efecto de las nanoparticulas de plata en
el tratamiento de infecciones uterinas en vacas, los resultados son alentadores,
dado que las nanoparticulas de plata, en el estudio in vitro causaron una reduccion
en el nimero de UFC, se sugiere una potencial funcion de eliminar los
microorganismos presentes en la secrecion uterina de vacas con metritis clinica.
Adicionalmente, en el estudio in vivo, a pesar de haberse obtenido mejores
resultados con el tratamiento convencional se logro la resolucion exitosa de 7 de 10

animales tratados.

El tratamiento convencional sigue siendo mas efectivo, ya que el 100% de los
animales tuvo una resolucion favorable, esto habria que contrastarlo con el costo
del tratamiento que es mas elevado que el del grupo de nanoparticulas de plata, asi

también podria disminuirse el impacto econdmico que se presenta en los establos
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por este padecimiento.

El uso de las nanoparticulas de plata en combinacion con otros antibiéticos se ha
descrito en otras investigaciones [Vazquez, 2017], sin embargo, en esta

investigacion no mostré beneficios en el tratamiento de la enfermedad.

Ademas, se sugiere ampliar los estudios de efectos de sinergia o antagonismo,
entre las nanoparticulas y los antimicrobianos.

Los resultados de este estudio sugieren que el uso de AgNPs requiere aun mas
investigacion pero podrian ser un tratamiento que potencialmente podria usarse.
Previo a su recomendacion se hara necesario investigar que las nanoparticulas no

tienen efectos toxicos sobre el embrion, su implantacion y su desarrollo.
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