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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la seguridad, tolerancia y eficacia de los dos
lisados de Corynebacterium cutis después de la administracion subcutanea en
vacas lecheras antes y después del parto. Se utilizaron 31 vacas gestantes
clinicamente sanas distribuidas al azar en tres grupos. Grupo 1: 10 vacas tratadas
con Corynebacterium cutis-UC1, Grupo 2: 11 vacas tratadas con Corynebacterium
cutis UC2 y Grupo 3: 10 vacas tratadas con NaCl 0.9%. Fueron inoculadas a dosis
Gnica de (2 mL/100kgP.V) 30 dias antes del parto y en el dia 30, 37 y 44 de la
lactancia temprana. La seguridad se evalu6 mediante examen fisico, observacion
continla de reacciones adversas que alteraran parametros fisiologicos de
(temperatura, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria) y parametros de
hemograma y quimica sanguinea. La tolerancia del sitio de inoculacion fue
determinada por ecografia y andlisis termografico para identificar signos
sugestivos de inflamacién atribuidos a las diferentes aplicaciones del
medicamento. La eficacia fue relacionada por la evaluacion clinica de la incidencia
de mastitis mediante la prueba California y analisis de células soméaticas para
determinar casos de mastitis subclinica. Los resultados de este estudio indican
qgue los dos lisados de Corynebacterium cutis son seguros y bien tolerados en
vacas lecheras a una sola dosis de 10 mL/PV antes del parto y a tres dosis de 2
mL/100 kg PV con intervalo de 7 dias en la lactancia temprana, ya que no se
observaron efectos adversos y alteraciones en parametros fisioldgicos. También
se observa, que no se ven alterados parametros productivos o la calidad de la
leche. Al valorar CCS/mL se pudo identificar un aumento = 200,000 en animales
bajo tratamiento con Corynebacterium cutis. En contraste, se observd una
disminucién de incidencia de mastitis en los primeros 60 dias post-parto. En
conclusion este producto podria considerarse como un inmunoestimulante seguro
y eficaz para ser utilizado en vacas lecheras durante el periodo imnunosupresivo

del peri-parto.

Palabras Clave: Peri-parto, inmunoestimulantes, conteo celular somatico.



SUMMARY

The aim of the study was to evaluate the safety, tolerability and efficacy of the two
lysates Corynebacterium cutis after subcutaneous administration in dairy cows
during the peripartum period. 31 pregnant cows were used. Group 1: 10 cows
treated with Corynebacterium cutis-UC1, Group 2: 11 cows treated with
Corynebacterium cutis-UC2 and Group 3: 10 cows treated with NaCl 0.9%. Were
inoculated with single dose (10 mL/PV) 30 days before delivery and 3-dose of 2 ml/
100 Kg PV on day 30, 37 and 44 early lactation. The safety and tolerability was
evaluated by physical examination, observation continues to adverse events (AEs),
measurement values of hematology and blood chemistry and determining signs of
inflammation of the site of inoculation by thermography and ultrasound. Efficacy
was determined by the clinical evaluation of the incidence of mastitis by California
somatic testing and analysis to determine subclinical mastitis cells. The results of
this study indicate that both lysates Corynebacterium cutis are safe and well
tolerated in dairy cows before delivery and in early lactation. Adverse effects and
alterations in physiological parameters (rectal temperature, heart rate, respiratory
rate) were observed. Also, It was observed a decrease in cases of mastitis in
animals treated, in contrast increases the number of somatic cells/mL. However,
little is known about the physiological effect on milk production, being necessary
more studies to assess changes inmunofisiologicos in dairy cows. In conclusion
this product might be considered as a safe immunostimulant for use in dairy cows

during the peri-partum.

Key words: Peripartum, immunoestimulants, somatic cell count.
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| INTRODUCCION

A pesar de las medidas de bioseguridad y control de las enfermedades que
afectan a las vacas lecheras durante el peri-parto, las pérdidas econdémicas a
consecuencia de estos problemas en la industria lechera contindan
presentandose. Aunado a esto es cada vez mas evidente la resistencia a los
antibiéticos, los riesgos potenciales para el ambiente y los consumidores que
enfrentan los problemas de residuos quimicos después de la administracion
indiscriminada de farmacos con fines terapéuticos en los animales. La
farmacovigilancia en medicina veterinaria se fundamenta en buscar la seguridad
clinica y la eficacia de los medicamentos, independiente de que éstos sean de
naturaleza quimica o biolégica, todo farmaco tiene que garantizar no inducir

reacciones adversas al paciente.

La mastitis bovina es una enfermedad con alta incidencia en la industria
lechera y es considerada como la mayor causa de pérdidas econdmicas (Taverna,
Negri et al. 2007), por la disminucion de la calidad de la leche y presencia de
residuos de antibioticos (Bradley, 2002). Cuando la vaca esta en produccion hay
una correlacion entre la produccion de leche y la incidencia de mastitis, asociado
al incremento de estrés metabdlico por la alta exigencia de la produccion. Cuando
la vaca esta en el periodo seco, la glandula mamaria sufre una serie de cambios
hormonales e inmunoldgicos que influyen en la susceptibilidad a infecciones
intramamarias (Pantoja et al. 2009). El uso de antibiéticos para el tratamiento de
la mastitis durante el periodo seco fue implementado desde la década de 1950
(Bramley et al.1984). Sin embargo, poco se sabe sobre la presencia de residuos
en la lactancia temprana, lo que ha permitido el uso de inmunoestimulantes
favoreciendo mecanismos de defensa y logrando una proteccion eficaz en
enfermedades del puerperio sin riesgos de contaminacion de leche. En contraste,
ha sido poco explorada la estimulacién artificial de la inmunidad innata. Los
iInmunoestimulantes aumentan la resistencia a la enfermedad mediante un

incremento en los mecanismos de defensa especificos e inespecificos,



convirtiéndose en agentes profilacticos primarios, no curativos. Las limitaciones de
la inmunoestimulacion dependen del estado de desarrollo del sistema inmune,
organo blanco, tipo de inmunoestimulante usado y los procedimientos de
administracion. Muchos inmunoestimulantes son nutrientes habituales de la dieta
como polisacéaridos, lipidos o proteinas que suministrados en concentraciones
superiores a las normales produciran un efecto estimulante. Las vitaminas y
minerales pertenecen al grupo de inmunomoduladores los cuales pueden actuar
regulando el sistema inmune, con la capacidad de aumentar o disminuir la

capacidad de este.

Los inmunoestimulantes de mayor uso son los de origen bacteriano
(lipopolisacarido, lipopeptidos, peptidoglucanos y muramilpéptidos de pared
celular, asi como los R-glucanos de hongos y levaduras). La respuesta a los
lisados de pared bacteriana esta asociada con un incremento del factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa), la citocina-IL-18 y cortisol circulante en vacas
adultas, y tanto el TNFa como la IL-13 modulan los niveles de cortisol sanguineo
(Ohtsuka et al., 1997) regulando de esta manera la respuesta al estrés. Los
peptidoglucanos son fragmentos de la pared de microorganismos que brindan mas
resistencia a infecciones microbianas (Lépez et al., 2003). El lisado de
Corynebacterium cutis ha demostrado ser reconocido rapidamente por células
inmunes, activando la sintesis y liberacion de citocinas y linfocinas. Por lo tanto,
los inmunoestimulantes surgen como una herramienta de manejo del aspecto
sanitario en las producciones pecuarias y suplen en gran parte las deficiencias
halladas con el uso de farmacos tipo antibidtico (Santoma, 1998). El efecto
protector de estos compuestos depende de la enfermedad o patdogenos contra los
cuales se quiere prevenir y controlar; por ende se hace imperante el desarrollo de
estudios que permitan vislumbrar compuestos con caracteristicas
inmunoestimulantes y que a su vez confieran eficacia ante agentes etiol6gicos

especificos.



Il REVISION DE LITERATURA

2.1 Farmacovigilancia en medicina veterinaria.

Dentro de las caracteristicas de un farmaco ideal estéa el que no genere dafo
alguno en el paciente. Sin embargo, la realidad es diferente al considerar que todo
medicamento tiene la capacidad de producir efectos adversos (Rang et al., 2000).
Esta situacion obliga a la existencia de un sistema encargado de vigilar ciertas
caracteristicas de los medicamentos, como la seguridad, la eficacia y la calidad,

de manera de proteger la salud de los pacientes de los efectos no deseados.

La farmacovigilancia es una actividad dirigida a la deteccion y estudio de
Reacciones Adversas a Medicamentos (RAM). En la medicina humana ha tomado
importancia desde hace ya mas de treinta afios.

Diversos autores y organismos internacionales coinciden al sefalar que “una
reaccion adversa a medicamentos corresponde a una reaccidbn nociva no
intencionada y que tiene lugar a las dosis normalmente utilizadas para la profilaxis,
diagnéstico o tratamiento de una enfermedad o para la modificacibn de una

funcion fisiolégica” (Union Europea 1993, Comision Europea 2001).

La farmacovigilancia y RAM, han sido también aplicados a la medicina
veterinaria. No obstante, surgen algunas complicaciones al considerar la
existencia de factores que no estan contemplados en la medicina humana y que
algunas veces pueden ser determinantes para la presentacion de una RAM en la
medicina veterinaria. Estas pueden ser la especie animal, la raza, el uso de
medicamentos no registrados para uso veterinario o el uso de medicamentos sin
considerar las indicaciones sefialadas en el etiquetado, entre otros (Woodward
2005b).



Dentro del amplio campo de interés, el principal objetivo es la seguridad
clinica y la eficacia de los medicamentos, independiente de que éstos sean de
naturaleza quimica (como son los antimicrobianos, antiparasitarios, anestésicos y
otros) o biolégica, como, por ejemplo, las vacunas es la identificacion y el estudio
de las RAM conocidas y esperadas que se pueden presentar en la poblacion
expuesta. Adicionalmente, la farmacovigilancia en medicina veterinaria se
fundamenta mas aun si consideramos que es comun el uso de medicamentos sin
respetar las instrucciones del etiquetado o se utilizan medicamentos que no han

sido registrados para uso veterinario (Jalil et al., 1987).

Es importante sefialar que no so6lo los animales que son tratados con
productos veterinarios competen a la farmacovigilancia. También se deben
considerar las RAM que puedan ocurrir en las personas que manipulan los
medicamentos veterinarios y las RAM que pueden ocurrir en humanos que
consumen alimentos provenientes de animales tratados con farmacos (Unién
Europea 2001a; Woodward 2005c).

2.2Evaluacién de la seguridad de los medicamentos durante el desarrollo de
farmacos.

Desde que un nuevo farmaco es descubierto hasta que éste es
comercializado deben realizarse numerosos estudios de alta complejidad,
enfocados a descubrir o verificar los efectos de los farmacos (clinicos y

adversos).

Un estudio clinico consiste en uno o varios ensayos relacionados con la
administracion de uno o mas medicamentos a los pacientes; se realizan cuando
ya existe la evidencia que dicho medicamento tiene efectos benéficos. Sin
embargo, en la actualidad esta definicion resulta de escasa aplicabilidad debido a
que no contempla informacion completa (Aronson 2004). La Unién Europea

(2001a ), en la Directiva 2001/20/EC, define a un ensayo clinico como “una



investigacion llevada a cabo en individuos con la intencion de verificar los efectos
clinicos, farmacologicos y farmacodindmicos de uno o varios medicamentos,
identificar cualquier reaccion adversa a uno o varios medicamentos y para
estudiar su absorcion, distribucion, metabolismo y excrecién, con el objetivo de
determinar su seguridad y eficacia, ya sea se realice en uno o varios lugares
fisicos, determinando en este ultimo caso ensayos clinicos multicéntricos”. Los
ensayos clinicos corresponden entonces a un método para comparar
objetivamente, a través de estudios prospectivos, los resultados de dos o mas

tratamientos.

En medicina veterinaria los ensayos clinicos son realizados en las especies
para las cuales esta destinado el medicamento y contemplan distintas etapas
(Fase I, 1l lll y IV). Las evaluaciones que se realizan para determinar la seguridad
de los farmacos estan consideradas en los estudios clinicos fase | o fase de
seguridad. Estos ensayos estan destinados a caracterizar las dosis y los procesos
farmacocinéticos en las especies animales a las que va destinado el producto
(Honrubia y col 2002); se incluyen individuos sanos (Cato y col 2002). En los
ensayos clinicos Fase Il estan dirigidos a determinar el régimen de dosis y
evidenciar el posible potencial terapéutico, estimando su eficacia frente a la
patologia a la que va destinado. Los ensayos Fase lll o estudios de utilidad
comparada consideran una extension de los anteriores y estan orientados a
comparar la actividad del nuevo farmaco con la de estandares de actividad
conocida. En estos estudios se expone un gran numero de pacientes con el
objetivo de delinear el perfil de seguridad y eficacia del farmaco. Esta fase es
crucial para la introduccion del producto en el mercado terapéutico (Honrubia y col
2002).

Al término de los estudios clinicos Fase Il ya se han identificado las
reacciones adversas asociadas a una formulacion determinada y, dependiendo de
la gravedad, frecuencia y evaluacién riesgo/beneficio, el producto avanza a la fase

siguiente que corresponde al registro y comercializacion (Union Europea 2001a ).



El uso excesivo de medicamentos en la industria lechera son atribuidos al
desbalance fisiolégico de la vaca con su fin zootécnico de produccion, por lo tanto,
hay susceptibilidad a enfermedades infecciosas principalmente en el periparto,
esto origina el uso de diversos antibiéticos o profilacticos para los cuales se tiene
que implementar un programa de farmacovigilancia que permitan la identificacion
de las reacciones adversas por parte de profesionales médicos veterinarios,
propietarios de animales, industria farmacéutica y todos quienes estén
involucrados en la fabricacion, distribucion, administracion y manipulacion de
medicamentos de uso veterinario. La notificacion de una reaccion adversa en
algunos paises corresponde a un proceso voluntario, sin embargo, en otros
constituye un proceso obligatorio para los profesionales sanitarios y para la
industria farmacéutica (OMS 2001).

2.3 Uso de antibioticos en la industria lechera.

La produccion de leche en forma intensiva se complica por el uso excesivo
de antibidticos, la generacion de bacterias resistentes a los medicamentos y la
transferencia de este Ultimo a la cadena alimentaria (Ingvartsen et al., 2003;
Mulligan et al., 2008). Estas cuestiones fueron destacadas en un informe
publicado en 2009 por el Centro Europeo para la Prevencion y Control de
Enfermedades y la Agencia Europea de Medicamentos (ECDC / EMEA, 2009),
que hizo hincapié en la diferencia entre la creciente aparicion de bacterias
resistentes a mdultiples farmacos en Europa y el escaso desarrollo de los
antibioticos para el tratamiento de infecciones por tales bacterias (Fey et al.,
2000).

En particular, el alto rendimiento de la vaca lechera la predispone a ser mas
susceptible a las enfermedades infecciosas (mastitis) el estrés metabodlico es un
factor importante para la susceptibilidad de infecciones, esta condicion se agrava

en tiempos de inmunocompetencia condicion que es caracteristica del periodo



seco e inicio de la lactancia (Lacetera et al., 2005; Sordillo et al., 2009a.; Trevisi et
al., 2011a).

La mastitis es la principal razén para el uso de antibiéticos en la industria
lechera, por lo tanto, es imperativo que los productores y los profesionales sigan
las mejores préacticas para utilizar los antibioticos de forma selectiva y con criterio;
se tienen que valorar factores de la vaca tales como edad, estado de lactancia
dias en leche, SCC, patégenos causantes, virulencia y la susceptibilidad a los

antibioéticos.

Por otra parte, la produccion mundial de leche y carne de bovino se duplicara
en 2050 creando un fuerte impacto por wuso de antibidticos en la cadena
alimentaria. Esto significa que se tienen que buscar estrategias para controlar las

enfermedades del ganado productor de leche.

La reciente conferencia internacional de la OIE / IABS en " Alternativas a los
antibioticos " (OIE / IABS, 2012) proporciono evidencia de que una reduccion del
uso de antibiéticos en animales de granja se puede lograr mediante una adecuada
combinacion de péptidos antibacterianos naturales, pre y probidticos, e
inmunoestimulantes principalmente. En particular, hay evidencia de que los
inmunoestimulantes pueden representar una importante contribucion para el
control de enfermedades en los hatos de ganado lechero (Frola et al., 2012;
Nader-Macias et al., 2008).

2.4 Alternativas para disminuir el uso de antibioticos en vacas lecheras.

En los dltimos afios se han buscado diversas alternativas para disminuir el
uso de antibidticos en medicina veterinaria, varias substancias han demostrado su
eficacia en ensayos de campo en términos de resistencia a las enfermedades y
disminucién de los costos de produccion en la industria lechera (Malinowski,

2002). Los costos de tales tratamientos son generalmente comparables a las



vacunas; sin embargo, su uso implica un programa adecuado de vigilancia del

hato, que debe definir la prevalencia y riesgo de enfermedad.

La mayor incidencia de las enfermedades en la vaca lechera suele ocurrir en
el periodo de transicion, que comprende 3 semanas antes y 3 semanas después
del parto. Este periodo se caracteriza por la ocurrencia de una respuesta
inflamatoria asociada a proteinas de fase aguda tanto positivas como negativas,
como respuesta a disturbios de la hemostasia caracteristica del peri-parto donde
sucede. Estos resultados implican que las vacas en mayor riesgo de aparicion de
la enfermedad podrian ser identificadas en el periodo no lactante. De esta forma,
podria ser seleccionado este periodo para la asistencia sanitaria y el cuidado de la

vaca post-parto (LeBlanc et al., 2003)

El tratamiento preventivo podria basarse en anti-inflamatorios, ya que estos
controlan el proceso inflamatorio y con ello resguarda la integridad de la glandula
mamaria (Bertoni et al., 2004; Trevisi et al.,, 2005; Trevisi et al., 2008). Otra
alternativa prometedora es la immunonutricion (Calderon, 2003), es decir, la
posible modulacién del sistema inmune por nutrientes especificos. A este
respecto, se obtuvieron resultados interesantes fortificando los alimentos con
omega3, con antioxidantes (Sordillo et al., 2009b), Fitoextractos (por ejemplo,
Echinacea purpurea (Trevisi et al., 2008) o plantas enteras alrededor del parto
(Trevisi et al., 2013). Por lo tanto, se tienen que buscar estrategias integradas para
la reduccion de los antibidticos en las granjas lecheras, que beneficiaria el
problema de salud publica y los costos de produccion de los ganaderos ya que se
ha reportado que la mastitis cuesta tratarla entre 140-260 euros por caso. La
diferencia en los costos se debio principalmente a los protocolos terapéuticos

aplicados.

2.5 Inmunoestimulantes no especificos utilizados en el control de mastitis.

A pesar de las diferentes medidas de control implementadas en los sistemas

de produccion para delimitar la entrada o contrarrestar los efectos de las



enfermedades infecciosas, la pérdida debido a estas sigue siendo un severo
problema para el 6ptimo desarrollo de la industria pecuaria (Templeton et al.,
1988). Otro aspecto importante es la creciente resistencia antibiotica observada en
las diferentes especies domesticas aunado a los riesgos de salud publica que se
puedan llegar a suscitar por el consumo de productos con residuos de sustancias

quimicas (Templeton et al., 1988).

Los inmunoestimulantes son substancias de origen diverso que tienen la
capacidad de regular o modular el sistema inmune. Como lo indica el término,
tienen la capacidad de aumentar o disminuir la respuesta inmune (Blecha., 1988).
Estas sustancias también son conocidas como inmunomoduladores o
modificadores de la respuesta inmune (Blecha., 1988; Liew et al., 1991). Existen
diversas sustancias que actian como inmunoestimulantes entre las que se
pueden destacar: microorganismos y sus derivados, antihelminticos, vitaminas,

minerales y citocinas.

El uso de inmunomoduladores puede conducir a la mejora de la sanidad
animal y disminuir costos en las granjas lecheras. Se ha demostrado que la
administracion de interferén e interleucina 12 a través de una dosis baja parenteral
pueden restringir significativamente la aparicibon de nuevas infecciones
intramamarias y el uso relacionado de medicamentos veterinarios (Zecconi et al.,
1999; Zecconi et al., 2009). Por lo tanto, la modulacién de la respuesta inmune
podria ser una estrategia eficaz para el control de diferentes enfermedades en el
ganado lechero, lo que lleva a una exigencia menor de antibiéticos en las granjas
lecheras. Esta estrategia tendria un papel crucial en la veterinaria, instituciones
reguladoras de residuos de antibioticos, productores de leche y los consumidores

sobre la seguridad alimentaria (Templeton., et al 1988).

La necesidad de encontrar agentes que modifiquen la respuesta inmune en
el tratamiento profilactico del ganado lechero, ha generado interés en el uso de

varias substancias biolégicas y quimicas con actividad inmunomoduladora. La



aplicacion exitosa de substancias inmunomoduladoras requiere del entendimiento
de la respuesta inmune entre el huésped y los patégenos, asi como los
mecanismos de inmunoevasion que estos utilizan para prevenir su destruccién por
la respuesta inmune. La inmunoestimulacién se clasifica en inmunomoduladores
especificos y no especificos. Los primeros, los mas numerosos actuan
independientemente de la especificidad a un antigeno determinado. Los segundos
producen una respuesta antigeno especifica. La naturaleza de la respuesta
inmune naturalmente es dirigida por las interacciones entre células
inmunocompetentes y sus mecanismos inmunomoduladores, las variables que
influyen en dicho balance son importantes. En este sentido los
inmunomoduladores no especificos tienen influencia positiva o negativa sobre tal
equilibrio. La via, el tiempo de administracion, y la dosis son variables importantes
gue determinan como estos agentes influyen sobre el balance (Klesius., 1981). El
uso de inmunoestimulantes que favorezcan el sistema inmune inespecifico esta
incrementando su uso en medicina veterinaria ya que al parecer otorgan un
método eficiente para la estimulacion del sistema inmune no especifico. Estos
Compuestos tienen el potencial inmunoestimulante para contrarrestar el efecto del
medio ambiente o factores microbianos supresores. Pudiendo asi reducir la
morbilidad, mortalidad y pérdidas econOmicas resultantes de enfermedades
infecciosas, también pueden funcionar como adyuvantes, potenciando la
respuesta inmune a las vacunas aplicadas (Mayr., 1981). Los principales
estimulantes son generalmente componentes estructurales de la pared
microbiana, las cuales son captadas rapidamente por los macrofagos (Gialdroni.,
1981; Al-izzi et al., 1982) estos incluyen micobacterias y algunas fracciones de
corynebacterias anaeorbias (Propionobacterium acnés, Corynebacterium cutis)
una vez reconocidos por los macréfagos tienen la capacidad de estimular la
sintesis de citocinas, incluidas la interleucina 1, factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) e interleucina 6. Secundario a este efecto probablemente puedan activar
linfocitos con una liberacion de interleucina e interferon- gamma. Esto potenciara

la resistencia a infecciones viricas, asi como la produccién de anticuerpos, células
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asesinas naturales (NK), ademas de mediar en las reacciones inflamatorias y de

cicatrizacion.

2.6 Corynebacterium cutis un inmunoestimulante en la prevencién de
enfermedades de la vaca lechera.

El uso potencial de sustancias inmunoestimulantes naturales tienen interés
para la salud publica y bienestar animal (Eid et al., 1995). El lisado de
Corynebacterium cutis es un inmuno-estimulante no especifico, ha demostrado ser
reconocido y fagocitados rapidamente por macréfagos, estimulando la sintesis y
liberacion de citocinas como TNF-a, IL-B (interleucina ) e IL-6, colaborando en la
activacion de linfocitos T y la liberacién de IL-2 y TNFy iniciando la reactivacion
del sistema inmune. Recientemente, se demuestra que al aplicarse en el periodo
seco favorece la produccion y concentracion de anticuerpos maternos a través de
calostro que provee a los becerros de mayor resistencia a las enfermedades y
reduce la mortalidad en esta etapa fisiologica (Yilmaz et al., 2012; 2013); también
se ha demostrado que disminuye la cantidad de células somaticas en vacas
lecheras (Won-Chang Lee et al., 1996). Estudios en cerdos han demostrado que la
administracion de Corynebacterium cutis reduce significativamente la mortalidad y
aumenta la ganancia de peso corporal en lechones con sindrome de desmedro,
por lo que en Corea es usado como agente profilactico en cerdos. En becerros se
ha demostrado que la utilizacion de corynebacterium cutis en combinaciéon con
vacunas bivalentes, potencia largos periodos de respuesta inmune (Mahmoud et
al., 2013). En bufalos ha sido aplicado en periodo seco y se ha determinado que
favorece el nivel de inmunoglobulinas en calostro, la fertilidad post-parto y la
viabilidad de los neonatos (Hussein et al., 2008). Shalaby (1992) realizo un estudio
con becerros y vacas préoximas al parto, obteniendo que los animales tratados
tenian mayor ganancia de peso, menor incidencia a patdgenos virales y que

redujo la mortalidad.
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El uso de lisado de Corynebacterium cutis ha sido probado en vacas
lecheras gestantes, cerdos, bufalas gestantes, pollos, cabras y borregas,
demostrando eficacia en el estimulo de inmunidad inespecifica (Shalaby., 1992 ).
Sin embargo, nunca ha sido reportada una prueba de seguridad de los antigenos
del lisado Corynebacterium cutis en vacas gestantes al inicio del periodo seco y
posteriormente en la lactancia temprana. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo
fue demostrar la seguridad, tolerancia y eficacia de dos nuevas formulaciones de
inmunoestimulantes (lisados) a base de Corynebacterium cutis en el periodo seco
y la lactancia temprana en vacas lecheras considerado este periodo de tiempo

como el mas critico en la susceptibilidad a enfermedades de la vaca lechera.

El control de este periodo en el ganado vacuno lechero se hace
imprescindible en las nuevas condiciones de produccion lechera en el que la

competitividad es necesaria para asegurar el rendimiento econémico.

2.7 Manejo clinico del periodo seco de la vaca lechera.

El aplicar un antibiético de liberacion prolongada, formulado especificamente
para ser depositado dentro de cada cuarto (teta) de la ubre de una vaca en el dia
del secado (la dltima ordefia de la lactancia) se le conoce comunmente como el
tratamiento o la terapia de la vaca seca. El uso de esta terapia estd ampliamente
difundido en la industria lechera como una herramienta eficaz para el control de la
mastitis método desarrollado hace mas de 50 afios. Es en esta etapa, donde la
terapia para tratar infecciones subclinicas es mas eficaz que la terapia en la
lactancia, ya que el indice de curacion es mas elevado, se observa que la tasa de
curacion puede llegar hasta el 80% (Ruegg et al., 2004). La utilizacion de dosis
mayores de antibidticos, el tiempo de antibiético en el tejido mamario es mayor y el

riesgo de contaminacion de leche es minimo.

La mayoria de los productos para la terapia de la vaca seca son disefiados
para eliminar infecciones existentes causadas por las bacterias Gram-positivas,

particularmente Staphylococcus aureus e infecciones provocadas por
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estreptococos, especialmente Streptococcus uberis, pero carecen de actividad
contra bacterias ambientales Gram-negativas, especialmente coliformes. La
duracion de la proteccion efectiva varia entre los productos, a menudo segun el
tipo de antibiético o de la dosis. En Europa y Australia, se dispone de productos

para la terapia de la vaca seca que proporcionan proteccion hasta 54 dias.

2.8 Inmunosupresion y susceptibilidad a enfermedades en el peri-parto de la
vaca lechera.

A lo largo del ciclo productivo de la vaca acontecen importantes cambios.
Dichos cambios no solo incluyen alteraciones metabdlicas y hormonales sino que
también ocurren cambios en el manejo que se les da. A medida que el sistema de
produccion se vuelve mas intensivo y la poblacién aumenta, el riesgo de sufrir
enfermedades de tipo metabdlico también se incrementa el efecto en la salud de
los animales (Goff et al., 1997; Bell et al., 1997; Persson et al., 2000). Las
enfermedades de tipo infeccioso aumentan, tornandose en presentaciones clinicas

que incluyen el desarrollo de infecciones intramamarias (Kimura et al., 1999).

El periodo de mayor susceptibilidad en la vaca lechera se torna entre la
tercera semana previa y posteriores al parto, durante este tiempo los animales se
tornan mas propensos de desarrollar alguna enfermedad ocasionando un impacto
econdémico negativo al sistema (Saad et al.,1989; Kehrli et al., 1989; Mallard et al.,
1998). Paralelamente, el consumo de materia seca (CMS) se disminuye cerca de
un 30% durante el preparto, aunque la mayor parte (89%) de esta disminucion
ocurre durante la ultima semana de gestacion (Hayirli et al., 2002). A los 21 dias
antes del parto el CMS de novillas y vacas es de aproximadamente 1.7 y 2.0 % de
Su peso Vvivo respectivamente y cae el dia anterior al parto a 1.3 y 1.4% (Grummer
et al., 2004). La reduccion en el CMS unido al incremento en la demanda de
nutrientes, genera un balance energético negativo al final de la gestacion, el cual
se prolonga hasta varias semanas después del parto. Este balance energético
negativo ha sido asociado con inmunosupresion, enfermedades del peri-parto e

incremento del intervalo a la primera inseminacion.
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La capacidad fagocitaria de los neutrofilos y la proliferacién de linfocitos y
su produccion de anticuerpos es menor durante la semana previa al parto y la
semana posterior al mismo. La causa son factores enddécrinos y nutricionales. La
progesterona inhibe muchas funciones leucocitarias que se relacionan con la
necesidad de evitar el rechazo materno-fetal durante la gestacion. A pesar de ello
la progesterona disminuye durante el peri-parto por lo que su responsabilidad se
descarta. Es probable que los estrégenos y glucocorticoides sean responsables.
Los estrogenosy glucocorticoides tienen un potente efecto inmunosupresor,
también el aumento de la cetonemia y la deficiencia de ciertas vitaminas y
oligoelementos relacionada con el consumo disminuido de materia seca durante

ese periodo.

Los niveles de estr6genos durante el parto son entre 10 y 100 veces
superiores a los niveles de estrégenos fisiologicos del celo y estas
concentraciones alteran la funcién inmunitaria. Ademas, entre 24 y 48 horas
previas al parto los niveles de prostaglandinas aumentan provocando lutedlisis lo
que resulta en disminucion de progesterona y dominio definitivo de los estrogenos.
Estos cambios en los perfiles hormonales que desencadenan el parto son
estresantes. En situaciones de estrés se liberan cantidades importantes de
cortisol. Los niveles elevados de cortisol y estrogenos desencadenantes del parto
son los que inciden directamente en la inmunosupresion, que hasta cierto punto es
inevitable.

Respecto a la calostrogénesis, los mecanismos desencadenantes del parto,
fundamentalmente el dominio estrogénico, favorecen la produccion y transferencia
de inmunoglobulinas a la glandula mamaria para la formacion de calostro, en
detrimento de las defensas celulares del propio animal (Goff et al 1997; Arnott et al
2012).

Lo expuesto ha llevado a proponer y explorar nuevas alternativas para

aumentar la eficacia de curacion de las infecciones intramamarias y prevenir
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nuevas en las etapas en las cuales aumenta la exposicibn a organismos

causantes de mastitis.

2.9 Mastitis y su importancia en la industria lechera.

La mastitis, es la respuesta inflamatoria de la glandula mamaria
normalmente causada por bacterias (Kerr et al., 2003; Bannerman et al., 2004;
Hansen et al., 2004; Hillerton et al., 2005). Es probablemente la mas costosa de
las enfermedades infecciosas endémicas que afecta a las vacas y otras especies
lecheras. Su impacto es en la produccién animal, bienestar animal y la calidad de
la leche producida (Hillerton et al., 2005). Se caracteriza por la entrada de células
somaticas, principalmente neutrofilos polimorfonucleares (PMN), en la glandula
mamaria y por un aumento en el contenido de proteasa en la leche (Kerr et al.,
2003). La mastitis es la enfermedad mas comun y costosa en la industria lechera
de todo el mundo, debido a los efectos negativos que ocasiona sobre la
produccion y la calidad de leche. Algunas investigaciones aseguran gque la mastitis
causa una disminucion en la produccion del 70% de las pérdidas totales, y otros
porcentajes contribuyen a la disminucion en el precio por deficiencias de calidad,
gastos en medicamentos, servicio veterinario, desecho de animales, descarte en
la leche, problemas de residuos de antibiéticos y los cambios en la composicion de
la leche (reduccién de calcio, fésforo, proteina y grasa, e incrementos de cloro y
sodio) reduciendo su calidad (Agrobit Gestion Agropecuaria 2004; Acebo 2006).
Segun el Consejo Nacional de Mastitis en México, se estima una pérdida promedio
de 225 ddlares anuales por vaca en el hato, de los cuales 78 dolares son

atribuidos a casos de mastitis clinica (L6pez et al. 2006).

Miller et al (2004) define la mastitis como la inflamacion de la glandula
mamaria que generalmente se presenta como una respuesta generada por la
invasiéon de-microorganismos dentro del canal del pezén y se caracteriza por

dafios en el epitelio glandular, seguido por una inflamacién y cambios patolégicos
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localizados o generalizados, dependiendo de la magnitud del dafio (Avila et al,
2004).

Se estima que la mastitis afecta entre el 15 y 20% de las vacas en
produccion lactea (Phelps, 1989). La mastitis, ya sea clinica o subclinica, es casi
siempre causada por una Infeccién intramamaria asociada a bacterias. Las
bacterias que comunmente causan la mastitis son clasificadas en patdgenos
contagiosos, que se transmiten de vaca a vaca por fomites durante el ordefio y
patdogenos ambientales (Royster et al., 2015). La incidencia de mastitis puede ser
favorecida por: lesiones fisicas, limpieza inadecuada de los cuartos durante el
ordefio, maquinas de ordefio mal utilizadas, deficiente sellado post-ordefio, mal
estado de las camas, entre otros factores que permiten el ingreso de
microorganismos patdgenos a las glandulas mamarias o causan dafio fisico del
tejido, provocando asi su inflamacion. Diferentes investigadores han reportado que
los porcentajes de vacas eliminadas a causa de mastitis varian anualmente desde
1.3% hasta 25% (Avila et al., 2004).

2.10 Clasificacion clinica de la mastitis bovina.

La mastitis subclinica no es facilmente visible ya que no se aprecian signos
claros de la enfermedad ni cambio aparente en la leche ademas de esto, el
diagndstico no se puede llevar acabo sin la ayuda de pruebas especiales tales
como la prueba de california, conductividad eléctrica y conteo celular somatico. La
concentracion de células somaticas esta estrechamente relacionada con la
infeccion existente en la glandula mamaria o algun proceso traumatico (Dohoo et
al., 1982); Munro et al., 1984; Pedraza et al., 1994a, 1994b; Barria et al, 1998).

Casi todos los cuartos afectados se ven normales y la leche tiene apariencia
normal; Avila., et al (2004) determina una disminucion en la produccion de leche e
incremento en el nimero de células somaticas en animales con mastitis

subclinica.
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La mastitis subclinica tiene un efecto negativo sobre la capacidad de
produccion de leche la cual alcanza hasta un 25 % sobre la capacidad lactea y
cuyos efectos pasan desapercibidos, ya que las vacas con mastitis subclinica son
normalmente ordefladas y no se reconocen como animales con problemas de
salud (NMC, 2006). En el estudio publicado por Pedraza et al., (1994a),
registraron en vaquillas una disminucion de 0,61 kg de leche y en vacas de dos o
mas lactancias una disminucibn de 0.73 kg de leche. Tyler et al.,
(1989) encontraron descensos en la produccion lactea de 0.89 y 1.11 kg por
incrementos equivalentes a una unidad de CCS, en vaquillas y vacas,
respectivamente. Un hato lechero de aparente estado de salud mantiene entre 15
y 45 % de animales con la presentacion subclinica de la enfermedad, dichos
porcentajes pueden ser altamente variables dependiendo los programas de

manejo de la rutina de ordefio, factores ambientales entre otros (Pinzén 1989).

La mastitis clinica es aquella que se puede ver a simple vista y se
caracteriza por anormalidades en la leche tales como escamas o grumos (Cuadro
1). Se caracteriza por la tumefaccion, dolor, enrojecimiento de la ubre y la leche es
de apariencia anormal. Ademas, las bacterias estan presentes en la leche, el
rendimiento es muy reducido, y su contenido estd alterado considerablemente
(Heringstad et al., 2000).

Tabla 1 .-Escala de clasificacion de la mastitis bovina en vacas lecheras

Escala de mastitis (Grado)

1 Leche con leves cambios (Formacion de coagulos, acuosa)
La leche anormal moderada y signos de inflamacion de la ubre
2 (Calor, dolor, edema)
Grave enfermedad sistémica (Fiebre, deshidratacion,
3 debilidad, inapetencia)

Fuente: Canadian Bovine Mastitis and Milk Quality Research Network (CBMRN), 2010. Royster et
al. 2015.
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Ademas de la clasificacion dada por los signos presentados durante el
desarrollo de la enfermedad, la mastitis suele clasificarse segun el o los agentes
patégenos que la ocasionen designandose la clasificacion de mastitis contagiosa o
ambiental (Philpot et al., 2002).

La mastitis contagiosa es causada por microorganismos Ccomo:
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis,
Mycoplasma spp; y sus reservorios son la glandula mamaria y la leche de vacas
infectadas. Su transmisién puede ocurrir en el momento del ordefio por practicas
inadecuadas durante el mismo como son : el uso compartido de toallas para lavar
y secar las ubres , a través de las manos contaminadas de los ordefiadores o por
el uso de pezoneras no desinfectadas entre vacas en los ordefios mecéanicos,
(Calderdén 2008; Blowey., 1999; Philpot et al., 2002).

La mastitis ambiental es producida principalmente por patdégenos, Gram-
negativos, los cuales son saprofitos del medio ambiente donde se desarrollan los
animales entre los que podemos encontrar: Escherichia coli, Klebsiella spp,
Enterobacter spp, Serratia spp, Pseudomonas spp y Proteus spp, y algunas
bacterias Gram positivas como: Streptococcus uberis y Streptococcus
dysgalactiae. Streptococcus uberis y Streptococcus dysgalactiae, originan casos
de mastitis leves y moderadas, especialmente durante el periodo seco. Estos dos
microorganismos se han aislado de las heces, de los genitales externos, de las
ubres y de lesiones de la piel de los pezones de las vacas (Jones, 2006). Los
coliformes como Escherichia coli (E. coli), Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae),
Enterobacter aerogenes (E. aerogenes) y Corynebacterium pyogenes (C.
pyogenes), son habitantes normales del tracto digestivo de los animales o se
encuentran en el suelo (Bradley et al., 1997; Boyer., 1997). La infeccion con estos
gérmenes se produce por la utilizacion de sondas, canulas contaminadas y el
descuido en las medidas profilacticas como deficiente higiene de los pezones
(lavado o presellado) y no sellado de los pezones, la aplicacion de la terapia de la
vaca seca (TVS) sin una desinfeccion del esfinter del pezén y la introduccion total

de la canula (Dairy Australia., 2011; Jones., 2006; Hogan et al., 1989). La terapia
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con antibioticos durante la lactancia o el periodo seco es de poco valor en el
control de la mastitis ambiental en hatos lecheros, con la excepcién de la
prevencion de la infeccidn por estreptococos del medio ambiente durante el

periodo seco.

2.11 Meétodos de deteccion de la mastitis bovina.

Dentro de los métodos que se usan con mayor frecuencia a nivel de campo
para diagnosticar mastitis clinicas, se encuentran el método de observacion y
palpacion de la ubre y las pruebas fisicas, como la prueba de escudilla de ordefio,
prueba del pafio negro y taza probadora. Las pruebas quimicas, como la prueba
de conductividad eléctrica de la leche, papel indicador de mastitis y prueba de
whiteside que sirven también para diagnosticar mastitis clinicas y subclinicas. Las
pruebas biol6gicas, como son la prueba de California para mastitis, la prueba de
Wisconsin, el diagnéstico bacteriologico por los métodos de aislamiento, cultivo,
tincion, pruebas bioquimicas e identificacion y el conteo de células soméaticas por
microscopia directa y el somaticell (Pérez., 1986;Carrion., 2001; Fernandez., 1997;
NMC.,1999; Bedolla., 2004b). Otros métodos utilizados actualmente por su rapidez
y efectividad son los electrénicos como el fossomatic y el counter coulter, los
cuales tienen una aplicacion universal sobre todo en laboratorios de control
lechero o dedicados al diagnéstico e investigacion de la mastitis. Los métodos de
deteccion de mastitis son una herramienta que permite identificar el tipo de
infeccion clinica o subclinica que puede presentarse dentro de un hato lechero,
por lo que el método que se elija para determinar las pruebas sera esencial para
tener un diagndéstico mas preciso (Fernandez., 1997; Carrién., 2001; Medina et al.,
2003; Norger et al., 2004).

Las pruebas mas utilizadas para el diagnéstico de la mastitis en la cuenca

lechera de los altos de Jalisco son la Prueba de california y el conteo de células

somaticas.
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2.12 Prueba de california.

La Prueba de California para Mastitis (CMT, por sus siglas en inglés) ha sido
empleada durante décadas y sigue siendo la prueba mas utilizada a nivel de
campo para el diagnéstico de mastitis en el ganado bovino lechero (Morresey.,
1999; Radostits., 2000; Medina et al., 2003; Erskine., 2001; Bedolla., 2004b). Es
una prueba sencilla que es Util para detectar la mastitis subclinica por valorar la
presencia de células somaticas de la leche. No proporciona un resultado
numeérico, sino mas bien nos arroja un indicador de si el recuento es elevado o
bajo, por lo que todo resultado por encima de una reaccidon por minina que sea
podra considerarse como sospechosa (Blowey et al., 1995; Bedolla., 2004b). La
prueba consiste en el agregado de un detergente a la leche, el alquil-aril sulfonato
de sodio, causando la liberacion del ADN de los leucocitos presentes en la ubre y
este se convierte en combinacién con agentes proteicos de la leche en una
gelatina. A mayor presencia de células se libera una mayor concentracion de ADN,
por lo tanto mayor serd la formacion de la gelatina, traduciéndose en nuestra
lectura e interpretacion del resultado como el grado més elevado de inflamacién
(Smith 1990; Saran et al., 2000; Medina et al., 2003). Los resultados se leen como
Negativos, Traza (sospechoso), 1+, 2+ y 3+, segun la cantidad de formacion en la
muestra (NMC, 1999).

Los resultados son clasificados en cinco diferentes grados, los cuales van
desde negativo en el que la leche y el reactivo no registra ningin cambio y
aparecen de forma liquida, hasta el recuento de células mas elevado en el que la
mezcla de la leche y el reactivo forman un gel de consistencia densa (Blowey et
al., 1995; Bedolla., 2004b).

Tabla 2.- Escala de interpretacion para la prueba de california

Escala de CMT Rango relativo del Conteo celular somético
Negativo < 200,000
Traza 150,000- 500,000
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1 400,000- 1,500,00

2 800,000~ 5,000,000

3 = 5,000,000

Fuente: NMC, 1999; Saran et al, 2000.

2.13 Conteo celular somatico.

El contenido de células somaticas (CCS) nos permite conocer el estado
funcional y de salud de la glandula mamaria en el periodo lactante; debido a su
estrecha relacion con la composicion de la leche, es un criterio de calidad muy
importante (Wolter et al., 2004; Bedolla., 2004b). La leche de una ubre sana
presenta un recuento celular somatico bajo. En este caso se trata de células de
tejido (células epiteliales) y células inmunes (neutréfilos polimorfonucleares,
granulocitos, macréfagos, linfocitos). La distribucion de los diferentes tipos de
células somaticas en la leche de las glandulas mamarias sanas es como sigue: a)
macrofagos 60 %; b) linfocitos 25 %; y c¢) neutrofilos o leucocitos
polimorfonucleares 15 % (Philpot., 2001; Wolter et al., 2004; Bedolla., 2004b). De
todas las células de la leche de un cuarto infectado, aproximadamente el 99 %
seran leucocitos, mientras que el resto 1% seran células secretoras que se
originan de los tejidos de la ubre. Juntos esos dos tipos de células constituyen la
cuenta de células somaticas (CCS) de la leche que cominmente es expresada en
mililitros (Philpot., 2001; Bedolla., 2004b). La infeccion intramamaria es el principal
factor causante de cambios en el CCS en la leche. La glandula mamaria que
nunca se han infectado normalmente tienen CCS de 20,000 a 50,000/ml (Pérez et
al., 2005). Estudios demuestran que la mayoria de las vacas con una CCS menor
de 200,000/ml probablemente no estan infectadas, y que la mayoria de esas
vacas con cuentas mayores de 300,000/ml tienen altas probabilidades de estar
infectadas (Philpot., 2001). Aunque estas pruebas de monitoreo no diagnostican la
causa o tipo de infeccion, si alertan al ganadero y al veterinario de que un
problema de salud en el hato (Bedolla., 2004b; Pérez et al., 2005).
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Il JUSTIFICACION.

La mayoria de las formulaciones antimicrobianas para vaca seca incluyen
antibiéticos con buena accion sobre organismos Gram positivos y negativos
durante las primeras semanas del periodo de secado y probablemente brinden
poca 0 ninguna proteccion contra las infecciones intramamarias que se producen
durante el periodo de inmunosupresion del peri-parto. Inducido por el aumento de
hormonas como cortisol, estrégenos y prolactina aunado a esto, el consumo de
materia seca disminuye particularmente durante las Gltimas semanas de gestacion
mientras que las necesidades energéticas y proteicas de la vaca aumentan. Este
desbalance energético-hormonal ha sido asociado con el aumento a la
susceptibilidad a enfermedades que originan el uso indiscriminado de
antimicrobianos y con ello la incertidumbre de residuos farmacolégicos en leche.
Por ello, es necesaria la exploraciéon de nuevas alternativas que busquen tener un
efecto inmunoestimulante para aumentar la eficacia de curacién de las infecciones
intramamarias y patologias del peri-parto. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo
fue evaluar la seguridad, tolerancia y eficacia de dos lisados de Corynebacterium
cutis usados como inmunoestimulantes en el periodo seco y la lactancia temprana

de la vaca lechera.
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IV HIPOTESIS.

La aplicacion de lisado de Corynebacterium cutis 2 mL/100kgPV via
subcutanea en el periodo seco y la lactancia temprana no induce efectos adversos
ni altera los perfiles de seguridad y parametros fisiolégicos disminuyendo la

incidencia de mastitis.
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V OBJETIVOS.

5.1 Objetivo general

Evaluar la tolerancia, seguridad y eficacia de dos diferentes lisados de
Corynebacterium cutis administrado una sola dosis de 2mL/100kgPV en el periodo

seco y 60 dias de la lactancia temprana.

5.20bjetivos especificos

1.- Evaluar la tolerancia y seguridad de los dos lisados de Corynebacterium
cutis (UC1-UC2) 30 dias antes del parto después de una sola aplicacion

subcutanea a una dosis de 2mL/100kgPV .
2.- Evaluar la tolerancia, seguridad vy eficacia de dos lisados de
Corynebacterium cutis (UC1 y UC2) 60 dias después del parto aplicando

2mL/100kgPV los dias 30, 37 y 42 de la lactancia temprana.

3.- Evaluar si la aplicacion repetida de tres inyecciones de los dos lisados de

Corynebacterium cutis (UC1 y UC2) alteran la produccion y calidad de la leche.
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VI METODOLOGIA.

6.1 Sitio de prueba

El estudio fue realizado en la granja lechera “Posta el cuatro” ubicada en la
cuenca lechera de los Altos de Jalisco. El estudio fue realizado entre los meses de
Agosto-Noviembre de 2014. La elegibilidad de la unidad de produccion se llevo a
cabo de acuerdo al numero de animales en produccion y a la disponibilidad de
instalaciones necesarias para el manejo zootécnico que garantizar el bienestar

animal.

6.2Animales

Se utilizaron 31 vacas gestantes aparentemente sanas con 8 meses de
gestacion +/-4 dias. Los animales fueron divididos en tres grupos en forma
aleatoria con respecto al numero de partos: Grupo 1: 10 vacas tratadas con
Corynebacterium UC1 (Virbac Francia); Grupo 2: 11 vacas tratadas con
Corynebacterium UC2 (Virbac Francia) y Grupo 3: 10 vacas tratas con solucion
salina fisiologica/ grupo control. Los criterios para la evaluacién de la seguridad y
la tolerabilidad en estos ensayos se describen basados en los eventos adversos a
los medicamentos (EA) que se definieron como cualquier signo desfavorable y no
intencionado, signo o enfermedad que ocurre con el uso de la administracion de
Corynebacterium cutis, a la altere racion de parametros fisiolégicos y a las
pruebas de laboratorio que incluyen hematologia y quimica sanguinea. La eficacia
del uso del Corynebacterium cutis fue determinada mediante pruebas de campo
(test california) y pruebas de laboratorio citometria de flujo. Todos los animales
fueron considerados clinicamente sanos basado en examen clinico y estudios de
guimica sanguinea y hemograma realizados por la UMSNH. Los procedimientos
realizados a los animales fueron valorados y aprobados por el comité de ética y
bienestar animal (GEDOQ/ASC/POP/707).
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6.3 Elemento de prueba

Fueron utilizados dos lisados de Corynebacterium cutis identificados por la
empresa fabricante (Virbac Company, France) como (UC1-UC2). Es considerado
como lisado total de Corynebacterium cutis (lisado por ultrasonicacion) a una
concentracion de 20 mg/mL, es usado para la prevencion de enfermedades
respiratorias y digestivas en recién nacidos y como modulador de la respuesta
inmune cuando se administra en la Ultima etapa de la gestacion, previniendo

infecciones post-parto. Las condiciones de almacenamiento son (2- 1 6 ° C).

Tabla 3.- Lisados de Corynebacterium cutis

Identificacion | Lote Ingrediente activo Presentacion Manufactura
No.
uc1 4DB3 Carros
Corynebacterium _ France
uc2 47ZA cutis 10 mL vial Sep 13
Inmunoestimulante

6.4 Caracterizacién del lisado de corynebacterium cutis

Para determinar diferencias moleculares en el patron de expresion de los dos
lisados de Corynebacterium cutis las proteinas totales fueron reconcentradas en
Centricon de 3,000 NMWL Ultracel- Millipore a 3500 x g por 20 minutos a 4° C
hasta obtener el homogenizado deseado. Posteriormente fueron precipitadas con
acetona afadiendo 3 volumenes de acetona preenfriada a -20°C al extracto. Se
dejé precipitar a -20°C toda la noche. Se recuperaron las proteinas precipitadas
por centrifugacion 5000 x g. Se les agrego buffer RIPA (50 mM Tris, 150 mM NacCl,
1% NP40, 0.5% deoxicolato de sodio, y 0.1% dodecilsulfato de sodio [SDS]
(Sigma Chemical CO. St Luis, MO USA), que contiene una mezcla de inhibidores
de proteasas (aprotinina, leupectina, pepstatina, quimostatina, antipaina y fluoruro
de fenilmetil sulfonilo [PMSF 100 mM]) (MP Biomedical, LLC. Santa Ana, CA USA)
e inhibidores de fosfatasas (ortovanadato de sodio NA3VO4 1 mM y NAF 50 mM)

(Santa Cruz Biotechnology, Inc. Delaware A USA). El lisado celular fue
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centrifugado durante 20 minutos a 4°C. Las proteinas fueron cuantificadas por el
método de Lowry (Pierce Biotechnology, Inc. Rockford, IL USA) en un lector de
microplacas Synergy H4 (BioTek Instruments, Inc. Vermont W, USA). Para
desnaturalizar las proteinas se homogenizaron con buffer de muestra 4X (Tris
base 3 gr, glicerol 40 ml, SDS 8 gr, B- mercaptoetanol 8 ml) (Bio-Rad Laboratories,
Inc. Philadelphia, PA, USA), azul de bromofenol 0.2 gr, pH 6.8. Y se observaron en
geles tefiidos con azul de Coommassie. Aproximadamente, 40 ug de proteinas
totales fueron cargadas en geles de poliacrilamida al 12 %. Se utiliz6 un marcador
de peso molecular de 250 a 10 kDa (Bio-Rad- 1610393).

6.5 Dosis y via de administracion de Corynebacterium cutis.

Los dos lisados de Corynebacterium cutis (UC1 y UC2) fueron administrado
via subcutanea en la tabla del cuello a una dosis de 2mL/100kg P.V. La 1*
aplicacion fue en el octavo mes de gestacion iniciando el periodo seco 30 dias
antes del parto, la 2%, 3%" y 4% aplicacion fue en los dias 30, 37 y 44 post-parto. AL

grupo control solo se le aplico la misma cantidad de Solucién Salina fisiol6gica

6.6Evaluacién de Seguridad

6.6.1 Analisis de hemograma y quimica sanguinea

Para determinar la seguridad de corynebacterium cutis en vacas lecheras
se realizaron estudios de hemograma y quimica sanguinea a todos los animales,
antes de la aplicacion del inmunoestimulante (periodo seco) y al final del
tratamiento (Lactancia temprana). Todas las muestras fueron tomadas de la vena
coccigea en tubos vacutainer® de color morado con EDTA para hemograma y de
color rojo para quimica sanguinea. Para determinar los analitos de hemograma se
utilizé el analizador veterinario de hemogramas BCvet de la marca Kontrol-lab el
analizador sanguineo de células Vet BC utiliza un solo canal para realizar el

conteo de glébulos rojos y células blancas, en la misma muestra. Las muestras
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son diluidas de manera cuantitativa, se mantiene la sangre diluida en la sonda de
muestra. Después de que la sangre se diluye en el recipiente para muestras este
ejecutara el recuento. El catodo y el electrodo interior de la fuente de corriente
constante se encuentran en la camara frontal y posterior respectivamente. Hay un
rubi con un didmetro en su abertura de 80 um entre estas dos camaras. La camara
posterior estd llena de un liquido eléctrica y la camara delantera esta llena de
alguna dilucion. Cuando una particula pasa la abertura de rubi, habra una pulso
eléctrico transitorio entre la electrodos interior y exterior, desde la celda de
conductividad es menor que la de dilucion. El nUmero de pulsos generados es
indicativo del niumero de particulas que atraviesan la abertura. La amplitud de
cada pulso es esencialmente proporcional al volumen de particulas que lo produjo.
Un volumen de las células pasara a la abertura rubi bajo la presion negativa para
generar una serie de sefiales de impulsos. Se puede obtener un volumen
determinado de numero total de células por amplificacion del pulso, la
identificacion, la deformacion, el ajuste de la valvula y la conversion A / D. Para
determinar los analitos de quimica sanguinea se utilizd el analizador bioguimico
automatizado de la marca (IKEM) equipado con el software (IchemManager).Se
utilizé el método de punto final el cual consiste en poner en contacto los reactivos
y la muestra biolégica y tras un periodo de retardo se mide la absorbancia.
Estudios hematoldgicos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Patologia Clinica
de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

Los resultados fueron considerados anormales si estaban por debajo o por encima
del 20% de los valores de los parametros fisiolégicos normales de la vaca

Holstein.

6.6.2 Andlisis de Signos vitales (parametros fisiol6gicos)
Para determinar si la aplicacion de Corynebacterium cutis era segura y no
inducia algun efecto adverso se midieron parametros fisioldgicos (temperatura

corporal, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria antes y después de cada
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inoculaciéon) 7 dias continuos dos veces por dia. Los resultados fueron
considerados anormales si estaban por debajo o por encima del 20% de los
valores de los pardmetros fisioldgicos normales de la vaca Holstein. Se utilizé un
termoémetro infrarrojo marca Fluke 561 HVAC pro. Con el objetivo de no inducir
estrés que afectara la variabilidad de los datos. Las lecturas fueron tomadas a
tiempos establecidos a las 10:00 am y 6:00 pm en los corrales establecidos para
las vacas bajo estudio.

6.7Evaluacién de Tolerancia

6.7.1 Analisis de hemograma y quimica sanguinea

Para determinar si la aplicacion de Corynebacterium cutis era segura y no
inducia algun efecto adverso locales se realiz6 un examen clinico del sitio de
inoculaciéon por el médico veterinario del sitio de experimentacion y el monitor
clinico de virbac donde se realizé una palpacién visual por medio de ecoscopia
para determinar signos sugestivos de inflamacion, mediante Doppler
determinamos la ausencia o presencia de vascularizacion. Esta técnica permite
ademas de visualizarlas signos sugestivos de procesos inflamatorios, se puede
medir y determinar la profundidad y el compromiso de los tejidos adyacentes. Se
utilizé el ultrasonido de la marca Kontrol Lab modelo Kc-20 vet el cual cuenta con
el software DICOM 1.0.También fueron tomadas imagenes termograficas para
determinar la temperatura del sitio de inoculacién con la cadmara FLIR-E8, el
software utilizado es el FLIR TOOLS 4.1. La medicion es presentada mediante una
escala de colores que van del amarillo al morado, los puntos donde la temperatura
era mayor respecto eran visualizados en color morado. Si no habia identificado
alteraciones de temperatura la imagen se mostraba en color amarillo. Pudiendo
obtener cuatro temperaturas equidistantes del punto de inyeccion. En caso de
inflamacion grave visualmente identificada se consideré tomar largo, ancho y

profundidad con un vernier o pie de rey.
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Otro parametro considerado en la evaluacion de tolerancia fue la incidencia
de abortos en animales bajo tratamiento en los 30 dias antes del parto, ya que por
ser un inmunoestimulante caracterizado de inducir una respuesta celular tipo TH1

podria ocasionar a bortos en la ultima etapa de gestacion.

6.8Evaluacién de eficacia en la incidencia de mastitis

Todos los animales bajo estudio fueron seguidos clinicamente después de
60 dias después del parto. Para determinar la eficacia del producto se buscé
determinar la incidencia de mastitis subclinica mediante la prueba de California y

la alteraciéon en el nUmero de células somaticas en leche.

6.9Determinacion de mastitis subclinica mediante la prueba California

La determinacion de mastitis subclinica se realiz6 mediante la prueba de
California para Mastitis (CMT, por sus siglas en inglés) en los dias 15, 30, 45y 60
post-parto. Esta técnica ha sido empleada durante décadas y sigue siendo la
prueba mas utilizada a nivel de campo para el diagnostico de mastitis en el
ganado bovino lechero (Morresey, 1999; Radostits, 2002; Medina et al., 2003;
Erskine, 2001; Bedolla et al., 2007). Es una prueba sencilla que es util para
detectar la mastitis subclinica por valorar groseramente el recuento de células de
la leche. No proporciona un resultado numérico, sino mas bien una indicacion de si
el recuento es elevado o bajo, por lo que todo resultado por encima de una
reaccion vestigial se considera sospechoso (Avila, 1996; Avila et al., 2001;
Barkema et al., 1997). La prueba consiste en el agregado de un detergente a la
leche, el alquil-aril sulfonato de sodio, causando la liberacion del ADN de los
leucocitos presentes en la ubre y este se convierte en combinacion con agentes
proteicos de la leche en una gelatina. A mayor presencia de células se libera una
mayor concentracion de ADN, por lo tanto mayor sera la formacion de la gelatina,
traduciéndose en nuestra lectura e interpretacion del resultado como el grado mas
elevado de inflamacién. Es decir, permite determinar la respuesta inflamatoria con

base en la viscosidad del gel que se forma al mezclar el reactivo (purpura de
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bromocresol) con la misma cantidad de leche en una paleta con cuatro pozos
independientes permitiendo evaluar cada cuarto independientemente (Smith 1990;
Saran et al., 2000; Medina et al., 2003). Los resultados se leen como Negativos,
Traza (sospechoso), 1+, 2+ y 3+, segun la cantidad de formacién en la muestra
(NMC, 1999).

6.10 Determinacién de mastitis subclinica mediante citometria de flujo

Fueron tomados 30 mL de leche de los 4 cuartos de cada vaca
posteriormente se realizé un pool de las 4 muestras y se determiné el conteo de
células somaticas bajo la metodologia descrita por (Coulter., 1953) la cual fue
denominada citometria de flujo-Fossomatic a los dias 30, 37 y 44 de la lactancia
temprana. Esta técnica consiste en el filtrado de una solucién de leche mezclada
con detergente (Triton X-100 EDTA) a través de una membrana con poros finos
(COFOCALEC, A.C.- Guadalajara, Jalisco). Un procedimiento colorimétrico
basado en la reaccion con el ADN de las células es entonces utilizado para
determinar el contenido de ADN que esté relacionado directamente con el nUmero
de células presentes en la muestra inicial (Djabri et al., 2002; Bedolla et al., 2007).
Se coloca una muestra de leche de 5ml de leche a 40° C. En el Fossomatic se
tifien las células sométicas con un colorante fluorescente para obtener una
reaccion solo con el ADN de las células. Es por eso que las particulas sucias y los
glébulos de los lipidos no se suman al nimero de las células somaticas. La
muestra pasa frente a una luz especial y un detector registra cada célula somatica.
Entre cada muestra el aparato limpia su sistema de flujo para evitar el efecto del
arrastre de una muestra a otra. Se puede decir que el Fossomatic es un contador
especifico de ADN basado en un principio optico de fluorescencia. Debido a que el
bromuro de ethidio penetra en la célula y forma un complejo fluorescente con el
ADN nuclear, cada célula produce un pulso eléctrico que se amplifica y se registra
(Martinez et al., 2003).
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6.11 Evaluacion de parametros productivos y calidad de la leche

Como parte de valorar la eficacia de Corynebacterium cutis se realizé un
estudio para determinar su efecto en la produccion de leche esta fue monitoreada
por 60 dias de la lactancia temprana mediante la lectura en kilogramos en los
medidores instalados en la sala de ordefio. Las vacas tenian asignado un
podometro con el cual se identificaban los registros de leche en las 2 ordefas
diarias. También fueron obtenidas muestras de leche de 30 ml por cuarto, se
realiz6 un pool de las cuatro muestras y se valoré a los dias 30, 37 y 44 de la
lactancia temprana la cantidad nutrimental (Grasa, proteina, lactosa) en el
laboratorio de COFOCALEC, A.C.- Guadalajara, Jalisco, dichos parametros fueron
determinados mediante el método de espectroscopia de infrarrojo de acuerdo a la
nom NMX- 708-COFOCALEC-2004.

6.12 Andlisis estadistico

El analisis de los datos se realizé en el programa estadistico GradhPad
Prisma 5.0 mediante la prueba de ANOVA de 2 vias comparando los grupos

tratados contra el control, considerando una diferencia significativa como (P<0.05).
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VI RESULTADOS

El estudio clinico de seguridad, tolerancia y eficacia en vacas lecheras donde
se aplico Corynebacterium cutis a una dosis de 2mL/kgPV fue realizado en la
granja lechera “Posta el cuatro”. La fase clinica del estudio empez6 en noviembre

de 2014 y termino en enero de 2015.

7.1 Unidad de experimentacién.

Las 31 vacas fueron distribuidas en tres diferentes grupos de estudio los cuales
guedaron conformados de manera homogénea en base al tiempo de gestacion,

condicion corporal, peso y niumero de lactancias (Cuadro 4; Figura 1).
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Figura 1.- Peso y tiempo de gestacion de los animales bajo estudio

Figura 1. Muestra la homogeneidad de grupos bajo estudio. A) Se observa que no hay
diferencia significativa entre el promedio de peso entre grupos. B) Se observa que no hay
diferencia significativa entre el promedio de dias de gestacidn entre grupos.
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Tabla 4.- Caracteristicas de los animales bajo estudio

Identificacion Dias de gestacion Condicion corporal (1-5) Peso (Kg) La’\(lgz.;\g(?ia
Grupol: Inoculados con 2mL/100kgPV de UC1
68 253 3 567
2047 246 3 623 Primera
70 248 3 623
62 252 3 575
4762 253 3 580 Segunda
9649 251 3 745
2147 252 3 801 Tercera
4062 254 3 657
Cuarta
8712 246 3 600
666 253 3 764 Quinta
Media 250.8 3 653.5
Grupo2: Inoculados con 2mL/100kgPV de UC2
121 248 3 591
2408 250 3 640 Primera
4165 249 3 600
73 250 3 585
1038 251 3 745
Segunda
5328 249 3 727
566 251 3 640
4218 247 3 607 Tercera
8128 252 3 685
8837 248 3 665 Cuarta
4580 250 3 880 Quinta
Media 249.5 3 669.55
rupo 3: Inoculados con 2mL/100kgPV de Solucion Salina fisiologica
1848 252 3 691
3395 246 3 718 i
4321 247 3 600 Primera
9687 254 3 607
353 249 3 591
1338 257 3 650
Segunda
5974 249 3 682
4304 248 3 800
5698 256 3 575 Tercera
6665 253 2 591 Quinta
Media 251.1 2.9 650.5
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7.2 Elemento de prueba.

Fue aplicado via subcutanea el lisado de Corynebacterium cutis identificados como
UC1 y UC2, fueron lotes fabricados por Virbac Francia de uso exclusivo para pruebas
clinicas. Como control del experimento fue utilizada solucion salina fisiolégica (Figura 2).

a) b)

ULTRACORN UC1 ULTRACORN UC2
Batch 4DB3 B e

Expiury date FEB 2015 Expiry date SEPT 2014
Subcutaneous Injection S ' : . .

- : , : . Subcutaneous Injection

For Clinical Veterinary Trial Only For Clinical Veterinary Trial Only

Store in the dark between +2°C / +8°C
l\”"“' Nirt>ave 10 ml Nk
e . Virbac e
06516 Carros FRANCE 06516 Carros FRANCE .

Figura 2.- Elementos de prueba

Store 1n the dark between +2°C / +8°C

Figura 2.- Muestra las caracteristicas de los lotes de Corynebacterium cutis aplicado a los
diferentes grupos de vacas lecheras. Los lotes solo fueron autorizados para pruebas

clinicas.

7.3 Caracterizacion del lisado de Corynebacterium cutis.

A los dos lotes de Corynebacterium cutis se les caracterizo el perfil de expresion de
proteinas totales expresadas en el lisado. Las proteinas totales pudieron ser separadas
en un gel de poliacrilamida al 12 % y esto nos permitié observar que son muy similares los
productos de prueba. Se puede apreciar una mayor expresion en las proteinas de alto

peso molecular en el lisad UC2 (Figura 3).
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Extracto total de Corynebacterium cutis

M UCl uc2
1 2 3

Figura 3.- Caracterizacion del patrén de proteinas Corynebacterium cutis

Figura 3.- Muestra la caracterizacion del patron de proteinas totales de los dos lotes de
Corynebacterium cutis. Carril M. corresponde al marcador de peso molecular. Carril 2.
Corresponde al lote experimental nimero 1 UC1. CarriL 3. Corresponde al Lote experimental
nuero UC2. Se puede observar mayor expresion de proteinas de alto peso molecular en la
formula 1. En la formula 2 se observa la ausencia de proteinas mayores de 75 kda.

7.4 Evaluacion de seguridad después de la aplicacion de Corynebacterium
cutis.

7.4.1 Hematologia y quimica sanguinea

Para determinar la seguridad de la aplicacién de dos lotes diferentes de
Corynebacterium cutis via subcutanea a una dosis de 2mL/100kgPV se tomaron
muestras de sangre 30 dias antes del parto y 52 dias de la lactancia temprana. Se
observaron valores fuera del rango de referencia. Sin embargo, no hubo

significancia clinica y estadistica p>0.05.
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Tabla 5.- Hematologia 30 dias antes del parto

Valores hematolégicos medios de vacas lecheras tratadas con Corynebacterium cutis

en el periodo seco.

Analito Grupo 1:UCI1 Grupo2: UC2 Grupo3: Valor de
N=10 N=11 Control referencia
N=10
Hematocrito (L/L) 0.31£0.04 0.31£0.04 0.31 £0.04 0.24-0.46
Eritrocitos x10'2/L 6.49 +0.55 6.64 +0.64 6.78 £0.65 5.0-10-0
Hemoglobina, g/L | 119.7 £ 16.46 118.36 £ 19.59 127.6% 22.56 80-150
VGM, F/L 51.2+8.77 48.3+ 4.24 53.3+8.45 40-60
CGMH, g/L 358.7 £16.98 352.36 £ 14.36 356.8 £ 19.81 300-360
Plaguetas x107/L 357.3+161.7 | 383.36+157.19 348.9 £ 135.7 110-800
Leucocitos x10°/L | 46.59 + 107.18 18.78 £ 12.49 16.05 +8.66 4.0-12.0
Linfocitos x107/L 9.37£6.15 13.59 £ 11.53 11.15 +8.15 2.5-7.5
Eos x109/L 0.19+£0.179 0.26 + 0.304 0.4 £0.329 0-2.4
Bas x10%/L 0 0.02 + 0.042 0.01 £ 0.031 0-0.2
Monocitos x10°/L | 0.46 +0.397 0.61+£0.428 0.49 + 0.284 0.25-0.84
Fibrina x107/L 6.3 £2.79 6.09 £2.11 6.3 £231 3.0-7.0
Proteinas, g/L 80.2 £ 8.66 82.18 + 4.51 81.4+7.66 70-85
N.S, g/L 3.11£0.942 4.1+1.31 3.81£1.49 0.6-4.0
N.B, g/L 0.2 £ 0.290 0.254 + 0.233 0.19 + 0.331 0-1.2

Tabla 6.- Quimica sanguinea 30 dias antes del parto

Valores bioguimicos medios de vacas lecheras tratadas con Corynebacterium cutis en

el periodo seco.

Analito Grupo 1:UCI1 Grupo2: UC2 Grupogd: Valor de
N=10 N=11 Control referencia
N=10
Glucosa, 3.56 £0.769 3.26+0.772 321+£1.07 2.03-3.94
mmol/L
Colesterol, 2.08 £ 0.322 228 £0.579 2.33 0. 400 2.26-6.6
mmol/L
Urea, mmol/L 42+0.768 4.64+0.744 4.88 +1.06 0.99-3.66
Creatinina, 113 £11.29 116.72 £ 12.69 115.6 £ 12.30 88.4-177
umol/L
DHL, U/L 2561 +435.634 | 2682.36 + 252.6 | 2989.3 + 432.80 | 6.92-1445
AST, U/L 81.7 £22.301 88.09 £ 18.08 132 + 103.27 48-100
FA, U/L 113.7 £ 36.29 110.63 £ 31.84 102.3 £ 22.30 68-320
Proteinas, g/L 77 £8.472 78.36 £ 3.90 77.6 £7.83 59-81
Albuming, g/L 33.78 + 3.346 35.34+ 4,05 34.46 +2.78 29-39
Globuling, g/L 43.33 £ 9.041 42.7 + 4.99 43.14+7.44 25-47
A/G, calculado 0.826 + 0.258 0.779+0.110 0.83+0.213 0.6-1.3
Ca, umol/L 2.54+£0.279 247 £0.214 2.49 + 0.246 2.10-2.67
P, umol/L 2.33 £ 0.469 2.03 £ 0.527 2.27 £ 0.447 1.32-2.65
Na, umol/L 125.8 £ 5.452 129.63 £ 6.59 129.8+3.19 132-152
K, umol/L 4.8 +£0.447 4.87 £ 0.588 489 £0.328 3.6-5.1
Cl, umol/L 106.3 £ 3.26 105.36 £ 4.56 106.9 £ 3.66 97-111
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Tabla 7.- Hematologia al dia 52 de la lactancia temprana

Valores hematoldgicos medios de vacas lecheras tratadas con Corynebacterium cutis
en la lactancia temprana.

Analito Grupo 1:UCI1 Grupo2: UC2 Grupo3: Valor de
N=10 N=11 Control referencia
N=10
Hematocrito (L/L) 0.31£0.04 0.31£0.04 0.31 £0.04 0.24-0.46
Eritrocitos x10'2/L 6.96 +1.07 5.97 £0.549 6.88 + 0.754 5.0-10-0
Hemoglobina, g/L | 107.5 +15.61 101.62 +7.85 102.77 £ 10.09 80-150
VGM, F/L 47 £ 4.44 51.5+4.44 46.44 + 5.89 40-60
CGMH, g/L 330.62+ 15.03 | 332.37+17.79 323.55+18.04 300-360
Plaquetas x10%/L | 475.87 £ 136.2 | 400.87 + 138.09 | 359.77 £ 105.93 110-800
Leucocitos x107/L 9.98 £1.32 10.45+1.08 9.74+£1.28 4.0-12.0
Linfocitos x107/L 7.31+1.54 8.33+£1.28 7.84+2.26 2.5-7.5
Eos x107/L 0.112+£0.03 0.112+£0.08 0.155+£0.133 0-2.4
Bas x10%/L 0.01 0.03 0 0 0-0.2
Monocitos x107/L 0 0.06 +0.09 0 0.25-0.84
Fibrina x107/L 2.5+ 1.06 3.37+£1.40 2.77 £1.39 3.0-7.0
Proteinas, g/L 86.75 £31.92 84.62 + 5.42 86.88 + 4.38 70-85
N.S, g/L 1.77 £1.27 1.62+£1.12 1.27 £0.871 0.6-4.0
N.B, g/L 0.77 £0.83 0.312+0.318 0.322 £ 0.233 0-1.2

Tabla 8.- Quimica sanquinea al dia 52 de la lactancia temprana

Cuadro 8. Valores bioquimicos medios de vacas lecheras fratadas con
Corynebacterium cutis en la lactancia femprana.

Analito Grupo 1:UCI1 Grupo2: UC2 Grupo3: Valor de
N=10 N=11 Confrol referencia
N=10
Glucosa, 3.45+0.523 3.25+0.462 3.17+£0.22 2.03-3.94
mmol/L
Colesterol, 453+ 1.26 4.08 £ 0.880 462+ 1.71 2.26-6.6
mmol/L
Urea, mmol/L 5.46+0.417 5.52+0.675 5.57+0.76 0.99-3.66
Creatinina, 105.5+12.85 106.87 £ 21.01 99.33+6.98 88.4-177
umol/L
DHL, U/L 3695.8+820.17 | 3112.37 £562.3 3322.6 £ 259.2 6.92-1445
AST, U/L 90.62 £ 21.36 100.12 £ 26.98 85.11+£17.29 48-100
FA, U/L 109.62 £ 19.05 119.37 £ 38.78 106.33 £ 15.39 68-320
Proteinas, g/L 83.12 + 3.83 81 +4.27 83+3.24 59-81
Albuming, g/L 37.2+287 38.26 + 5.08 38.27+4.13 29-39
Globuling, g/L 4592+ 5.26 4273+ 7.51 44.72 + 5.83 25-47
A/G, calculado 0.825+0.161 0.93+£0.24 0.88+£0.218 0.6-1.3
Ca, umol/L 2.43 +£0.150 2.55+0.21 2.51 £0.297 2.10-2.67
P, umol/L 1.87 £0.380 1.65+0.42 1.66 £ 0.239 1.32-2.65
Na, umol/L 126.5+1.41 126.12+4.70 125+ 3.35 132-152
K, umol/L 4.28 £0.264 4.6 +0.36 4.7 £ 0.308 3.6-5.1
Cl, umol/L 103.87 £ 1.95 104.5+1.77 105.11 £2.47 97-111
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*Todos los resultados fueron considerados normales 20 % mayor o menor
del valor de referencia. Los valores por encima o por debajo de los valores
normales se indican en cursiva negrita estdndar. Todos los valores encima o por

debajo de 20% de los valores normales se observan en amarillo.

Los 31 animales tuvieron resultados aceptables ya que no se observd una
diferencia estadistica o clinica con referencia al grupo de tratamiento. El periodo
seco de las vacas lecheras causa estrés fisiolégico asociado con el cambio de los
pardmetros hematoldgicos. Ademas, el periodo seco de las vacas lecheras causa
el estrés por reduccion de nutrientes asociada con el cambio de los parametros de

quimica sanguinea.

El indice de variabilidad se atribuyé al periodo seco de la vaca lechera
donde hay un estrés fisiolégico asociado con el cambio de los pardmetros
hematoldgicos. Ademas, el periodo seco de las vacas lecheras causa estrés por
reduccion de nutrientes esto asociado al cambio de los parametros de quimica de
la sangre. Durante el ciclo de produccion de la vaca, el periodo de transicién es
critico debido a cambios endocrinos y metabdlicos que acompafian al periodo
seco, parto y el inicio de la lactancia. Ademas, Los parametros de hematologia y
bioquimica son influenciados por la edad, el sexo, la nutricion, la actividad fisica,
etc. El periodo seco (60 dias) afecta el metabolismo de la energia alrededor del
parto en las vacas lecheras, asi como la produccién de leche en la lactancia
subsiguiente. La longitud del periodo seco también pudo afectar las
concentraciones plasmaticas de urea, colesterol, transaminasas aspartato,
glutamato deshidrogenasa y la concentracion de insulina en plasma.
Independientemente de la duracion del periodo seco, la dieta glucogénica
(produccion de leche) también mejoro el estado metabolico en comparacion con la
dieta lipogénica (periodo seco). Hay que tomar en cuenta cambios, endocrinos,

metabdlicos e inmunoldgicos asocian con el estrés fisioldgico de la vaca lechera.
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La valoracion clinica del director de estudio y médico veterinario del sitio de
prueba determinaron que los animales no presentaban signos sugestivos a una

reaccion adversa inducida por la aplicacién del inmunoestimulante.

Todos los animales fueron aceptados no se observé significancia
estadistica y clinica comparando los parametros de referencia. Hay que resaltar
gue fueron menos los metabolitos y los animales que fueron observados fuera del

rango establecido en animales clinicamente sanos.

7.5 Analisis de signos vitales en el periodo seco

Después de la 1* dosis 30 dias antes del parto (periodo seco) se les valoro
por 7 dias temperatura rectal, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria y
tolerancia local (mediante termografia) esto permitio observar que el producto no
modifico las condiciones fisiologicas (Figura 4). Ademas no se presentaron abortos

y eventos adversos en ninguno de los animales tratados.

Pulsaciones‘minuto

Respiraciones/minuto

T T 0 . = 0
DoTUCH DoTuUC2 D 0-7 Control D 07 UC4 O O0-TUC2 D O-T Control D07 uct DO7UCZ D07 Control
Dias de estudio Dias de estudio Dias de estudio

Figura 4.- Constantes fisiol6gicas después de la primera aplicaciéon

Figura 4. Muestra la variabilidad en las Constantes fisiolégicas después de la primera
aplicacion _de Corynebacterium cutis. a) Temperatura rectal. b) Frecuencia Cardiaca. C)
Frecuencia Respiratoria. No hay diferencias estadisticamente significativas entre grupos

P=0.05 d)

7.5.1 Andlisis de signos vitales en la lactancia temprana

Se realizaron 3 aplicaciones post-parto en los dias 30, 37 y 44 se observé
gue el inmunoestimulante no modifico los parametros fisioldgicos de los animales

tratados con los dos lisados de Corynebacterium cutis.
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Figura 5.- Constantes fisiol6égicas de la 2da, 3ra y 4ta aplicacion.

Muestra las constantes fisiolégicas de los animales bajo tratamiento del dia 30-51 después
del parto a) Temperatura rectal. b) Frecuencia Cardiaca. C) Frecuencia Respiratoria. No hay
diferencias estadisticamente significativas entre grupos P=20.05.

7.6 Evaluacién de tolerancia después de la aplicacion de Corynebacterium
cutis

Se determind que la aplicacion de los dos lotes de Corynebacterium cutis la
1°" aplicacion 30 dias antes del parto, la 2da, 3er y 4ta aplicacion a los dias 30,37
y 44 de la lactancia temprana fue segura y no indujo efectos adversos locales los
cual se determinado por el examen clinico y ecoscopia del sitio de inyeccion no
observando signos sugestivos de vascularizacién e inflamacion (Figura 6A).
También fue valorado el sitio de inyeccion mediante imagenes termografias que
nos permitieron corroborar que no habia un incremento de temperatura local
asociado a la administracion de UC1 y UC2 (Figura 6B).
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. 31.3°Cl£0.98

Figura 6.- Valoracién del sitio de aplicacién

Fiqura 6: Muestra la valoraciéon de la tolerancia local. A todos los animales se les realizo
ecoscopia y termografia. Panel A). No fueron observados signos de vascularizacién e
inflamacién _en el sitio de aplicacién _mediante ecoscopia. B) No se observan signos de
inflamaciéon ni_aumento de temperatura en el sitio de aplicacién basado en fotografias

termograficas.
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En otro aspecto fue Iimportante valorar que la aplicacion del
inmunoestimulante no indujo presencia de abortos en todos los animales bajo
tratamiento a pesar de inducir una respuesta celular tipo TH1, este pardmetro fue
determinante en considerar una aplicacion segura en vacas lecheras en el periodo

SecCo.

7.7 Presencia de mastitis después de la aplicacion de Corynebacterium cutis

Al evaluar la incidencia de mastitis mediante la prueba california en los dias
15, 30, 44 y 60 post-parto se observo que el 90 % de los animales tratados con los
dos lisados de Corynebacterium cutis no presentaron signos sugestivos de
mastitis subclinica. Por lo contrario, en el grupo control se observo un 70 % de
animales con mastitis en los primeros 60 dias de lactancia. En contraste, al
evaluar el numero de células somaticas en los grupos tratados con los dos lisados
de Corynebacterium cutis demostraron mayor niumero de células somaticas/mL

respecto al control (Figura 7).

600000+ a) b)

4000004

Tratamientos D15 D30 D60 Total

Celulas somaticas/mL

uc1 179 1/9 1/9 1=10 % casos de mastitis
R 32 BN R uc2 110 1/10 1/10 1=9.09 % casos de mastitis
JI Control 110 5M0 710 7=70 % casos de mastitis

D 30-51UC2 D 30-51 Control
Dias de estudio

1UC1

Figura 7.- Conteo celular somatico e incidencia de mastitis .

a) Muestra el promedio de células somaticas entre los dias 30-51 post-parto. Se
observa diferencia significativa P< 0.05 de los animales tratados con UC1 y UC2
versus el grupo control. b) Se observa que los animales tratados con UC1 y UC2
tienen menor incidencia de presentar mastitis.
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7.8 Evaluacion de produccion y calidad de la leche después de la aplicacién
de Corynebacterium cutis.

Se realiz6 la mediciébn de la produccion de leche posterior a las 3
aplicaciones post-parto en los dias 30, 37 y 44, se observé que el
inmunoestimulante no modifico los parametros productivos en la lactancia
temprana. Sin embargo, se observa una tendencia a aumentar la produccion de

leche en los animales tratados con los dos lisados de Corynebacterium cutis.

uc1 Control

¥ 8 & B

Kg/Leche/dia
Kg/Leche/dia
ro
S
KgiLeche/dia

3

=

" T 0- T T T T
ter 2da der ter 2da 3er ter 2da der
Numero de aplicaciones Numero de aplicaciones Numero de aplicaciones

Figura 8.- Produccién lactea

Muestra la produccion de leche después de las 3 aplicaciones post-parto. No hay diferencias
estadisticamente significativas entre las diferentes aplicaciones del inmunoestimulante

P>0.05.
7.9 Determinacion de la calidad de la leche

Para determinar la calidad nutrimental de la leche se evaluaron los
pardmetros de proteina, grasa y lactosa siendo considerados los elementos mas
importantes que la leche aporta al consumidor final. Esto nos permitio observar
que la administracion de Corynebacterium cutis al dia 30, 37 y 44 de la lactancia
no induce cambios en la calidad nutrimental de la leche (Figura 9).
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Figura 9.- Calidad nutrimental de la leche.

Figura 9.- Muestra el andlisis de la calidad de la leche después de la aplicacion de
corynebacterium cutis en la lactancia temprana. A).- Proteina total. B).- Grasa total. C.-
Lactosa. Se observd que el tratamiento con el inmunoestimulante no induce cambios en el
porcentaje de proteina, grasay lactosa.
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VII DISCUSION

Los inmunoestimulantes surgen como alternativa de manejo del aspecto
sanitario en las producciones lecheras y suplen en gran parte los problemas de
salud publica, generados por el uso de farmacos tipo antibiéticos (Parant el al.
1984). Al final de la década de los 80 se empezaron a utilizar como profilacticos
primarios en las vacas lecheras, los cuales actian como sustancias que fomentan
la actividad del sistema inmunitario y que ayudan a la disminucién de
enfermedades infecciosas en el puerperio (Rodriguez et al., 2003; Vadstein,
1995). El efecto protector depende de la enfermedad o patégenos contra los

cuales se quiere prevenir y controlar (Rodriguez et al., 2003).

Los inmunoestimulantes de mayor uso son los de origen bacteriano
(lipopolisacarido, oligodeoxinucleétidos, B-glucanos de hongos y levaduras). Entre
los de mayor uso en medicina veterinaria se encuentran las preparaciones de
pared celular bacteriana que estimulan la respuesta inmune innata, sin embargo,
estos productos pueden causar inflamacion y ser téxicos a concentraciones
ligeramente mayores de la dosis segura (Raa, 2000; Ohtsuka et al., 1997; Jara,
2011). El uso de inmunoestimulantes podria contribuir la exacerbacion de la
respuesta inflamatoria, por ello, es importante que durante en el desarrollo de
nuevos farmacos se valore la seguridad, tolerancia y eficacia en la especie blanco
en relacién dosis respuesta en condiciones habituales. El objetivo del presente
estudio fue determinar que un inmunoestimulante a base de lisado total de
Corynebacterium cutis aplicado en vacas lecheras 30 dias antes del parto y 30, 37
y 44 dias durante la lactancia temprana, no induce efectos adversos en vacas
lecheras en condiciones habituales de una granja comercial. Ademas de relacionar
la reduccion de casos de mastitis, posterior a la aplicacibn de este
inmunoestimulante en el peri-parto. Se utilizaron dos lotes diferentes de
Corynebacterium cutis, en grupos de vacas lecheras homogéneas en peso y etapa
fisiologica, al analizar el patron de expresion de proteinas totales de los dos
lisados de Corynebacterium cutis se puede apreciar una ligera diferencia en la

expresion de proteinas de alto peso molecular pudiendo ser estas las
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determinantes de la respuesta inmune innata. Posteriormente, se evalué la
seguridad del lisado de Corynebacterium cutis después de una sola aplicacion 30
dias antes del parto y tres aplicaciones en la lactancia temprana 30, 37 y 44 dias
postparto de la vaca lechera. Se identifico variabilidad en parametros fisiol6gicos
(temperatura rectal, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria), parametros de
hemograma y quimica sanguinea. Sin embargo, estas alteraciones fueron
observables en un rango no mayor del 20 % respecto al valor de referencia,
ademas, estas alteraciones fueron identificadas en las vacas tratadas con el lisado
de Corynebacterium cutis y en las vacas pertenecientes al grupo control, por lo
que no fue asociado a la inoculacion del inmunoestimulante ya que no existié
diferencia estadistica significativa (P=0.05) en los parametros evaluados entre

grupos, ni signos clinicos que alteraran la homeostasis de los animales.

Estudios previos indican que la variabilidad en el ritmo cardiaco de las vacas
puede verse alterado por: la temperatura ambiente, la altitud, la actividad fisica, el
peso corporal, las etapas de la lactacion, y el estrés de las vacas por el
hacinamiento antes y después del ordefio (Kovacs et al 2013; Kovacs et al 2014;
Hagen et al., 2005; Hagen et al., 2015). La frecuencia respiratoria podria verse
influenciada por el clima, la actividad fisica, manejo del ganado, el peso corporal,
la edad, la gestacién, la produccion de leche y el estrés asociado al desbalance
negativo de la produccién (Canario et al., 2012; Huzzey et al.,2012). La
variabilidad de la temperatura en las vacas tiene que considerar diferentes
factores como el hacinamiento, la temperatura ambiental, el manejo zootécnico, la
profundidad de penetracion en el recto del termometro y defecacién al momento

de realizar la lectura (Frondelius et al., 2015; Burfeind et al., 2010).

El interpretar los analisis de hemograma y quimica sanguinea se observaron
pardmetros fuera de rango, sin embargo, no pasaban el 20 % del valor de
referencia, la variabilidad de estos parametros principalmente son asociados a que
durante el ciclo de produccion de la vaca, el periodo seco es critico debido a

cambios endocrinos, metabodlicos y nutrimentales que acomparfan el parto y el
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inicio de la lactancia (Quiroz-Rocha et al., 2009; Ospina et al., 2010). En el periodo
de lactancia de las vacas lecheras cursan por un estrés fisiol6gico asociado a los
altos indices de produccion de leche. Se ha demostrado que el estado fisiologico
y el fin zootécnico determinan cambios en parametros hematologicos y de quimica
sanguinea no asociados a patologia o reacciones adversas inducidas por un

producto farmacéutico (Cozzi et al., 2011).

El analisis de tolerancia en el sitio de aplicacion se valor6 mediante la
identificacion de signos sugestivos de inflamaciéon en el sitio de inoculaciéon
mediante ecoscopia y termografia después de una sola aplicacién 30 dias antes
del parto y tres aplicaciones en la lactancia temprana 30, 37 y 44 dias postparto de
la vaca lechera. En este estudio se demostré6 que los dos lotes de
Corynebacterium cutis son seguros y tolerables al aplicar en vacas lecheras una
dosis de 2mL/100kgPV, ya que no fueron observadas reacciones adversas al
medicamento (RAM) que alteraran alguna funcién biolégica (Union Europea 1993,
Comisiéon Europea 2001; OMS 1972); ademas no se observé ningun signo de

inflamacion local en todos los animales bajo tratamiento.

Al evaluar el conteo celular soméatico (CCS) entre los grupos tratados con
Corynebacterium cutis se observd que los animales tratados con el
inmunoestimulante tienden a presentar una mayor cantidad de CCS/mL en
comparacién con el grupo de vacas control estos hallazgos son contradictorios ya
gue el Corynebacterium cutis se ha utilizado bajo la recomendacién de disminuir el
namero de células sométicas en ganado lechero (Virbac-Francia). Won-chang lee
et al., (1996) reporto una reduccién significativa en el conteo celular somatico en
vacas lecheras tratadas con tres inoculaciones de Corynebacterium cutis. Sin
embargo nuestros resultados coinciden con lo encontrado por (Pretorious, 2011)
donde reporta que el uso de Corynebacterium cutis en la lactancia temprana de la
vaca lechera induce el aumento de células sométicas. En este estudio clinico se
utilizé una dosis de 2 mL 100kg PV de Corynebacterium cutis observandose que

en los grupos tratados el numero promedio de CCS/mL fue de 317,000 CS/ML y el
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grupo control el promedio fue de 113,000 CS/ml existiendo wuna diferencia
estadistica significativa (P< 0.05). El conteo celular somético proveniente de
vacas sin cambios en la apariencia de la leche o alteraciones en la glandula
mamaria es de 200,000 CCS/ mL y un aumento es asociado a que el animal cursa
por algun grado de enfermedad ya sea clinica o subclinica (Harmon, 1994;
Hillerton, 1999; Philpot, 2001; Wolter et al., 2004; Bedolla, 2004b).

El aumento en el conteo celular somatico en leche esta fisiolégicamente
sustentado ya que el lisado de Corynebacterium cutis son componentes totales de
pared celular que después de ser inoculados son rapidamente fagocitado
favoreciendo la quimiotaxis y reclutamiento celular por la sintesis y liberacion de
TNF-a, IL1b, IL12 y IL18 citocinas determinantes en la respuesta del huésped ante
agentes infecciosos. En otros estudios se ha demostrado que un lisado de pared
celular de Corynebacterium parvum favorece la proliferacién celular y quimiotaxis
potencializando la inmunidad adaptativa demostré que estimula la actividad de
linfocitos B y T, lo cual incrementa la sintesis de anticuerpos, aumenta la
hipersensibilidad ademas de la actividad citotoxica llevada a cabo por linfocitos
CD8+ (Halpern et al; Wolter et al., 2004; Bedolla, 2004b).

Esta aumentd de CCS podria favorecer una adecuada respuesta inmune ante
la interaccion de diferentes patégenos. En este estudio se pudo comprobar que los
animales tratados con Corynebacterium cutis disminuyo significativamente la
incidencia de mastitis subclinica en comparacion con los animales del grupo
control. En contraste, el aumento de = 500, 000 CCS/mL podria penalizar la venta
de leche. Sin embargo, solo el 12% total del hato se encuentra en periodo seco
este porcentaje no interferiria en el analisis de CCS/mL ya que es una prueba que
se realiza en tanque (Eberhart 1982). Por lo tanto, no habria perdidas econémicas
al productor y si disminucion de costos econdmicos por enfermedades al periparto
al utilizar Corynebacterium cutis (Barkema et al 1999; DeGraves et al 1993;
Eberhart et al 1982; Heeshen et al, 1996; Raubertas et al 1982).
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Al evaluar los pardmetros de calidad nutrimental en leche de animales tratados
con Corynebacterium cutis no se observaron diferencias estadisticas significativas
con los valores de referencia para grasa es de 3 al 4 %, proteina
aproximadamente el 3.5% Yy la lactosa el 5 %. Estos resultados coindicen con lo
reportado por Pretorius (2011) que utilizd6 una dosis de 2mL/100 kgPV
Corynebacterium cutis en vacas lecheras no observando cambios en la calidad

nutrimental de leche.

En otros estudios demuestran que el uso de Corynebacterium cutis en el
periodo seco de la vaca reduce la mortalidad neonatal, lo que ha conllevado a un
incremento en el nimero de becerros nacidos vivos y favorecidos en peso,
atribuido a mayor cantidad de inmunoglobulinas en calostro procedente de

animales tratados (Shalaby 1992).

En otras especies como las ovejas se ha determinado que el uso de
Corynebacterium cutis a los 140 dias de gestacion a una dosis de 2 mL, favorece
la concentracion de inmunoglobulinas en el calostro y disminuye la incidencia de

enfermedades en el peri-parto {Yilmaz et al, 2011).

El uso de inmunoestimulantes como profilacticos podria ayudar a montar una
adecuada respuesta inmune ante diferentes agentes etiolégicos de la vaca
lechera. Definitivamente quedan aun muchas preguntas por contestar, sin
embargo, el uso de estimulantes del sistema inmune innato pueden llevar al
desarrollo de nuevas terapias profilacticas en el ganado productor de leche que
nos garanticen la eficiencia en la en la explotacion ganadera y la salvaguarda de la

salud publica.
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IX CONCLUSIONES

Este producto en desarrollo fase Il podria considerarse como un
inmunoestimulante seguro para ser utilizado en vacas lecheras en periodo seco y
la lactancia temprana. Ademas demostro favorecer la disminucién de mastitis en
las vacas tratadas con 4 dosis de Corynebacterium cutis a una dosis de 2mL/100
kg lactancia temprana, por lo que podria reducir el riesgo de residuos de
antibioticos en leche y evitar la resistencia bacteriana importante problema en
salud publica en México. Sin embargo, son necesarios mas estudios para dilucidar
los mecanismos inmunitarios que son activados cuando se usan substancias

inmunomoduladoras de la respuesta inmune inespecifica.
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El proposito de la Comision de Etica y Bienestar Animal (CEBA) de Laboratorios
Virbac México es promover la seguridad y el bienestar animal que se lleva a cabo
en todos los estudios que implican el uso de animales con fines experimentacion.
Asimismo, promovera actividades de capacitacion para el adecuado manejo de

animales utilizados en protocolos de investigacion.

ALCANCE

Esta normativa incluye el rancho experimental de Laboratorios Virbac México S.A.
de C.V denominado “El astillero” y los centros experimentales externos que

manifiesten su consentimiento.

Ningun investigador del departamento de R&D o persona vinculada a Laboratorios
Virbac México incluyendo a los técnicos ubicados en diferentes regiones del pais
podran iniciar actividades que involucren la utilizacion de animales sin la

correspondiente aprobacion de la (CEBA).

DEFINICIONES

Estudio: es una coleccion de procedimientos experimentales realizados en
animales para un propésito especifico.

Comision de ética y bienestar animal: El 6rgano interno de Laboratorios Virbac
México que tiene como finalidad emitir la opinidn técnica sobre los aspectos éticos
y de bienestar animal de las investigaciones propuestas que requieran una fase de
experimentacion animal.

Investigacion con riesgo: estudios prospectivos que emplean tratamientos
terapéuticos que alteren las condiciones fisiologicas del animal.

Protocolo: documento que proporciona los antecedentes, razones y objetivos de

un proyecto de investigacion y describe su disefio metodologia y organizacion.
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Requisitos: elementos obligatorios que expresan y contemplen consideraciones
éticas y de bienestar animal cuya implementacién es considerada indispensable
para realizar la investigacion.

Sujeto de investigacion: especie animal que participa en el proyecto de
investigacion, ya sea como receptor directo de la intervencién, como un control o a
través de la observacion.

Investigacion sin riesgo: estudios que emplean métodos y técnicas de
investigacion documental retrospectiva y aquellos en los que no se realiza ninguna
intervencidn en las variables fisioldgicas y sociales que impacten la conducta de
los individuos.

Consentimiento: Manifestacion de voluntad libre, inequivoca, especifica e
informada mediante la cual la persona interesada consiente en ser incluido en un
proyecto de investigacion.

Equipo de investigacion: Grupo de investigadores que de manera organizada y
bajo la direccién de al menos una persona responsable trabajan conjuntamente en

la realizacion de actividades de investigacion.

INFORMACION GENERAL

Principios de la Comision de Etica y Bienestar Animal

El disefio de los experimentos con animales son determinantes en la investigacion
biologica y médica, son usados como modelos para investigar y comprender las
causas, diagndstico y tratamiento de enfermedades que afectan al humano y a los
animales, ademas de sus importantes aportes en el desarrollo, produccién y
control de medicamentos y alimentos.

Por razones cientificas, legales y éticas a partir del 1 de Enero de 2014, el 100%
de los estudios gestionados por los investigadores de Laboratorios Virbac México
deben de someterse a una revision de bienestar animal antes de su
implementacion. De esta manera se podran obtener investigaciones con

resultados validos, confiables, reproducibles y comparables, asi como adoptar una
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actitud responsable desde el punto de vista ético y moral frente al uso de seres

vivos (sujeto de investigacion).

La comision de ética y bienestar animal evaluara los estudios sometidos de
acuerdo a los principios éticos en la investigacion con animales. Las tres “R’s”:
Reducir, Reemplazar y Refinar. Estos son los fundamentos para una racional e
inteligente estrategia para minimizar el uso de animales y las causas de dolor y

estrés.

Reducir: Limitacion del numero de animales al minimo imprescindible para la
obtencion de conclusiones validas.

Reemplazar: Sustitucion por procedimientos que no requieran uso de animales, y
en el caso de que no sea posible debera justificarlo.

Refinar: Utilizacion de procedimientos que minimicen los efectos adversos sobre
el bienestar animal. Calidad del ambiente donde son criados y mantenidos antes y

durante la experimentacion.

La decision de la Comision de Etica y Bienestar Animal de Virbac México debe ser
emitida antes del comienzo del estudio.
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