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RESUMEN

La antisepsia de los pezones, tanto pre-ordefio como post-ordefio, previene infecciones
intramamarias. El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la sustitucion de un
desinfectante de pezones comercial de iodo (7 000 ppm), pre y post-ordefio, por el extracto
etandlico de gel de Aloe vera “sabila” (200 mg/mL) en la prevencion de la mastitis bovina
mediante los parametros: conteo de células somaticas, efecto preventivo, efectividad y
evaluacion econdmica de los tratamientos. Se evaluaron 21 vacas Holstein en lactacion. Se
aplicaron 2 tratamientos simultaneamente en la misma ubre por 2 meses, asignando los
pezones del lado derecho al desinfectante alternativo a base de sbilay los del lado izquierdo
al desinfectante comercial iodéforo a manera de testigo. Las muestras de leche se tomaron
mensualmente por 2 meses y fueron analizadas con la prueba PortaSCC®. El promedio de
conteo células somaticas obtenido con los tratamientos testigo y alternativo fue de 280
079.37 £10 157.32'y 295 873.02 £ 11 243.33, sin diferencias estadisticamente significativas
en el efecto de los tratamientos sobre el conteo de células somaticas (P > 0.05). El efecto
preventivo fue de 61.11% y 64.28% para los tratamientos testigo y alternativo
respectivamente, siendo este ultimo 5.20% superior, sin diferencia significativa (P > 0.05).
En cuanto a la efectividad, el testigo y el alternativo presentaron 60.53% y 67.50%. Este
altimo tuvo 11.51% mas efectividad respecto al testigo, sin diferencia significativa (P >
0.05). Los desinfectantes pre y post-ordefio a base de sabila representan el 94.61% y 93.72%
de los costos de los desinfectantes ioddforos respectivamente. El desinfectante de pezones a
base de extracto etandlico de gel de sabila (200 mg/mL) podria actuar como una alternativa
efectiva para la prevencion de mastitis bovina, ya que este producto no representa un riesgo

para la produccion animal ni el medio ambiente

Palabras claves: Desinfectante natural de pezones, prevencion de mastitis bovina, Aloe

vera, infeccidn intramamaria, pre-sellador, sellador



ABSTRACT

The antisepsis of the teats, both pre-milking and post-milking, prevents intramammary
infections. The aim of the study was to evaluate the effect of substituting a commercial iodine
teat disinfectant (7000 ppm), pre-milking and post-milking, for the ethanolic extract of Aloe
vera gel (200 mg/mL) in the prevention of bovine mastitis through the parameters: somatic
cell count, preventive effect, effectiveness and economic evaluation of the treatments.
Twenty-one lactating Holstein cows were evaluated. Two treatments were applied
simultaneously to the same udder for 2 months, assigning the right teats to the alternative
disinfectant based on ethanolic extract of Aloe gel and the left side to a commercial iodophor
disinfectant as a control. Milk samples were taken monthly for 2 months and analyzed using
the PortaSCC® test. The average somatic cell count obtained with the control and alternative
treatments was 280 079.37 + 10 157.32 and 295 873.02 + 11 243.33, without significant
differences between the effect of the treatments on the somatic cell count (P > 0.05). The
preventive effect was 61.11% and 64.28% for the control and alternative treatments
respectively, the latter being 5.20% higher, with no significant difference (P > 0.05).
Regarding the efficacy, the control and the alternative appeared 60.53% and 67.50%. The
latter was 11.51% more effective than the control, with no significant difference (P > 0.05).
Aloe-based pre- and post-milking disinfectants represent 94.61% and 93.72% of the costs of
iodophor disinfectants, respectively. The teat disinfectant based on ethanolic extract of aloe
vera gel (200 mg/mL) could act as an effective alternative for the prevention of bovine

mastitis that do not represent a risk to animal production or the environment.

Keywords: Natural teat disinfectant, bovine mastitis prevention, Aloe vera, intramammary
infection, pre-dipping, dipping



l. INTRODUCCION

La mastitis bovina es la respuesta inflamatoria de la glandula mamaria ocasionada por
traumatismos o infecciones por microorganismos, siendo esta Ultima la causa principal
(Cheng & Han, 2020; De Vliegher et al. 2018). El principal agente etioldgico de esta

enfermedad es Staphylococcus aureus (Fiordalisi et al., 2018; Gomes et al., 2016).

Esta enfermedad multifactorial es de gran importancia en la industria lactea a nivel
mundial, no solo debido a su alta prevalencia y la dificultad para su erradicacion, sino
también por su impacto en el bienestar del animal, la cantidad y calidad de la leche, la
rentabilidad de la produccion lechera y el potencial riesgo en la salud publica que
representa (Andresen, 2001; Belay et al., 2022). Es considerada la enfermedad mas
comun y costosa en la industria lechera por las pérdidas econdmicas que genera debido a
la disminucion de la produccion y la afectacién de la calidad de la leche (Cheng & Han,
2020). Por tal motivo, la prevencion adquiere un rol importante.

El pezon, a través de sus barreras fisicas como el epitelio del pezdn, el musculo del
esfinter y el tapdn de queratina, actia como la primera linea de defensa frente a patdégenos.
No obstante, al momento del ordefio, se retira el tapon de queratina dejando el canal del
pezon expuesto hasta unas horas tras el ordefio, lo cual representa un riesgo de penetracion

por microorganismos patdgenos (Olivera-Angel et al., 2020).

Se ha demostrado que existe una relacion entre la colonizacion bacteriana de la superficie
del pezon y el desarrollo de infecciones intramamarias (Bhakat et al., 2020). La antisepsia
de los pezones es la practica preventiva mas efectiva para las vacas en lactacion
(Fitzpatrick et al., 2021). Esta medida higiénica, que implica la desinfeccién de los
pezones del ganado lechero antes y después del ordefio con una solucion germicida para
reducir la colonizacion y contaminacién por bacterias causantes de mastitis en la piel de

pezon, permite reducir significativamente la aparicion de nuevos casos (Rios et al., 2013).
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Tanto la desinfeccion de los pezones pre-ordefio, cuanto post-ordefio, son importantes
para la prevencion de las infecciones intramamarias. Si bien los desinfectantes
convencionales son efectivos en la reduccion de la incidencia de infecciones
intramamarias, existe una preocupacion por el potencial incremento de residuos de estos
en la leche, tales como cuando se usa el iodo como desinfectante (Chotigarpa et al., 2019;
Fitzpatrick et al., 2021; Sharma et al., 2014). En consecuencia, gran variedad de plantas
y hierbas, como el ajo (Allium sativum) y el alfilerillo de pastor (Erodium cicutarium),
han sido evaluadas para el uso en la prevencion de la mastitis bovina debido a los agentes
bioldgicos activos con accidn antimicrobiana que proveen, con la ventaja de no generar
resistencia tras un largo tiempo de exposicién y baja toxicidad como si lo hacen los
quimicos convencionales (Cheng & Han, 2020; Chotigarpa et al., 2019; Gonzélez et al.,
2021; Gomes & Henriques, 2016; Leyton et al., 2013; Saddig & Mohamed, 2019).
Estudios realizados, como el de Forno-Bell et al. (2019), han demostrado el efecto
antimicrobial del Aloe vera frente a bacterias asociadas a mastitis bovina, como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus uberis y Staphylococcus aureus

resistentes a meticilina (MRSA).

El gel de sabila (Aloe vera) es un mucilago, producto natural extraido de la parte carnosa
de las hojas de la sébila (Rodriguez et al., 2006; Forno-Bell et al., 2021). Cuenta con una
serie de componentes, tales como polisacaridos y compuestos fendlicos, cuya interaccion
sinérgica le otorgan propiedades medicinales ampliamente conocidas, entre las cuales
resaltan su poder antiinflamatorio, antimicrobiano, inmunosupresor y regenerador de la
piel (Forno-Bell et al., 2021; Hamman, 2008; Gao et al., 2019; Kumar et al., 2019). Estas
propiedades convierten al Aloe vera en ideal para la elaboracion de un potencial

desinfectante de pezones (Fiordalisi et al., 2018).

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del desinfectante de pezones pre y
post-ordefio a base de extracto etandlico de gel de Aloe vera “sabila” (200 mg/mL) como
sustituto de un desinfectante iod6foro comercial (7 000 pm) en la prevencién de mastitis,
siendo los objetivos especificos: determinar el efecto en el conteo de células somaticas,
el efecto preventivo y efectividad de los tratamientos, y realizar una evaluacion

economica de los tratamientos.
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Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. Mastitis bovina

La mastitis es considerada una de las enfermedades mas frecuentes y costosas del ganado
lechero a nivel mundial (Gomes et al., 2016; Gomes & Henriques, 2016; Jamali et al.,
2018). Asimismo, resulta una de las patologias mas dificiles de controlar, debido al
amplio nimero de agentes patogenos causales, las diferentes respuestas fisiologicas a
estos (en variedad y magnitud), asi como la variable eficacia de las medidas de control
(Bogni et al., 2011; Gomes et al., 2016).

La mastitis bovina es una respuesta inflamatoria de la glandula mamaria (Gomes &
Henriques, 2016; Menzies & Ramanoon, 2001). Por lo general, es producto de la
infeccion de tejido mamario por diversos agentes patogenos, los cuales pueden variar
dependiendo de las condiciones climéaticas y practicas de manejo (Deb et al., 2013;
Gomes & Henriques, 2016). Sin embargo, también puede ser causada por lesiones y, con

menor frecuencia, por alergia o neoplasias (Menzies & Ramanoon, 2001).

Esta patologia causa importantes efectos perjudiciales en las caracteristicas y calidad de
la leche, el bienestar del animal y la rentabilidad del establo, y la convierten en una de las
mas grandes preocupaciones de la industria lechera (Belay et al., 2022; Ruegg, 2017). De
igual manera, tiene relevancia en la salud publica, debido a que representa un riesgo de
intoxicaciones por farmacos usados para el tratamiento de la mastitis y presentes en la
leche, asi como zoonosis, por transmitir bacterias resistentes a los antimicrobianos (Belay
et al., 2022; Gomes et al., 2016; Mordmuang et al., 2019; Sanchez et al., 2018).

15



2.1.1. Respuesta innata

El término inmunidad innata hace referencia a los mecanismos de defensa inicial que
actlan frente a la exposicion a microorganismos patdégenos de manera inmediata y no
especifica. Entre estos mecanismos se encuentran los factores constitutivos, barreras
naturales, moléculas de reconocimiento, células, sistemas enzimaticos, fagocitosis e

inflamacion (Olivera-Angel et al., 2020).

El pezon actlia como la primera linea de defensa frente a los microorganismos patégenos
(Guerrero, 2017). Resultan de gran importancia las barreras fisicas del pezdn, que son
defensas externas compuestas principalmente por el epitelio externo del pezén, masculo
del esfinter y el tapdn de queratina. El epitelio externo del pezon, cuando se encuentra
intacto, se vuelve un medio inhibitorio del desarrollo de bacterias. Mientras que, el
musculo liso del esfinter se contrae, manteniendo el cierre del canal del pezén tras el
ordefio, impidiendo de esta manera la penetracion de las bacterias. Asimismo, este cierre
se sella con un tapon de queratina, producido por el epitelio cubico, que recubre el canal
del pezén actuando como obstruccion fisica ademas de tener actividad bacteriostatica. Al
momento del ordefio, se retira el tapdn de queratina para permitir la apertura del canal del
pezon y realizar la cosecha de la leche. Este canal permanece abierto al menos dos horas

después de finalizado el ordefio (Olivera-Angel et al., 2020; Paulrud, 2005).

2.1.2. Clasificacion de la mastitis bovina
En base a la presencia o ausencia de manifestaciones de signos clinicos, la mastitis bovina

puede desarrollarse de forma clinica o subclinica respectivamente (Belay et al., 2022;
Tezera & Aman Ali, 2021). La manifestacion de los signos de la mastitis bovina varia
segun factores relacionados al hospedero, asi como el patdgeno invasor, por lo que puede
producirse de manera subclinica o clinica (dos Santos et al., 2002; Leigh, 1999; Sanchez
et al., 2018). Ambas, las mastitis subclinica y clinica, producen una disminucion en la
produccion de leche; sin embargo, difieren en la detectabilidad de los cambios producidos
en el tejido glandular y/o la leche. La mastitis clinica produce cambios que pueden
detectarse por medio de la inspeccidn y/o palpacion, tales como anormalidades visibles
en leche (composicion y apariencia) y/o la ubre. Mientras que, la mastitis subclinica es
aquella que no evidencia cambios visibles, por lo que su deteccidn requiere métodos
16



indirectos, ya sean de campo o de laboratorio (Andresen, 2001; Leigh, 1999; Sanchez et
al., 2018; Schrick et al., 2001). Segun lo indicado por Belay et al. (2022), la mastitis
subclinica es la forma mas comun y se detecta a traves del conteo alto de células

somaticas.

Segun su reservorio primario o el modo de transmisién, la mastitis puede ser clasificada
en contagiosa o ambiental. La mastitis contagiosa tiene como fuente de contagio la
glandula mamaria de la vaca infectada. Por el otro lado, los microorganismos causantes
de mastitis ambiental tienen el habitat del animal como su fuente de contagio (Bogni et
al., 2011; Gomes et al., 2016; Gomes & Henriques, 2016).

2.1.3. Agentes causales

Los Staphylococcus aureus y los Streptococcus spp., como S. agalactiae, bacterias Gram
positivas, son los principales microorganismos causantes de mastitis contagiosa. Su
fuente de contagio es la glandula mamaria de la vaca infectada, por lo que su diseminacion
se da durante el ordefio, debido a malas practicas de higiene en el proceso. Por otro lado,
los coliformes y las bacterias Gram negativas son los principales microorganismos
causantes de mastitis ambiental, cuya fuente de contagio se encuentra en el habitat del
animal como el suelo, estiércol, entre otros. Entre los principales agentes causales de la
mastitis ambiental se encuentran: Escherichia coli, Klebsiella spp. y Enterobacter.
También son patdgenos ambientales algunas bacterias Gram positivas del género
Streptococcus como S. uberis, S. dysgalactiae y S. bovis (Bogni et al., 2011; Gomes et
al., 2016; Gomes & Henriques, 2016; Harmon, 1994).

Comunmente, la mastitis clinica es causada por Staphylococcus aureus, Streptococcus
spp., Y enterobacterias (Escherichia coli, Klebsiella spp. y Mycoplasma spp.). Mientras
que, patdgenos del género Staphylococcus, a excepcion del S. aureus, tales como S.
chromogenes, S. hyicus, S. epidermis y S. xylosus, asi como Corynebacterium spp., estan
relacionadas a infecciones moderadas, que rara vez manifiestan signos clinicos (Bogni et
al., 2011; Gomes & Henriques, 2016).

Por lo general, las bacterias aisladas mas comunes en mastitis bovina son las del género

Staphylococcus, siendo la S. aureus el agente etioldgico principal de la enfermedad
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(Calderén & Rodriguez., 2008; Fiordalisi et al., 2018; Gomes et al., 2016). Las mastitis
causadas por este patogeno pueden resultar ser dificiles de erradicar, debido a que esta
bacteria posee la capacidad de evitar y manipular la respuesta inmune (Olivera-Angel et
al., 2020).

2.1.4. Impacto productivo y econémico

La mastitis genera un impacto productivo, el cual depende de la forma (clinica o
subclinica) y el momento de la lactacion en la que se presenta, el patégeno involucrado,
el riesgo de descarte 0 muerte prematura del animal y las probables fallas reproductivas
(Huijps et al., 2008; Vissio et al., 2015; Yalgi, 2000).

La mastitis clinica y subclinica disminuyen el nivel de produccion de manera diferente,
donde la clinica tiene un mayor impacto; mientras que, el nivel de disminucion de la
produccion causado por mastitis subclinica esta relacionado directamente al conteo de
células somaticas (Halasa et al., 2007; Seergers et al., 2003; Vissio et al., 2015).
Asimismo, el grado de reduccion del nivel de produccién varia segin el momento de la
lactacion en la que la infeccion ocurre, siendo mas frecuente y con mayor impacto durante

los primeros meses (Huijps et al., 2008).

Por otra parte, la mastitis, tanto en su forma clinica como subclinica, puede afectar la
reproduccion. Estudios citados por Lavon et al. (2011), asocian la mastitis con una
reduccion de la eficiencia reproductiva, por una disminucion en la tasa de concepcion,
incremento de dias abierto, entre otros. De igual manera, Wolfenson et al. (2015)
mencionan que la mastitis bovina resulta en una baja fertilidad y la reduccion de la tasa

de concepcidn.

Las pérdidas econdmicas estan justificadas en los costos directos e indirectos que genera.
Las pérdidas directas incluyen basicamente los costos del tratamiento, servicios
veterinarios y el descarte de leche. Por otro lado, las pérdidas indirectas estan reflejadas
principalmente en la reduccion de la produccion lechera y los cambios originados en la
composicion y calidad de la leche (Gomes & Henriques, 2016; Heikkila et al., 2018).
Segun Wellenberg (2002) y O’Flaherty (2005), las pérdidas econdmicas a nivel mundial
al afio estan estimadas en 35 billones de dolares. En el Peru, segun el estudio de Ajahuana
(2009) citado por Guerrero (2017), las pérdidas econdmicas en los casos de mastitis

clinica son mayores que en los de la subclinica, siendo de 3417.89 y 1465.5
18



soles/vaca/campafia respectivamente. Por otro lado, el nivel de reduccion de la
produccion para bovinos con mastitis clinica y subclinica no presentd diferencia
significativa. Sin embargo, obtuvo como resultado una disminucion de la produccion de
8.28% para casos de vacas con mastitis subclinica y de 15.65% para los de mastitis
clinica, lo cual se representa en 729 y 1378.8 kg/camparfia respectivamente segun lo
indicado (Guerrero, 2017).

2.1.5. Antecedentes de mastitis en el Peru

En el PerG no existen muchos datos acerca de la incidencia de mastitis subclinica y clinica
a nivel nacional. Sin embargo, es sabido que nuestro pais esta fuertemente afectado por
esta enfermedad.

No obstante, la Norma Técnica Peruana (NTP) 202.001 establece 500 000 CS/mL como
el limite maximo para el conteo de células somaticas, este conteo es superior en varias
regiones de nuestro pais (Sanchez, 2013). Tal es el caso de Arequipa, region productora
del 90% de la leche de la cuenca del sur. Un estudio realizado en 74 establos en las
cuencas lecheras de Arequipa, determind que el 9% de los establos evaluados presentaron

un conteo de células soméaticas mayor a 600 000 células/mL (Olivera, 2001).

Asimismo, otros estudios reflejan el alto porcentaje de mastitis en las diferentes regiones
del pais como en Apurimac, donde Gomez et al. (2015) determind una prevalencia de
65.5% de mastitis subclinica. Mientras que, en Colan— Piura, Chamba (2019) obtuvo una

prevalencia de mastitis subclinica de 68.1%.

Del mismo modo, se han realizado estudios en la cuenca lechera de Lima. En Huacho,
provincia de Huaura, Velasquez & Vega (2012) evalu6 el porcentaje de cuartos afectados
por mastitis subclinica en establos pequefios, medianos y grandes con resultados de
29.8%, 52.6% y 49.9% respectivamente. De igual forma, Guerrero (2017) evalud la
prevalencia de mastitis subclinica en dos establos de la cuenca lechera de Lima, Establo
Labrador - Herbay Alto y la Unidad Experimental de Zootecnia (UEZ) de la Universidad
Nacional Agraria La Molina - La Molina, con resultados de 94.2% y 60.5% por vaca

afectada y 47.9% y 32.9% por cuartos afectados respectivamente.
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2.2. Diagnostico de mastitis

Debido a las grandes pérdidas econdmicas que la mastitis ocasiona, se han desarrollado
una serie de técnicas para el diagnostico de esta enfermedad. La seleccion de una sobre
la otra dependeréa de factores como la precision, presupuesto, entre otros. Algunas de las
nuevas tendencias de diagnostico son el uso de reaccidon en cadena de la polimerasa
(PCR), que puede ser PCR en si misma, Multiplex PCR, PCR en tiempo real, biochips y
biosensores (Deb et al., 2013). Sin embargo, segin Gabli et al. (2019) y Rossi et al.
(2018), el diagnostico puede ser realizado por pruebas de facil uso y rapido resultado,
como California Mastitis Test (CMT) y el Conteo de Células Somaticas (CCS).

El Conteo de Células Somaticas (CCS) se refiere a la medida de las células somaticas en
una muestra de leche (Deb et al., 2013). La variacién de la cantidad de células somaticas
por mililitro de leche (CS/mL) puede deberse a una serie de factores tales como etapa de
lactancia, estacion, estrés, entre otros. No obstante, la mayor variacién se genera debido
a la presencia o ausencia de una infeccion bacterial en la glandula mamaria (Deb et al.,
2013; Olechnowicz & Jaskowski, 2012).

2.2.1. Conteo de Células Somaticas (CCS)

Las células somaticas de la leche son béasicamente células epiteliales que se han
desprendido del revestimiento de la glandula mamaria (25%) y leucocitos (75%), tales
como neutrofilos, linfocitos y macréfagos. Al darse una inflamacion, como la mastitis, se
produce un incremento del ndmero de células somaticas debido principalmente al
aumento de la migracion de neutrdfilos, la cual aumenta a un 90% (Deb et al., 2013;
Harmon, 1994; Patil et al., 2015). Por esto, las células somaticas actian como indicadores
de la resistencia y susceptibilidad de las vacas a la mastitis, asi como un monitor de la
magnitud de la mastitis (Patil et al., 2015). En tal sentido, puede ser considerado una

prueba préctica para el diagndstico de mastitis (Deb et al., 2013).

Por lo general, segun lo indicado por Lavon et al. (2011), la leche proveniente de ubres
sanas presenta un conteo de células somaticas basal que varia entre 18 000 a 200 000
CS/mL, con una media geométrica de 68 000. Seegers et al. (2003) sefialan que, en
animales no infectados, este conteo es menor o igual a 50 000 CS/mL, segun estudios

realizados en vacas Holstein. Hernandez & Bedolla (2008) indican un conteo de células
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somaticas entre 20 000 y 50 000 CS/mL para animales que nunca han presentado alguna
infeccion mamaria; mientras que, en animales sanos con infecciones previas se espera un
conteo de 100 000 a 200 000 CS/mL. Por otra parte, en el Pert, la Norma Técnica Peruana
(NTP) 202.001, establece que el limite maximo para el conteo de células somaticas es de
500 000 CS/mL (Sanchez, 2013).

Si bien existe un debate acerca del recuento exacto a partir del cual se indica una infeccién
en la vaca, por lo general, la industria lechera conviene en usar como nivel 200 000
CS/mL, es decir, un conteo superior es considerado como indicador de mastitis subclinica
(Moroni et al., 2018; Gémez et al., 2015).

2.2.2. California Mastitis Test (CMT)

La prueba de California Mastitis Test (CMT) es una prueba de campo de caracter practico
y econdmico (Kandeel et al., 2018). Permite realizar una estimacion indirecta de la
cantidad de células somaticas en la leche, la cual se evidencia por la reaccion del acido
desoxirribonucleico (ADN) de esas células con el reactivo, formando un gel. El resultado
puede ser evaluado desde negativo (sin cambios) hasta la puntuacion 3 (formacion sélida
de gel); siendo la puntuacién el 1, 2 y 3 considerados positivos para mastitis (Deb et al.,
2013; Kandeel et al., 2018).

Si bien esta técnica permite detectar la presencia de mastitis subclinica, la misma presenta
ciertas limitaciones como la subjetividad o falsos resultados. Al ser una prueba que no
brinda un resultado numérico, sino un resultado cualitativo cuya interpretacion
proporciona una valoracion aproximada del conteo de células somaticas, el resultado
puede variar con el operador. Por otra parte, algunos casos pueden dar falsos resultados,
como falsos positivos cuando se tienen animales recién paridos o cercanos a la seca y
falsos negativos en casos de mastitis clinica aguda, producto de la destruccion de los

leucocitos por los microorganismos patégenos (Magandi, 2008).

2.2.3. Prueba PortaSCC®

La prueba de conteo de células somaticas PortaSCC® permite evaluar de manera rapida,

simple y sensible, el recuento de células somaticas del hato (Portacheck, 2022). La prueba
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PortaSCC® es considerada una buena prueba para diagnosticar mastitis subclinica e

infecciones intramamarias (Kandeel et al., 2019).

Este método cuenta con una correlacion de 0.8 con respecto a los estudios de laboratorio.
Ademas, posee sensibilidad del 84.4% y especificidad de 97.5% a 200 000 CS/mL, con
un intervalo de confianza del 95% (Portacheck, 2022).

Salvador et al. (2014) reportaron una sensibilidad y especificidad de 94.12% y 87.30%
respectivamente en la identificacion de mastitis subclinica utilizando la prueba
PortaSCC®, tomando como referencia el contador de células sométicas de laboratorio
Fossomatic. Asimismo, basado en las propiedades de la prueba y su capacidad para dar
resultados de manera rapida y simple, consideraron que PortaSCC® podria usarse como

una alternativa al conteo de células somaticas de laboratorio en areas remotas.

El principio de esta prueba es la reaccion que se produce entre las tiras de prueba y una
enzima presente en las células blancas de la leche, la esterasa. Como resultado de esta
reaccion, se obtiene una coloracion azul, cuya intensidad es proporcional a la actividad
de la esterasa y, por ende, indirectamente valora el conteo de células somaticas (Kandeel
et al., 2019). Los resultados pueden ser leidos por medio de la comparacion del resultado
con la cartilla de colores o con el lector digital PortaReader, que permite obtener

resultados cuantitativos y de facil interpretacion (Portacheck, 2022).

2.3. Tratamiento de mastitis bovina

El tratamiento para mastitis tiene como objetivo curar la patologia y evitar la dispersion
de la enfermedad en el hato lechero. Por décadas, el tratamiento convencional de la
mastitis se ha basado en el uso de antibidticos, siendo el tratamiento de esta enfermedad
la principal razon para el uso de estos en la industria lechera (Heikkila et al., 2018). Sin
embargo, el uso de antibiGticos presenta problemas criticos como la generacion de
resistencia y la falta de respuesta a esta terapia (Gomes & Henriques, 2016; Mordmuang
et al., 2019). Existe una creciente preocupacion a nivel de salud pablica, relacionada a la
presencia de residuos de farmacos en la leche causado por el tratamiento de la mastitis,
asi como la transmision de bacterias resistentes a los antimicrobianos, como
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, conocido por sus siglas MRSA(Gomes et

al., 2016; Mordmuang et al., 2019; Sanchez et al., 2018). Esto, unido a las politicas que
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promueven la reduccion del uso de antibidticos, generan la necesidad de buscar nuevos
tratamientos para la prevencion y control de la mastitis (Serna & Pabdn, 2016; Breyne et
al., 2017; EMA-EFSA, 2017).

2.4. Prevencion

A pesar de los tratamientos existentes, la erradicacion de la mastitis resulta imposible, ya
que es un problema, multifactorial producto de la interaccion de tres factores claves: el
animal, los patdgenos y el ambiente, considerando dentro de este Gltimo factor también
las practicas de manejo (Belay et al., 2022). Por este motivo, se busca implementar
programas de control integral de los factores predisponentes de mastitis, que deberian
tener como objetivo la reduccién de la duracién de infecciones intramamarias y la

disminucion de la aparicion de casos nuevos (Andresen, 2001; De Vliegher et al. 2018).

Existen varias medidas higiénicas para la prevencion de la mastitis, siendo las de mayor
importancia aquellas que minimizan la contaminacion de los pezones con
microorganismos patogenos durante el ordefio (Kruze, 1998; Atehortua et al., 2013). En
tal sentido, la reduccion de la exposicion a microorganismos patdgenos en la piel del
pezon esta directamente relacionada a la disminucion de incidencia de infecciones
intramamarias (Bhakat et al., 2020; Fitzpatrick et al., 2021; Leyton et al., 2013).

Entre estas medidas preventivas se encuentran el uso de desinfectantes de pezones pre y
post-ordefio, rutina de ordefio higiénica y correcta, el adecuado uso, mantenimiento,
lavado y desinfeccién del equipo de ordefio, entre otros (Andresen, 2001; Guerrero,
2017). La antisepsia de los pezones es la practica de prevencion mas efectiva para las
vacas en lactacion. Esta practica implica en la desinfeccion de los pezones antes y después
del ordefio con una solucion germicida usada para reducir la colonizacion vy
contaminacion por bacterias causantes de mastitis en la piel de pezon (Fitzpatrick et al.,
2021; Sharma et al., 2014). La desinfeccion de los pezones pre y post-ordefio son
importantes medidas que previenen infecciones intramamarias y logran una reduccion del
50 a 90% de la aparicion de nuevos casos (Rios et al., 2013; Sharma et al., 2014). La
desinfeccion pre-ordefio de los pezones con solucidn sanitizante por inmersion o
aspersion, también conocido como “pre-dipping” o pre-sellado, es una medida

recomendada para prevenir casos de mastitis ambiental, pues mejora la calidad
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bacterioldgica de la leche y disminuye la contaminacidn bacteriana en la piel del pezon.
Para esto, se emplea un desinfectante con concentracion menor al desinfectante post-
ordefio, también llamado “dipping” o sellado (Chotigarpa et al., 2019; Fitzpatrick et al.,
2021; Kruze, 1998). Mientras que, la desinfeccion post-ordefio tiene como objetivo
prevenir la mastitis contagiosa. Se aplica después del retiro de la pezonera para eliminar
los patdgenos causantes de mastitis que pudieron haberse trasmitido por medio de las
pezoneras (Chotigarpa et al., 2019; Fitzpatrick et al., 2021; Pulero et al., 2010).

2.4.1. Desinfectantes de pezones convencionales

Se tiene gran variedad de desinfectantes de pezones, siendo los principios activos mas
comunes: iodo, clorhexidina, compuestos anidnicos, cloro, amonios cuaternarios y acidos
grasos (Kruze, 1998; Callejo, 2010). Los desinfectantes a base de iodo, también llamados
ioddforos, son de amplio espectro incluyendo bacterias, virus, levaduras y hongos
(Callejo, 2010). No obstante, al emplear compuestos iodados existe un riesgo inminente
de resistencia microbiana y que estos compuestos iodados se incorporen a la leche (Serna
& Pabon, 2016). De la misma forma, los desinfectantes a base de cloro son conocidos por
su amplio espectro de accion; sin embargo, tienen un potencial irritante. Un problema
similar se tiene con los amonios cuaternarios, los cuales pueden causar hipersensibilidad
por uso prolongado. Por otro lado, los desinfectantes con clorhexidina como principio
activo tienen un amplio espectro, principalmente contra bacterias y un efecto variable
contra virus y hongos. Asimismo, los &cidos grasos tienen accién desinfectante exclusiva
contra bacterias. Mientras que los compuestos anionicos, que contienen acido sulfonico
de alquil benceno, son conocidos por su rapida accion bactericida; sin embargo, no

controlan Corynebacterium bovis o Staphylococcus coagulasa negativo (Callejo, 2010).

2.4.2. Desinfectantes de pezones naturales a base de plantas

Existe una tendencia a la basqueda de nuevas alternativas para la prevencion de la
mastitis, tales como selladores naturales y biologicos (Serna & Pabdn, 2016).
Actualmente, existe una preferencia por el empleo de productos naturales efectivos que
sustituyan a los quimicos convencionales y signifiquen un bajo riesgo, tanto para la

produccion animal, como para el medio ambiente (Almeida et al.,. 2011). Algunas plantas
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contienen agentes bioldgicos activos con una accion antimicrobial, con la ventaja de no
generar resistencia tras un largo tiempo de exposicion (Gomes & Henriques, 2016; Saddiq
& Mohamed, 2019). El desarrollo de tratamientos alternativos naturales, tales como el
tratamiento con uso de hierbas y plantas (fitoterapia), responde a los criticos problemas
que se presenta con el uso de los antibidticos; por lo que su empleo beneficiaria a la salud
publica, asi como permitiria la prevencion de la generacién de resistencia (Mordmuang
et al., 2019). Por esto, se han evaluado una diversidad de plantas y hierbas para la
prevencién y control de la mastitis, por su efecto inhibitorio frente a las principales
bacterias causantes de estas (Bhatt et al., 2014).

En Colombia, Suérez (2019) estudid in vitro la capacidad antimicrobiana de los aceites
esenciales de plantas medicinales como orégano de monte (Lippia origanoides), cedron
(Lippia citriodora) y tomillo (Thymus vulgaris) frente a los principales patdgenos
causantes de la mastitis bovina. Asimismo, hizo una evaluacion in vivo del uso de los
aceites esenciales de las tres plantas mencionadas a manera de sellador para la prevencion
y control de la mastitis, concluyendo que no existen diferencias significativas entre el

sellador elaborado a base de aceites esenciales y el iodoforo.

En Cuba, se realiz6 un estudio en el cual se evalud la efectividad de un desinfectante post-
ordefio obtenido a partir de una solucion de ajo (Allium sativum) al 30%, determinandose
una efectividad similar a la iodopovidona al 1% para la disminucién de la prevalencia de
mastitis (Gonzalez et al., 2021). Mientras tanto, Almeida et al. (2011) estudiaron el uso
de plantas medicinales como desinfectante de pezones post-ordefio, que incluia un
extracto hidroalcoholico de huacatay (Tagetes minuta L.) y un extracto de goma de linaza
(Linum usitatissimum), teniendo como resultado ninguna diferencia significativa entre

este sellador y un iod6foro comercial (lodo Mastin®).

De igual forma, un estudio realizado en Argentina por Leyton et al. (2013), demuestra la
tendencia del aprovechamiento de los recursos vegetales y el conocimiento ancestral de
los pobladores de la zona para la realizacion de productos desinfectantes de pezones. En
tal sentido, elaboraron un sellador a base de infusion de alfilerillo de pastor (Erodium
cicutarium), con el que obtuvieron resultados exitosos, con mas de 70% de disminucion

de la carga microbiana del pezon.

Existen varios estudios que han demostrado el efecto inhibitorio del cristal de sabila (Aloe

vera) frente a las principales bacterias causantes de mastitis en bovinos como:
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Staphylococcus aureus, Streptococcus spp. y Escherichia coli (Kuhlmann, 2014,
Queirolo & Mufioz; 2012; Reyes de Fuentes & Fernandez Da Silva, 2014; Fiordalisi et
al., 2018; Forno-Bell et al., 2019). Al mismo tiempo, en el caso de la mastitis en humanos,
se ha evidenciado su accion antiinflamatoria y analgésica, teniendo accién en los nédulos

linfaticos, la cual favorece la curacién (Ruiz et al., 2012).

2.5. Sabila (Aloe vera)

La sabila (Aloe vera) es una planta ampliamente conocida y utilizada en la medicina
herbolaria debido a sus propiedades terapéuticas (Rodriguez et al., 2006). Sus hojas son
la parte més usada de esta planta, de donde se pueden extraer dos productos: la savia, que
es una sustancia amarilla jugosa con poder laxante; y el gel o cristal, que es un mucilago
incoloro (Queirolo & Mufioz, 2012; Ranjbar & Yousefi, 2018)

2.5.1. Morfologia

El Aloe vera es una planta que pertenece a la familia de las Liliceas. Se compone de raiz,
tallo, hojas y flores. Las hojas disponen su crecimiento alrededor del tallo a nivel del suelo
formando una roseta. Tienen forma lanceolada y dentada, lo cual le sirve de proteccion a
la planta (Dominguez et al., 2012; Queirolo & Mufioz, 2012).

En cuanto a su estructura, esta formada por el exocarpio o también llamado corteza,
cubierta de una delgada cuticula. Esta corteza, estructura de color verde, representa 20 al
30% aproximadamente del peso de toda la planta. Mientras que el parénquima, o también
conocido como pulpa, gel o cristal, se encuentra la parte central de la hoja y representa
del 65 al 80% del peso total de la planta. En esta parte ultima, radican sus principales

propiedades medicinales (Dominguez et al., 2012).

2.5.2. Composicién y propiedades del gel

Este cristal o gel estd conformado principalmente por agua (98.5%), siendo el
glucomanano el componente que le otorga un carécter viscoso. Esta compuesto por 200

ingredientes activos entre los cuales resaltan minerales, vitaminas (A, B1, B2, B6, C, E),
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aminoacidos esenciales, proteinas, lipidos y polisacaridos (Rodriguez et al., 2006;
Queirolo & Muiioz, 2012; Ranjbar & Yousefi, 2018). Los componentes de este cristal son
los que le otorgan propiedades como poder antiinflamatorio, antimicrobial y regenerador
de la piel (Hamman, 2008; Kumar et al., 2019; Gao et al., 2019).

Su funcién antimicrobiana no se ha podido atribuir a un solo componente. Sin embargo,
se postula que son principalmente los compuestos fenélicos y su accién junto a los
polisacaridos, a los cuales se les atribuye el efecto inhibitorio del Aloe vera frente a una
serie de bacterias (Kuhlmann, 2014). Segun lo indicado por Rodriguez et al. (2010), la
accion conjunta en simultaneo de estos componentes afectaria partes estratégicas de la
bacteria, tales como la pared celular y las enzimas esenciales del metabolismo. Esto
causaria un obstaculo para la generacion de resistencia o una adquisicion mas lenta de

ésta por parte de la bacteria hacia el cristal de sébila (Kuhlmann, 2014).

El Aloe vera posee una gran capacidad de penetracion que permite combatir las
inflamaciones, reduciendo los signos de ésta, como son el dolor y aumento de
temperatura, por medio de la aplicacion topica. Esta capacidad le permite alcanzar el

sistema capilar de irrigacion sanguinea de la dermis (Gomez, 2003; Ramirez, 2003).

2.5.3. Restricciones de uso

Los principales componentes que se extraen de las hojas de la sabila (Aloe vera) son el
acibar, extraido de la superficie interna de la hoja, y el gel, extraido del parénquima
(Ramirez, 2003). Las restricciones para el uso de la sabila son exclusivamente debido al
acibar, en cuya composicion se tiene cerca del 20% de aloina. Esta sustancia es un
glucésido antraquinona que puede causar toxicidad, debido a sus propiedades purgantes
y alergénicas. La aloina se puede eliminar por medio del drenaje de las hojas. Por esto, el
cristal de Aloe vera se somete a un procesamiento que permita la extraccion de la aloina
y asi, no produce reacciones adversas como las antes mencionadas, mientras que mantiene
sus propiedades como su accion bactericida, antiinflamatoria, cicatrizante, hidratante, y

regeneradora de la piel (Dominguez et al., 2012; Ramirez, 2003).
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2.5.4. Actividad antimicrobiana de la sabila (Aloe vera)

El Aloe vera es una planta medicinal, conocida principalmente por su actividad
antiinflamatoria, inhibitoria y propiedades inmunoestimulantes, por lo que se ha

investigado su uso en diversas ramas de la medicina.

Se realiz6 un estudio donde se comprobd la actividad inhibitoria del gel de Aloe vera
frente a patdgenos causantes de caries y enfermedades periodontales como bacterias
cariogénicas como Streptococcus mutans y periodontopaticas tales como
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis y Bacteroides
fragilis (Fani & Kohanteb, 2012). En la estomatologia, también se ha evaluado
satisfactoriamente el uso del Aloe vera como sustituto de los desinfectantes quimicos por
su propiedad antimicrobial frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli (Natasha et
al., 2015).

Diversos estudios han sido realizados para evaluar el efecto antimicrobiano del Aloe vera
in vitro frente a patdgenos de interés clinico. Reyes de Fuentes & Fernandez Da Silva
(2014) demostraron este efecto del gel de sabila frente a varios microorganismos, entre
los cuales se encuentran Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans y
Pseudomonas aeruginosa. Inclusive, el uso de esta planta también ha sido probado para
el tratamiento de Ulceras en la pierna, causado por bacterias con resistencia a maltiples
farmacos como Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina o también conocidas por
sus siglas MRSA, llegando a la conclusién de que el gel de Aloe vera es un tratamiento
de bajo costo y efectivo frente a los tratamientos antimicrobianos topicos convencionales
(Banu et al., 2012).

2.5.4.1. Extraccion del gel de Aloe vera

Rivero et al. (2002) estudiaron diferentes solventes para preparar un extracto de Aloe vera
con actividad antiviral. Entre estos solventes estan: agua, etanol, mezcla agua-etanol en
proporcidn 1:1, acetato de etilo y glicerina, determinando que la mezcla etanol: agua fue
la mas adecuada para la extraccion de los compuestos activos. De manera similar, Pawar
et al. (2005) compararon la extraccién del gel de Aloe vera con metanol y acetona frente
a Staphylococcus aureus, obteniéndose mejores resultados con la acetona en cuanto a

zonas de inhibicion. Mientras que, Lawrence et al. (2009) evaluaron la actividad
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antibacterial de la extraccion del gel de Aloe vera con 3 solventes: etanol, metanol y
acetona, siendo este ultimo el que present6 la menor actividad antimicrobial o ausencia
de esta frente a una serie de patdgenos Gram positivos y negativos, como S. aureus y E.
coli. Por otro lado, Fatalo & Tesfaye (2020) realizaron una extraccion de Aloe vera con
agua y etanol con diferentes concentraciones (1, 0.5, 0.25 y 0.125 g/mL) y evalud su
accion antibacterial frente a S. aureus y E. coli, obteniendo mejores resultados en todas
las concentraciones con el extracto etandlico frente a ambos patdgenos. Musmeci &
Lezcano (2013) realizaron una comparacion de la accion antimicrobiana sobre cepas de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus del gel de Aloe vera extraido con alcohol 50°,
70°y agua en la concentracion 100 mg/mL, resultando los extractos alcohélicos los Gnicos

con actividad inhibitoria.

2.6. Potencial uso del gel de sabila (Aloe vera) en la mastitis bovina

Debido a la accion antimicrobiana demostrada y los reportes que indican que el Aloe vera
es empleado para la prevencion y control de mastitis bovina en producciones organicas,
varios autores han estudiado su uso como posible tratamiento curativo y preventivo para
la mastitis (Avancini, 2008; Ruegg, 2009). Forno-Bell et al. (2019) demostraron el efecto
antimicrobiano de un extracto metanolico de Aloe vera frente a patdgenos asociados a la
mastitis como Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Streptococcus uberis. Por otro
lado, Kuhlmann (2014) evalu6 el efecto antimicrobiano in vitro del Aloe vera asociado a
ceftiofur y cloxacilina como tratamiento alternativo frente al principal agente etiologico
de la mastitis, Staphylococcus aureus, demostrando una reduccién del 87.5% y 75%
respectivamente en las concentraciones minimas inhibitorias establecidas de los farmacos
mencionados, tras la inclusion de la planta. De igual manera, Fiordalisi et al. (2018)
proponen el uso del exudado de esta planta como tratamiento tépico potencial para la
mastitis bovina por su accion inhibitoria in vitro probada frente al mismo patdgeno, S.

aureus.

También se ha probado el uso potencial de esta planta medicinal para la mastitis in vivo.
Para evaluar su uso como tratamiento de mastitis, se empled una solucion herbal
elaborada a partir de Aloe vera, mayoritariamente, con polvo de circuma y limoén, cuyos

resultados indican 100% de efectividad en la recuperacion de los casos de mastitis y
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ausencia de complicaciones post-tratamiento. Ademas, resultd ser un tratamiento 10
veces menos costoso que el tratamiento convencional (Thangadurai et al., 2017). Con
respecto a la prevencion de la mastitis, Amaro et al. (2011) compararon un desinfectante
post-ordefio a base de extracto acuoso de Aloe vera con iodo glicerinado, obteniendo
como resultado que el uso del extracto de sabila puede sustituir al iodo glicerinado, sin
efectos negativos en la composicién quimica de la leche ni en el conteo de células
somaticas. Asimismo, Sharma et al. (2014) realizaron in vivo la comparacion del uso del
glutaraldehido al 0.2% como sellador, frente a uno hecho a partir de 95% de gel de Aloe
vera, 2.5% de aceite de oliva y 2.5% de glicerina. Como resultado obtuvo una reduccion
significativa tanto en CMT y el CCS tras la aplicacion del desinfectante a base de Aloe
vera, concluyendo que esa reduccion revela la capacidad antibacteriana y anti-

inflamatoria del Aloe vera.
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I1l. METODOLOGIA

3.1. Lugar, duracion y fecha de ejecucion

La fase de laboratorio de la presente investigacion se realizo en el Laboratorio de Ecologia
Microbiana y Biotecnologia “Marino Tabusso” (LMT) de la Universidad Nacional Agraria
La Molina (UNALM), durante los meses de febrero a marzo del 2022.

La fase de campo se realizé en el establo la Unidad Experimental de Zootecnia “Renato
Zeppilli Ferrazza” (UEZRZF) del Programa de Investigacion y Proyeccion Social en Leche
(PIL) de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM). La elaboracion del
desinfectante de pezones a base de sabila (Aloe vera) se realizd en el Laboratorio de Ecologia
y Utilizacion de Pastizales (LEUP) de la UNALM. Tanto los laboratorios cuanto la UEZRZF
estan ubicados en el distrito de La Molina, region de Lima - Per(, que geograficamente se
encuentra a 12° 05° 06’ Latitud Sur y 76° 57° 00°’ Latitud Oeste a 238 msnm. La fase de
campo fue realizada durante los meses de mayo a julio del 2022.

3.2. Animales experimentales

El estudio evalu6 21 vacas de la raza Holstein a partir de 30 dias de lactaciéon. Se
consideraron solo las vacas en lactacion, cuyo periodo de seca y parto futuro no estuvieran
programadas dentro del periodo experimental (2 meses). Ademas, éstas no debian presentar
antecedentes de mastitis clinica, segun el software Dairy Plan C21. Posteriormente, se
realizd la eleccion de los animales, a partir de la pre-seleccion realizada, por medio del
California Mastitis Test (CMT).
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Para la prueba CMT, se colectd una muestra de leche de cada cuarto en los cuatro
compartimentos de la paleta. Se agregd un volumen de reactivo CMT igual que la cantidad
de la leche (Godden et al., 2017). Se registraron los datos de cada animal por cuarto (Anexo
1) y se seleccionaron las vacas en base a la observacion, con un grado de reaccion igual a

negativo (-), trazas (T) o grado 1 (+), segin la Tabla 1.

Tabla 1: Escala de evaluacion de CMT

Grado de  Abreviacion Observacion RCS (CS/mL)
Reaccion
Negativo - Sin precipitacion 0 —200 000
Trazas T Ligero espesamiento 150 000 — 500 000
1 + Espesamiento pero sin formar gel 400 000 — 1 000 000
2 ++ Espesamiento  inmediato con 800 000 — 5 000 000
formacion ligera de gel
3 +++ Formacion de gel y se adhiere ala  >5 000 000
paleta

Fuente: Adaptado de Godden et al. (2017) y Moroni et al. (2018)

3.3. Condiciones experimentales

Los animales experimentales estuvieron bajo un sistema de crianza intensiva, con agua y

alimento suministrados ad libitum.

Las 21 vacas de la raza Holstein estuvieron dispuestas en un mismo corral (P4). Este corral
cuenta con un area total aproximada de 672 m?, asignandose 32 m? de superficie por animal,

de los cuales 5.43 m? por animal estan destinados a area de sombra.

Los animales experimentales fueron diferenciados con una cinta color rosado a manera de
collar. El lado asignado al tratamiento alternativo (extracto etandlico de gel de Aloe vera),
lado visible al operario en el momento del ordefio, fue debidamente identificado en la cara
externa del miembro posterior derecho con la letra “T” (que hace referencia al tratamiento)

con crayon marcador de ganado color azul.
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El ordefio fue de tipo mecanico, en una sala de ordefio tipo tindem con 6 puestos. Se realizé
2 ordefios al dia, turno mafiana y tarde, en los horarios de 4:00 am y 4:00 pm. La duracion

aproximada de cada ordefio fue de 2.5 horas.

La rutina de ordefio consté de los siguientes pasos: despunte, pre-sellado, secado de pezones,
colocacién de la unidad de ordefio, retiro automatico de la unidad de ordefio y sellado de

pezones.

3.4. Materiales

Los materiales, equipos e instrumentos empleados a lo largo del experimento se especifican

a continuacioén:
Materiales

e Reactivo CMT

e Paleta para CMT

e Cinta de tela (25mm)

e Crayon marcador de ganado

e Extracto de sabila (Aloe vera)

e Alcohol etilico 70°

e Glicerina USP

e Frasco estéril de tapa rosca (100mL)
e Yodiggen Dipping

e Kit Porta SCC®

e Etiquetas autoadhesivas (13x19 mm)

e Plumén indelible

Equipos e instrumentos

e Botella selladora no retorno
e PortaReader®
e Balanza electrénica

e Refrigeradora
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e Vaso precipitado (200 mL y 3000mL)
e Embudo

3.5. Metodologia

3.5.1. Estudios preliminares
Se realizaron dos estudios previos a la ejecucion de la fase de campo: 1) la determinacion in

vitro de la capacidad inhibitoria del Aloe vera y 2) el estudio de la reaccion de la piel de
pezon tras la aplicacion del producto. EI primero, tuvo como objetivo corroborar el efecto
inhibitorio del Aloe vera frente al principal agente etioldgico de la mastitis: Staphylococcus
aureus. Mientras que, el segundo tuvo como objetivo verificar la reaccion y tolerancia de la
vaca (piel del pezon) a dos concentraciones del extracto etanolico de gel de sabila (Aloe

vera).

3.5.1.1. Determinacion in vitro de la capacidad inhibitoria del Aloe vera

En el Laboratorio de Ecologia Microbiana y Biotecnologia “Marino Tabusso”, se realiz6 un
ensayo de inhibicién extracto etandlico de gel de Aloe vera en concentracién 100 mg/mL del
frente a Staphylococcus aureus. Los resultados determinaron que hubo una capacidad

inhibitoria del extracto de Aloe vera (100 mg/mL) frente a este patégeno (Anexo 2).

3.5.1.2. Estudio de la reaccién de la piel de pezdn

Se estimo, a través de la escala descrita por Rasmussen & Larsen (1998), el efecto de 2
concentraciones de extracto etanolico de gel de Aloe vera (100 mg/mL y 200 mg/mL) en la
piel del pezon de 4 vacas en seca de la raza Holstein. Se aplicaron los 2 tratamientos
simultaneamente en la misma ubre por 10 dias consecutivos, asignando los pezones del lado

izquierdo para la concentracion 100 mg/mL y derecho para 200 mg/mL.

Los resultados obtenidos en la reaccion de la piel del pezon fueron positivos, quiere decir
que no hubo una reaccidn visible de la piel, siendo mas evidente este resultado positivo con

el uso de la concentracion de 200 mg/mL (Anexo 3). Estos datos concuerdan con lo sefialado
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por Leon et al. (2004), quien demostraron la tolerancia de la piel a un producto natural con
Aloe vera y propuso su uso frente a productos comerciales de iodo. No obstante, para evitar
interrupciones durante el experimento y segun lo mencionado por Rasmussen & Larsen
(1998), se considerd agregar 10% de glicerina para mantener y/o mejorar la condicién de la
piel del pezén (Anexo 3).

3.5.2. Preparacion del desinfectante de pezones

La elaboracion del desinfectante de pezones a base de extracto etandlico de gel de sabila
(Aloe vera) se ha dividido en dos fases: extraccion etandlica y preparacion del desinfectante

de pezones. Estas seran descritas a continuacion.

3.5.2.1. Extraccion etandlica

Se realiz6 una modificacion del método planteado por Musmeci & Lezcano (2013). El gel
de Aloe vera se diluyo en etanol 70° en la proporcion 200g/1000mL. Como agente emoliente
se agregd 10% de glicerina USP. Esta mezcla se refrigerd y macer6 por 24 horas para poder

extraer los ingredientes activos. Se obtuvo como resultado el extracto etandlico de Aloe vera.

3.5.2.2. Preparacion del desinfectante de pezones

El desinfectante se elaboré semanalmente a partir de la mezcla del extracto etandlico con
10% de glicerina como agente emoliente. El desinfectante post-ordefio estd conformado por
la solucién al 100%, mientras que el desinfectante pre-ordefio se diluy6 al 50% en agua

destilada.

3.6. Tratamientos

El estudio consistio en 2 tratamientos, el testigo (T1) y el alternativo (T2). Ambos
tratamientos se aplicaron por inmersion, usando una botella selladora no retorno, de forma
simultanea a la ubre de la vaca, asignando los pezones de los lados izquierdo y derecho de

la ubre para los tratamientos 1 y 2 respectivamente (Tabla 2).
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Tabla 2: Descripcién de tratamientos

Tratamiento Composicion Lado de aplicacion
T1: Yodigen® Dipping: lodéforo a base de Izquierdo
Testigo iodo molecular activo (7 000 ppm)
T2: Extracto etandlico de gel de Aloe vera Derecho
Alternativo (200 mg/mL)

3.7. Evaluacidn de los tratamientos

Se tomaron muestras de leche de cada uno de los pezones de los animales experimentales de
manera mensual por 2 meses consecutivos. Se analizaron los resultados por medio de la

prueba PortaSCC®, valorando las células somaticas como indicador de una infeccion.

Para la prueba PortaSCC®, se tomaron muestras de leche de cada cuarto mamario. Para este
fin, se realizo el despunte y se descartaron los primeros chorros de leche. Se realizé la
desinfeccion de pezones pre-ordefio con los tratamientos respectivos y, tras esto, se procedio

a la toma de muestra de leche de cada cuarto mamario en un frasco estéril rotulado.

Las muestras fueron transportadas al laboratorio. Una vez en el laboratorio, se tomd la
muestra de leche debidamente mezclada con ayuda de la pipeta y se colocé una gota en la
tira de prueba respectiva, la cual fue debidamente rotulada. Luego, se afiadieron 3 gotas de
la solucion activadora del kit PortaSCC®. Se dejo actuar por 45 minutos. Finalmente, se dio
lectura a los resultados de cada tira con el lector digital PortaReader. Los resultados con un

CCS mayor a 200 000 CS/mL, fueron considerados como positivos para mastitis. (Anexo 4).

3.7.1. Determinacion del efecto de los tratamientos en el conteo de células soméaticas

El efecto de los tratamientos en el CCS se determind por medio de la comparacion entre si
de los promedios de células sométicas obtenidos de los dos tratamientos por cada control. El
Control Inicial (CI) evalu6 el conteo de células somaticas al dia 0, es decir, el CCS con el

que inician los animales experimentales para, a partir de eso, poder determinar el efecto de
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los tratamientos. ElI Control Medio (CM) evalu6 el efecto de los tratamientos al dia 30;

mientras que, el Control Final (CF) determin0 el efecto al dia 60.

3.7.2. Determinacion del efecto preventivo de los tratamientos

El efecto preventivo (P%) de los desinfectantes se evalud por medio de la determinacion de
la prevalencia de mastitis por cuartos mamarios. A su vez, la prevalencia se determind por

medio del calculo de la proporcién de poblacion que presentd mastitis de manera mensual.

N9 cuartos positivos a mastitis por mes

P (%) =100—( )XlOO

Total de cuartos evaluados por mes

La estimacién del efecto preventivo comparativo del tratamiento alternativo (Aloe vera)

respecto al tratamiento testigo (iodo comercial) se realiz6 en base al siguiente calculo:

P(%)r2

x 100
P(%) 71

Efecto preventivo comparativo =

Donde:
T1 = loddforo comercial (7000 ppm)

T, = Extracto etandlico de gel de Aloe vera (200 mg/mL)

3.7.3. Determinacion de la efectividad de los tratamientos

La efectividad (E%) de los desinfectantes de pezones evaluados se determind en base al
numero de casos nuevos de mastitis por cuartos mamarios, es decir, la incidencia. No se
consideraron los casos pasados o las repeticiones de casos ocurridos durante el periodo
experimental.

N2 total de casos nuevos de mastitis

E (9 =1 — 1
(%) 00— ( N2 total de cuartos libres )x 100
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Se tuvo en cuenta lo siguiente:

e Cuartos libres de mastitis al inicio de la aplicacién de tratamientos: Todos aquellos
que presentaron valores de conteo de células somaticas menores o iguales a 200 000
CS/mL.

¢ Nuevos casos de mastitis en los cuartos libres: Todos aquellos casos que presentaron
en el conteo de células somaticas valores mayores a 200 000CS/mL en los cuartos
libres de mastitis al inicio del tratamiento.

La estimacidn de la efectividad comparativa del tratamiento alternativo (Aloe vera) respecto

al tratamiento testigo (iodo comercial) se baso en el siguiente calculo:

E(%)r2

X 100
E(%) 11

Efectividad comparativo =
Donde:
T1 = loddéforo comercial (7000 ppm)

T, = Extracto etandlico de gel de Aloe vera (200 mg/mL)

3.7.4. Evaluacion econdmica

La evaluacién econdmica comparo los costos por litro (CL) de los desinfectantes pre y post-
ordefio de ambos tratamientos. La evaluacion econémica comparativa fue calculada de la

siguiente manera:

CL
2 %100

Evaluacion econébmica comparativa =
T1
Donde:
T1 = loddforo comercial (7000 ppm)

T, = Extracto etandlico de gel de Aloe vera (200 mg/mL)
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3.8. Disefio estadistico

Se evalud el efecto de los tratamientos a partir de la variable respuesta, células somaticas,
por medio de los pardmetros: conteo de células somaticas, efecto preventivo y efectividad
de los tratamientos. Se empled un DCA con 2 tratamientos (testigo y alternativo).

Yij=pu+ ti+¢€ij

Donde:

Yij = Variable respuesta (conteo de células somaticas)
p = Media general

ti = Efecto del tratamiento 1

eij = Error experimental de la u.e.i.j.

3.9.Andlisis estadistico

Se evaluo el efecto de los tratamientos a partir de la variable de respuesta, células somaticas,
por medio de los siguientes parametros: conteo de células somaticas, efecto preventivo,

efectividad y evaluacién econdmica.

Para evaluar el efecto en el conteo de células sométicas se realizé un Test F de analisis de
varianza (ANOVA) en el programa IBM SPSS Statistitics descrito por Castafieda et al.
(2010). Mientras que, para evaluar si hubo diferencias significativas entre los tratamientos
para el efecto preventivo y la efectividad de los tratamientos se utiliz6 la prueba Chi
cuadrado en tablas de contingencia 2x2 descrita por de Sainz (1990) en el programa Minitab

Statistical Software.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacion del efecto de los tratamientos en el conteo de las células somaticas

El efecto de los tratamientos en el conteo de células sométicas se determind comparando los
promedios de células sométicas por grupo de tratamiento en cada control: inicial, medio y
final (Anexo 5,6y 7).

La Tabla 3 muestra en el Control Inicial (Cl), los valores promedio de células somaticas al
inicio del experimento, los cuales son estadisticamente similares (P > 0.05). Por ende, ambos
tratamientos iniciaron con poblaciones homogéneas entre si, en lo que respecta al conteo de
celulas somaticas. En consecuencia, esto facilitd la valoracion de los efectos de los
tratamientos evaluados en los siguientes controles. En el Control Medio (CM), que presenta
el efecto de los tratamientos a los 30 dias de aplicacion, se obtuvo un conteo similar para
ambos, siendo de 293 571.43 + 10 000.39 CS/mL y 293 571.43 £ 10 000.39 CS/mL para T1
y T2 respectivamente. Con este resultado se evidencia que no hubo diferencias estadisticas
(P > 0.05) entre ambos desinfectantes, respecto a su efecto sobre el conteo de células
somaticas. Asimismo, la Tabla 3 expone que en el Control Final (CF), realizado a los 60 dias
del inicio de la aplicacion del tratamiento, se registré un conteo de células somaticas de 280
079.37 £ 10 157.32 CS/mL para el T1 y 328 333.33 £ 11 797.18 CS/mL para el T2, sin
diferencia significativa (P > 0.05).

Tabla 3: Efecto de la aplicacién de los tratamientos por control en el conteo de células

somaticas promedio (CS/mL)

Control T1: testigo T2: alternativo
Control Inicial (CI) 229 761.90 £ 10 722.15% 234 523.81 £ 11 607.342
Control Medio (CM) 293 571.43 £ 10 000.39% 324 761.90 + 10 325.472
Control Final (CF) 316 904.76 £ 9 749.43? 328 333.33£11797.18%
Promedio 280 079.37 £ 10 157.32% 295 873.02 + 11 243.33?

ab ¢ | etras distintas en la misma fila indican diferencia significativa (P<0.05)
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Los resultados expuestos en la Tabla 3 son andlogos a los obtenidos por Amaro et al. (2011),
estudio en el cual demostr6 que no existen diferencias significativas entre el conteo de
células somaticas de animales sometidos a dos desinfectantes de pezones: iodo glicerinado
y extracto acuoso de Aloe vera.

Por otro lado, los resultados promedio registrados en el presente estudio, de 280 079.37 + 10
157.32 parael T1y 295 873.02 + 11 243.33 para el T2, son inferiores a los valores obtenidos
por Guerrero (2017), quien determiné que el conteo promedio de células somaticas en leche
de las vacas de la Unidad Experimental de Zootecnia “Renato Zeppilli Ferrazza” (UEZRZF)
de la UNALM entre los afios 2012-2016 fue de 873 000 CS/mL. Posiblemente, la diferencia
de resultados responde a que la poblacidn experimental fue seleccionada previamente, en la
gue se tomaron solamente los animales sin antecedentes de mastitis clinica proximos con

prueba CMT con resultados negativo (-), trazas (T) o grado 1 (+).

Adicionalmente a esto, se puede destacar que ambos presentan una misma tendencia al alza
del conteo de células somaticas a lo largo del periodo experimental, probablemente debido
a las practicas de manejo realizadas durante del ordefio. No obstante, los promedios
obtenidos estan dentro del limite de 500 000 CS/mL establecido por la Norma Técnica
Peruana (NTP) 202.001. Segin Zemanate y Grass (2005) citado por Barrera (2019), la
calificacion higiénica de la leche varia segun el conteo de células somaticas, siendo: entre 1
— 100 000, es excelente; 100 001 — 250 000, es buena; 250 001 — 500 000, es regular; 500
001 — 1 000 000, es mala. Segun los promedios obtenidos, tanto en el tratamiento 1 como el

2, la calidad higiénica de la leche fluctua entre buena y regular.

4.2. Determinacion del efecto preventivo de los tratamientos

Para determinar el efecto preventivo, se estimo la prevalencia por cuarto mamario de mastitis
registrada por cada tratamiento a lo largo del periodo experimenta (Anexo 8).

El promedio mensual de prevalencia para los tratamientos 1y 2, mostrado en la Tabla 4, fue
de 38.89% y 35.72% respectivamente (P>0.05). A partir de esto, se obtuvo un efecto
preventivo de 61.11% para el T1y 64.28% para el T2.

Si bien hay un mejor resultado en el efectivo preventivo comparativo del tratamiento
alternativo frente al iodo (+5.20%), no hubo diferencia significativa entre los tratamientos
(P >0.05).
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Tabla 4: Efecto preventivo de los tratamientos

Promedio

Tratamiento Parametro MesO Mesl Mes2 mensual
Cuartos izquierdos 42 42 42 42.00
1 Cuartos afectados 12 18 19 16.33
Prevalencia (%) 28.57 42.86 45.24 38.89
Efecto preventivo (%)  71.43 57.14 54.76 61.11
Cuartos derechos 42 42 42 42.00
2 Cuartos afectados 10 19 16 15.00
Prevalencia (%) 23.81 45.24 38.10 35.72
Efecto preventivo (%)  76.19 54.76 61.9 64.28

Alvarado et al. (2019) analizaron los factores de prevalencia de mastitis subclinica
relacionados al animal (raza, edad, nimero de partos y periodo de lactancia). Solo
determinaron diferencias significativas en la prevalencia segun la raza del animal. Por este

motivo, los animales experimentales de este estudio, fueron Holstein en su totalidad.

Guerrero (2017) realiz6 un estudio en la misma UEZRZF en la cual evalud la prevalencia de
mastitis subclinica por cuartos afectados. EI promedio detectado con la prueba PortaSCC®
en este estudio fue de 37.46%. Por los resultados similares para la prevalencia usando iodo
(7 000 ppm) bajo las mismas précticas de manejo en el estudio antes mencionado y el
presente, se puede apreciar que el efecto preventivo de este producto iodéforo fluctia entre
62.54% y 60.53% respectivamente, siendo ambos inferiores a los registrados con el
tratamiento a base de extracto etandlico de gel de sabila (64.28%), pero sin diferencias

significativas (P > 0.05).

En ambos casos, los tratamientos presentaron una prevalencia con tendencia al alza, sin
diferencia significativa entre el T1 y T2. Con esto, se evidencia que los desinfectantes de
pezones estudiados tienen una funcion orientada a la prevencion y en un efecto mucho menor
al tratamiento de los casos de mastitis ya adquiridos. Probablemente, la concentracién de
polisacaridos en el desinfectante a base de sabila, componentes a los que se les atribuye la
propiedad antiinflamatoria, fue muy baja para tener un efecto curativo como lo reportd
Thangadurai et al. (2017).
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Por otro lado, la tasa de prevalencia obtenida, es decir, el total de casos registrados durante
el periodo experimental, puede estar justificada en practicas de manejo no adecuadas y una
falta de consistencia en la rutina de ordefio por la alta rotacion de personal en el proceso de
ordefio, lo cual pudo haber favorecido que las infecciones intramamarias persistan a lo largo
del periodo experimental. Un estudio acerca de los factores de prevalencia de mastitis
subclinica no relacionados al animal, determind que existe diferencia significativa con
respecto a las practicas de manejo durante el ordefio, siendo las practicas de higiene
deficientes uno de los principales factores influyentes (Alvarado et al., 2019). Esto podria
explicar la prevalencia obtenida con tendencia creciente de la prevalencia de mastitis,
considerando que el desinfectante a base de iodo es un producto comercial que actiia como

control positivo, cuyo efecto ha sido probado.

4.3.Determinacion de la efectividad de los tratamientos

La efectividad se determind a partir del nimero de casos nuevos totales de mastitis por cuarto
registrado por cada tratamiento (Anexo 9).

En la Tabla 5 se muestra la efectividad de los desinfectantes de pezones en prevenir la
mastitis, evaluada por medio del nimero de casos nuevos, incidencia, de manera mensual
por cada tratamiento. Esta efectividad se traduce en demostrar cual de los tratamientos, bajo
las mismas condiciones, fue superior en la prevencion de aparicién de nuevos casos de
mastitis, en la incidencia.

Se puede apreciar en la Tabla 5 que ambos tratamientos no respondieron de la misma forma.
Mientras que, el tratamiento 1, testigo, presentd 39.47% de incidencia (cuartos libres
afectados por nuevos casos de mastitis); el tratamiento 2, a base de extracto etanolico de
Aloe vera, obtuvo 32.50%. En relacion a la efectividad, el tratamiento 1 mostro 60.53%;
mientras que, el tratamiento 2, 67.50%.

Como resultado del calculo de la efectividad comparativa, se obtuvo que el tratamiento 2
tuvo una ventaja de 11.51% respecto al testigo. Sin embargo, esta diferencia no fue
estadisticamente significativa (P > 0.05). Ambos tratamientos, los desinfectantes pre y post-
ordefio lograron una reduccion superior al 50% de la aparicion de nuevos casos acorde a lo
sefialado por Rios et al. (2013) y Sharma et al. (2014).
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Tabla 5: Efectividad de los tratamientos

Casos

Tratamiento Cuartos nuevos/mes Total Incidencia Efectividad Efectividad

libes 1 2 (%) (%) comparativa
(%)
1 38 9 6 15 39.47 60.53 100.00
2 40 10 3 13 32.50 67.50 111.51

Similares resultados obtuvieron Leon et al. (2004), cuyo estudio comparo el efecto de dos
desinfectantes de pezones post-ordefio en la incidencia de nuevas infecciones intramamarias:
uno conformado por el gel de Aloe vera y 3% de lanolina y un producto control a base de
iodo (0.4%) y 3% de lanolina. El desinfectante a base de Aloe vera presentd 31.5% de casos
nuevos de mastitis y el iodd6foro, 31.2% (P > 0.05), resultados semejantes a los obtenidos en

esta investigacion.

La incidencia de mastitis, proporcion de casos nuevos de mastitis registrados en los cuartos
libres, con el desinfectante de pezones a base de sabila (Aloe vera) puede estar justificada en
las propiedades que sus componentes le otorgan. Por un lado, los compuestos fenolicos,
especialmente las antraquinonas, que han sido reportadas como el principal componente al
que se le atribuye su actividad antibacterial (Forno-Bell et al., 2021). Por ende, una adecuada
aplicacion de este desinfectante pre y post-ordefio pudo haber reducido la carga bacteriana
en la piel del pezon y con esto el riesgo de penetracion por microorganismos, lo cual se

refleja en la menor incidencia (P > 0.05).

4.4. Evaluacion econdmica

Se compararon los costos por litro de los desinfectantes pre y post-ordefio alternativo (Aloe
vera) y testigo (ioddéforo). Tal como lo indica la Tabla 6, tanto el desinfectante pre-ordefio
cuanto post-ordefio a base de extracto etanélico de Aloe vera (T2) tuvo costos por litro
menores con respecto al iodo comercial (T1), siendo 5.39% y 6.28% mas bajos
respectivamente. Cabe resaltar que el extracto etandlico fue elaborado con un extracto

comercial de gel de sabila, factor que elevé el costo de produccion. Por consiguiente, se
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sugiere gque el procesamiento de la planta de sabila para la elaboracion del desinfectante

podria disminuir los costos.

La evaluacion comparativa determin6 que los costos del desinfectante pre-ordefio a base de
Aloe vera representan el 94.61% del desinfectante iod6foro; mientras que, el post-ordefio de
representa el 93.72% del post-ordefio a base de iodo (7 000 ppm).

Los resultados de la evaluacion econémica comparativa coinciden con lo indicado por
Thangadurai et al. (2017), quienes mencionan que los tratamientos convencionales para
mastitis pueden tener costos hasta 10 veces mas elevados que los tratamientos herbales.
Ademas, a los costos por litro inferiores obtenidos en este estudio con el uso del desinfectante
de Aloe vera, la leche de la ubre tratada con Aloe vera podria tener un valor agregado a su
precio en el mercado, por ser libre de residuos quimicos. A esto, se suman los resultados
superiores obtenidos en efecto preventivo y efectividad (P > 0.05). Por otro lado, la
elaboracion de un desinfectante de pezones a partir de una planta, como es el caso de la
sabila, puede abaratar los costos del producto y hacerlo méas accesible a los ganaderos de
zonas remotas. De esta forma, se promueve la realizacion de esta practica pre y post-ordefio,

generando un beneficio en la calidad higiénica de la leche.

Tabla 6: Costo por litro de los desinfectantes pre y post-ordefio

Desinfectante Tratamiento Precio por litro
Tl S/.7.05
Pre- ordefio T2 S/. 6.67
Tl S/.12.10
Post-ordefio T2 S/.11.34
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V. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones establecidas en el presente trabajo, se puede concluir lo siguiente:

e EIl conteo de células somaticas en la leche presentd tendencia al incremento para
ambos tratamientos, pero no presento diferencia significativa entre estos.

e El efecto preventivo para el tratamiento testigo y alternativo fue de 61.11% y 64.29%,
sin diferencia significativa entre los tratamientos.

e La efectividad para los tratamientos 1 y 2 fue de 60.53% y 67.50%. El desinfectante
de pezones a base de extracto etanolico de sabila (Aloe vera) fue 11.51% mas efectivo
(P >0.05).

e La evaluacion comparativa demostrd que los desinfectante pre-ordefio y post-ordefio
a base de Aloe vera representan menores costos con respecto al desinfectante iodoforo
(iodo 7 000 ppm), 94.61% y 93.72% respectivamente (P > 0.05).
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar una evaluacion con un disefio experimental que estime el efecto de la etapa
de lactacion y/o nimero de partos en la variable respuesta que fue conteo de células
somaticas.

Considerar otros métodos de campo y laboratorio para la evaluacion in vitro e in vivo
del desinfectante de pezones a base de extracto etandlico de Aloe vera “sabila” (200
mg/mL) como sustituto del desinfectante comercial a base de iodo (7 000 ppm).
Llevar a cabo mas trabajos de investigacion acerca de la efectividad del uso de plantas,
hierbas medicinales y sus combinaciones con el objetivo de reemplazar los
desinfectantes quimicos de pezones, en favor de la salud animal, de la seguridad

alimentaria y del medio ambiente.
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Anexo 1: Resultados de la prueba CMT

VIIlI. ANEXOS

Cuartos
Codigo  N° partos AD Al PD Pl Condicién
1347 5 1 2 1 2 DESCARTADO
1675 3 1 2 1 1 DESCARTADO
1733 3 0 0 1 T SELECCIONADO
1749 2 1 T 0 2 DESCARTADO
1763 1 2 2 0 0 DESCARTADO
1769 3 0 0 0 0 SELECCIONADO
1801 3 T T T 2 DESCARTADO
1803 2 T 0 0 1 SELECCIONADO
1815 2 1 1 1 1 SELECCIONADO
1823 1 1 1 0 0 SELECCIONADO
1859 2 0 1 0 0 SELECCIONADO
1875 2 0 0 0 0 SELECCIONADO
1879 1 1 0 0 0 SELECCIONADO
1887 1 1 0 0 0 SELECCIONADO
1893 2 0 0 0 1 SELECCIONADO
1905 1 0 0 0 0 SELECCIONADO
1915 2 0 T T CIEGO DESCARTADO
1917 1 0 0 0 0 SELECCIONADO
1945 1 0 0 T T SELECCIONADO
1949 1 0 0 0 0 SELECCIONADO
1951 1 0 0 0 T SELECCIONADO
1979 1 T T T T SELECCIONADO
1983 1 0 0 0 T SELECCIONADO
2001 1 0 1 T 0 SELECCIONADO
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Anexo 2: Determinacion in vitro de la capacidad inhibitoria del Aloe vera
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Anexo 3: Resultados de la evaluacion de la condicion de la piel del pezon frente a dos

concentraciones de desinfectante

La evaluacién de la condicion de la piel del pezon, basada en la escala de evaluacion descrita
por Rasmussen & Larsen (1998), tuvo los siguientes resultados:

Concentracion 100 mg/mL 200 mg/mL

Cuarto Anterior Posterior Anterior Posterior
Derecho Derecho Izquierdo Izquierdo

1879 2 2 2 2

1713 2 2 2 2

1547 2 3 2 2

1705 2 2 2 2

Donde:

1 = Muy suave; 2 = Suave; 3 = Ligeramente reseca; 4 = Reseca; 5 = Agrietada; 6 = Presencia

de llagas
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Anexo 4: Resultados de prueba PortaSCC®

Conteo de Células Somaticas

(x1000 CS/mL)
Cuarto | Anterior Izquierdo | Posterior Izquierdo Anterior Derecho Posterior Derecho
(Al) (P) (AD) (PD)

Control | CI | CM | CF Cl CM | CF Cl CM CF Cl CM | CF
Vaca
1733 60 | 2480 | 390 | 50 400 | 100 50 50 330 | 2580 | 2150 | 960
1769 50 | 120 | 310 | 150 50 30 20 30 10 190 | 170 20
1803 | 160 | 200 | 210 | 670 | 520 | 560 | 130 | 630 | 1120 | 50 | 690 | 1520
1815 | 850 | 480 | 640 | 430 | 380 | 230 | 450 | 400 | 560 80 110 | 220
1823 | 520 | 250 | 530 | 40 10 | 140 | 450 | 490 | 280 | 30 | 490 | 250
1859 | 50 | 90 80 20 10 | 140 | 30 | 260 | 90 60 | 340 | 20
1875 50 | 240 | 50 50 160 40 50 200 50 50 10 50
1879 | 50 | 250 | 210 | 50 | 380 | 340 | 50 | 180 | 110 | 50 | 270 | 350
1887 | 150 | 750 | 150 | 110 | 90 | 320 | 1510 | 1760 | 1730 | 300 | 450 | 110
1893 | 340 | 610 | 540 | 2780 | 260 | 470 | 240 | 500 | 560 20 370 | 590
1905 | 10 | 10 50 | 490 | 490 | 1190 | 220 | 30 30 | 150 | 200 | 10
1917 | 340 | 340 | 50 50 50 50 50 50 10 40 80 | 150
1945 | 170 | 400 | 740 | 30 80 140 60 150 30 160 90 50
1949 | 50 | 50 90 80 50 50 50 | 630 | 520 | 60 50 10
1951 | 100 | 160 | 50 10 50 50 30 50 10 40 50 30
1979 50 | 230 | 140 | 50 170 | 150 50 240 20 50 50 | 1310
1983 | 50 | 50 50 30 | 120 | 270 | 50 | 200 | 10 90 | 270 | 50
2001 | 240 | 1270 | 1720 | 580 | 190 | 1840 | 1460 | 1070 | 1850 | 360 | 230 | 470
2007 80 50 | 500 10 150 | 370 30 40 20 20 50 50
2017 | 240 | 160 | 80 | 280 | 120 | 130 | 280 | 210 | 50 80 | 110 | 50
2021 30 | 120 | 70 50 290 50 50 130 | 100 80 110 30
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Anexo 5: Analisis de varianza del efecto de los tratamientos al dia 0 en el conteo de

células somaticas — Control Inicial

RESUMEN

Grupos Media N Desv. tip
T1: testigo 229761.905 42 450330.437
T2: alternativo 234523.81 42 487508.361
Total 232142.86 84 466458.256

ANALISIS DE VARIANZA

Grados Promedio Valor
Origendelas  Sumade de de los critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F

Inter- grupos 476190476 1 476190476 0.00216223 0.96302495 3.95738832
Intra- grupos 18059E+13 82 22023E+11

Total 1,8059E+13 83

MEDIDAS DE ASOCIACION

Eta Eta cuadrado

CCS*tratamiento 0.005 0.000

PRUEBA DE HIPOTESIS
1) Ho: CCSt1=CCSr?
Ha: CCSt1# CCSt2

2) a=0.05

3) F =0.00216223
Valor critico para F (VcF) = 3.95738832
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4) Criterios de decision
Si:F < VcF ,se acepta H,
Si:F > VcF ,serechaza H,

Zona
aceptacion

e,

g T —— S

(o)
(=)
N

_

%

VcF = 3.957

-
I

5) Conclusion
F < VcF Se acepta la hipotesis propuesta. No existe evidencia estadistica que existe
diferencia significativa entre el efecto sobre el conteo de células somaticas de los

tratamientos.
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Anexo 6: Analisis de varianza del efecto de los tratamientos al dia 30 en el conteo de

células somaticas — Control Medio

RESUMEN

Grupos Media N Desv. tip
T1: testigo 293571.43 42 420016.384
T2: alternativo 324761.90 42 433669.752
Total 309166.67 84 424608.135

ANALISIS DE VARIANZA

Grados Promedio Valor

Origen de las Suma de de de los critico para

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Inter- grupos 2,043E+10 1 2,043E+10 0.11210262 0.73861787 3.95738832
Intra- grupos 1,4944E+13 82  1,8224E+11
Total 1,4964E+13 83
MEDIDAS DE ASOCIACION

Eta Eta cuadrado

CCS*tratamiento 0.037 0.001

PRUEBA DE HIPOTESIS
1) Ho: CCSt1=CCSr2
Ha: CCSt1# CCSt2

2) 0=0.05

3) F =0.11210262
Valor critico para F (VcF) = 3.95738832
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4) Criterios de decision
Si:F < VcF ,se acepta H,
Si:F > VcF ,serechaza H,

-
-

Zona
aceptacion

.
e
O €=-rmmmmm
r

e,

VcF = 3.957

ey
Il

—_
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5) Conclusion
F < VcF Se acepta la hipdtesis propuesta. No existe evidencia estadistica que existe
diferencia significativa entre el efecto sobre el conteo de células somaticas de los

tratamientos.

64



Anexo 7: Analisis de varianza del efecto de los tratamientos al dia 60 en el conteo de

células somaticas — Control Final

RESUMEN

Grupos Media N Desv. tip
T1: testigo 316904.76 42 409476.097
T2: alternativo 328333.33 42 495481.617
Total 322619.05 84 451807.932

ANALISIS DE VARIANZA

Grados Promedio Valor

Origen de las Suma de de de los critico para

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Inter- grupos 2742857143 1 2742857143 0.01327705 0.90854763 3.95738832
Intra- grupos 1,694E+13 82  2,0659E+11

Total 1,6943E+13 83
MEDIDAS DE ASOCIACION
Eta Eta cuadrado

CCS*tratamiento 0.013 0.000

PRUEBA DE HIPOTESIS
l) Ho: CCST1= CCS12
Ha: CCSt1# CCSr2

2) a=0.05

3) F =0.01327705
Valor critico para F (VcF) = 3.95738832
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4) Criterios de decision
Si:F < VcF ,se acepta H,
Si:F >VcF ,serechazaH,

Zona
aceptacion

\_\'l\_

ey

e e

F =0.013 VcF = 3.957

5) Conclusion
F < VcF Se acepta la hipdtesis propuesta. No existe evidencia estadistica que existe
diferencia significativa entre el efecto sobre el conteo de células somaticas de los

tratamientos.
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Anexo 8: Efecto preventivo de los tratamientos

VALORES OBSERVADOS
Cuartos
Tratamientos Totales No afectados Afectados
T1: testigo 126 80 46
T2: alternativo 126 81 45
252 161 91
¥2 = (0—e)* Pl = 126 x 161 _ 805
B e ' 252 7
VALORES ESTIMADOS
Cuartos
Tratamientos Totales No afectados Afectados
T1: testigo 126 80.5 45.5
T2: alternativo 126 80.5 45.5
252 161 91
PRUEBA DE CHI-CUADRADA
Chi-cuadrada GL Valor p
Pearson 0.017 1 0.896
Relacion de verosimilitud 0.017 1 0.896

PRUEBA DE HIPOTESIS

1) Ho: P11=Pq2
Ha: Pr1# P12
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2) a=0.05
gl=1

3) X?cal =0.017
X? = 3.84

4) Regiones criticas

Zona
aceptacion

e

D

‘-\'-\_

",

X? cal = 0.017 X? =3.84

Criterios de decision
Si: X% < X2 ,seacepta H, ;Valorp > 0.05, se acepta H,
Si:X? > X? ,serechaza H, ;Valor p < 0.05, se rechaza H,

5) Conclusion
X? < X2 ;p>0.05
Se acepta la hipotesis propuesta. No existe evidencia estadistica para rechazar la

hipdtesis de igualdad de la efectividad entre los tratamientos.
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Anexo 9: Efectividad de los tratamientos

VALORES OBSERVADOS
Cuartos
Tratamientos Cuartos libres No afectados Afectados
T1: testigo 38 23 15
T2: alternativo 40 27 13
78 50 28
—e)? 38 x50
x2= 07O 5 38X50 359
e 78
VALORES ESTIMADOS
Cuartos
Tratamientos Cuartos libres No afectados Afectados
T1: testigo 38 24,359 13,641
T2: alternativo 40 25,641 14,359
78 50.000 28.000
PRUEBA DE CHI-CUADRADA
Chi-cuadrada GL Valor p
Pearson 0.412 1 0.521
Relacion de verosimilitud 0.412 1 0.521

PRUEBA DE HIPOTESIS

1) Ho:Emi=Em
Ha: E#Em

2) 0=0.05
gl=1



3) X?cal =0.412
X2 =3.84

4) Regiones criticas

Zona
aceptacion

—
D T S

.H.

X? cal = 0.017 X? =384

Criterios de decision
Si:X? < X ,seacepta H, ;Valorp > 0.05,seacepta H,

Si:X? > X? ,serechaza H, ;Valor p < 0.05, se rechaza H,

5) Conclusion
X? < X? ;p>0.05
Se acepta la hipdtesis propuesta. No existe evidencia estadistica que existe diferencia

significativa entre el efecto preventivo de los tratamientos.
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