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RESUMEN

La investigacion se realiz6 en la zona de Tingo Maria (Naranjillo),
provincia de Leoncio Prado,departamento Huanuco — Pert, con el objetivo de
evaluar el efecto de dos concentraciones de extracto etandlico de hoja de
guayaba en el tratamiento de la mastitis sub clinica y determinar su costo de
produccion; se utilizdé 15 vacunos cruzados de tres establos lecheros,
seleccionando 29 cuartos infectados con mastitis sub clinica, los cuales fueron
detectados con la prueba de CMT; se realiz6 los tratamientos con el extracto
etandlico de guayaba al 25 y 50 %, se aplicé la dosis de 5 ml durante 7 dias; se
realizd el conteo de células somaticas y se evalud el crecimiento e
identificacion de microorganismos (Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Streptococcus agalactiae) de la leche procedente de los cuartos infectados; en
tres evaluaciones durante el experimento. Para la variable crecimiento de las
bacterias se utilizd la prueba de chi-cuadrado (p<0.05), no se encontro
dependencia entre el numero de placas con crecimiento bacteriano y los
tratamientos empleados; para la variable conteo de células somaticas, se
trabaj6 con el disefio complemente al azar, no se encontré diferencia
significativa (p>0.05) entre los tratamientos con relacion al conteo de células
somaticas en las tres evaluaciones realizadas. El trabajo de investigacion
tiene las siguientes conclusiones: El extracto etandlico de hoja de guayaba
(Psidium guajava L.) en las diluciones evaluadas no mostr6é efectividad en el
tratamiento de mastitis sub clinica de vacas en produccion en Naranjilio,

siendo el costo de produccion de 1ml de EEHG es de S/.0.47.



I. INTRODUCCION

La produccion lactea en el Pera es de 50 mil toneladas de leche
por afno equivalente al 4.7 % del producto bruto interno (MINAG, 2010). La
mastitis constituye un problema grave para el productor ocasionando grandes

pérdidas econémicas en leche y gasto en medicamentos.

Los agentes causantes de la mastitis en la zona de Aucayacu de la
Provincia de Leoncio Prado, son Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae y Escherichia coli, esta ultima de mayor incidencia en las vacas
(MURRIETA, 2002). Existe en el mercado una serie de productos sintéticos
que, se usan en el tratamiento de la mastitis, como por ejemplo las
oxitetraciclinas, cloranfenicol, enrofloxacina y gentamicina, siendo Ia
gentamicina la de mayor actividad y resultado; pero hasta la fecha, aun no se
ha podido controlar la prevalencia de la mastitis, lo que apertura ia posibilidad
de usar ciertas plantas medicinales que se encuentran en la zona y que

poseen metabdlitos activos como fuente de agentes anti-microbianos.

Se ha determinado que el efecto del extracto etandlico de hojas de
guayaba (Psidium guajava L..), tiene efectividad antibacteriana (in vitro) en el

control de las unidades formadoras de colonias de Strepfococcus agalactiae y
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Staphylococcus aureus; mostrando capacidad de poder controlar estos agentes
etiolégicos causantes de la mastitis en vacas (DURAND, 2009).Por lo que se
plantea la hipétesis: el uso de extracto etandlico de hoja de guayaba reduce la
presencia de agentes etiolégicos de mayor incidencia de mastitis sub clinica en

vacas lecheras.

Objetivo general:
. Evaluar el extracto etandlico de hoja de guayaba en el tratamiento

de la mastitis sub clinica de vacas en produccién en Naranjillo.

‘Objetivo especifico:

e Determinar el efecto de dos concentraciones de extracto etanélico de
hoja de guayaba en el tratamiento de mastitis sub clinica en cuartos
infectados de ubres de vacunos.

e Determinar los costos de produccién del extracto etandlico de hoja de

guayaba, para tratar mastitis sub clinica en vacunos.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades de la Guayaba (Psidium guajava L.)

2.1.1. Taxonomia y descripcidn botanica

La guayaba o guayabo, guayaba dulce, guayaba blanca pertenece
a la familia Myrtaceae. Su descripcidn botanica consiste en que el Psidium
guajava es un arbol de hasta 10 m de altura, con un tronco de 20-25 cm de
diametro; posee una corteza suave, pubescente, delgada, color rojo-café, que
producen escamas que se desprenden. Sus hojas son verdes, opuestas, con
peciolo corto, elipticas u oblongas de 5-15 cm de largo, redondeadas en el
apice y en la base, y muiltiples venas horizontales provistas de glandulas. Las
flores son solitarias, color blanco, de 3-4 cm de ancho. Sus frutos son
aromaticos, ovales o piriformes de 2-10 cm de largo con cascara amarilla y
carnaza rosada o amarilla, externamente granular y firme, al centro lleno de
pulpa suave y jugosa y muchas semillas café claro, tiene como habitad a
América tropical (LOPEZ, 2009) y en la selva peruana tiene amplia distribucion

en toda la cuenca amazénica (SALVADOR, 1997).



2.1.2. Propiedades medicinales de la guayaba

Tanto a las hojas, como a la corteza de P. guajava le son atribuidas
propiedades antibacterianas, antieméticas, antiinflamatorias, antihelminticas,
antisépticas, antitusivas, astringentes, carminativas, espalmoliticas y tonicas. El

fruto témbién posee propiedades desinflamantes (LOPEZ, 2009).

ECHEMENDIA y MORRON (2004), indican que los compuestos
quimicos aislados de la hoja de guayaba, son: un triterpenoide pentaciclico, el
acido psididlico que tiene actividad antiprotozoarica, acido guajanoico; asi
como, B-sitosterol, uvaol, acido oleandlico y acido ursélico. Ademas, taninos
(hojas 9 a 10%, corteza 12 al 30%), polifenoles, carotenoides, vitamina C,
compuestos volatiles y aromaticos, terpenos, glucosidos esteroidales,

antraquinonas y flavonoides.

VELASQUEZ (2008), menciona que la actividad antibacteriana se
establece a los ﬂavonoideé (avicularina, guayaverina y quercetina).En varias
especies los flavonoides varian sustancialmente entre genotipos, cambios
estacionales, edades y dafios de la hoja y sitios de ubicacion (kause et al.,
1999; keinanen et al., Laitenen et al., 2000, citado por VARGAS, 2006). Las
diferentes fuentes de flavonoides son de origen vegetal y se encuentran
principalmente en las hojas (Seshadri y Vasishta, 1965; Lozoya et al., 1994;

Meian y Mohamed, 2001, citado por VARGAS, 2006). Los flavonoides estan
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presentes también en partes anatémicas como corteza (Ross, 1999, citado por

VARGAS, 2006), yemas florales (Harborne, 1984, citado por VARGAS, 2006).
2.1.3. Farmacologia y Farmacognosia

En los diferentes estudios efectuados, se ha demostrado que la
tintura de hojas es activa contra Escherichia coli, Shigella dysenteriae,
Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y
Pseudomona aeruginosa. Se describe que la tintura inhibe en un 80% las
cepas de E. cofi, S. thypi, S. dysenteriae y S. pyogenes; y que el mejor
disoivente es el etanol, siendo la concentracidon minimé inhibitoria (CIM): 5
mg/mi para S. typhiy S. aureus (Caceres et al., 1993, citado por LOPEZ, 2009).
Ademas, el extracto acuoso de la raiz y hojas actian como antibacterianos. La
actividad antibacteriana es atribuida a los flavonoides como la avicularina,

guayaverina y quercetina (Caceres 1996, citado por LOPEZ, 2009).

RODRIGUEZ, MARTINEZ y MORRON (1999), afiman que la
tintura de hoja de Psidium guajava L., inhibe el 80% de las cepas de
Escherichia coli, Salmonella thypi. La Escherichia coli contra un extracto salino
se ha probado que tiene actividad antimicrobiana (Napralert Hllinos, USA, 1990,

citado por MARTINEZ; MOLINA y BOUCOURT, 1997).

ECHEMENDIA y MORRON (2004), sostienen que las partes a

utilizar son: hojas, frutos y cortezas secas. En las hojas y corteza esta presente
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la quercetina que tienen accion antisecretoria de aceticolina en intestino. Es
efectiva en el tratamiento de diarrea por su contenido de taninos y su actividad
astringente. Los flavonoides presentes en las hojas, tienen un efecto anti
diarreico. Entre sus componentes quimicos se encuentra la vitamina C2 que es
muy abundante en los frutos, en las hojas hay flavonoides como quercetina,
avicularina y guayaverina a los que se les atribuye el efecto antimicrobiano

(LUTTERODIT, 1992).

PEREZ (2005), manifiesta que la guayaba tiene flavonoides y
taninos. Uno de los principales metabélicos secundarios mas importantes en
los flavonoides es la quercetina presente en hojas y corteza por lo que, esta

es la que le da el efecto antimicrobiano contra varias bacterias.

MARTINEZ et al. (1997), reportan una investigaciéon sobre la
actividad antimicrobiana de un extracto fluido al 40 % de Psidium guajava L.,
donde encontré que presenta actividad antimicrobiana por debajo del 50 %
respecto al control positivo frente a las bacterias Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa. Este extracto

carece de actividad antifungica frente a la levadura Candida albicans.

Los flavonoides son estructuras fendlicas que contienen un solo
grupo carbonilo. Estos compuestos son sintetizados por las plantas en
respuesta a la infeccion antimicrobiana, y su actividad sobre las bacterias

probablemente se deba a su capacidad de generar complejos con proteinas
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extracelulares y proteinas solubles, asi como una actividad sobre la pared
celular muy similar a la de las quinonas las mismas que actian generando
complejos irreversibles con aminoacidos nucleofilicos de las proteinas,
provocando su inactivacién. Ademas de actuar sobre las adhesinas expuestas
en la superficie de las bacterias, sobre los polipéptidos de la pared celular y
sobre las enzimas unidas a membranas (Fuertes y col., 1997, y Cowan, 1999;

citado por ARAUJO y SALAS, 2008).

2.2. Generalidades sobre la mastitis

La mastitis, es la respuesta inflamatoria de la glandula mamaria
normalmente causada por bacterias (KERR y WELLNITZ, 2003; BANNERMAN
et. al., 2004, HANSEN et al, 2004; HILLERTON y BERRY, 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 y BERRY, 2005).

La mastitis es una inflamacién de las glandulas mamarias. En un
trabajo realizado por (MURRIETA, 2002) en el ambito Tingo Maria-Aucayact
encontrd un 22.90% de prevalencia de esta afeccion, siendo los agentes

etiolégicos Escherichia coli y menor presencia Staphylococcus aureus.



2.3. Agentes etiolégicos de la mastitis en vacas

La mastitis ha sido reconocida desde que el hombre domesticé la
vaca (PHILPOT, 1996). Se estima que un tercio de todas las vacas lecheras

estan afectadas por cualquier forma de mastitis en uno o mas cuartos.

La mastitis puede ser causada por al menos 135 agentes
diferentes, principalmente bacterias, las cuales pueden ser patégenas o de
origen ambiental (Lammers et al, 2001; Barbosa et al., 2007, citado por
FERNANDEZ et al.,, 2008). Entre las bacterias que con mayor frecuencia
causan esta infecciéon se encuentran Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae y Escherichia coli (Bradiey 2002, citado por FERNANDEZ et al,,

2008).

Como factores ambientales determinantes se encuentran: la
ubicacién del ganado (estabulado o en pastura); la ausencia del control de
moscas, hacinamiento, malas practicas de ordefio, estacion climatica caliente y
malas condiciones de mantenimiento (Oliver et al, 2005, citado por

FERNANDEZ ef al., 2008).



2.4. Patogenia de la mastitis

La mastitis se inicia con la aparicion de tres fases: in\)asién,
infeccion e inflamacion. En la fase de invasion los microorganismos pasan del
exterior de la ubre a la leche que se encuentra en el conducto glandular y
ascinos de la glandula. En la etapa de infeccion se da cuando los gérmenes se
multiplican rapidamente e invaden el tejido mamario. Después de la invasién
puede formarse una poblacién bacteriana en el conducto glandular y, utilizando
esta resistencia como base, ocurrira una serie de multiplicaciones y
diseminaciones en el tejido mamario dependiendo de la infeccién del mismo de
la susceptibilidad del animal. Esta a su vez produce inflamacioén, fase en la cual
aparece la mastitis clinica y en que aumenta notablemente la cuenta de

leucocitos en la leche ordefiada (BLOOD, 1992).

2.5. Mastitis sub clinica

La infeccién puede provocar inflamacion de uno, o mas cuartos o
de toda la glandula, aumento de la temperatura en el area afectada, asi como
enrojecimiento de la zona y dolor, estos eventos provocan que el sistema
inmune del animal actué tratando de aliviar el problema, ademas de lograr la
mayoria de las veces mantener la infeccién Unicamente en el area afectada sin

alterar otros 6rganos o sistemas del animal (PEREZ et al., 2005).
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VALERA et al. (2001), en el trabajo de investigacién sobre terapia
homeopatica de mastitis sub clinica bovina concluye que la terapia
homeopatica constituye un método terapéutico de facil aplicacion, eficaz y
econémico que no interfiere en la calidad de la produccién de derivados lacteos

por no acumularse ni excretarse en la leche y tiene mejor efectividad.
2.6. Diagnostico de mastitis sub clinica

Existen varios métodos para diagnosticar la mastitis sub clinica en
vacunos; a continuacién se describe los métodos utilizados en la ejecucion del

presente trabajo de investigacion:
2.6.1. Método de california mastitis test - CMT

Segun MELLENBERGER (2000), se debe realizar los siguientes pasos:
Paso 1: Tomar una muestra del segundo chorro de leche ordefiada
(aproximadamente 5cc) de cada cuarto de la ubre. La leche
muestreada quedara en la paleta de muestreo que es mantenida en
forma casi vertical.

Paso 2: Se vierte la solucién de CMT en cada espacio de la paleta, en
igual cantidad a la leche muestreada.
Pas6 3: Se hace movimientos circulares de la paleta por tiempo de 10

segundos, con el fin de mezclar bien los contenidos.
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Paso 4: Se “lee” los resultados en forma rapida. La reaccion
desaparece a los 20 segundos y es calificada visualmente segin la

siguiente escala:

»Reaccion negativa: La mezcla de leche con el liquido del test
conserva su fluidez y no muestra alteraciones visibles.

» Reaccion positiva (+): La muestra se vuelve estriosa.

»Reaccion positiva media (++). Mezcla bastante mucilaginosa
(movimiento lento de la mezcla).

> Reaccion positiva alta (+++): La mezcla parece muy mucilaginosa

y gelatinosa, no fluye ligeramente y se forman grumos.

2.6.2. Conteo de Células Somaticas — CCS

El término células somaticas o Conteo de Células Somaticas —-CCS
indica una concentracion de leucocitos muertos (95%) y células epiteliales
exfoliadas del epitelio mamario (5%) en un mililitro de leche (Monardes y Barria
1995; Boutinaud et al., 2002 citado por CHACON et al., 2006). Se estima que
el 98% de las células somaticas que se encuentran en un momento dado en la
leche, se generaron en respuesta a una invasién bacteriana (Wattiaux, 2005,

citado por CHACON et al., 2006).

Las glandulas mamarias que nunca se han infectado normaimente

tienen un conteo entre 20,000 a 50,000 células somaticas/ml. En grandes
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poblaciones de vacas, 80% de los animales no infectados tendran un Conteo
de Células Somaticas (CCS) menor de 200,000 células/ml y 50% menor de
100,000 células/ml. Una razén de las cuentas ligeramente elevadas en
animales no infectados es que algunos cuartos tuvieron una infeccidn previa de
la cual no se han recuperado totalmente. Un conteo de células somaticas
mayor de 200,000 células/ml indica la presencia de mastitis sub clinicas. Los
conteos de células somaticas por debajo de 400,000 células/ml son tipicos de
los hatos que poseen buenas practicas de manejo, pero que no hacen un

particular énfasis en el control de a mastitis (REYES y CEDENO, 2008).

Un alto CCS en la leche inmediatamente después del ordefio es un
indicador de que la vaca esta infectada con mastitis, o0 que conlleva a pérdidas
en produccion, modificaciones bioquimicas en la leche, hasta efectuar un
descarte voluntario de los animales (el riesgo de descarte de la leche aumenta
en un 50% a media que se mantienen CCS en alrededor de 500.000 por ml).
Las ubres sanas por lo general presentan valores de CCS por debajo de las
200.000 por mililitro, valor que es a la vez el apropiado para generar productos
lacteos con buen sabor, alta durabilidad y adecuado rendimiento. Cuando la
leche alcanza valores superiores a las 450.000 células/ml se considera esto
como suficiente criterio para el rechazo de la leche para un proceso industrial

(CHACON et al., 2006).

REYES y CEDENO (2008), indican que el conteo de células

somaticas, es el nimero de células existentes en leche. Se utiliza como
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indicador de la infeccion de la glandula mamaria. La infeccién intramamaria es
el principal factor causante de cambios en el CCS en la leche. Cuando los
microorganismos causantes de mastitis invaden un cuarto de la ubre y
empiezan a multiplicarse o cuando el ndmero de estos aumenta
significativamente en un cuarto infectado, el organismo de la vaca tiene que
reclutar leucocitos para combatir a dichos microorganismos causantes de la
mastitis. Mas del 98% de las células somaticas que se encuentran en la leche
provienen de las células blancas que ingresan a la misma en respuesta a la

invasion bacteriana de la ubre.

Si el conteo de células somaticas es ailto (mayor de 500.000 por ml)
cuando los microorganismos de Escherichia coli entran a la ubre, y si hay
rapido movimiento de glébulos blancos en la ubre como respuesta a dicha
invasion, las posibilidades para que ésta se elimine son buenas. Sin embargo,
la leche de bajo conteo somatico puede ofrecer un ambiente propicio al
crecimiento y establecimiento de Escherichia coli. Una de las funciones de las

células somaticas es la de atacar y destruir microorganismos (RUANO, 2007).

Las células somaticas son una expresiéon del grado de inflamacién
que presenta la glandula mamaria como consecuencia de la agresion de
patoégenos u otros factores de indole traumatico, generalmente derivados de un
defectuoso manejo del ordeiio, inapropiadas instalaciones y mal manejo; las
células somaticas son principalmente leucocitos y células descamativas de los
epitelios secretores y conductos de la glandula. La influencia de las células

somaticas sobre la produccion en volumen de la leche y también sobre la
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composicion de la secrecion lactea concentra la atencion de la investigacion en

el Gltimo tiempo (PEDRAZA ef al., 2000).

CUBERLO (2007), comenta que los CCS aumentan con la edad del
animal y la etapa de la lactancia y la leche de cuartos no infectados exhibe
aumentos en los CCS segin aumenta el nimero de lactancias. También
demostréo que los CCS de leche de cuartos no infectados aumentaron de
83,000 a los 35 dias post parto a 160,000 a los 285 dias. En cambio, los CCS
de leche en cuartos infectados con S. aureus aumentaron de 234,000 a 1,
000,000 células/ml en el mismo periodo. Todos los cuartos, sin importar el
estado de infeccion, presentaron CCS elevados inmediatamente después del

parto.

La privacibn de alimento y agua a las vacas ocasiona
disminuciones dramaticas en la produccibn de leche y aumentos
proporcionales en los CCS. Existen variaciones del contenido de células
somaticas asociadas con los meses y estaciones del aino. En climas templados,
los CCS son generalmente menores en el invierno y mayores durante el
verano, lo cual coincide con el aumento en la incidencia de mastitis clinica

durante los meses de verano (CUBERLO, 2007).

Una observacion comiun es que el CCS se incrementa con el
avance de la edad y el estadio de la lactancia. Sin embargo en estudios de
estos dos grupos se separaron las vacas sanas y por estado de infeccién

comprobandose que las vacas sanas tenian CCS por debajo de las 200.000
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por mi. La privacion de agua resulté en una dramatica disminucion de la
produccién y proporcional incremento en el CCS. Esto tiende a explicarse por
efecto de dilucion asi también el efecto del estrés en vacas sanas es casi nulo,
en cambio el efecto del estrés en vacas infectadas en combinacion con
ejercicio extremo (caminar mucho) o condiciones de estrés agrava mas la

inflamacion de las vacas afectadas (SEVERIN, 2008).

SALINAS y RIVERA (2006), mencionan que existen varios factores
que podrian afectar el numero total de células somaticas en la leche, como son
la edad de la vaca, los dias en leche, stress, variaciones diurnas, asi como
variaciones de temporada, frecuencia de ordeno y por supuesto la mastitis es el

factor mas importante en la elevacioén de los conteos de células somaticas.

2.7. Tratamiento de la mastitis

2.7.1 Tratamiento no convencional

PAREDES (sa) en un estudio usando plasma marino, propéleos y
chichipince (Hamelia patens) para el tratamiento alternativo en el control de la
mastitis clinica bovina; buscando el menor costo, facil aplicacion y rapido
retorno econdmico para las empresas ganaderas. Los resultados obtenidos
indican 70% de animales curados con plasma marino; con Hamelia patens
100% y con propdéleos 100%. Asi mismo pudo determinar que estos recursos

naturales son mas baratos que los antibiéticos, lo que se traduce en una mayor
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ganancia para las ganaderias, reduciendo las pérdidas en lo que a produccion

se refiere y alargando la vida productiva de la glandula y de la vaca.

MORALEDA (2005) con el objetivo de determinar el porcentaje de
reduccion de células somaticas en muestras de leche de vacas con mastitis por
efecto de la aplicacion topica de solucién de miel al 30%, establecié que el uso
de dipping con miel al 30% (p/p), aplicada diariamente sobre los pezon.es de
vacas, reduce significativamente el recuento de células somaticas en leche

proveniente de vacas con mastitis, al ser aplicada durante tiempo prolongado.

PEREZ et al. (2007), con el objetivo de evaluar el uso del extracto
acuoso de la hoja del neem (Azadiractha indica A. Juss) sobre S. aureus y
otros Staphylococcus causantes de mastitis sub clinica bovina, los resultados
obtenidos en 30 cepas de S. aureus, 16 presentaron halos de inhibicion entre 2
y 18 mm de didmetro de inhibicién y de las 17 cepas de otros Staphylococcus,
siete solamente presentaron halos de inhibicion entre 2 y 8 mm. Estos
resultados indican la importancia que tiene el extracto como sustancia
inhibitoria para S. aureus y otros Staphylococcus, el cual puede ser
recomendado como una alternativa junto al antibiético en la medicina

veterinaria para el control de la enfermedad.



17

2.7.2. Tratamiento convencional

En opinion de Ruiz et al. (2001), citado por MORALEDA (2005) la
identificacion de la bacteria que causa la mastitis en las vacas y los patrones de
su susceptibilidad antibiética son necesarios para elegir un antibiético
apropiado para el tratamiento. Es prudente ademas, monitorear peridodicamente
las bacterias aisladas de mastitis bovina en cuanto al patron y rango de
susceptibilidad a los distintos antibidticos. El mismo autor sefiala, que las
variaciones en la susceptibilidad de las bacterias estan relacionadas con las
medidas terapéuticas y el uso frecuente de determinados antibidticos en zonas

geograficas definidas.

Algunos autores han sugerido el uso de preparaciones con
combinacion de 2 o 3 antibidticos para su administraciéon intramamaria en el
tratamiento de la mastitis; se fundamenta en que su accidn sinérgica podria
cubrir a todos los patégenos, incluidas las bacterias gram negativas. Al
respecto, este autor sefiala que no hay evidencias suficientes que demuestren
que ello sea eficaz para tratar las mastitis por coliformes y, por otra parte, esta
accion sinérgica nunca ha podido ser demostrada in vivo (Pyorala 2002, citado

por MORALEDA, 2005).

SCARAMELLI ef al. (2005), el tratamiento de los casos sub
clinicos estd indicado sélo cuando el agente causal es Streptococcus

agalactiae o cuando el CCS en leche de tanque es tan elevado que
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compromete la comercializacion de la leche. La terapia en lactancia produce
una tasa de cura de 90 a 95% cuando el agente es S. agalactiae. La terapia en
lactancia para tratar infecciones sub clinicas causadas por agentes distintos a
S. agalactiae no se recomienda pues la tasa de cura es frecuentemente inferior
a 10% y rara vez es mayor al 50%. Las pruebas experimentales sobre
tratamientos alternativos al uso de antibidticos, incluyendo oxitocina,
probiéticos y preparados homeopaticos, revelan poca o ninguna efectividad. Se
han ensayado terapias combinadas (amoxicilina intramamaria y penicilina G
parenteral) y el uso combinado de antibiéticos y vacunas contra S. aureus con

resultados variables.

2.8. Causas que predisponen que falle el tratamiento de la mastitis

2.8.1 Falta de antibittico en el sitio de infeccion

Esto puede suceder cuando el tratamiento se hace via
intramamaria, porque los conductos galactoforos estan obstruidos por coagulos
de leche, descamaciones celulares o por la presién ejercida durante el proceso
inflamatorio, o cuando el antibiético no cuenta con el vehiculo apropiado para
lograr una buena difusion en todo el cuarto, especialmente hacia el tejido
infectado, porque alredédor del sitio de infeccion se forman abscesos, fibrosis o
tejido cicatrizal, lo cual no permite el contacto del antibidtico con los
microorganismos. Esto sucede con frecuencia en mastitis causadas por
Staphylococcus aureus. Otfra causa es que las concentraciones de antibidtico

en los tejidos infectados no alcanzan el nivel minimo efectivo para matar a los
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microorganismos. Esto sucede cuando se aplican dosis insuficientes o se dan
tratamientos por periodos muy cortos. Porque el antibiético administrado por
via sistémica no pasa de la sangre a la leche debido a sus caracteristicas

farmacocinéticas (INIGUEZ, 2010).

2.8.2 Lesiones fisicas

El esfinter del pezon representa la primera linea de defensa contra
cualquier infeccién. El interior del canal del pezén esta compuesto por un tejido
musculoso que sirve como “"valvula" para mantener el canal del pezén cerrado;
asi se previene el flujo de la leche hacia el exterior y la entrada de bacterias
hacia el interior de la ubre. Las células que componen el interior del canal del
pezon producen una substancia llamada "queratina". La queratina esta
compuesta por un material fibroso proteico y acidos grasos que en conjunto

poseen un fuerte poder antibacterial (LOOR et al., 2000).

La queratina es una barrera efectiva contra el ingreso de bacterias
en la ubre, por lo que cualquier trauma que recibiera el pezén también puede
afectar su grado de susceptibilidad hacia invasiones bacterianas, colonizacion,
y eventualmente infecciones. Los traumas fisicos pueden llegar a destruir la
queratina. Una vez que el trauma ha ocurrido, el esfinter del pezén puede
permanecer abierto. La insercién de canulas para el chequeo de mastitis

dentro del pezdn puede contribuir a causar trauma (LOOR et al., 2000).
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ALDERETE (2009), menciona que cuando se introduce un

elemento a través del esfinter se esta incrementando sensiblemente el riesgo
de infeccion y, si ademas se dana la capa interna de queratina que tapiza el
canal, los microorganismos encuentran una puerta de entrada mas apropiada
para invadir el tejido glandular mamario. Si la canula de un inyector
intramamario se introduce mas de 2 cm, o si la maniobra se hace con violencia,
se dana la queratina y por mas que se esté colocando un antibidtico, la carga
bacteriana que es capaz de ingresar al cuarto mamario es muy alta y la
infeccidon muy probable. Esto es especialmente importante a tener en cuenta
cuando se realizan los tratamientos al secado, ya que la vaca no volvera a ser

ordefiada y, por lo tanto, la ubre no sera liberada de bacterias y toxinas.

Los procedimientos para administrar el tratamiento a vacas con
mastitis son criticos para obtener resuitados deseados. Lo mas importante es
que la punta del pezdn debe desinfectarse antes de la infusion para minimizar
el nimero de bacterias presentes en el orificio del pezén. La queratina puede
ser forzada contra la pared interior del pezoén por la canula, creando una
apertura mayor de la normal. La jeringa puede también empujar
.microorganismos colonizados en la cisterna del pezén e inducir infecciones.
Cuando la canula se inserta por el orificio "desinfectado” (proceso que no
elimina el 100% de la bacterias) los microorganismos sobrevivientes pueden
ser llevados junto con ésta y entrar a la cisterna. Si los microorganismos que
ganan el acceso a la cisterna por estas rutas son resistentes o inaccesibles a la

droga inyectada, se puede producir una nueva infeccion. Los estudios
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disenados para comparar la insercion completa y la parcial de s6lo 2 a 3 cm de
la punta de la canula, han demostrado que la mastitis al momento del parto se

reduce marcadamente al emplear la insercion parcial (RUANO, 2007).



Hl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugary fecha de ejecucién del trabajo

El trabajo se realizé en dos establos lecheros ubicadas en el distrito
de Padre Felipe Luyando (Naranjillo), carretera marginal a 5 km al sur de la
ciudad de Tingo Maria, provincia de Leoncio Prado, Regiéon de Huanuco, que
geograficamente se encuentra ubicado a 75° 59’ 30" longitud oeste, 09° 14’
00" latitud sur, a una altitud de 700 m.s.n.m. con una temperatura promedio
anual de 23,6 °C y una humedad relativa de 83,6%; ecolégicamente se
encuentra ubicado en la zona de vida bosque muy humedo — pre montano

subtropical, (UNAS, 2009).

El extracto etandlico de hoja de guayaba, (EEHG) se preparé en el
laboratorio de la Facultad de Industrias Alimentarias; el cultivo de micro
organismos y conteo de células somaticas se efectu6 en el laboratorio de
Sanidad Animal de la Facultad de Zootecnia, ambos laboratorios pertenecen y

se ubican en la Universidad Nacional Agraria de la Seiva (UNAS).

El trabajo tuvo una duracién tres meses; entre junio a agosto del 2010.



23

3.2. Tipo de investigacion

La investigacion es de tipo experimental.

3.3. Poblacién de vacunos y muestra

Universo: Se considera todas las vacas de tres establos lecheros

del distrito de Naranijillo.

Muestra: Se seleccionaron 15 vacunos de tres establos lecheros,
en su mayoria de raza cruzados, con un mayor porcentaje de sangre Brown
swiss, del distrito de Naranjillo se seleccion6 cuartos infectadas con mastitis
sub clinica, teniendo un total de cinco vacunos por establo, de las cuales se

colectd un total de 29 cuartos infectados que fueron evaluados.

3.4. Instalaciones

El sistema de explotacion de los establos donde se realizé el
experimento, se caracteriza por ejecutar el manejo semi estabuladas; existe
predominancia de pasto natural (Paspalum conjugatum) en todos los potreros,

cuentan con bebederos, comederos. El ordefio es manual y una vez por dia.
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3.5. Metodologia de estudio

3.5.1. Obtencion del extracto etandlico de la hoja de guayaba

Se colectd 12.0 k de hojas frescas de guayaba (Psidium guajava
L.), en la peri ferie de la ciudad de Tingo Maria en horas de la mafana. Las
hojas fueron fisiologicamente maduras, seleccionadas por su ubicacioén en la
rama las mas cercanas al tallo, por su colorécién verde oscura, por su sanidad

fisiologica e integridad de la hoja.

Estas hojas fueron secadas en una estufa a 48 - 55°C por un
periodo de 48 horas, luego se puso en maceracion las hojas en etanol puro de
96° en proporcion de 1:3 respectivamente, por un periodo de 7 dias, en un
envase con sello hermético, homogenizando diariamente; luego se separ6 las
hojas del extracto usando gasa médica y la fraccion liquida sobrante (extracto)
fue filtrado en papel filtro tipo sabana y sometido a evaporacién del etanol bajo
presion reducida en un rotavapor. El producto obtenido fue guardado en

envase de vidrio y almacenado a temperatura ambiente.
3.5.2. Preparacion de diluciones
Se prepar6 el total de las diluciones al 25 y 50 % de EEHG para

todo el experimento, estimando 5 ml de dosis para ser aplicado durante los 7

dias de estudio en cada cuarto afectado con mastitis sub clinica. Se coloco
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175 y 350 g de EEHG, cada cantidad en un matraz y se enrazé con agua
destilada hasta 700 ml, luego se homogenizé y centrifugd las soluciones a 6000
rpm por un periodo de 2 minutos, quedando preparado las soluciones a 25 y

50% de concentracion respectivamente.

3.6. ldentificacion de vacas infectadas con mastitis sub clinica

La identificacién de las vacas con mastitis sub clinica sometidas al
presente estudio fue siguiendo el método cualitativo de CMT descrito por
(MELLEMBERGER, 2000); esta evaluacién se realizé al momento del ordefio,
a las 6.00 am, usando el segundo chorro de leche fresca de cada cuarto de la
ubre. Se identificd y seleccion6 vacas con mastitis sub clinica, de acuerdo al
grado de infestacion en: Sospechoso (+/-), afectada (+, ++, +++) a las cuales

se inyecto el extracto de acuerdo al tratamiento que correspondian.

3.7. Toma de muestras de leche y aplicacion del extracto

Las muestras de leche se colectoé los dias 0, 3 y 7 (ver Figura 1) en
tubos de ensayo previamente esterilizados y rotulados, que fueron
condicionados en una caja térmica para su traslado hacia el laboratorio de
sanidad de la facultad de zootecnia de la UNAS en un periodo no mayor de una

hora, para realizar las evaluaciones pertinentes.
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La aplicacién del extracto de hoja de guayaba se hizo a las 6 am.
luego del ordefio, durante 7 dias consecutivos, se inyecté 5 mi en cada uno de
los cuartos mamarios infectados usando un catéter mamario adaptado a

jeringa.

Toma de muestra Toma de muestra Toma de muestra

8

Dia 0 Dial Dia 2 Dia 3 Dia4 Dia 5

— fe S 44/ .
A A4 A A § -
O O 0 O ©
~~ YT

Aplicacion de EEHG

Figura 1. Toma de muestras de leche y aplicacién del extracto.

3.8. Siembra de microorganismos e ldentificacion de las bacterias presentes

en la leche con mastitis sub clinica

La siembra de leche infectada para identificar los microorganismos
patégenos se realizé siguiendo el método descrito por (MENDO, 1995) que
consiste en acondicionar el microorganismo a un medio de cultivo fértil, de
acuerdo a sus exigencias vitales, para que en condiciones Optimas de
temperatura y tiempo de incubacién, pueda desarrollar y multiplicarse IN

VITRO.
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La identificacion de las bacterias se realizd observando la
presencia o ausencia de las mismas segun el agar especifico utilizado: agar
macConkey para Escherichia coli; agar sangre al 5% para Streptococcus

agalactiae y Staphylococcus aureus.

3.9. Conteo de células somaticas (CCS)

El CCS se realizé para determinar el grado de inflamaciéon que
presenta la glandula mamaria como consecuencia de la agresion de patégenos
6 de un mal manejo del ordefio, inapropiadas instalaciones, etc. Se realizd
siguiendo la técnica que se usa en el Laboratorio de Sanidad Animal de la

UNAS y tiene los siguientes pasos:

Se coloca 10 pl de leche fresca infectada en un portaobjeto
acondicionado con marcas de 1 cm?, se hace un frotis y esperar que seque por
un periodo de 10 minutos, reposar el portaobjeto que contiene la muestra, por
10 minutos en una solucion de xilol-alcohol, retirar y dejar secar, adicionar una
gota de azul de metileno y esperar 2 minutos; luego lavar la muestra y dejar

secar, contar las células con el uso de un microscopio.
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Numero total de células somaticas por m! de leche (TCS/ml) = Kx A x B;

Donde:

K = Constante lograda del nimero de campos microscopicos de 1em? (1600
campos microscopicos).

A = Promedio de células contadas en 10 filamentos de leche infectada que se
colocé en la {amina portaobjeto.

B = 100 para llevar a ml.

3.10. Variable independiente

- Extracto etanélico de hoja de guayaba.

3.11. Tratamientos

Consisti6 en la aplicacibn de diferentes concentraciones de
extracto etanélico de hoja de guayaba (EEHG) en los cuartos con mastitis sub

clinica de ubres de vacunos.

Tratamiento control: Sin EEHG (T1)
Tratamiento 2: Solucion al 25 % de EEHG (T2)

Tratamiento 3: Solucion al 50% de EEHG (T3)
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3.12. Croquis de distribucion de los tratamientos

R4 Rz Rs R4 Rs
T1=Control C1 C2 C3 C4 C5
T2=25% T2R4 T2R2 T2R3 ToR4 T2Rs5
T3=50% T3Ry T3R2 T3R3 TsR4 TaRs

3.13. Disefio estadistico

Se utilizé6 estadistica descriptiva para la caracterizacion de las
variables en estudio. Para la variable mortalidad de las bacterias se utilizé la
prueba de significancia bajo el modelo de distribucion chi-cuadrado, al 5% de
nivel de significancia. Para la variable conteo de células somaticas, se utiliz6 el
Disefio complemente al azar (DCA), luego de transformar la variable para
justificar su distribucién normal. La transformacion realizada fue la logaritmica

base 10.

Modelo aditivo lineal:
Yij=p + Ti + ejj

Donde: Yij = Conteo de célula somatica de la i-ésima concentracién de

extracto de guayaba, en el j-ésimo cuarto evaluado

Media poblacional

g =
I

Ti = Efecto de la i-ésima concentracion de extracto de guayaba

eij = Error experimental
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3.14. Variable dependiente

3.14.1 Presencia de microorganismos en {a leche

» Presencia de bacterias
Se determiné sembrando leche infectada proveniente
de cuartos con mastitis sub clinica a los que se aplico
la solucion de EEHG.

¢ Cantidad de células somaticas
Se contabilizé las células muertas en las muestras de

leche infectada de cuartos que se aplicé EEHG.

3.14.2. Costo por dosis de EEHG y por tratamiento

Se tom6é como referencia todos los gastos hechos para la

obtencién del extracto etandlico de la hoja de guayaba y la cantidad de

producto que se usoé por dosis aplicada en cada cuarto infectado.



IV.RESULTADOS

4.1. Presencia de microorganismos en la leche

Cuadro 1: Crecimiento de bacterias, in vitro, a partir de muestras de leche

infectada de vacas tratadas con extracto etandlico de hoja de

Psidium guajava L. evaluadas en tres periodos.

Ndmero de placas petri con leche de cuartos
infectados que muestran crecimiento

Dia de evaluacion bacteriano
Positivo Negativo Total
Dia O Numero % Nuamero % Namero %

Grupo 1 (T1 =control) 13 9 69 4 31 13 100
Grupo2 (T2=25%) 7 3 43 4 57 7 100
Grupo 3 (T3 = 50%) 9 0 0 9 100 9 100
*p-valor= 0.0052

Dia 3
T1 = control 13 9 69 4 31 13 100
T2 =25% 7 3 43 4 57 7 100
T3 =50% 9 8 89 1 11 9 100
*p-valor= 0.1424

Dia7
T1 = Control 13 9 69 4 31 13 100
T2 =25% 7 4 57 3 43 7 100
T3 =50% 9 9 100 0 0 9 100

*p-valor= 0.1046

*Evaluacion estadistica utilizando tablas de contingencia con chi-cuadrado (P<0.05)
N= Ndmero de muestras
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El Cuadro 1 muestra los resultados de las evaluaciones del dia 0,
3y 7, para determinar la cantidad de cuartos infectados por agentes etiologicos
de la mastitis como Staphylocococcus aureus, Streptococcus agalactiae y

Escherichia coli, mediante el método de siembra en su agar especifico.

El dia Cero, las muestras de leche colectada del grupo 1y 2 se
observa crecimiento bacteriano en un 69% y 43% de muestras
respectivamente lograndose identificar solamente (S. aureus); mientras que el
grupo 3 no hubo crecimiento alguno de bacterias especificas en el agar en las
que se realizd el cultivo. Existe diferencia estadistica (p-valor=0.0052) entre el
namero de casos positivos y negativos en relacién a los grupos evaluados. Al
tercer dia de aplicacion del EEHG se encontré que no existe diferencia
significativa (p-valor=0.1424) entre el nimero de casos positivos y negativos en
relacion a los tratamientos; se observa que el T1 y T2 mantienen iguales
valores a los encontrados en el dia 0, que se observé solo (S. aureus); sin
embargo en el T3 aumenta a un 89 % en las placas petri mostrando
crecimiento bacteriano identificandose (S. aureus, S. agalactiae y Escherichia
coli). Al séptimo dia de aplicacidbn no se encontrdé diferencia significativa (p-
valor=0.1046) entre el nimero de casos positivos y negativos en relacion a los
tratamientos. Para el T1 tanto en el dia 0, 3 y 7 se mantienen igual él % de
placas petri positivas al microorganismo presente (S. aureus); mientras que
para el T2 y T3 existe un aumento del % de placas petri positivas, estando
presente en el T2 S. aureus, y en el T3 (S. aureus, S. agalactiae y Escherichia

coli).
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4.2. Cantidad de células somaticas en leche infectada

Cuadro 2: Numero de células somaticas en muestras de leche infectada, de
vacas tratadas con extracto de Psidium guajava L., evaluados en

tres periodos.

Nuimero De Células Somaticas

Tratamientos N  Conteo Inicial Conteo Conteo Final
(DIA 0) Intermedio (DIA 7)
(DIA 3)

T1 (0%) 13 19498446 £t 2.74a 2630268.0+25a 32359366+25a
T2 (25%) 7 8709636+30a 1148153.6 +2.9a 13489629+28a
T3 (50%) 9 7244360+25a 13489629+ 2.1a 2137962.1+2.1a
p-valor 0.0606 ns 0.1106 ns 0.133 ns
CVv 7.09 6.38 6.18

Letras distintas en cada columna indican diferencia significativa, segiin prueba de Tukey (p<0.05)
ns= No significancia
N = Namero de muestras

En el Cuadro 2 se puede observar que no existe diferencia
significativa entre tratamientos (p-valor=0.05), siendo el T1 el que muestra
mayor numero de células somaticas; asi mismo, este cuadro muestra el
incremento del nimero de células somaticas a medida que aumenta los dias

que se aplico el EEHG.
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4.3. Costo total de produccion del EEHG y por dosis de aplicacion

Cuadro 3: Costo de produccion de 700 mi de extracto etandlico de hoja de

guayaba.
Materiales Unidad Cantidad Total S/.
Hoja de Guayaba k 12 120.00
Etanol L 24 144.00
Papel filtro pliego 2 5.00
Agua destilada mi 875 3.50
Uso de equipos -.- -.- 17.50
Mano de obra horas 8 40.00
TOTAL 330.00

Cuadro 4: Estimacion del costo de aplicar extracto etandlico de hoja de

guayaba, en cuartos de vacas infectadas con mastitis sub clinica.

N° Total de Cantidad Cantidad Costo S/ ‘:')c:tal
Tratamientos  cuartos dosis  aplicada/dosis de mi unitario p
. - . cuartos
aplicados utilizada ml utilizados S/ .
. aplicados
T2=25%
de EEHG 7 49 5 245 0.24 58.80
T3=50%
de EEHG 9 63 5 315 0.47 148.05

El Cuadro 3 presenta los costos de preparar las soluciones de
EEHG usadas en este experimento, considerando que se preparé 700 mi; el
costo por ml es S/.0.47. El Cuadro 4 se puede ver el costo por dosis (5 ml) y

costo total por aplicar a cada cuarto infectado con mastitis sub clinica durante
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siete dias el extracto etandlico de hoja de guayaba. Se puede apreciar que el
costo incrementa por el aumento de concentracion del EEHG en la solucién

que se aplico.



V. DISCUSION

5.1. Presencia de microorganismos en la leche

En el Cuadro 1 se observa que no existe efectividad antibacteriana
del EEHG en ninguno de los tratamientos; por el contrario, a medida que
aumentaba los dias que se aplicé el EEHG, la presencia de microorganismos
en los cuartos infectados se incremenfaba en relacién a la evaluacion del dia O,
lo que se expresa en un mayor niumero de placas petri que dan positivo a la
prueba. Estos resultados no concuerdan con lo reportado por (DURAND,
2009) quien en un estudio in vitro concluy6 que el extracto etandlico de hoja de
guayaba tiene efectividad antibacteriana de un 83% frente a Streptococcus
agalactiae y de 53% para Staphylococcus aureus. Bajo condiciones in vivo, las
vacas responden implementando mecanismos de reaccion que pueden atenuar
la actividad de los productos que se inyectan en la ubre. Asi mismo, los
resultados logrados en este experimento no concuerda con lo reportado con
(MARTINEZ et al, 1997) y (LOPEZ, 2009) quienes atribuyen actividad
antibacteriana al extracto de guayaba, por sus compuestos flavonoides, que
también lo menciona (VELASQUEZ, 2008; LUTTERODIT, 1992; PEREZ, 2005
y ECHEMENDIA y MORRON, 2004). Es probable que el contenido de estos

compuestos activos en el EEHG utilizado en este experimento no haya sido
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suficiente para contrarrestar la presencia de las bacterias que generalmente
producen mastitis sub clinica; asi mismo puede ser que estos compuestos sean
poco estables en el extracto concentrado haciéndole perder su capacidad

bactericida.

No se descarta que la falta de efectividad del extracto etandlico de
guayaba probablemente sea por la aplicacién intramamaria, el extracto no llegé
a tener contacto directo con las bacterias o0 la dispersion no fue suficiente
como lo sostiene (INIGUEZ, 2010), al indicar que el tratamiento falla, porque el
antibiético no llega al sitio de infeccién debido a la obstruccion de los conductos
galactéforos por coagulos de leche, descamaciones celulares, el antibiético no
cuenta con el vehiculo apropiado para lograr una buena difusién en todo el
cuarto. También porque alrededor del sitio de infecciéon se forman abscesos,
fibrosis o tejido cicatrizal, impidiendo el contacto del producto con los
microorganismos. Esto sucede con frecuencia en mastitis causadas por

Staphylococcus aureus.

Del mismo modo el uso de canulas intramamarias para tratar
mastitis puede haber causado lesiones que ayudan la proliferacion de bacterias
responsables de la mastitis sub clinica, tal como lo indican (ALDERETE, 2009)
y (LOOR et al.,, 2000) que al introducir la canula mas de 2 cm, sumado a una
maniobra brusca dafa la queratina del pezdon y por mas que se coloque un
antibidtico, la carga bacteriana es capaz de ingresar al cuarto mamario y por

ende una infeccion. Es probable que la desinfeccion realizada no fue suficiente
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para contrarrestar la contaminacion con estos microrganismos en los pezones
que se venian aplicando el EEHG, lo que es corroborado por (RUANO, 2007)
quien manifiesta que por mas que se desinfecte el orificio, no elimina al 100%
las bacterias, haciéndolas mas resistentes y pueden ser llevados hasta la

cisterna y producir infeccién.

5.2. Cantidad de células somaticas en leche infectada

_El nimero de células somaticas increment6 en los cuartos de las
vacas infectadas con mastitis sub clinica a medida que se iba aplicando el
EEHG, inclusive el tratamiento control donde se aplicd solo agua, lo que
indicaria que el manejo sumado a la accién en forma conjunta de otros factores
como edad del animal, estrés, condicién nutricional y ambiente favorecieron el
incremento como lo sostienen (SALINAS y RIVERA, 2006) y (SEVERIN, 2008);
pero, es la mastitis propiamente el principal factor que induce a un mayor
numero de células somaticas, sobre todo bajo condiciones de alta temperatura
que coadyuva en el aumento de incidencia de mastitis sub clinica lo cual es
corroborado por (CURBELO, 2007). La persistencia de la presencia de cuartos
infectados con mastitis con altos nimero de células obedecen a la presencia de
bacterias y expresa el grado de inflamacion (PEDRAZA et al., 2000), también a
la presencia de ceélulas que actian como mecanismos de defensa contra la
invasion de bacterias como lo reportan (REYES y CEDENO, 2008) y (CHACON

et al, 2006), e indican que mas del 98% de las células somaticas que se
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encuentran en la leche provienen de las células blancas que ingresan a la

misma en respuesta a la invasion bacteriana de ia ubre.

Sin embargo, existe una ligera disminucion del nimero de células
somaticas en la leche cuando se aplica el producto sobre todo el T2 con 25 %
de EEHG; pero las concentraciones encontradas en este trabajo son
ampliamente altos comparado con los datos que reporta (CHACON et al,
2006), por lo que la aplicacion del EEHG no tuvo un impacto significativo para

atenuar el nimero de células somaticas en los cuartos de las vacas evaluadas.

Amerita afinar aspectos relacionados a la obtencion, preparado y
aplicacion de EEHG para determinar su impacto no solo en tratamiento de
mastitis sub clinica en vacunos, sino también en ofras especies y otras
enfermedades, en vista que la teoria demuestra que la hoja de guayaba tiene

compuestos quimicos con bondades biomédicas.

5.3. Costo total de produccion del EEHG y por dosis de aplicacion

El costo total de obtener el Extracto Etandlico de Hoja de Guayaba
es relativamente barato y consecuentemente el costo por dosis de aplicacién
diaria (5 ml) tiene menor costo que productos comerciales como por ejemplo el
MASTIJET que a la fecha cuesta S/. 25.0 cada dosis. Los costos por dosis del
EEHG que se presentan en el Cuadro 4 son diferentes entre tratamientos,

obviamente, el T2 cuesta menos por que tiene menor concentracion de EEHG
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que el T3 (25 y 50 % respectivamente), consecuentemente el costo por los

siete dias de aplicacion de este producto es mayor.

En vista que los resultados obtenidos en este trabajo muestran
que el uso de EEHG no fue positivo en contrarrestar la presencia de mastitis
sub clinica, pierde importancia hacer comparaciones con resultados de
productos comerciales; no obstante, seria importante seguir investigando y
perfeccionar el uso de la hoja de guayaba por los compuestos biomédicos que
cuenta como lo menciona (ECHEMENDIA y MORRON, 2004; VELAZQUEZ,
2008 y PEREZ, 2005) y asi dar valor agregado a nuestros recursos naturales

que se encuentran en la zona coincidiendo con lo indicado por PAREDES (sa).



VI. CONCLUSIONES

El valor de dilucién de 0.25% y 50% del extracto etanélico de
guayaba (Psidium guajava L.) no resulté ser efectiva para el tratamiento de la

mastitis sub clinica de vacas en produccién en Naranjillo.

El costo de produccion de preparar 1ml de EEHG es S/. 0.47.



Vil. RECOMENDACIONES

Investigar las distintas variedades de guayaba que crecen en

diferentes regiones del Pera para controlador de bacterias.

Realizar trabajos similares aislando cada metabdlito por separado a

fin de controlar efectos adversos.



VIIILABSTRACT

ETHANOL EXTRACT OF GUAYAVA LEAVES (Psidium guajava L.) IN THE

TREATMENT OF SUB CLINICAL MASTITIS IN NARANJILLO.

This research work was carried out in Naranjillo, Tingo Maria,
Leoncio Prado province, Huanuco- Pertd, with the objective to evaluate the
effecct of two ethanol extract concentration of guayaba leaves in sub clinical
mastitis treatment and to determine the production solution cost. Fifteen croos
breed cows from three dairy stables were used in order to obtain 29 selected
infected quarts of sub clinical mastitis, who ones were detected with CMT test.
Two kind of treatment were prepared, one with 25% ethanol extract solution and
other with 50% ethanol extract solution, doses of 5 mil during 7 days of each
solution were applied, somatic cells count and identification and growth of
microorganisms (Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Staphylococcus
agalactiae) of milk coming from the infected quarts were evaluated for three
times during the experiment. To bacteria growth variable the square-chi test
(p<0. 05) was used; between plates number with bacterial growth and the
treatments esed did find dependence, to somatic cell count completed random
design were used and no significant defference (p>0.05) was found between

the treatments in relation de somatic cells count in the 3 times evaluations. The
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research work had the following conclusion: The ethanol extract of guayaba
leaves (Psidium guajava L.) in the evaluated solutions did not show
effectiveness in the sub clinical mastitis treatment of lactation cow in Naranjillo,

bieng the production cost of 1 ml EEHG S/ 0.47.

Key words: Guayaba (Psidium guajava), ethanol extract, somatic cells, mastitis,

Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, CMT.
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X. ANEXO



Cuadro A: Crecimiento bacteriano a la siembra de microorganismos.

Crecimiento bacteriano en relacion a los dias de evaluacion

T1=CONTROL
ldentificacion evaluaciones
vaca Dia 0 Dia 3 Dia7
Sin cacho PD NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
cachuda AD NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
cachuda PD POSITIVO * POSITIVO * POSITIVO *
cachuda PI NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
Holstein Pl NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
Holstein Al POSITIVO * POSITIVO * POSITIVO *
Holstein AD POSITIVO * POSITIVO * POSITIVO *
Holstein PD POSITIVO * POSITIVO * POSITIVO *
3 Tetas PI POSITIVO * POSITIVO * POSITIVO *
3 Tetas PD POSITIVO * POSITIVO * POSITIVO *
3 Tetas AD POSITIVO * POSITIVO * POSITIVO *
Pansona Pl POSITIVO * POSITIVO * POSITIVO *
Pansona PD POSITIVO * POSITIVO * POSITIVO *
T2=25% EEHG
Mamita PD NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO *
Maruja PD NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
Lulu AD NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
Paola AD POSITIVO * POSITIVO * POSITIVO *
Negra AD NEGATIVO POSITIVO* POSITIVO *
Negra Al POSITIVO * NEGATIVO NEGATIVO
Negra PI POSITIVO * POSITIVO * POSITIVO *
T3=50% EEHG
Luz amarilla AD NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO **
Ojitos AD NEGATIVO POSITIVO * POSITIVO *
Ojitos PI NEGATIVO POSITIVO * POSITIVO**
Qjitos Al NEGATIVO POSITIVO * POSITIVO **
Ojitos PD NEGATIVO POSITIVO * POSITIVO * *
Blanca AD NEGATIVO POSITIVO** POSITIVO *
Blanca PD NEGATIVO POSITIVO *** POSITIVO *
Jova AD - NEGATIVO POSITIVO * POSITIVO *
NEGATIVO POSITIVO * POSITIVO *

N.Mulata Al

* Staphylococcus aureus *Escherichia coli Streptococcus agalactiae



Cuadro B: Cantidad de células sométicasf
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Cantidad de células somaticas en relacion a los dias de evaluacion

T1= CONTROL

Indicador Evaluaciones
Identificacion vaca Prueba CMT Dia 0 Dia 3 Dia7
Sin cacho PD + 400 640 960
cachuda AD + 704 800 800
cachuda PD +++ 6'000,000 8'000,000 8'800,000
cachuda Pl +++ 8'800,000 10'400,000 11'200,000
Holstein Pi + 400 688 800
Holstein Al ++ 2'000,000 4'000,000 4'800,000
Holstein AD ++ 2'000,000 2'400,000 4'000,000
Holstein PD ++ 4'000,000 4'800,000 4'800,000
3 Tetas PI ++ 1'440,000 2'240,000 2'880,000
3 Tetas PD ++ 2'240,000 2'400,000 2'560,000
3 Tetas AD ++ 2'608,000 2'880,000 4'000,000
Pansona Pl ++ 1'200,000 1'600,000 2'240,000
Pansona PD +++ 6'000,000 8'000,000 12'800,000
T2=25%EEHG
Mamita PD + 640 800 1'008,000
Maruja PD + 480 656 720
Lulu AD + 496 592 672
Paola AD + 400 640 800
Negra AD + 560 800 1'200,000
Negra Al ++ 1'200,000 1'280,000 1'424,000
Negra Pi +++ 8'800,000 12'000,000 12'800,000
T3=50%EEHG
Luz amarilla AD + 400 480 1'200,000
Ojitos AD + 400 640 800
Qjitos Pl + 448 736 960
Oijitos Al + 592 800 1'040,000
Ojitos PD ++ 1'440,000 1'760,000 2'400,000
Blanca AD ++ 1'920,000 2'720,000 4'800,000
Blanca PD ++ 2'000,000 4'320,000 4'800,000
Jova AD ++ 1'200,000 1'600,000 4'000,000
N.Mulata Al ++ 1'840,000 2'400,000 4'128,000




