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. RESUMEN EJECUTIVO

La mastitis bovina (MB) es uno de los principales problemas productivos y
econdémicos que enfrenta la industria lechera a nivel mundial. Esta patologia (causada
principalmente por bacterias) reduce las utilidades de los productores porque afecta la
produccion de leche y el precio pagado por esta, ademas se ven disminuidos su
calidad y la de sus productos derivados. El problema identificado es la alta incidencia
de la MB que afecta negativamente a la industria lechera y no se dispone de una
solucion efectiva hasta ahora. Las medidas hoy utilizadas en el control de MB no son
suficientes para lograr disminuir la incidencia a un nivel aceptable. En base a esto
nace la oportunidad de desarrollo de una innovacién tecnoldgica para el control de la
MB. Este proyecto propuso desarrollar y validar un producto topico en base a cobre
que posea actividad antimicrobiana frente a patégenos causales de MB. Esta nueva
tecnologia demostré en ensayos in vitro que el producto CWR-5 en base a cobre
puede controlar la multiplicacion de bacterias ambientales y patdgenas provenientes
de leche de vacas con mastitis clinica y subclinica. Los ensayos in vivo demostraron
que el producto CWR-5 resulta ser una alternativa al empleo de dipping de yodo para
prevenir la mastitis bovina. Este producto logré disminuir “in vivo” la prevalencia de
MB y el P75 del Recuento de células somaticas de los animales sometidos a dipping
con cobre sin tener efectos adversos en los pezones y cuartos de las vacas. Ademas
el efecto cicatrizante sugerido para CWR-5 a partir de los resultados del estudio de
bienestar animal, resulta ser una interesante alternativa que entrega un valor
agregado al producto. A nivel de impacto ambiental, el estudio demostr6 que la
aplicacién por un afio de un dipping de cobre no causa deterioro en el ambiente,
entendiéndose por ello que no se detect6 aumento en el contenido de cobre en
muestras de tierra y agua de las lecherias participantes en el estudio in vivo. La
contraparte participante en este proyecto dio inicio a la difusion del producto la cual ha
sido muy bien recibida por los productores lecheros quienes reconocen su efectividad
aunque todavia los resultados no se publican.
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II. INTRODUCCION

La mastitis bovina (MB) es uno de los principales problemas productivos y
econoémicos que enfrenta la industria lechera a nivel mundial (1). Esta patologia es de
origen multifactorial, donde las bacterias juegan un rol fundamental en la generacién
de los cuadros de mastitis tanto clinicas como subclinicas. La MB reduce las
utilidades de los productores porque afecta la produccién de leche y el precio pagado
por esta, ademas se ven disminuidos su calidad y la de sus productos derivados. El
problema identificado es la alta incidencia de la MB que afecta negativamente a la
industria lechera y que no se dispone de una solucion efectiva hasta ahora (2).
Actualmente el principal método de prevencion usado globalmente es la aplicacion de
antisépticos post ordefia llamado dipping. A la fecha de la formulacién de este
proyecto los principales productos comerciales de dipping son el yodo y la
clorhexidina, siendo el primero el mas utlizado. Sin embargo, su efectividad es
discutida por la alta incidencia y prevalencia que sigue presentando esta patologia. En
este sentido nos parece que el cobre podria ser una nueva alternativa para la
prevencion de esta enfermedad. Las propiedades antibacterianas del cobre han sido
ampliamente reconocidas. El efecto antibacteriano del cobre fue aprobado por primera
vez el afio 2008 por la Agencia de Proteccion Medioambiental de los Estados Unidos
(3). Este es el primer estudio cientifico que demostro las propiedades antimicrobianas
de las superficies de cobre y sus aleaciones para eliminar diversos patégenos
intrahospitalarios. En Chile, Figueroa y cols. en el INTA (2004) (4), reportaron el
efecto antibacteriano de superficies de cobre sobre patdgenos de alimentos: S.
entéricay C. jejuni.

De acuerdo a los antecedentes presentados, la hipétesis de nuestro trabajo consistié
en probar que el efecto antibacteriano de un producto en base a cobre constituye una
alternativa viable para el control de la mastitis bovina.

El objetivo del proyecto fue desarrollar una tecnologia innovadora con uno o mas
productos tépicos en base a cobre que posean actividad antimicrobiana frente a
patdgenos causantes de mastitis bovina. Esta innovacion consideré la investigacion,
desarrollo y aplicacion de productos en base a cobre para el control de la MB.

El proyecto se dividié en dos grandes etapas: 1) Estudio in vitro y 2) Estudio in vivo y
contempld cinco objetivos especificos, a partir de los cuales se elaborara el presente
informe con el fin de facilitar la lectura. El desarrollo de cada objetivo incluye la
metodologia usada, los resultados obtenidos, hitos alcanzados (si es que
corresponde) y los problemas que se enfrentaron.



IR
[ 4

Fundaciin para la
Innovaciaén Agraria

[ll. DESARROLLO DE OBJETIVOS

1. OBJETIVO. “Aislar e identificar cepas de bacterias causantes de mastitis
bovina (diferentes areas geograficas de Chile) y caracterizarlas en base a su
perfil de resistencia a agentes antimicrobianos”.

1.1 METODOLOGIA.

Para el desarrollo y cumplimiento de este objetivo se definieron actividades
especificas, dentro de las cuales podemos citar:

a) Recoleccion de las muestras de leche de vacas con mastitis

Las muestras de leche de vacas con mastitis bovina fueron recolectadas de
acuerdo a los protocolos establecidos por Buenas Practicas Ganaderas en dos
areas de muestreo: Zona Central y Zona Sur (Figura 1), Las muestras
recolectadas fueron transportadas en cadena de frio al laboratorio y fueron
almacenadas a temperaturas de refrigeracion (0-4°C) hasta su procesamiento.

Fig. 1 Zonas definidas para la recoleccion

de Central Region: muestras de leche de vacas con diferente
Confinement system grado de mastitis bovina.
Low rainfall

Sampling 6 dairy farms

Southern Region:
Pasturage system

Rainy region
Sampling 10 dairy farms
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b) Aislamiento de microorganismos desde muestras de leche

Una vez recolectadas las muestras de leche se enviaron al Laboratorio de
Microbiologia del INTA donde fueron procesadas para aislar e identificar los
microorganismos presentes. Para esto, se tom6 1 mL de la muestra, que se
centrifugd y luego el pellet se sembré en medios de cultivos especificos y
selectivos (Figura 2). Luego, se procedi6 a la identificacion de los
microorganismos aislados mediante pruebas bioquimicas segun protocolos
microbioldgicos habituales. Los microorganismos identificados en las muestras
de leche fueron almacenados a temperatura de congelacién (-80°C).

METODOS

» Procesamiento de muestras de leche

Se recolectan las
muestras de leche
de diversos
planteles lecheros

Sembrar pellet en Centrifugar _muestras 1 ml de muestra en
Agar Mc Conkey vy por 3 minutos a tubos eppendorff
AgarSangre 10.000 RPM

Se evalué la susceptibilidad a
antibidticos a las siguientes especies.
| Corynebacterium  spp.; E. coli;
Enterobacterias; Micrococcus spp.; S.
aureus; S.C.N.; S. uberis; Streptococcus
spp., segiin metodologia de NCCLS

Incubar a 37 + 2° C | Aislacion e identificacion de
por 48  hrs. En cepas
aerobiosis

Los  antibiéticos ensayados  fueron:
Gentamicina (CN), Amoxicilina—Acido
clavuldnico

(AMC), Tetraciclina (TE), Sulfa/Trimetoprim
(SXT), Cefotaxima (CTX) y Neomicina (N).

Figura 2. Procesamiento de las muestras de leche para el aislamiento e identificacién de los
microorganismos presentes.

c) Tipificacién y confirmacion molecular (PFGE y PCR) de las bacterias
aisladas de la mastitis.

Durante el procesamiento de las muestras recolectadas en la primera etapa del
proyecto se aislaron microorganismos poco comunes como ser Prototheca
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1.2

d)

(alga que puede causar mastitis bovina), Corynebacterium spp y Nocardia.
Para confirmar su identificacion se puso a punto una reaccion de PCR para
cada uno de estos microorganismos. Se estandariz6 un protocolo de extraccion
de ADN vy se disefiaron partidores (cebadores) especificos para Prototheca y
Corynebacterium spp.

Para intentar relacionar el origen de las cepas se usé la metodologia de
macrorestriccién en geles de agarosa de campo pulsado (PFGE). En las cepas
de E. coliy de S. aureus provenientes de la primera etapa de este proyecto se
llevaron a cabo ensayos conforme a la metodologia recomendada por PulseNet
y Turabelidze et al, 2000 (5) para E. coli y S. aureus respectivamente.

Resistencia de las cepas aisladas de mastitis bovina a los antibiétiticos

La susceptibilidad de las bacterias aisladas de la mastitis bovina se probo
frente a seis agentes antibacterianos. Los ensayo se efectuaron mediante el
protocolo establecido para la realizacion de antibiogramas de la CLSI, 2011 por
el método de difusién en disco en agar Mueller Hinton. Las cepas estudiadas
fueron: Corynebacterium spp., E. coli, S. aureus, Micrococcus spp, SCN, S.
uberis, Streptococcus spp. Los antibidticos testeados fueron: Gentamicina
(CN), Amoxicilina-Acido clavulanico (AMC), Tetraciclina (TE), Sulfatrimetoprim
(SXT), Cefotaxima (CTX) y Neomicina (N) (Figura. 2).

RESULTADOS DEL OBJETIVO 1.

a) Recoleccién de las muestras de leche de vacas con mastitis

Se recolectaron y procesaron 326 muestras de leche de vacas con MB, 217 de
la zona sur y 109 de la zona central. (Anexo 1: Muestras Recolectadas Obj 1).

b) Prevalencia de agentes bacterianos en leche de bovinos con mastitis

bovina

Los agentes de mastitis bovina de mayor prevalencia en ambas regiones
fueron Staphylococcus coagulasa negativa (SCN) y S. aureus con frecuencias
por sobre el 15% de la muestras de ambas zonas (Figura 3). Al comparar
ambas zonas, se observé que los SCN fueron mas prevalentes en la zona sur.
En la zona central E. coli y Klebsiella spp. fueron los mas prevalentes.
Microorganismos como S. dysgalactiae y S. agalactiae presentaron una baja
prevalencia en ambas zonas estudiadas (Figura 4). En el Anexo 2 se entrega
el detalle de las cepas diagnésticadas durante esta actividad.
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Figura 3. Prevalencia de patdgenos causantes de mastitis bovina en dos zonas productivas

de Chile.
B.N.F
1% Candida sp
Zona sur i | Concidasp Zona Centro s 0%
% 1% Corynebacterium Otras 0%
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Figura 4. Prevalencia de patégenos causantes de MB en zona sur y zona centro.
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c) Identificacién y tipificacion molecular (PFGE y PCR) de las cepas

Un desafio adicional del estudio fue disponer de nuevas herramientas
moleculares para la deteccion de microorganismos causantes de mastitis
bovina. De acuerdo a lo anterior se diseflaron partidores (cebadores)
especificos para Prototheca sp., Corynebacterium spp. y Nocardia spp. que son
de dificil cultivo e identificacion mediante técnicas tradicionales. Para llevar a
cabo esta aproximacion ademas fue necesario implementar un protocolo de
extraccion de ADN. Esto se logr6 mediante un kit comercial (Wizard Genomic
DNA purification Promega) y un paso previo de digestion enzimatica. Los
resultados de estos ensayos permitieron montar una reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) para la identificacion de los tres agentes mencionados
anteriormente. Como ejemplo se presenta en el gel de la Figura 5 la
visualizacion de los amplicones obtenidos para Prototheca sp. En el Anexo 3
se presentan los protocolos desarrollados para la identificacion de cada uno de
los microorganismos con sus respectivos resultados.

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa 1%. Electroforesis de la amplificacién por PCR
del gen 18S de Protothecaspp. con partidores PZGT 2-A/F / PZGT 2-A/R. Estandar MassRuler
DNA LadderMix 100 pb (carril 1), Blanco (Carril 2), Candida spp. (Carril 3), aislado 237-1 (Carril 4),
aislado 229-1 (Carril 5), aislado 257-1 (Carril 6), aislado 235-1 (Carril 7), aislado 199-2 (Carril 8),
aislado 187-1 (Carril 9), aislado 210-1 (Carril 10) y aislado 231-1 (Carril 11). *Se us6 Candida spp.
como control negativo.

Referente al analisis de PFGE se observd que las cepas de E. coli presentaron
gran variabilidad genética entre ellas (Figura 6). Por el contrario en el caso de las
cepas de S. aureus de diferentes vacas pero provenientes de un mismo plantel se
observé una alta relacion clonal (MT-0480 y MT-0500) (Figura 7). En los anexos 4
y 5 se detallan los resultados de la tipificacion molecular de E. coli y S. aureus
respectivamente.
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MT-0365-2 (Centro)
MT-0491-1 (Centro)
11-531-9 (Centro)
12192-4 (1) (Centro)
12192-4 (2) (Centro)
AL-565-5 (Centro)
7A4a47-1 (1) (Centro)
7AaA7-1 (2) (Centro)
AL-562-5 (Centro)
Al-711-1 (Sur)
MT-0166-1 (Sur)
11-960-18 (Centro)
MT-0170-1b (Sur)
AL-712-1 (Sur)
MT-0488-1 (Sur)
AL-563-3 (Centro)
AL-565-4 (Centro)
11-592-23 (Centro)
AL-561-7 (Centro)

Figura 6. Dendograma de los perfiles de electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) del
DNA digerido con Xbal obtenido de los aislados de E. coli. Entre paréntesis se indica la zona

de ailsamiento de las cepas.

MT-0398
MT-0399
| mT-0521
MT-0527
MT-0529
MT-0594
MT-0557
MT-0567

MT-509

28-08-13
28-08-13
28-09-13
28-09-13
28-09-13
28-09-13
28-09-13
28-09-13
28-09-13
28-09-13
28-09-13

Santa Sara Zona Central
Santa Sara Zona Central
Purranque

Purranque

Purranque

Purranque

Osorno

Osomo

Purranque

Purranque

Purranque

Figura 7. Dendograma de los perfiles de electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) del
DNA de aislados de S. aureus digerido con Smal obtenido. Las cepas MT-0378 y MT-0398
fueron aisladas en la zona centro y las restantes en la zona sur.
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d) Caracterizacion del perfil de susceptibilidad a antibiéticos de las cepas
aisladas de leche con mastitis bovina.

Los resultados mostraron una alta frecuencia de cepas sensibles a todos los
antibidticos evaluados. Neomicina fue el antibidtico que presentd menor
frecuencia de aislados sensibles (Figura 8).

Sensibilidad

120

100 BECN
w
2 80 BCTX
2 60 B AMC
(9]
no: 40 BTE
a

20 B SXT

BN
0

Zona Central Zona Sur

Figura 8. Porcentaje de Sensibilidad de aislados de mastitis bovina provenientes de 2 zonas
geograficas en Chile: Zona Central y Zona Sur

Respecto a los resultados observados por especie de microorganismo que
mostraron resistencia a uno o mas de los antibiéticos ensayados se destaca
(Figura 9):

e Que los aislados de Corynebacterium spp. de ambas zonas geograficas
presentaron resistencia a mas de un antbidtico simultaneamente.

e Las cepas de SCN aisladas de la Zona Sur presentaron también
multirresistencia y las cepas provenientes de la Zona Central
presentaron resistencia solo a Tetraciclina.

e En el caso de cepas de S. uberis aisladas de la Zona Sur, se observé
resistencia a todos los antibidticos testeados en este estudio, a
diferencia de lo observado en la Zona Central, donde solo se observo
resistencia a la Cefotaxima.

11
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Figura 9. Comparacion de la frecuencia de resistencia a los distintos antibiéticos de los
aislados que fueron detectados en la zona centro como en la sur.
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1.4

HITOS LOGRADOS OBJETIVO 1

Dentro de los hitos propuestos para este objetivo fueron el aislamiento de 300
cepas de las muestras de leche de vacas con Mastitis Bovina. Este hito fue
cumplido en su totalidad en el mes de Octubre de 2013.

Objetivo Hitos logrados e e Fephg
Programado | Avance Cumplimiento
1 309 cepas aisladas de | julio 2013 | 100 Octubre de 2013

PROBLEMAS EN LAS ACTIVIDADES Y COMO SE RESOLVIERON

La recoleccion de las muestras de leche se inici6 con un mes de retraso por
demora en la liberacion de fondos. Este retraso se soluciond extendiendo un
mes el muestreo.

12
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Los ensayos de identificacion vy tipificacion molecular (PFGE y PCR) de los
aislados fueron reprogramados para ser iniciados en el mes de Noviembre del
afio 2013 (y no en la fecha propuesta en el plan operativo: Mayo-Septiembre
2013). A pesar de lo anteriormente mencionado este cambio no afecté esta
actividad que fue completada en su totalidad cumpliendo con el objetivo
propuesto.

2. OBJETIVO. “Disefiar formulaciones en base a cobre con efecto
antibacteriano”

Para cumplir este objetivo se disefiaron 8 formulaciones en base a diferentes
concentraciones de cobre, estas son las siguientes: Cu plus (5000 ppm Cu), B12
(7000 ppm Cu), CWR- 3 (3000 ppm Cu), CW-2000 (2000 ppm Cu), CW- 5000 (5000
ppm Cu), BACHT 9 (5000 ppm Cu), CW- 7000 (7000 ppm Cu) y CWR- 5 (5000 ppm
Cu). Aquellas de concentraciones equivalentes varian en la composicion del vehiculo
empleado en la formulacion.

Es posible decir la ejecucion de esta actividad no presentd desviaciones, y que sélo
arrastro el atraso de un mes que como se explico anteriormente que se debié a un
desfase en la fecha real de inicio del proyecto.

N° RE Hitos criticos SCCIE OIS Fechq .
Programado | a la fecha Real Cumplimiento
Produccién de producto en base Agosto
2.1 a cobre con actividad anti- 2013 100 Septiembre 2013
patdgenos mamarios

3 OBJETIVO. Evaluar in vitro la actividad de las formulaciones en base a cobre
frente a patégenos causantes de mastitis

3.1 METODOLOGIA

a) Efecto antibacteriano “in vitro” de las formulaciones de cobre

El efecto de las formulaciones de cobre se evalud in vitro sobre los agentes
bacterianos detectados aplicando el método de dilucion en agar. Para ello se
realizaron diluciones seriadas de las formulaciones en base a cobre en placas
de agar Mueller Hinton, sobre las cuales se sembré un inéculo estandarizado
de las cepas en estudio. Las placas se incubaron durante 24 hrs a 37°C y se
evalu6é la capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano de los diferentes
productos. Para cada formulacion se establecio cual es la menor concentracion
gue inhibias el crecimiento bacteriano, lo cual se definié como la concentracién
minima inhibitoria (CMI).
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3.2 RESULTADOS OBJETIVO 3.

Un total de 339 aislados fueron evaluadas respecto a su susceptibilidad frente
a ocho formulaciones en base a cobre: Cu plus, B12, CW-2000, CWR-3, CW-
5000, CWR-5, BACHT-9 y CW-7000. Se determind la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de los productos. Se definio como el producto méas efectivo
aquel que en menor concentracién tenga efecto inhibitorio sobre un mayor
namero de los aislados.

La meta propuesta para este objetivo era que con una formulacién al 20%
lograra la inhibicion de los microorganismos. Los resultados demostraron
porcentajes variables de efectividad. La formulacion CWR-5 inhibio los
diferentes microorganismos en un rango de concentracion entre 0.25 a 10%.
En base a estos resultados se selecciono la formulacion CWR-5, definida como
la de mayor efectividad. Esta formulacion fue la evaluada en los estudios de
bienestar animal y estudios de efectividad in vivo. El detalle de los resultados
de las CMI para cada formulacion se presenta en el Anexo 6.

3.3 HITOS LOGRADOS

Entre los hitos propuestos para el cumplimiento de este objetivo se encontraba
la seleccion de una formulacion en base a cobre con mayor efectividad
antibacteriana. De ocho formulaciones estudiadas, se seleccion6 una con
mayor efecto antibacteriano. Por lo tanto este hito fue cumplido en su totalidad
en el mes de Diciembre de 2013.

o Hitos criticos e o e
Objetivo Programado | Avance Cumplimiento
Formulacion en base a
3 cobre  con mayor | Noviembre de 100 Diciembre de
efectividad 2013 2013
antibacteriana

3.4 PROBLEMAS EN LAS ACTIVIDADES Y COMO SE RESOLVIERON

En el desarrollo de esta actividad no se presentaron problemas y desviaciones.

14
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4 OBJETIVO. “Evaluar in vivo la actividad de las formulaciones en base a cobre
en el control de mastitis bovina en lecherias de diferentes areas geograficas de
Chile”.

4.1 METODOLOGIA

a) Estudio de bienestar animal
Para la realizacion de este estudio se utilizo la pauta CVM GFI #50 entregada
por la FDA, con modificaciones. La experiencia se realizd en dos predios, uno
en Melipilla (zona central, Region Metropolitana) y uno en Osorno (zona sur del
Regién de Los Lagos). La metodologia con la que se trabajo fue la siguiente:

i. Seleccion de los animales

Para el estudio se seleccionaron 16 vacas en distintos estados de lactancia.
Cada una de ellas fue identificada con un collarin de distinto color en la pata
posterior derecha dependiendo del grupo de estudio, y se le registro la edad,
el nimero de partos, estado de lactancia y produccion de leche (en litros)

ii. Periodos de tratamiento: el estudio se realiz6 en 6 semanas y se dividié en 3
periodos.

o Periodo Pre-tratamiento: que comprendié una semana en que los
animales no fueron sometidos a tratamientos de dipping antisépticos de
ningun tipo. Durante este periodo se realizaron observaciones basales de los
pezones de los animales escogidos y estudio microbiolégico de cada cuarto
(64 en total). Esto se realiz6 para evaluar el estado sanitario de la ubre previo
al estudio con antisépticos y diferenciar alguna irritacion, laceracion o edema
de los pezones producido por alguna lesion o mastitis, de aquellos causados
por efecto de los antisépticos.

. Periodo de Tratamiento: Este se inicid la semana 2 y tuvo una duracién
de 4 semanas en total. Se aplicé una dosis fija (pocillo) de los productos a
evaluar (cobre o yodo dependiendo del grupo), en los 4 cuartos de cada
animal, todos los dias posterior a la ordefia. A lo largo de este periodo se
realizaron observaciones diarias de los pezones de los animales en cada
ordefia y se registré semanalmente lo observado.

o Periodo Post Tratamiento: Este periodo abarcé la ultima semana del
estudio (semana 6) y tuvo por finalidad evaluar las condiciones finales de los
pezones tratados con los antisépticos.

15
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Todo el estudio fue registrado fotograficamente, de modo de poder hacer
comparaciones visuales del estado de los pezones a través del tiempo

Evaluacion y registro de la intervencion

La evaluacion del estado de los pezones antes, durante y al final del estudio
se realiz6 de manera visual y por medio de palpacion, de modo de evaluar
dos variables: eritema (enrojecimiento) y edema (hinchazén). Junto con esto
se evalud si la aplicacion del antiséptico producia cambios en la temperatura
del pezédn (al tacto) o lesiones como laceraciones, descamacion, etc. Para la
evaluacion se utilizaron las siguientes escalas:

Eritemay formacion de escaras

Evaluacion Visual Calificacion
Sin eritema 0
Eritema leve (casi imperceptible) 1
Eritema evidente y definido 2
Eritema moderado a severo 3
Eritema severo (rojo intenso a morado y formacién de 4
escaras)
Formacion de Edema
Evaluacion Visual Calificacion
Sin edema 0
Edema leve (casi imperceptible) 1
Edema evidente (de bordes definidos o levantamiento
evidente) 2
Edema moderado (levantamiento de aprox 1 mm) 3
Edema severo (levantamiento mayor a 1 mm y que se
extiende mas alla del &rea de aplicacion del 4

antiséptico)

b) Estudio de efectividad “in vivo” de una formulacion de dipping en base a

cobre (CWR-5).

Para el desarrollo de este ensayo se utilizé el protocolo recomendado por el
National Mastitis Council (NMC) 2004 para la comparacion de la formulacion
desarrollada en base a cobre CWR-5 frente a un producto yodado (control).
Dicho estudio se llevo a cabo en dos planteles; uno en la zona central (Regién
Metropolitana, Melipilla) y otro en la zona sur (Region de los Lagos. Osorno),
esto debido a las diferencias en los sistemas productivos (confinamiento
permanente en la zona central y libre pastoreo en la zona sur) y a los diferentes
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microorganismos patégenos causantes de mastitis bovina que afectan el
ganado en estas regiones.

El producto en base a cobre se aplic6 de manera equivalente al producto
yodado y el muestro se realizé de acuerdo a la Figura 10, incluyendo muestras
de los cuatro cuartos de 36 vacas por grupo segun metodologia del NMC. Las
muestras mensuales fueron trasladadas al Laboratorio de Microbiologia del
INTA para su analisis microbioldgico.

Control Estudio

Muestras mensual por 36 vacas 4x36=144 4x36=144

Muestras zona Centro y Sur 2x144=288 2x 144=288

T
576 Muestras

Mensuales TOTAL MUESTRAS 13 MESES
7488

o~ b ]
Analisis
Microbioldgicos

Recuento células
somaticas

Traslado Muestras

Figura 10. Esquema de muestreo de estudio in vivo.

Se programo un total de 13 muestreos, el primero de ellos tuvo como objetivo
conocer la condicion basal microbioldgica de prevalencia de MB y de recuento
de células soméaticas (RCS) de los animales que ingresaron al estudio, de
modo de tener una linea de comparacion basal para los resultados de los
muestreos posteriores. A partir de entonces se realizaron muestreos
mensuales para poder evaluar los efectos sobre la prevalencia de mastitis
bovina, el RCS y la condicion microbiolégica que tiene el tratamiento con
dipping de cobre y, junto con esto, comparar su efectividad con la del
tratamiento convencional del yodo.

Puntos importantes a destacar acerca de esta metodologia son los siguientes:

Identificacion de los animales.
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Durante el primer muestreo en cada plantel se escogi6 a 72 animales en
distinto estado de lactancia y se les separ6 en dos grupos de 36. El primer
grupo, el cual se marcé con un collarete azul en la pata posterior izquierda,
conformé el grupo en tratamiento con el producto CWR-5 (formulado en base
a cobre), mientras que el segundo grupo, marcado con un collarete rojo, fue el
grupo control (antiséptico elaborado en base a yodo)

Los animales que participaron en el estudio fueron registrados en una planilla
en donde se anoto el grupo al que pertenecian y las muestras que les fueron
tomadas.

A medida que se fue avanzando en los muestreos, se observo que el sistema
de marcaje con collaretes presentaba unproblema ya que algunos de los
animales enganchaban el collarete en malezas y/o distintos objetos que se
encuentran en la pradera y en los corrales (alambres, cercas, etc), con lo que
o bien se hieren la pata produciendo problemas de manejo y salud general
(puede afectar incluso el nivel productivo del animal), o definitivamente
pierden el collarete causando confusiones en los ordefiadores acerca de qué
tratamiento deben aplicar después de cada ordefia. La misma situacion de
confusion ocurria cuando debido al barro se haciae dificil ver el color del
collarete que el animal portaba en la pata.

Debido a esto se buscaron sistemas alternativos de marcaje para los
animales que permitieran identificar a las vacas en estudio de manera facil y
efectiva. El seleccionado fue la marca con cintas de marcaje de colores que
se ponen en la cola y, de acuerdo a nuestra experiencia, estos fueron
capaces de resistir al agua, el barro, no se asocian a heridas de ningun tipo y
se mantienen por largo tiempo.

Tamarnio de las muestras
Tal como se especificé en el plan operativo, el nimero total del estudio se
determind en 72 animales en cada plantel (zona centro y sur), en donde 36
vacas conformarian el grupo en estudio (dipping de cobre) y 36 el grupo
control (dipping de yodo).

Toma de muestra

En cada muestreo se obtuvo muestras de leche de todos los cuartos de cada
animal en volimenes aproximados de 100 mL. Posteriormente, de los 100mL
muestreados, 50mL fueron destinados a analisis de RCS y el resto fue
enviado bajo refrigeracion (Melipilla) o congelacion (Osorno) al Laboratorio del
INTA para efectuar los analisis microbiolégicos en el INTA

Andlisis microbiolégico: Las muestras de leche recolectadas fueron
sembradas en agar selectivo y especifico para determinar la carga bacteriana
y presencia de patogenos. Las bacterias fueron identificadas de acuerdo a la
metodologia detallada en el Objetivo 1.
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V.

Vi.

c)

Determinacion del perfil de susceptibilidad a antibidticos.

Un total de 32 aislados fue seleccionado de los muestreos correspondientes a
los meses 2, 6 y 10 meses de iniciado el estudio para evaluar su perfil de
resistencia a antibiéticos. La metodologia utilizada es la descrita en el objetivo
1d).

Determinacion de concentracién minima inhibitoria de producto en base a
cobre.

Los mismos aislados seleccionados para los ensayos de resistencia a
antibidticos mencionados en el punto anterior fueron evaluados en cuanto a
su susceptibilidad a la formulacién de cobre CWRS5. La metodologia empleada
es la misma empleada en el objetivo 3 a).

Evaluacion de la presencia de residuos de cobre: leche y ambiente.

La presencia de cobre fue determinada ademas de las muestras de leche en
muestras de agua Y tierra de las lecherias intervenidas.

El analisis en las muestras de leche se realizaron sobre 10 muestras de vacas
tratadas con cobre y 10 animales controles (dipping de yodo) para ambas
regiones geogréficas. Estas mediciones se hicieron cada dos meses durante la
duracion del estudio “in vivo™.

Las muestras de agua y suelo incluyeron muestras al inicio, a la mitad y al
término del estudio in vivo. Las muestras ambientales tomadas consistieron en
4 muestras de agua, 2 muestras tomadas en zonas cercanas a la lecheria 'y 2
en zonas lejanas como cursos de agua, canales, etc, y 4 muestras de suelo o
tierra que cumplan los mismos criterios que las de agua.

Las muestras de agua fueron tomadas en tubos Falcon de 50 mL, mientras que
las de suelo fueron almacenadas en bolsas estériles. Todas las muestras
fueron refrigeradas y enviadas al laboratorio del INTA para su analisis.

Las determinaciones de cobre en leche y agua fueron realizadas mediante
espectroscopia de absorcion atomica en un laboratorio externo. Para ello previo
al envio las muestras fueron tratadas mediante digestion acida. Brevemente,
700 uL de las muestras seleccionadas fueron mezclados cuidadosamente con
700 uL de &cido nitrico ultra puro (Merck). La mezcla fue calentada a 65°C
durante 24 hrs destruir la materia organica presente. El contenido de cobre fue
determinado por interpolacion de la absorbancia frente a una curva estandar.
La determinacion de cobre soluble presente en tierra se realiz0 en el
Laboratorio de Servicios de la Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal de
la Universidad Catdlica.
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4.2

RESULTADOS DEL OBJETIVO 4.

a) Estudio de bienestar animal.

De acuerdo a lo presentado en el plan operativo, el resultado esperado de este
estudio era “Disponer de una formulacibn en base a cobre con efecto
antibacteriano inocuo para la integridad de los pezones de las vacas”.

En términos generales el resultado obtenido coincide con lo esperado, dado
que de acuerdo a los resultados de esta etapa, la formulacion para dipping en
base a cobre CWR-5 no solo resultd ser inocua para la integridad de los
pezones, sino que ademas mostro tener efectos positivos en la calidad de la
piel del pezon, y ademas favorecio la cicatrizacion de heridas.

A continuacion se presentan los resultados del estudio de bienestar animal de
manera detallada, de acuerdo a las etapas desarrolladas.

Evaluacion pre-tratamiento: La evaluacion inicial de los animales, tanto en la
zona centro como en la ZONA SUR, arrojé un buen estado de los cuartos y
pezones, obteniendo una calificacion de 0 (de acuerdo a la escala presentada
anteriormente) para eritema y edema en todos los animales en estudio de la
zona sur (Figura 11) y en 10 de los 16 animales de la ZONA CENTRAL (Figura
12). De los 6 restantes, 4 presentaron un edema calificado como 1 (casi
imperceptible) en uno de los cuartos, otro present6 edema tipo 1 en los
pezones de los 4 cuartos, mientras que otro de los animales presenté edemay
eritema tipo 2 en uno de sus pezones, el que ademas se presentaba caliente al
tacto.

Cabe sefalar, que a pesar de que los cuartos se encontraban en buenas
condiciones generales en lo que respecta a la evaluacion de eritema y edema,
se presentaron varios casos de pezones con laceraciones y heridas de variado
tipo que obedecian a distintas causas (maquinas de ordefia, rasgufios con
mallas y cercos, heridas producidas mientras los animales estan en la pradera,
etc).
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Zona Sur: Plantel Osorno

Vaca 4. Los pezones se presentan con
diversas heridas y escaras en avanzado
estado de cicatrizacion. Sin embargo, a
pesar de esta situacion, no se detectd
edema o eritema.

Vaca 7. Los pezones se presentan lisos,
y sin heridas. No se detecté edema o
eritema en ninguno de los cuartos.

Vaca 10. Los pezones se presentan lisos,
y sin heridas, suaves al tacto, sin edema
ni eritema.

Figura 11. Registro fotogréafico evaluacion basal vacas plantel Osorno.

Zona Centro: Plantel Melipilla
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Vaca 5. Los pezones se observaron sin
signos de eritema o hinchazon, ni heridas
evidentes. Ademas se presentaron suaves
al tacto aunque con rugosidades.

Vaca 3. Los pezones se presentan con
diversas heridas y escaras en distintos
estados de cicatrizacion. Con respecto a
la evaluacion de eritema y edema, se
calific6 como tipo 1 para todos los cuartos.

Vaca 16. Los pezones se presentan lisos,
y sin heridas. Al momento de realizar
palpacién se detect6 que uno de los
pezones se presentaba caliente al tacto y
ademas con edema.

Figura 12. Registro fotogréafico evaluacion basal vacas plantel Melipilla

22



4

Fundaciin para la
Innovaciaén Agraria
I ———

W

Los andlisis microbioldgicos, permitieron aislar microorganismos de la leche
de algunos animales, sin embargo no se diagnosticé mastitis clinica en ninguno
de ellos, por lo que la aparicibn de edema o eritema posteriores no podrian
haber sido adjudicados a esta causa.

e Evaluacién de la aplicacion del dipping con cobre: A lo largo de las cuatro
semanas en que se desarroll6 esta etapa se pudo observar que tanto el dipping
formulado en base a cobre en estudio, como el control elaborado en base a
yodo que se utiliza normalmente en las lecherias, no produjeron efectos
adversos en los pezones de los animales tanto desde el punto de vista de la
formacién de edema como de eritema. De este modo a lo largo de las cuatro
semanas de evaluacion se mantuvo la evaluacion 0 para ambas variables en
todos los animales de la zona sur y en los de la zona central que habian
obtenido esa evaluacion inicial.

Por otra parte, los animales con dipping de cobre de la zona central que
habian obtenido calificacion 1 o 2 en eritema o edema, pasaron a tener
calificacién 0 a medida que avanzé el estudio.

e Evaluacion Post Tratamiento: Durante la ultima semana de estudio se evaluo el

estado final de los cuartos de los animales evaluados. En todos los casos
(animales de la zona centro y sur) de animales que recibieron dipping con
cobre la calificacion para el edema y el eritema fue de 0, incluso en aquellos
animales que habian presentado hinchazén o enrojecimiento al inicio del
estudio.
Es importante volver a destacar que si bien el estudio se realizé con el fin de
comprobar que el producto formulado en base a cobre no produjera efectos
colaterales dafiinos a los pezones que causen dolor a los animales o
condiciones favorables para la ocurrencia de mastitis, se pudo constatar que la
utilizacién de dipping post ordefia no solo no produce dafio sino que también,
en los animales en estudio, favorecio la cicatrizacion de las heridas en los
pezones, ademas de mejorar las condiciones generales de la piel de éstos, ya
que la piel se presenta mas lisa y suave.

Si bien ambos productos antisépticos (de cobre y yodo) presentaron
propiedades similares a este respecto, sobretodo en el plantel de la regién
metropolitana, es importante mencionar que en la zona sur si existieron
diferencias leves en los efectos del producto con cobre y yodo en algunos
animales, teniendo el COBRE mejor efecto que el segundo. Por otra parte, de
acuerdo a la experiencia de los ordefiadores, quienes estan en constante
contacto con los animales, el producto en base a cobre se adhiere mejor y
permanece mas tiempo en los pezones de las vacas, y produciria una mejora
en la piel de los pezones mas rapida que el producto en base a yodo.
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A modo de ejemplo, se presenta el progreso del estado de los cuartos
considerando las semanas 1, 3 y 6 de estudio para un animal del grupo
sometido al tratamiento con cobre y otro del grupo control de la zona sur y de la
zona centro (Figura 13y 14).

Zona Sur: Plantel Osorno.
Vaca n°4. Grupo cobre Vaca n°6. Grupo control
R | 7 ' A

g1

b

Semana 6

Figura 13. Registro fotografico de la evolucion del estado de la ubre de la vaca N°4 (grupo
cobre) y N°6 (grupo control) del plantel de Osorno, en las semanas 1, 3 y 6 de estudio.
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Zona Centro. Plantel Melipilla.

Vaca n°3. Grupo cobre Vaca n°10. Grupo control
7 Vi ilEgiER

i

i ’ o - AP

Figura 14. Registro fotografico de la evolucion del estado de la ubre de la vaca N°3 (grupo
cobre) y N°10 (grupo control) del plantel de Melipilla, en las semanas 1, 3y 6 de estudio.
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b) Resultado del Estudio de un dipping de COBRE “in vivo”
Se realizaron 13 muestreos en la region metropolitana y 11 muestreos en el sur
(esto por la sequia que afect6 a la zona en los meses de verano que disminuyo
de manera notoria la produccion de leche). Sin embargo, y como se mencion6
en informes pasados, el numero total de animales fue variando en los meses
posteriores al inicio del programa, situacion que se explica principalmente por
el manejo al que son sometidos los rebafos (animales que se secan y deben
salir hasta que retomen su productividad), a animales que han sido
descartados de la produccion (animales viejos o enfermos) y vacas que no
pueden ser ordefiadas por diversos motivos.
A pesar de esta situacion, se realizaron los manejos necesarios para mantener
equiparado el tamafio de cada grupo de modo que los resultados pudieran ser
comparables. Asi cada animal nuevo que ingresé al estudio, pasé a formar
parte del grupo de menor nimero. Las vacas que reingresaron al sistema luego
de haber estado secas, ingresan al mismo grupo al que pertenecian previos al
secado.
Uno de los objetivos especificos de este estudio es lograr la reduccion de la
prevalencia de mastitis bovina en los planteles de la Regidon Metropolitana y la
Zona Sur, mediante la utilizaciéon de un producto de dipping en base a cobre
(CWR-5). Los diferentes pardmetros medidos y calculados se presentan a
continuacion

e Determinacion de la prevalencia basal de mastitis bovina en los planteles en
estudio
Para calcular la prevalencia, se defini6 un parametro objetivo de MB de
acuerdo a los datos de la literatura. Asi se consideré un animal con sintomas o
signos de MB a aquel que ademas mostrara en al menos un cuarto un recuento
de células somaticas (RCS) mayor a las 250.000 cel/mL
Una vez definido el parametro de MB, se calcul6 la prevalencia con la férmula:

Casos de MB X100
N° de animales

La prevalencia basal de los planteles en estudio se calculé en base a los
resultados de RCS obtenidos en el primer muestreo de la region metropolitana
y la zona sur (mes de abril). De esta manera, se obtuvo una prevalencia basal
de 78% para el plantel en estudio de la region metropolitana, y de 68% para el
plantel de la zona sur. Dichos valores, resultaron mas altos que lo indicado en
la literatura en donde se reportan prevalencias de entre 45 a 50% en predios
nacionales.

e Resultados del efecto del dipping de cobre en la prevalencia de mastitis bovina
en vacas.
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Zona centro, Region Metropolitana, Melipilla.

Para la realizacion del estudio en la zona centro se contactdo a diferentes
productores con planteles de distintos tamafios. En general fue dificil encontrar
predios que estuvieran dispuestos a aceptar una intervencion tan larga a sus
procesos. Finalmente productores de la localidad de Melipilla accedieron a
participar en el estudio. El predio utilizado fue una pequefa explotacion lechera
con un rebafio de menos de 90 animales, en donde se trabajaba con ordefio
mecanizado pero no con gran tecnologia. Si bien los ordefiadores de este
plantel poseian gran experiencia, practicamente no existia capacitacién en lo
gue se refiere a buenas practicas ganaderas y a practicas de higiene de los
manipuladores.

Junto a lo anterior, las vacas pertenecientes al plantel poseian la caracteristica
de no haber sido sometidas a ningun tratamiento de dipping previo al estudio
(al menos por tres meses) punto importante ya que los efectos observados de
los tratamientos aplicados en el grupo estudio y el control no estuvieron sujetos
a una respuesta adaptativa a antisépticos usados previamente.

El analisis de nuestros resultados mostré que en la Region Metropolitana la
aplicacién de dipping de cobre permitié reducir la prevalencia de mastitis de
manera sostenida hasta enero del 2015, logrando una reduccion de un 39%
(con respecto a la prevalencia inicial), lo cual esta en sintonia con el resultado
propuesto de este estudio en donde se esperaba una reduccion de al menos un
40% (Figura 15). Sin embargo, luego de esta fecha se produjo un inexplicable y
rapido incremento a pesar del uso del dipping, llegando a obtenerse en el mes
de abril de 2015 una prevalencia de 70% (esto es una reduccién de solo un
11% desde la prevalencia basal de un 78%.

Tal como se observa en la Figura 15, en la primera parte del estudio se
observé una disminucién progresiva de la prevalencia de MB en el grupo
tratado con dipping de cobre. En el mes de julio de 2014 se observd una alza
en el valor de la prevalencia, la cual se podria explicar por el “efecto invierno”,
en donde la prevalencia de la mastitis bovina aumenta de manera normal
debido a la aparicion de factores ambientales como son el frio, la humedad y la
lluvia. Sin embargo, posterior a este incremento, la prevalencia vuelve a
descender, como fue indicado anteriormente.

Las razones para explicar el sorpresivo incremento posterior a este mes,
pueden radicar en parte en el ingreso de nuevos animales al estudio (el plantel
realizdO compra de animales), o incluso en malas practicas de los
manipuladores, sin embargo este fue un hecho fortuito no previsible por los
investigadores.
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Figura 15. Prevalencia de Mastitis Bovina (MB) en animales tratados con dipping de cobre,
entre los meses de abril de 2014 y abril de 2015. Region Metropolitana

En el caso del dipping de yodo (grupo control) se observé de igual manera
una tendencia a la baja, especialmente en la primera etapa del estudio (Figura
16). En los meses de agosto y septiembre en la zona centro se observa un
mejor efecto del cobre con respecto a yodo, donde la prevalencia para el cobre
fue de 55% y 50% respectivamente versus 70 y 60 % en los mismos meses
para el dipping de yodo (es decir en el caso del yodo hay una reduccion de solo
un 10% con respecto a la prevalencia basal), sin embargo, y tal como queda
claro en la figura, en los meses finales del estudio, el dipping de yodo logra
mantener una prevalencia de MB cercana al 50%, logrando una reduccién de la
prevalencia basal de un 25%

Llama la atencion el incremento importante de la prevalencia en este grupo
control en el mes de octubre, donde super6 el 90%. Sin embargo al mes
siguiente vuelve a descender para posteriormente estabilizarse, por lo que
aquel incremento puede considerarse como sorpresivo, pero no determinante o
un reflejo de la situacion general del rebafio en el estudio.
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Figura 16. Prevalencia de Mastitis Bovina (MB) en animales tratados con dipping de yodo
entre los meses de abril de 2014 y abril de 2015. Region Metropolitana.

Zona sur. Region de los Lagos. Osorno.

El plantel seleccionado en la zona sur correspondié a un plantel comercial con
un gran numero de animales que vende leche a grandes industrias que exigen
la utilizacion de dipping de yodo como método de rutina en el control de la
mastitis bovina.

El andlisis de los resultados muestran que en la zona sur, la aplicaciéon de
dipping de cobre permiti6 una muy importante reduccion de la prevalencia de
mastitis bovina de un 74% al mes de octubre, superando con creces la meta de
un 40% propuesta por este estudio (Figura 17). Posteriormente se produjeron
aumentos de la prevalencia de mastitis bovina en el rebafio, sin embargo, al
momento del Gltimo muestreo se obtuvo una prevalencia final de un 34%, lo
cual implica una reduccidn significativa de la prevalencia basal del 50%.

Tal como fue descrito en el caso de la Region Metropolitana, en el mes de junio
de 2014 se observé una alza dela prevalencia, la cual se explica por el “efecto
invierno”. Se debe considerar que en la zona sur la época de frio y lluvias se
adelanta con respecto a la zona centro, por lo cual es natural que el efecto
invierno se produzca un mes antes que en la Regién Metropolitana. Cabe hacer
notar que lo anterior se observo el afio 2014 cuando todavia la sequia era
menos marcada que el afio 2015.
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Como se explicé anteriormente, en la zona sur no se pudo realizar muestreos
en los meses de enero y febrero del 2015 debido a la sequia que produjo una
reduccién importante de la leche por animal. Los muestreos se retomaron en el
mes de marzo, sin embargo los resultados deben ser analizados considerando
gue se desconoce los manejos que se realizaron en los meses en que no se
muestred, y que parte del rebafio que reingres6é al estudio no era
necesariamente el mismo Del inicio del estudio.

Dipping de Cobre
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Figura 17. Prevalencia de Mastitis Bovina (MB) en animales tratados con dipping de cobre,
entre los meses de abril de 2014 y abril de 2015. Regién de los Lagos.

En el caso del dipping de yodo (grupo control) se observo que la prevalencia,
al igual que el grupo de cobre, que experimentd una tendencia a la baja
logrando una reduccion de la prevalencia basal de un 62% al mes de diciembre
de 2015 (Figura 18).

Tal como en el caso anterior, se puede observar que los muestreos de enero y
febrero de 2015 no pudieron realizarse, y estos se retomaron para el mes de
marzo y abril. En este caso, la prevalencia en estos meses es de 34 y 31%
respectivamente, por lo que no se puede decir que el producto haya producido
una baja significativa de prevalencia en este corto tiempo, sin embargo al
calcular la prevalencia de MB final en el rebafio control, se ve que esta se
redujo en un 43% con respecto a la prevalencia basal (Figura 18).

30



<

Fundaciin para la
Innovaciaén Agraria
I ———

Prevalencia MB (%)

Dipping de Yodo

co
o

~
o O

/|
&
N
/>~

f

o

=
o

Figura 18. Prevalencia de Mastitis Bovina (MB) en animales tratados con dipping de yodo,
entre los meses de abril de 2014 y abril de 2015. Regién de Los Lagos

Efectividad del cobre en la disminucion de la mastitis clinica (MC).

Aungue en el proyecto no se propone el analisis de la prevalencia de mastitis
clinica como parametro de la eficiencia del dipping de cobre, se decidio incluir
ya que la disminucién de la mastitis clinica en un plantel implica ganancias
econdmica importantes en términos de menos animales que salen de
produccion, menor rechazo de leche y menor gasto en utilizacion de
antibidticos para tratar la enfermedad.

La mastitis clinica (MC), es la manifestacion mas severa de la mastitis, se
define como aquella que produce sintomatologia clinica, que incluye edema,
inflamaciéon, aumento de temperatura y deterioro de la calidad fisica y
organoléptica de la leche (presencia de pus, fléculos, etc). Para efectos del
estudio, se considero un animal con mastitis clinica a aquel con al menos un
cuarto cuya leche posea recuentos de células somaticas (RCS) mayores a
1.000.000 Cel/ml, o bien presentara sintomatologia clinica de mastitis.

Para el calculo de la incidencia de mastitis clinica se consideré la misma
féormula utilizada anteriormente.

La prevalencia basal de mastitis clinica de los planteles en estudio se calcul6
en base a la clinica y a los resultados de RCS obtenidos en el primer muestreo
de la regién metropolitana y la zona sur (mes de abril). De esta manera, se
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obtuvo una incidencia basal de 47% para el plantel en estudio de la region
metropolitana, y de 31% para el plantel de la zona sur.

Los resultados del efecto del dipping de cobre “in vivo” en la incidencia de
mastitis clinica en vacas se presentan a continuacion:

Zona centro. Region Metropolitana. Melipilla.

El andlisis de los resultados muestra la misma tendencia que en el andlisis de
la prevalencia de mastitis bovina (Figura 19). En el grupo tratado con dipping
de cobre se observé una diminucion constante de la prevalencia de mastitis
clinica a lo largo de gran parte del estudio, de modo que a enero de 2015 se
habia logrado una disminucion de un 45% con respecto a la incidencia inicial
de mastitis clinica. Sin embargo, en los Ultimos tres meses del estudio, fase
critica de la sequia, se presentd un incremento sostenido de la prevalencia, de
modo que en el ultimo muestreo la disminucion de la prevalencia de MC es solo
de un 11% con respecto a la incidencia basal.
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Figura 19. Incidencia de Mastitis Clinica (MC) en animales tratados con dipping de cobre,
entre los meses de abril de 2014 y abril de 2015. Region Metropolitana.

Respecto al grupo tratado con yodo (Figura 20), los resultados muestran
fluctuaciones importantes en la incidencia de mastitis clinica, no se observé
una caida sostenida como lo descrito para los animales con dipping de cobre.
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Al final del estudio la disminuciéon de la incidencia de mastitis clinica con
respecto a la prevalencia basal, fue de 11%.
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Figura 20. Incidencia de Mastitis Clinica (MC) en animales tratados con dipping de yodo,
entre los meses de abril de 2014 y abril de 2015. Region Metropolitana.

Zona sur. Region de los Lagos. Osorno.

En el caso del plantel de la zona sur, se pudo observar una importante
disminucién de la prevalencia de mastitis clinica en el grupo con dipping de
cobre (Figura 21), éste lleg6 al 90% en el mes de diciembre de 2014, el tltimo
mes de muestreo antes de la detencién por sequia. Este hallazgo es muy
importante debido al impacto que puede significar para un plantel disminuir en
90% las pérdidas asociadas a los animales enfermos que afectan la calidad y
el monto de leche producida.

Posteriormente, al retomar los muestreos en el mes de marzo, se observo una

prevalencia mayor de MC, que pudo deberse a la falta de manejo con dipping
en varios de los animales que salieron de produccion.
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Figura 21. Incidencia de Mastitis Clinica (MC) en animales tratados con dipping de cobre,
entre los meses de abril de 2014 y abril de 2015. Region de Los Lagos.

Al compararlo con los animales tratados con dipping de yodo (Figura 22), se
observé que si bien hay reduccién de la prevalencia en 46% con respecto al
valor basal, esta reduccidén no se acerca a la magnitud de lo alcanzado en los
animales tratados con cobre.
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Figura 22. Incidencia de Mastitis Clinica (MC) en animales tratados con dipping de yodo,
entre los meses de abril de 2014 y abril de 2015. Region de Los Lagos.
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Efectividad del cobre en la disminucion del recuento de células somaticas

(RCS).

El recuento de células somaticas en leche es una medida universal para
determinar el grado de calidad del producto lacteo. Originalmente, de acuerdo a
la propuesta, el indicador de resultado de la disminucion del RCS deberia
corresponder a la reduccion del promedio de los RCS de la leche de todos los
cuartos analizados, sin embargo, la gran dispersion de estos datos entre los
animales muestreados nos llevé a proponer un nuevo indicador mas
representativo y que considerara la heterogeneidad de los datos. A modo de
ejemplo en el mes de abril (mes 1) en la region metropolitana en RCS promedio
fue de 772.338 £1.630.783 cel/mL.

El criterio elegido fue el del percentil 75 (P75) que es una medida estadistica no
central que permite posicionar un valor con respecto al total de la muestra, esto
quiere decir que el P75 es el valor debajo del cual se encuentran el 75% de las
observaciones, lo que permite discriminar los valores que escapan de la
distribucion normal (valores extremos) que crean distorsion de los datos.

El valor del P75 basal de los planteles en estudio se calculé en base a los
resultados de RCS obtenidos en el primer muestreo de la region metropolitana
(RM) y la zona sur (abril de 2014). De esta manera, se obtuvo un valor de P75
de 692.000 cel/mL para el plantel en estudio de la regibn metropolitana, y de
413.000 cel/mL para el plantel de la zona sur.

De esta forma, el resultado esperado del estudio se establecié en que, la
aplicacion del dipping de cobre logre disminuir el valor de P75 de los dos
planteles a 200.000 cel/mL. Los resultados obtenidos se presentan a
continuacion:

Zona centro. Region Metropolitana. Melipilla

El andlisis de los resultados obtenidos a la fecha indica que en la RM la
aplicacién de dipping de cobre permitié reducir el P75 del grupo tratado con
cobre desde 692.000 cel/mL, a 470.000 cel/mL en el mes de abril de 2015
(Figura 23).

Como muestra la Figura 23, este valor ha fluctuado en el tiempo alcanzando su
minimo en octubre de 2014 con cel/mL, para posteriormente incrementarse de
manera paulatina hasta alcanzar los 470.000 cel/mL
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Figura 23. Percentil 75 de RCS (cel/mL) para cuartos de animales tratados con dipping de
cobre, entre los meses de abril de 2014 y abril de 2015. Regién Metropolitana

En el caso del dipping de yodo (grupo control) se observan fluctuaciones en el
tiempo similares a las observadas en el grupo con cobre (Figura 24). Sin
embargo, en el mes de febrero se observa un incremento importante del valor
de P75, el cual se mantiene hasta el fin del estudio.
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Figura 24. Percentil 75 de RCS para cuartos de animales tratados con dipping yodo, entre
los meses de abril de 2014 y abril de 2015. Region Metropolitana.
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Zona Sur. Region de los Lagos. Osorno.

El andlisis de los resultados de la zona sur, evidencia que la aplicacién de
dipping de cobre produjo una importante reduccion del P75 de RCS desde
413.000 cel/mL a 65.000 cel/mL, en el mes de diciembre (antes de que
suspendiera el estudio por la sequia) (Figura 25). Posteriormente, al retomar el
estudio, se observa un incremento en el P75 el cual termina con un valor de
187.000 cel/mL

En patrticular, en el mes de junio se observa un alza importante en el valor del
P75, la cual se explica por el “efecto invierno” ya que posterior a dicho
incremento, los valores descienden nuevamente, lograndose obtener un valor
de P75 inferior a la meta propuesta en el proyecto de 200.000 cel/mL.
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Figura 25. Percentil 75 de RCS para cuartos de animales tratados con dipping de cobre,
entre los meses de abril de 2014 y abril de 2015. Regién de Los Lagos.

En el caso del dipping de yodo (grupo control), al igual que en el grupo en
tratamiento con cobre se observa un importante aumento en el P75 de RCS en
el mes de junio (efecto invierno), y el resto de los meses mostré una tendencia
a la baja, de manera muy parecida a lo observado con el dipping de cobre
(Figura 26).

37



<

Fundaciin para la
Innovaciaén Agraria
I ———

Dipping de Yodo

= A\
400 / \
N YA .

200 V \
100 \.\ -

O T T T T T T T T T T T T 1

™ i ™ \e)
My \'\y \"\« Ny S
. . . X, .

Percentil 75 RCS x 1000

Figura 26. Percentil 75 de RCS para cuartos de animales tratados con dipping yodo, entre
los meses de abril de 2014 y abril de 2015. Region de los Lagos.

e Prevalencia de Microorganismos en leche.

Se determind la prevalencia de los microorganismos ambientales y contagiosos
en muestras de leche recolectadas en el estudio in vivo.

Para este analisis se consideré aquellos microorganismos que en el analisis
microbiolégico resultaron tener una abundancia relativa alta y que fueran
aislados de muestras de leche donde al menos un cuarto tuviera un RCS
>250.000 cel /mL.

Los microorganismos identificados fueron clasificados en ambientales y
contagiosos.

Los microorganismos ambientales son aquellos agentes cuyo habitat es el
medio ambiente que circunda a los animales confinados en sistemas de
produccion cerrados. Estos se encuentran distribuidos en la sala de ordefia,
camas y en el suelo de los corrales donde pueden alcanzar la ubre'. Los
microorganismos considerados ambientales son basicamente E. coli,
Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Prototheca zopfii, Klebsiella
pneumoniae, Candida albicans, Pseudomona aeruginosa, Nocardia asteroides
y Clostridium perfringens?.

! Concha, C., Mastitis bovina: nuevos aspectos de diagndstico, tratamiento y control. Publicacién Técnico
Ganadera, Facultad de Cs Agrondmicas, Universidad de Chile, 2007. 33.
2 Gasque, R., in Enciclopedia Bovina. 2008. p. 182 - 187
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La presencia de microorganismos contagiosos en la leche se asocia a sistemas
de explotacién animal en praderas y son producidas por microorganismos cuyo
hébitat principal es el canal del pezon o la piel externa de la ubre. El contagio
ocurre fundamentalmente durante la ordefia a través de las manos de los
operarios y los equipos. Entre los microorganismos involucrados en este tipo
de mastitis se encuentran, S. aureus, Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus coagulasa negativa (SCN), Mycoplasma bovis vy
Corynebacterium bovis®.

A continuacibn se presenta los resultados de prevalencia de los
microorganismos por region:

Zona centro. Region Metropolitana. Melipilla.

Los resultados de prevalencia de microorganismos ambientales y contagiosos
se presentan en la Figuras 27 y 28 respectivamente. Se observa que el nimero
de microorganismos ambientales identificados es menor con respecto a los
contagiosos. Los microorganismos ambientales no presentan grandes
diferencias al contrastar los dos tratamientos aplicados, es posible describir
una tendencia a la baja a medida que avanza el tiempo, sin embargo hay
meses en que el nidmero de estos microorganismos aumenta, en particular
noviembre de 2014 para las muestras de cobre y los meses de mayo y octubre
de 2014 para el yodo (Figura 27).

Con respecto al numero de los microorganismos contagiosos se observa que el
dipping de cobre presenta una tendencia a la baja de este tipo de agentes mas
pronunciada que lo observado en el dipping de yodo (Figura 28). En este
sentido es posible decir que el dipping de cobre favorece a la reducciéon de
microorganismos contagiosos en las ubres bajo este tipo de tratamiento.

® De Vliegher, S., et al., Invited review: Mastitis in dairy heifers: nature of the disease, potential impact,
prevention, and control. ) Dairy Sci, 2012. 95(3): p. 1025-40
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Figura 27. Deteccion de microorganismos ambientales causantes de mastitis bovina en
muestras de leches recolectadas de vacas provenientes con cobre (grupo en estudio) y yodo
(grupo control). Regién Metropolitana.
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Figura 28. Deteccion de microorganismos contagiosos en muestras de leches recolectadas
de vacas provenientes con cobre (grupo en estudio) y yodo (grupo control). Regién
Metropolitana.
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Zona Sur. Region de Los Lagos. Osorno

Los resultados de prevalencia de microorganismos ambientales y contagiosos
se presentan en la Figuras 29 y 30.

Se observa que en la zona sur la aplicacion de un dipping de cobre produjo una
baja apreciable en la presencia de microorganismos ambientales, que si bien
se observa con el dipping de yodo, la magnitud del descenso con el tratamiento
con cobre es mayor (Figura 29).
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Figura 29. Deteccion de microorganismos ambientales causantes de mastitis bovina en
muestras de leches recolectadas de vacas provenientes con cobre (grupo en estudio) y yodo
(grupo control). Regidn de los Lagos.

Los microorganismos contagiosos identificados en las muestras provenientes
de la zona sur presentan una tendencia a la baja con el tratamiento con cobre
mayor a la observada con yodo y méas sostenida en el tiempo (Figura 30).

41



5

Fundaciin para la
Innovaciaén Agraria

I ———
30 4
M Dipping de Cobre B Dipping de Yodo
a5 -
[=]
7]
=
@
=]
=
Q
Q
&
2
20 |
5_
O_
N S N P I N RN SN . R
& W @ & F Q.OQ L L P F
w K & N o =) & ({@a v\"b e

Figura 30. Deteccién de microorganismos contagiosos en muestras de leches recolectadas
de vacas provenientes con cobre (grupo en estudio) y yodo (grupo control) Region de los
Lagos.

En el Anexo 7 se presenta un listado que detalla las especies de
microrganismos ambientales y contagiosos identificados en el presente estudio
en la etapa in vivo, para la Region Metropolitana y la de Los Lagos.

e Caracterizacion del perfil de susceptibilidad a antibi6éticos en cepas
recolectadas en diferentes tiempos.

Zona centro. Region Metropolitana. Melipilla.

Se evalud la susceptibilidad a 6 antibiéticos en un subgrupo de los aislados
recolectados a diferentes tiempos. Este analisis pretendié evaluar si la
susceptibilidad a los antibidticos presenta cambios en el tiempo y si es asi
como se relacionan con el dipping aplicado.

Para los aislados del dipping de cobre los resultados mostraron una alta
sensibilidad (cercana al 100%) de estos a casi todos los antibiéticos evaluados
en los diferentes meses (Figura 31). Después de casi un afio de estudio (en el
mes de enero’15), tetraciclina present6 una leve caida de las cepas sensibles a
un 86%.
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Con respecto al andlisis de susceptibilidad a antibioticos de los aislados desde
dipping de yodo (Figura 32), estos también presentaron una alta sensibilidad a
los agentes evaluados y no se observaron cambios mayores en el tiempo.
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Zona sur. Region de los Lagos. Osorno.

Los antibiogramas de los microorganismos aislados del grupo con dipping de
cobre mostraron una alta frecuencia de susceptibilidad a los antibidticos
evaluados (cercana al 100%). En particular aislados de este grupo presentaron
una frecuencia mayor de resistencia (29%) para el antibiético Amoxicilina-Acido
clavulanico en los meses de mayo y septiembre. Sin embargo, los aislados del
mes de diciembre fueron todos sensibles a este agente antibacteriano.
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Para los aislados del tratamiento con yodo se observan resultados de susceptibilidad
a antibiéticos semejantes a lo observado con cobre en la misma region (Figura 34).
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Figura 34. Porcentaje de Sensibilidad de
aislados desde dipping de yodo a
antibiéticos en el tiempo. Region de Los
Lagos. Gn: Gentamicina, CTX:
cefotaxima, @ AMC:  Amoxicilina-Acido
clavulanico, Tet: Tetraciclina, Sxt:
Sulfatrimetoprim, Ne: Neomicina

En conclusién el estudio temporal de la susceptibilidad a antibiéticos reflejé resultados
independientes del tratamiento (dipping de cobre o yodo) y ademas se detectdé una
alta frecuencia de aislados sensibles a los antibiéticos testeados.
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Susceptibilidad a CWR-5 (formulaciobn en base a cobre) de cepas
recolectadas en diferentes tiempos.

Con el fin de evaluar si es que la aplicacion de dipping en base a cobre puede
favorecer la seleccion de cepas resistentes a este metal es que se decidid
evaluar los niveles de CMI-CWRS5 en cepas aisladas en diferentes tiempos de
la intervencion in vivo. Los resultados se contrastan con lo observado para los
aislados provenientes con dipping de yodo.

Para la Region Metropolitana (Figura 35) y la Regién de los Lagos (Figura 36)
no se detecté un aumento en los niveles de la CMI-CWR5 para los aislados
provenientes del dipping con cobre. Cabe destacar que la CMI-CWR5 mas alta
detectada fue de 2.5 % a diferencia de lo identificado en las muestras del
estudio in vitro donde para este producto se detect6 CMI tan alta como 10% y
fue considerado como el mas eficiente (ver anexo 6). En conclusién la
aplicacion de un dipping en base a cobre no afecta a susceptibilidad bacteriana
a este metal.
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Figura 35. Frecuencia de aislados con respecto a sus valores de CMI-CWR5 en el
tiempo. Se comparan aislados desde muestras con dipping de cobre y de yodo.

Regidon Metropolitana.
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Figura 36. Frecuencia de aislados con respecto a sus valores de CMI-CWR5
en el tiempo. Se comparan aislados desde muestras con dipping de cobre y de
yodo. Region de Los Lagos.

49




S

Fundaciin para la
Innovaciaén Agraria

e Contenido de cobre en muestras de leche y ambiente de muestras
recolectadas en diferentes tiempos.

Con el fin de evaluar el impacto de la aplicacion del dipping de cobre sobre el
contenido residual del cobre se determiné la cantidad de este metal en leche y
muestras ambientales a través del tiempo.

Las muestras de leche correspondientes a la Region Metropolitana y la Region
de Los Lagos no presentan mayores fluctuaciones en el contenido de metal y
estan significativamente por debajo de la meta establecida en el proyecto que
es de 0.5 mg/kg de leche (Figuras 37 y 38) . Este punto de corte se establecid
de acuerdo a lo estipulado en Reglamento Sanitario de los Alimentos para la
presencia de metales en leche.

B Dipping de cobre M Dipping de yodo

0.05 -

0.04 -

0.03

0.02

0.01

0.00

Contenido de Cu {mg/Kg de Leche)

Figura 37. Contenido de cobre en muestras de leche en el periodo del estudio in vivo. Regidn
Metropolitana. El valor establecido por el RSA es de 0.5 mg/Kg de leche.
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Figura 38. Contenido de cobre en muestras de leche en el periodo del estudio in vivo. Region
de los Lagos. El valor establecido por el RSA es de 0.5 mg/Kg de leche.

Referente al impacto de la aplicacion de dipping de cobre en el ambiente los
resultados de las determinaciones de cobre en tierra demostraron leves fluctuaciones
en el tiempo pero con valores significativamente menores a lo establecido bajo
condiciones normales en suelo. Segun Galan y Romero el cobre puede fluctuar entre
0.1y 250 ppm dependiendo del tipo de suelo.

Region Metropolitana Region de Los Lagos
60 - 60 -
50 - 50 -
2 2
S 40 - S 40 -
E] E]
5 30 - = 30 -
| &) | &)
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=1 o
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Abril'14 Octubre'l4  Marzo'15 Abril'14 Octubre'l4  Marzo'l5

Figura 39. Contenido de cobre en suelos. Las muestras fueron tomadas desde suelos
de las lecherias participantes en el estudio.
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Los valores del contenido de cobre en muestras de agua de las respectivas lecherias
tampoco superaron lo establecido por la norma. El contenido de cobre promedi6 para
las muestras de la zona centro en 4.03 £2.0 ppm Yy en las muestras de la zona sur de
27.0£10 ppm.

4.3 HITOS LOGRADOS

Para este objetivo en la propuesta se establecié un solo Hito Critico “Validacion in
vivo del producto seleccionado”, el cual pudo ser alcanzado, logrando validarse en
terreno la efectividad del producto CWR-5, tanto para disminuir la prevalencia de MB
y sobre todo la prevalencia de mastitis clinica, como el percentil 75. Los resultados
fueron méas favorables en la zona sur, donde se concentra la mayor cantidad de
productores lecheros del pais.

44 PROBLEMAS EN LAS ACTIVIDADES REALIZADAS

La realizacién de este objetivo presentd diversos problemas que tuvieron que ir
siendo solucionados a medida que avanzaba el estudio. Estos se presentaron tanto
en la regidbn metropolitana como en la zona sur y tuvieron consecuencias que
variaron desde cambios menores en la realizacion de actividades, hasta tener que
realizar una reprogramacion en la etapa final del estudio.

La descripcion de dichos problemas, sus consecuencias y los ajustes realizados
para poder resolverlos se describen a continuacion.

a) Problema 1: Hubo problemas iniciales tanto en la zona sur como centro para
comprometer planteles lecheros que contaran con las condiciones necesarias para
el trabajo, nUmero de animales en lactancia y aprobacién de los productores.

Consecuencias: Atraso de un mes en el inicio del estudio “in vivo” Este se sumé
al atraso de un mes en el inicio del estudio (afio 2013), con lo cual la ejecucion del
proyecto se desfas6 2 meses con lo planificado en la propuesta original.

Ajustes realizados: Se mantuvo el programa de muestreo (1 muestreo mensual)
para dar término al estudio “in vivo” en el mes de marzo de 2015.

b) Problema 2: No se pudo realizar muestreos en la zona sur durante los meses de
enero y febrero. Esto debido a la sequia que afecté a la region de Los Lagos
durante los meses de verano, la cual disminuy6 la cantidad de alimento disponible
para los animales (por el sistema de alimentacibn con pastoreo) afectando
directamente a la cantidad de leche producida.
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c)

d)

Consecuencias: En la zona sur se realizaron menor cantidad de muestreos que
los estipulados en el programa y el plan operativo. Con esto se analizaron menos
muestras de las planificadas en la zona sur.

Ajustes realizados: Se tuvo que retrasar el desarrollo del estudio in vivo en un
mes mas. Con esto se logrd recuperar uno de los meses perdidos en la zona sur.
Junto con esto, para no disminuir de manera importante el nimero de muestras
procesadas y analizadas, se decidi6 aumentar a un muestreo mas a la region
metropolitana. De este modo se realizaron 11 muestreos en el sur, y 13 en la
zona centro, logrando realizarse los 24 muestreos propuestos originalmente.

Problema 3: El numero total de animales propuestos para el estudio fue 72 en la
zona sur y 72 en la zona central (36 grupo control y 36 en estudio) Este numero
presento fluctuaciones debido al manejo de los rebafios (animales que se secany
salen hasta que retoman su productividad), o a animales que se descartan
(animales viejos o enfermos) y animales que no se pueden ordefar

Consecuencias: Los grupos de estudio han resultado ser mas pequefios a lo
propuesto (pero no menos del 80 % de lo planificado), con lo cual el nUmero de
muestras analizadas por mes resulté ser menor a la que originalmente se habia
planificado.

Ajustes realizados: A pesar de la disminucion de animales en estudio, se ha
logrado mantener equiparado el nimero en cada grupo. De este modo los
resultados de prevalencia de MB y percentil 75 de RCS pueden ser comparados.
Asi cada animal nuevo que ingresaba al estudio pasaba a formar parte del grupo
con menor cantidad de animales.

Problema 4: Originalmente se planific6 marcar a los animales con collarines de
colores en las patas, sin embargo este demostré ser un mal sistema dado que el
collarin se enganchaba facilmente y se pierde, e incluso en algunos casos
producia dafio a los animales. Esta situacion llevo a retirar los collarines y buscar
nuevas estrategias de marcaje de animales.

Consecuencias: Confusién de animales y el grupo al que pertenecen durante el
ordefio y la aplicacion del dipping.

Ajustes realizados: Este problema se detectd tempranamente por lo que se
estudiaron otros sistemas de marcaje de animales. Se opté por utilizar de manera
conjunta una cinta de marcaje de colores en la cola de los animales, lo que probo
ser un método eficiente, que no dafia a los animales y duradero (resiste el barro,
el agua y no se engancha) y el marcaje con lapiz de color. Este ultimo, si bien hay
gue re-aplicarlo semanalmente, hizo mas simple la labor de los ordefiadores.
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e) Problema 5: Se realiz6 una re-itemizacion de dinero para poder contar con fondos
para poder fidelizar a los ordefiadores del plantel de la zona sur (plantel
comercial), quienes se encargan de la aplicacion diaria de los dipping de cobre y
yodo, del marcaje de los animales, y colaboran con la toma de muestra de leche
mensual.

Consecuencias: El pago a dos ordefiadores del plantel de Osorno permitio la
fidelizacion de estos trabajadores. Dado que estos son los encargados directos de
la aplicacion de los tratamientos y colaboran cercanamente en la toma de
muestras, parecié esencial que estén comprometidos con el proyecto.

Ajustes realizados: Re-itemizacion desde el fondo de gastos de imprevistos
hacia el pago de remuneraciones.

5 OBJETIVO. “Difundir y Comercializar el producto validado”.

Para la realizacién de este objetivo, se planificaron distintas actividades de difusién
orientadas a dar a conocer el producto para asi impulsar y facilitar su
comercializacion.

Estas actividades fueron planificadas y llevadas a cabo en su mayoria por el asociado
del proyecto Biogenesis Animal Health Chile y se dividen en 4 grupos:

1. Desarrollo de seminarios informativos para dar a conocer el producto de dipping
formulado en base a cobre (cuyo nombre comercial es Cow Guard).

2. Asesorias directas en terreno a productores lecheros acerca de las propiedades y

la manera correcta de utilizacion del producto formulado.

Contacto directo con vendedores intermediarios.

Publicidad y posicionamiento comercial del producto a través de la pagina web de

Biogénesis Animal Health Chile.

B w

A continuacién se describen en mayor detalle las actividades realizadas en cada uno
de los puntos.

1. Desarrollo de seminarios informativos.

Se realizaron diversos seminarios y charlas informativos donde se presentaron los
resultados parciales del estudio, ademas de participar en jornadas productivas donde
se pudo exponer las caracteristicas del producto y sus propiedades. Estas actividades
se realizaron principalmente en la zona sur (VIII, X y XIV regiones) debido a que la
mayor produccion lechera y por lo tanto la mayor concentracion de potenciales
compradores se encuentra en estos lugares.
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a)

b)

d)

Il Jornada de Innovacion en Produccion Nacional. Los Angeles. Chile. 29
de agosto de 2014. En el marco de las jornadas se realiz6 la presentacion
“Uso del cobre en prevencion de mastitis” en donde el profesor Guillermo
Figueroa expuso los resultados que hasta la fecha se tenian y la proyeccion de
estos. No es posible contar con la lista de participantes debido a que es
informacion confidencial de los organizadores de las jornadas. El programa de
las charlas totales que se presentaron se encuentran en el Anexo 8

Seminario con productores de Nestlé Chile. X Region. Osorno. Chile.
Diciembre de 2014. En esta ocasion se invité a productores lecheros de Nestlé
planta Osorno a conocer el producto y sus propiedades. La charla fue dada por
el Profesor Guillermo Figueroa con el nombre “Uso del Cobre para el control de
la Mastitis”. Asistieron 55 productores de toda la region. Tal como en la ocasién
anterior se presentaron los avances del estudio hasta la fecha, con la promesa
de hacer una nueva presentacion al momento de que el estudio estuviera
terminado. (Material visual de la presentacion en Anexo 8)

Seminario en Hotel Sonesta. X Region. Osorno. Chile. Enero 2015. La
estrategia utilizada por Biogénesis Animal Health Chile para atraer agricultores
fue desde un principio hacer invitaciones en conjunto con las plantas
procesadoras de leche que reciben el acopio de los productores lecheros. Es
asi que en este seminario se contd con la participacion y respaldo de las
Plantas de procesamiento de Leche de Soprole de Osorno, Nestle Osorno
/Llanquihue y Los Angeles, asi como también la Planta de leche COLUN.
Todas las empresas se preocuparon de invitar e incentivar la asistencia de los
productores que les proveen leche. El objetivo de este seminario fue hacer la
presentacion formal del cobre como elemento alternativo para el control de
mastitis, en donde se presentaron los resultados parciales de la investigacion
llevada a cabo por el INTA con el auspicio de FIA. En total asistieron 150
productores lecheros. El apoyo de imagenes del seminario se encuentra en el
Anexo 8

Charla a Productores de COLUN. XIV Regién. La Unidn. Chile. Marzo 2015.
En esta oportunidad la empresa COLUN invitd a productores lecheros que les
proveen de materias primas a conocer los avances y resultados de la
utilizaciéon de cobre como controlador de mastitis bovina. Participaron 215
productores de toda la regidn. Se presentaron los resultados del estudio in vivo
procesados hasta la fecha con la promesa de hacer una nueva presentacion
con los resultados finales. El apoyo de imagenes del seminario se encuentra en
el Anexo 8.

Seminario a Productores Lecheros Osorno. X Regién. Osorno. Chile.
Marzo 2015. Tal como se habia realizado en el mes de Enero, las distintas

55



4

Fundaciin para la
Innovaciaén Agraria

W

empresas lecheras invitaron a los productores lecheros que les proveen de
leche a conocer el producto para dipping formulado en base a cobre para el
control de mastitis. La asistencia total de fue de 150 productores. (Material
visual de la presentacion en Anexo 8)

2. Asesorias directas en terreno

Las asesorias en terreno de forma directa a los productores en sus planteles se han
realizado de manera permanente por meédicos veterinarios de Biogénesis Animal
Health Chile, e involucran tanto al duefio de la lecheria, como a los médicos
veterinarios encargados y asesores y al personal de ordefia. Este tipo de trabajo es
lento pero es el mas seguro en relacion a la transmision de la informacion de “boca a
boca“que es la Unica manera de generar confianza en el uso de una nueva alternativa
para controlar mastitis a través del uso de un gel cosmético que protege la piel de los
pezones y que contiene cobre.

En las asesorias se presenté el producto, se dejaron muestras para ser utilizadas en
los animales, y se aplico directamente a los animales.

Dichas actividades se han realizado a diversos planteles de la zona sur desde la VIII
region hasta la X, que es donde estan concentradas la mayoria de las empresas
lecheras del pais.

En el Anexo 8 se presenta material visual de dichas actividades.
3. Contacto directo con vendedores intermediarios.

Los canales de comercializacion estan orientados basicamente a mantener un stock
minimo de producto, con una promocién a través de pendones (ver anexo), en cada
sucursal, entrenamientos de los dependientes de farmacia y charlas técnicas a grupos
de productores. Esta situacion se esté llevando a cabo con la COLUN, y CALS de
Santiago. Actualmente las ventas anuales del producto solo alcanzan a 120 toneladas
anuales de un mercado potencial de 4.500 toneladas afio.

Ademas se presentd el producto en un stand de la Feria Ganadera de Osorno en
Marzo de 2015 de la SAGO (Sociedad Agricola y Ganadera de Osorno), para darlo a
conocer a empresas y productores de la X region y del pais. (Imagenes en Anexo 8)

4. Publicidad y posicionamiento comercial del producto a través de la pagina web de
Biogénesis Animal Health Chile.

La publicidad y posicionamiento comercial del producto se masificard una vez que
esté terminado el estudio de investigacion llevado a cabo por el INTA y se tenga los
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resultados finales del producto. Esto porque la gran mayoria de los médicos
veterinarios y productores preguntan por los resultados de la investigacion antes de
tomar una decision acerca del producto.

De todas formas, ya ha sido puesta publicidad del producto en la pagina web de
Biogénesis Animal Health Chile y se han recibido consultas acerca de sus
propiedades (Imagenes en anexo)

IV. CONCLUSIONES.

e El cobre demostrd “in vitro” que puede controlar la multiplicacion de bacterias
ambientales y patdgenas provenientes de leche de vacas con mastitis clinica y
subclinica

e El producto para dipping en base a cobre antimicrobiano (CWR-5) ha probado
ser una alternativa al empleo de dipping de yodo para prevenir la mastitis
bovina.

e El producto logré disminuir “in vivo” la prevalencia de mastitis bovina y el P75
de los animales sometidos a dipping con cobre sin tener efectos adversos en
los pezones y cuartos.

e El efecto cicatrizante sugerido a partir de los resultados del estudio de
bienestar animal, es una interesante alternativa que entrega un valor agregado
al producto.

e La resistencia a antibidticos detectados en los patdgenos asociados a mastitis
bovina hacen muy atractivo el uso de cobre antimicrobiano.

e EI cobre no causa deterioro ambiental, durante el estudio no se detecto
aumento en el contenido de cobre en muestras de tierra y agua.

e El dipping de cobre no tiene actividad toxica para los consumidores, en efecto
éste no altera el nivel basal de este metal en la leche de vacas que reciben
dipping de cobre.

e La difusion del producto ha sido muy bien recibida por los productores lecheros
quienes reconocen su efectividad aunque todavia los resultados no se
publican.

¢ En este momento existen interesados en varios paises por conocer y utilizar el
dipping de cobre. Entre ellos se cuenta grandes laboratorios internacionales,
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productores de leche y organismos estatales de paises con alta masa
ganadera.

V. OTROS

A continuacion se mencionan otros productos adicionales generados en este
proyecto

e Tesis de Pregrado:
Alumno: Alvaro Baeza: “Evaluacion in vitro del efecto antibacteriano de dos
formulaciones antisépticas topicas mamarias en base a cobre sobre patdgenos
aislados de Mastitis Bovina”. Carrera Medicina Veterinaria.

e Tesis de Magister:
Alumno Enrique Zufiga: “ldentificacion de determinantes genéticos implicados
en la formacién de biofilms en aislados de Staphylococcus aureus de mastitis
bovina. Magister en Nutricion y Alimentos, Mencion Alimentos Saludables,
INTA Universidad de Chile.

e Unidades de Investigacion: N=3
e Presentaciones a Congreso:

Peralta MJ., Baeza A., Cordero N., Castillo E., Reyes-Jara A. Estudio de la
Resistencia a Antibiéticos de Cepas Bacterianas Aisladas de Mastitis Bovina.
XXV Congreso Chileno de Microbiologia (SOMICH) Marbella, 26-30 de
noviembre de 2013.

Baeza, A., Cordero N., Peralta MJ., Castillo E., Troncoso M., Reyes-Jara A.,
Figueroa G. Prevalencia de bacterias aisladas desde leches de ganado con
mastitis bovina en Chile. XXV Congreso Chileno de Microbiologia (SOMICH)
Marbella, 26-30 de noviembre de 2013.

e Articulos Cientificos
Reyes-Jara, A., Cordero, N., Troncoso, M., Aguirre, J., Figueroa, G. In vitro

study of the antibacterial effect of copper and their potential use in the control of
bovine mastitis. Enviado a la Revista Frontiers in Microbiology.
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el cuarto

A n mastitis
N Muestras | n"interno | N° vaca Procedencia Zona del pais | _Cuadro Fecha
1 ALS61 - - Fundo Santa Inez Zona Central | _Cliniea__|_03.05.13] El it
2 ALS62 - - Fundo Santa Inez Zona Central | Clinica | 03.05.13 | Microbiologia y Probidticos del INTAy.
3 ALS63 Fundo Santa Inez Zona Central | _Clinica__|_03.05.13] analizadas. A cada muestra se le asigné un ndmero interno. Se registro la
4 ALS65 Fundo Santa Inez Zona Central | Clinica | 03.05.13 procedencia de la muestra, Ia zona y la fecha de la toma de muestra. Cuando la
s AL48Y Lecheri Zona sur. Clinica | 07.05.13 , el ni
6 ALa9L Lecheria Chil Zona sur Clinica | 07.05.13 afectado (ver detalle al final dea tabla). Se observa que 112 muestras proviene de la
7 AL49) - - Lecheria Chil Zona Sur. Clinica__|_07.05.13 zona centro y 214 de la zona sur
8 ALsos Purranaue Zona sur Clinica | 07.05.13
9 A9 Purranaue Zona sur Clinica | 07.05.13
10 ALT00 Purranaue Zona sur Clinica | 07.05.13
1 ALT02 Purranaue Zona sur Clinica | 07.05.13
12 ALTO3 Purranaue Zona sur Clinica | 07.05.13
13 ALTOS Purranaue Zona sur Clinica | 07.05.13
14 ALTOS Purranaue Zona sur Clinica | 07.05.13
15 ALT0S Purranaue Zona sur Clinica | 07.05.13
16 ALTOT Purranaue Zona sur Ciinica__|_ 07.05.13
17 ALT0S Purranaue Zona sur Clinica | 07.05.13
18 ALTOS Purranaue Zona sur Ciinica | 07.05.13
19 ALTIL talagante . lampa Zona Central | Clinica | 09.05.13
20 AT talagante . lamoa Zona Central | Clinica | 09.05.13
21 ALTIS talagante . lampa Zona Central | Clinica | 09.05.13
22 ALTIS talagante . lamoa Zona Central | Clinica | 09.05.13
23 ALT20 talagante . lampa Zona Central | Clinica | 09.05.13
2 11706 - - Fundo Santa Inez Zona Central | Clinica | 09.05.13
25 11962 Fundo Santa Inez Zona Central | _Clinica__|_09.05.13
26 11531 Fundo Santa Inez Zona Central | Clinica | 09.05.13
27 1812 Fundo Santa Inez Zona Central | _Clinica__|_09.05.13]
28 1219 Fundo Santa Inez Zona Central | Clinica | 09.05.13
29 12011 - - Fundo Santa Inez Zona Central | _Clinica_|_09.05.13
30 11960 Fundo Santa Inez Zona Central | Clinica | 09.05.13
31 12247 Fundo Santa Inez Zona Central | _Clinica__|_09.05.13
32 0113159 Fundo Santa Inez Zona Central | Clinica | 09.05.13
33 11592 Fundo Santa Inez Zona Central | _Clinica_|_09.05.13
34 11266 Fundo Santa Inez Zona Central | _Clinica | 09.05.13
35 12781 Fundo Santa Inez Zona Central | _Clinica__|_09.05.13]
36 12711 Fundo Santa Inez Zona Central | Clinica | 09.05.13
37 12089 Fundo Santa Inez Zona Central | _Clinica__|_09.05.13
38 10024 Fundo Santa Inez Zona Central | Clinica | 09.05.13
39 101151 16 Zona Sur. Clinica__|_09.05.13
a0 535 0b 16 Zona sur Clinica | 09.05.13
a1 27119 16 Zona Sur. Clinica__|_09.05.13
a2 2118640A1 16 Zona sur Clinica | 09.05.13
43 2877 16 Zona sur. Clinica__|_09.05.13
a4 2781 16 Zona sur Clinica | 09.05.13
5 2670587A1 16 Zona Sur. Clinica__|_09.05.13
a6 209939 - - 16 Zona sur Clinica | 09.05.13
47 2 16 Zona sur. Clinica__|_09.05.13
a8 4148 16 Zona sur Clinica | 09.05.13
49 1188267PD 16 Zona sur. Clinica__|_09.05.13
50 24119 16 Zona sur Clinica | 09.05.13
51 248976CAIADI |- - 16 Zona sur Clinica__|_09.05.13
52 1002840 = = 16 Zona sur Clinica | 09.05.13
53 747 Los Nogales Zona Central | Clinica | 09.05.13
54 MT-0154 | 11493 = Zona Central | Clinica | 31.05.13
55 MT-0155 | 12577 Zona Central | Clinica | 31.05.13
56 MT-0156 | 11338 = Zona Central | Clinica | 31.05.13
57 MT-0157 | 11499 Zona Central | _Clinica | _31.05.13
58 MT-0158 | 12657 = Zona Central | Clinica | 31.05.13
59 MT-0159 | 12946 Zona Central | _Clinica | _31.05.13
60 MT-0160 | 11165 = Zona Central | Clinica | 31.05.13
61 MT-0161 | 12352 Zona Central | _Clinica | 31.05.13
62 MT-0162 | 12671 = Zona Central | Clinica | 31.05.13
63 MT-0163 | 11902 Zona Central | Clinica | _31.05.13
64 MT-0164 | 10068 = Zona Central | Clinica | 31.05.13
65 MT-0165 | 92087 Zona Central | Clinica | 31.05.13
66 MT-0166 | 12615 = Zona Central | Clinica | 31.05.13
67 MT-0167 | 10620 Zona Central | _Clinica | _31.05.13
68 MT-0168 | 12213 = Zona Central | Clinica | 31.05.13
69 MT-0169 | 12159 Zona Central | _Clinica | _31.05.13
70 MT-0170 | 11922 = Zona Central | Clinica | 31.05.13
7 MT-0171 | 13247 Zona Central | _Clinica | 31.05.13
72 MT-0172 | 11223 = Zona Central | Clinica | 31.05.13
73 MT-0173 | 11662 - Zona Central | Clinica | 31.05.13
7 MT-0174 | 11484 = Zona Central | Clinica | 31.05.13
75 MT-0175 | 10474 Zona Central | _Clinica | 31.05.13
76 MT-0176 | 11521 = Zona Central | Clinica | 31.05.13
77 MT-0177 | 11611 Zona Central | Clinica | 31.05.13
78 MT-0178 | 11858 = Zona Central | Clinica | 31.05.13
79 MT-0179 | 11601 Zona Central | _Clinica | _31.05.13
80 MT-0180 | 12328 = Zona Central | Clinica | 31.05.13
81 MT-0181 | 11242 Zona Central | _Clinica | 31.05.13
82 MT-0182 | 10890 = Zona Central | Clinica | 31.05.13
83 MT-0183 | 12470 Zona Central | Clinica | 31.05.13
81 MT-0184 | 10068 = Zona Central | Clinica | 31.05.13
8 MT-0185 | 11323 Zona Central | _Clinica | 31.05.13
86 MT-0186 | 12795 = Zona Central | Clinica | 31.05.13
87 MT-0308 | 440778 Mafil Zona sur Clinica | 17.07.13
88 MT-0309 | 440896 - Mafil Zona sur Clinica | 17.07.13
89 MT-0310 | 440921 Mail Zona sur Clinica | 17.07.13
%0 MT-0311 | 264002 - Mafil Zona sur Clinica | 17.07.13
o1 MT-0312__| 441071 Mafil Zona sur Clinica | 17.07.13
9 MT-0313 | 440805 - Mafil Zona sur Clinica | 17.07.13
93 MT-0314__| 440528 Mail Zona sur Clinica | 17.07.13
o4 MT-0315 | 440955 - Mafil Zona sur Clinica | 17.07.13
95 MT-0316 | 4€=06 - Mail Zona sur Clinica | 17.07.13
%6 MT-0317 | 6917 - Mafil Zona sur Clinica | 17.07.13
97 MT-0318 | 440411 Mail Zona sur Clinica | 17.07.13
98 MT-0319 | 269088 - Mafil Zona sur Clinica | 17.07.13
%9 MT-0320 | 16206 Mail Zona sur Clinica | 17.07.13
100 MT-0321 | 269121 - Mafil Zona sur Clinica | 17.07.13
101 MT-0322_| €206 Mafil Zona sur Clinica | 17.07.13
102 MT-0323 | 440173 - Mafil Zona sur Clinica | 17.07.13
103 MT-0324__| 296928 Mail Zona sur Clinica | 17.07.13
104 MT-0325 648 - Mafil Zona sur Clinica | 17.07.13
105 MT-0326 | 26206 Mail Zona sur Clinica | 17.07.13
106 MT-0327__| 440877 - Mafil Zona sur Clinica | 17.07.13
107 MT-0328 | o982 Futrono Zona Sur 170713
108 MT-0320 | 3165 - Futiono Zona Sur 17.07.13
109 MT-0330 | 0049 Futrono Zona Sur 170713
110 MT-0331 | 5810 - Futrono Zona Sur 17.07.13
111 MT-0332 | s847 Futrono Zona Sur 170713
112 MT-0333 | 9203 - Futrono Zona Sur 17.07.13
113 0334 3506 Futrono Zona Sur 170713
114 MT-0335 | 9163 - Futiono Zona Sur 17.07.13
115 MT-033% | 6671 Futrono Zona Sur 170713
116 MT-0337 | 0015 - Futiono Zona Sur 17.07.13
117 MT-0338 | 0204 - Futrono Zona Sur 170713
118 MT-0339 | o108 - Futiono Zona Sur 17.07.13
119 MT-0340 | 8450 Futrono Zona Sur 170713
120 MT-0341 | 9166 - Futrono Zona Sur 17.07.13
121 MT-0342 | 6104 Futrono Zona Sur 170713
122 9635 - Futrono Zona Sur 17.07.13
123 9210 utrono ona Sur 17.07.1
124 3532 - utiono ona Sur 1
125 1053 = utrono ona Sur I
126 4146 | AD.PI.PD ueno ona Sur i 1
127 2610 ) ueno ona Sur inica I
128 4253 | ALAD Pl ueno ona Sur i 1
129 1424_|_ Al AD, PLPD ueno ona Sur inica I
130 4201 AP ueno ona Sur i 1
131 2615 ) ueno ona Sur inica I
132 1531 | AD.PI.PD ueno ona Sur i 1
133 [ 1769 AD o Bueno [ zonasur_|_ciimi I
134 524_| Al AD, PI,PD ueno ona Sur i 1
135 546 PO ueno ona Sur inica I
136 [1s11 ] ueno ona Sur i 1
137 473 2] ueno ona Sur inica I
138 [ 2585 | AD.Pi.PD ueno ona Sur i 1
139 488 ADPI ueno ona Sur inica I
140 635 5] ueno ona Sur i 1
141 2633 Pl ueno ona Sur inica I
182 2820 ALPL ueno ona Sur i 1
143 7584 APl ueno ona Sur inica I
134 1469 A0 ueno ona Sur i 1
135 3002 ) ueno ona Sur inica I
126 255% AD ueno ona Sur i 1
147 1441 Al AD ueno ona Sur inica I
148 1682 A ueno ona Sur i 1
139 1514 D, PD. ueno ona Sur inica I
150 1646 ] ueno ona Sur i 1
151 5298 A inta Sara ona Centra inica I
152 0376 | 5208 | AD,PI.PD ta Sara ona Central_|_Subclinica 1
153 0377 | 5602 Pl inta Sara ‘ona Centra finica I
154 0378 | 5582 | AL AD.PIPD ta Sara ona Central_|_Subclinica 1
155 0379 | 5589 | ALAD. Pl inta Sara ona Central_|_Subclinica I
156 0380 | 5589 5] ta Sara ona Cent: i 1
157 0381 | 4640 | AL AD,PLPD inta Sara ona Central_|_Subclinica Bt
158 0382 | 4178 | ALAD.PLPD ta Sara ona Cent: ubclinica 1
159 - 0383 794_| ALAD.PI.PD ta Sara ona Cent: ubclinica I
160 MT-0334 | 4308 | AlAD.PLPD ta Sara Zona Centr: ubclinica | 28,081
161 MT-0385 | 4710 | Al AD. P PD ta Sara Zona Cent: ubclinica | 28.08.1
162 MT-038 | 4545 | Al AD.PLPD ta Sara Zona Centr: ubclinica | _28.08.1:
163 MT-0387 | 4736 AD ta Sara Zona Cent: i 28.08.1
164 MT-0388 | 473 | ALPLPD ta Sara Zona Cenval | Subclinica | 28.08.1;
165 MT-0389 | 4784 | Al AD. P PD ta Sara Zona Central | Subclinica | 28.08.1
166 MT-0390 | 4252 | Al AD.PLPD ta Sara Zona Cenval | Subclinica | 28.08.1:
167 MT-0391 | 4378 | AL AD.PLPD ta Sara Zona Cent: ubclinica | 28.08.1:
168 T 0392 784_| Al AD.PIPD ta Sara Zona Cent: ubclinica | _28.08.1:
169 MT-0393 892 | ALAD.PIPD ta Sara Zona Cent: ubclinica | 28.08.1
170 T 0394 801 AlPLPD ta Sara Zona Cent: ubclinica | _28.08.1:
171 MT-0395 | 3982 | AlAD.PD ta Sara Zona Cent: ubclinica | 28.08.1




172 MT-039% | 3982 Pl ta Sara Zona Centr: 1
173 MT-0397 | 1805 | AL AD.PD ta Sara Zona Cent: inic 1
174 MT-0398 | 4353 | ALAD Pl ta Sara Zona Cent: nic 1
175 0399 | 4426 | Al AD.PLPD ta Sara Zona Cent: inic 1
176 MT-0400 | 4085 | Al AD. PI.PD ta Sara Zona Cent: nic 1
177 MT-0201 | 433 | Al AD.PLPD ta Sara Zona Centr: inic 1
178 MT-0402 | 4395 | Al AD.PI.PD ta Sara Zona Cent: nic 1
179 MT-0403 | 3834 | Al AD.PLPD ta Sara Zona Centr: inic 1
180 MT-0404__| 3729 | ALAD.PLPD ta Sara Zona Cent: inic 1
181 MT-0405 | 4200 | Al AD.PLPD a Zona Centr: inic 1
182 T 0406 790 PI,PD Los Cipreces Zona Cent: nic 1
183 T 0407 754_| AL AD.PIPD Los Cipreces Zona Cent: nica | 11.09.1:
184 T 0408 825 | ALAD.PIPD Los Cipreces Zona Cent: nica | 11.09.1:
185 T 0409 950 PLPD Los Cipreces Zona Cent: nica | 11.09.1:
186 MT-0410 990 | Al AD.PI.PD Los Cipreces Zona Cent: nica | 11.09.1:
187 T 0411 936 | Al AD.PLPD Los Cipreces Zona Cent: nica | 11.09.1:
188 MT-0412 992 | AL AD.PI.PD Los Cipreces Zona Cent: nica | 11.09.1:
189 T 0413 997 APl Los Cipreces Zona Central nica | 11.09.13
190 MT-0414 | 1028 | Al AD.PIPD Los Cipreces Zona Cent: nica | 11.09.13
191 MT-0415 | 1074 | Al AD,PLPD Los Cipreces Zona Central nica | 11.09.13
192 MT-0416 | 1087 AD,PD. Los Cipreces Zona Cent: nica | 11.09.13
193 MT-0417 | 1095 | AL AD,PLPD Los Cipreces Zona Central nica | 11.09.13
194 MT-0418 | 1099 AD Los Cipreces Zona Cent: nica | 11.09.13
195 MT-0419 | 1099 Pl Los Cipreces Zona Central nica | 11.09.13
196 MT-0420 | 1131 | AL AD. P PD Los Cipreces Zona Cent: nica | 11.09.13
197 MT-0421 | 1137 | Al AD.PLPD Los Cipreces Zona Central nica | 11.09.13
198 MT-0422 | 1138 | Al AD.PLPD Los Cipreces Zona Cent: nica | 11.09.13
199 MT-0423 | 1142 | Al AD,PLPD Los Cipreces Zona Central nica | 11.09.13
200 MT-0424__| 1144 | Al AD.PI.PD Los Cipreces Zona Cent: nica | 11.09.13
201 MT-0425 | 1188 | AL AD,PLPD Los Cipreces Zona Central nica | 11.09.13
202 MT-0426 | 1198 | Al AD. P PD Los Cipreces Zona Cent: nica | 11.09.13
203 MT-0427 | 1210 | Al AD,PLPD Los Cipreces Zona Central nica | 11.09.13
200 MT-0428 | 1287 | Al AD.PLPD Los Cipreces Zona Cent: nica | 11.09.13
205 MT-0420 | 5969 [ Lago Ranco Zona Sur i 28.00.13
206 MT-0430 | 5620 AD Lago Ranco Zona Sur i 28.09.13
207 MT-0431 | 4961 Pl Lago Ranco Zona Sur i 28.00.13
208 MT-0432 | 4969 A Lago Ranco Zona Sur i 28,0913
209 MT-0433 | 4996 Pr Lago Ranco Zona Sur i 28.00.13
210 MT-0434 | 4950 A Lago Ranco Zona Sur i 28.09.13
211 MT-0435 | 5427 Pr Lago Ranco Zona Sur i 28.00.13
212 MT-0436 | 4960 AD Lago Ranco Zona Sur i 28.09.13
213 MT-0437 | 6049 AD Lago Ranco Zona Sur i 28.00.13
214 MT-0438 | 9775 ] Lago Ranco Zona Sur i 28.09.13
215 MT-0439 | 7790 PD Lago Ranco Zona Sur i 28.00.13
216 MT-0440 | 5954 ] Lago Ranco Zona Sur i 28.09.13
217 MT-0441 | 4978 Pr Lago Ranco Zona Sur i 28.00.13
218 MT-0442 | 4950 AD Lago Ranco Zona Sur i 28,0913
219 MT-0443 | 5654 A Lago Ranco Zona Sur i 28.00.13
220 MT-0444 | 5620 Pl Lago Ranco Zona Sur i 28,0913
221 MT-0445 | 5954 D Lago Ranco Zona Sur i 28.00.13
222 MT-0446 | 5894 ] Lago Ranco Zona Sur i 28.09.13
223 MT-0447 | 4977 A Lago Ranco Zona Sur i 28.00.13
220 MT-0448 | 9780 A Lago Ranco Zona Sur i 28.09.13
225 MT-0449 | 4956 Pr Lago Ranco Zona Sur inica | _28.00.13
226 MT-0450 | 5681 AD Lago Ranco Zona Sur i 28.09.13
227 MT-0451 | 4957 AD Lago Ranco Zona Sur inica | _28.09.13
228 MT-0452 | 4996 ) Lago Ranco Zona Sur i 28.09.13
229 MT-0453 | 5943 AD Lago Ranco Zona Sur inica | _28.09.13
230 MT-0454 | 5934 PO Lago Ranco Zona Sur i 28.09.13
231 MT-0455 | 5616 Al Lago Ranco Zona Sur inica | _28.09.13
232 MT-0456 | 2722 | Sin determinar Lago Ranco Zona Sur i 28.09.13
233 MT-0457 | 4957 PD Lago Ranco Zona Sur inica | _28.09.13
234 MT-0458 | 5027 PO Lago Ranco Zona Sur i 28.09.13
235 MT-0459 | 4949 ) Lago Ranco Zona Sur inica | _28.09.13
236 MT-0460 | 5616 ] Lago Ranco Zona Sur i 28.09.13
237 MT-0461 | 4930 D Los Angeles Zona Sur i 28.00.13
238 MT- 0462 Al AD, P, PD Los Angeles Zona Sur i 28.09.13
239 MT-0463 | 4846 | Al AD,PLPD Los Angeles Zona Sur i 28.00.13
240 MT-0464 | 5371 | Al AD.PLPD Los Angeles Zona Sur i 28.09.13
211 MT-0465 | 5332 PD Los Angeles Zona Sur i 28.00.13
202 MT-0466 | 4754 | Al AD. P PD Los Angeles Zona Sur i 28.09.13
213 MT-0466 | 4754 | Al AD,PLPD Los Angeles Zona Sur i 28.00.13
244 MT-0467 | 4894 - Los Angeles Zona Sur i 28.09.13
25 MT-0468 | 5038 A Los Angeles Zona Sur i 28.00.13
246 MT-0469 | 526 | Al AD.PLPD Los Angeles Zona Sur i 28.09.13
247 MT-0470 | 5220 | Al AD,PLPD Los Angeles Zona Sur i 28.00.13
218 5302 PD Los Angeles Zona Sur 28.09.13
249 5230 - Los Angeles Zona Sur 28.00.13
250 5030 AD Los Angeles Zona Sur 28.09.13
251 5778 A Los Angeles Zona Sur 28.00.13
252 5144 ] Los Angeles Zona Sur 28.09.13
253 5074 D Los Angeles Zona Sur 28.00.13
254 V5001 PO Los Angeles Zona Sur 28.09.13
255 4570 Al Los Angeles Zona Sur 28.00.13
256 5045308 AD Los Angeles Zona Sur 28.09.13
257 4973 Pl Los Angeles Zona Sur 28.00.13
258 5081 AD Los Angeles Zona Sur 28.09.13
250 5001 A Los Angeles Zona Sur 28.00.13
260 5124 ] Los Angeles Zona Sur 28.09.13
261 5023 D Los Angeles Zona Sur 28.09.13
262 5144 ) Los Angeles Zona Sur 28.09.13
263 4877 A Los Angeles Zona Sur 28.09.13
264 5126 A Los Angeles Zona Sur 28.09.13
265 5153 2 Los Angeles Zona Sur 28.09.13
266 5080 A Los Angeles Zona Sur 28.09.13
267 5308 D Los Angeles Zona Sur 28.09.13
268 5045331 2] Los Angeles Zona Sur 28.09.13
269 5153 A Los Angeles Zona Sur 28.09.13
270 5080 A Los Angeles Zona Sur 28.09.13
271 5237 A Los Angeles Zona Sur 28.09.13
272 5371 2] Los Angeles Zona Sur 28.09.13
273 5096 Pl Los Angeles Zona Sur 28.09.13
274 4876 D Los Angeles Zona Sur 28.09.13
275 5023 AD Los Angeles Zona Sur 28.09.13
276 5223 AD Los Angeles Zona Sur 28.09.13
277 5124 Pl Los Angeles Zona Sur 28.09.13
278 4896 PD Los Angeles Zona Sur 28.09.13
279 5153 AD Los Angeles Zona Sur 28.09.13
280 5088 - Los Angeles Zona Sur 28.09.13
281 4905 Los Angeles Zona Sur 28.09.13
280 MT-0505 | 3£+06 | Al AD. PLPD Purranaue Zona sur 28.09.13
283 MT-0506 | 3574 Purranaue Zona sur 28.09.13
284 MT-0507 | 5931 | Al AD.PIPD Purranaue Zona Sur 28.09.13
285 MT-0508 | 5e+06 Purranaue Zona sur 28.09.13
286 MT-0509 | 3266 - Purranaue Zona Sur 28.09.13
287 MT-0510 | 3357 Purranaue Zona sur 28.09.13
288 MT-0511 | 3£+06 | Al AD. PIPD Purranaue Zona Sur 28.09.13
289 MT-0512 | 3¢:06 | Al AD. Pl PD Purranaue Zona sur 28.09.13
290 MT-0513 | 3034 - Purranaue Zona Sur 28.09.13
201 MT-0514 | 3581 Purranaue Zona sur 28.09.13
292 MT-0515 | 3£+06 | Al AD. PLPD Purranaue Zona Sur 28.09.13
293 MT-0516 | 3¢:06 Purranaue Zona sur 28.09.13
204 MT-0517 | 3689 - Purranaue Zona Sur 28.09.13
205 0518 | s744 - Purranaue Zona sur BT
29 0519 | 3£+06 | ALAD.PLPD Purranaue Zona sur. ubclini 1
297 0520 | 3700 - Purranaue Zona sur ubclini 1
208 0521 | 3388 - Purranaue Zona sur. ubclini 1
299 0522 | 3473 Purranaue Zona sur ubclini 1
300 0523 | 3730 - Purranaue Zona sur. ubclini 1
301 0524 | 3518 Purranaue Zona sur ubclini 1
302 0525 | 3106 - Purranaue Zona sur. ubclini 1
303 0526 | 3272 | ALAD.PIPD Purranaue Zona sur ubclini 1
304 0527 | 3827 | ALAD.PLPD Purranaue Zona sur. ubclini 1
305 0527 | 3827 | ALAD.PIPD Purranaue Zona sur ubclini 1
306 0528 | 3146 - Purranaue Zona sur. ubclini 1
307 0529 | 3e:06 Purranaue Zona sur ubclini 1
308 - 053 3 - Purranaue Zona sur. ubclini 1
309 0531 | 274372 | AL AD.PI.PD Purranaue Zona sur ubclini I
310 0532 | 3504 | ALAD.PLPD Purranaue Zona sur. ubclini 1
311 0533 | 3066 Al Purranaue Zona sur ubclini 1
312 0534 | 775488 — Purranaue Zona sur. ubclini 1
313 0535 | 3495 - Purranaue Zona sur ubclini 1
314 0535 | 2£+06 | AL AD.PLPD Purranaue Zona sur. ubclini 1
315 0537 | 5800 | Al AD.Pl.PD Purranaue Zona sur ubclini 1
316 0537 | 5800 | AL AD.PIPD Purranaue Zona sur. ubclini 1
317 - 0538 111 - Purranaue Zona sur ubclini 1
318 0539 | 7502 - Purranaue Zona sur. ubclini 1
319 0540 | 3793 Purranaue Zona sur ubclini 1
320 - 3406 | Al AD,PIPD. Purranaue Zona sur. ubclini 1
321 - 6609 - Purranaue Zona sur ubclini 1
322 3 3437 - Purranaue Zona sur. ubclini 1
323 - 3468 Purranaue Zona sur ubclini 1
320 3 36406 - Purranaue Zona sur. ubclini 1
325 - 120 Purranaue Zona sur ubclini 1
326 3 - Purranaue Zona sur. ubclini 1
Al cuarto anterior izquierdo

AD  cuarto anterior derecho

Pl cuarto posterior izquierdo

PD  cuarto posterior derecho

Noidentificado




Anexo 2. Cepas

lesde muestras de I

eche con Mastitis

La tabla del anexo 2 detalla las especies bacterianas aisladas desde cada una de las muestras de MB analizadas

N° Muestras| _Zona del pais n° Interno Codigo cepa Dignéstico
1 Zona Central ALS61 ALS61-7 E.coli
2 Zona Central ALS62 ALS62-5 E. col
3 Zona Central AL563 AL563-3 £ col
4 Zona Central ALS65 AL565-5 E. coli
5 Zona Central ALS65 ALS65-4 £ col
3 Zona Central AL489 AL489-1 S aureus
7 Zona Central AL491 AL491-1 S aureus
8 Zona Central AL492 AL492-1 S_aureus
9 Zona Central AL698 AL698-1 S.aureus
10 Zona Central AL699 AL699-1 S.aureus
11 Zona Central AL700 AL700-1 S aureus Tabla Resumen. Esta tabla presenta el numero de microrganismos aislados de leche de MB por zona.
12 Zona Central AL702 AL702-1 S. aureus
13 Zona Central AL702 AL702-3 S. uberis B.N.F 3 13 0 00
14 Zona Central AL702 AL702-4 S.aureus Candida sp 3 13 1 06
15 Zona Central AL702 AL7025 Micrococcus sp c a1 17,5 21 13,3
16 Zona Central AL703 AL703-4 S.aureus E. coli 7 30 14 89
17 Zona Central AL704 AL704-1 S aureus 3 13 6 38
18 Zona Central AL704 AL704-4 S.aureus |Kiebsiella sp 3 13 16 101
19 Zona Central AL704 AL704-3 S aureus i : 9 38 6 38
20 Zona Central AL705 AL705-1 S.aureus s aureus 2 17,1 28 17,7
21 Zona Sur AL705 AL705-4 S aureus 2 09 3 19
22 Zona Sur. AL 705 AL 705-5 S. aureus S. agalactiae 4 09 1 06
23 Zona Sur AL706 AL706-3 SCN S. uberis 28 12,0 2 13,9
2 Zona Sur AL707 AL707-5 SCN SCN 61 256 2 152
25 Zona Sur AL707 AL707-6 SCN 2 09 2 13
26 Zona Sur AL707 AL707-7 SCN Otras 21 9,0 6 38
27 Zona Sur AL708 AL708-3 S aureus bacillus 10 43 3 5,1
29 Zona Sur AL708 AL708-7 S aureus
30 Zona Sur. AL 709 AL709-1 S. aureus
31 Zona Sur AL709 AL709-3 S aureus Figura 1. Prevalencia de patégenos causantes de MB en dos zonas productivas de Chile.
32 Zona Sur. AL711 AL711-1 E. coli
33 Zona Sur AL712 AL7121 E. coli 00
34 Zona Central AL712 AL712-3 S.C.N
35 Zona Central AL715 AL715-1 .
36 Zona Central AL715 AL715-2 Enterobacteriaceae sp.
37 Zona Central AL719 AL719-1 SCN .
38 Zona Central AL720 AL720-1 Enterobacter sp. g
39 Zona Central AL720 AL720-2 Enterobacter sp. E
40 Zona Central 11962 11962-6 S. uberis 2
a1 Zona Central 11531 11531-9 E.col 2 mZona sur
22 Zona Central 1812 1812-3 Corynebacterium #®
# 7ona Centro
43 Zona Central 12192 12192-4 E.col
24 Zona Central 11960 11960-2 E.coli
45 Zona Central 12247 12247-4 S. uberis
6 Zona Central 12247 12247-1 SCN
47 Zona Central 113159 p113159-2 SCN
8 Zona Central 11592 11592-3 Corynebacterium
49 Zona Central 11592 11592-5 E.col
50 Zona Central 11266 11266-1 ScN
51 Zona Central 11266 11266-3 Corynebacterium
52 Zona Central 12781 12781-2 Bacillus
53 Zona Central 12711 127111 Corynebacterium
54 Zona Central 12089 12089-3 Corynebacterium El agente de mastitis bovina de mayor prevalencia en ambas regiones fue Staphylococcus coagulasa negativa (SCN) y . aureus los
55 Zona Central 10024 10024-1 SCN cuales fueron aislados en mas de un 15% de la muestras de ambas zonas.
56 Zona Central 1011541 10115A1: 38 S. uberis Al comparar ambas zonas, se observa que SCN fue mas prevalente en la zona sur.
57 Zona Central 535 pb 535 pb- 6B S_aureus
58 Zona Central 27119 27119-78 S_aureus Enla zona central E. coli y Klebsiella son mas prevalentes
59 Zona Central 2118640A1 2118640A1-88 S. uberis Patégenos como S. V. aaalactice una baia en ambas zonas estudiadas.
60 Zona Central 2877 2877-98 S. aureus
61 Zona Central 2781 2781-108 S_aureus
62 Zona Central 2670587A1 2670587A1- 18 S. uberis Conclusiones
63 Zona Central 209939 209939-28 S. uberis
64 Zona Central 2 2-18 S. uberis 1. Elingreso de como S.CN, C ium sp, sp, entre otras. Estén desplazando a los
65 Zona Central 24148 24148-38 S aureus que comunmente afectaban a bovinos lecheros.
66 Zona Central 1188267PD 1188267PD- 1 S. uberis 2.8 enla de los SCN, C iumy sobre las bacterias aisladas da cuenta de las
67 Zona Central 24119 24119-1 S aureus adaptaciones y resistencia que tienen estas bacterias en forma transversal en diferentes sistemas productivos.
68 Zona Central | 248976CAIADI | 248976CAIADI- 1 S. uberis 3. Existe una diferencia en el tipo de microorganismo causante de la mastitis bovina dependiendo de la zona estudiada, lo que se relaciona con los
69 Zona Central 10028AD 10028AD- 2 E_coli diferentes sistemas productivos y las condiciones climdticas de estas zonas.
70 Zona Central 747 747-3 E_coli 4. El disponer de informacion actualizada con respecto a la etiologia de la mastitis bovina en nuestro pafs permite a los entes participantes en la
71 Zona Sur MT-0159 MT-0159-1 Rhodotorula murcilaginosa 2 industria léctea tomar medidas preventivas para controlar el desarrollo de esta patologia.
72 Zona Sur MT-0163 MT-0163-1 5. La utilizacién de buenas précticas ganaderas y de higiene, durante todo el ciclo productivo deberfa ayudar a bajar las elevadas tasas de mastitis
73 Zona Sur MT-0164 MT-0164-1 Corynebacterium sp que existen hoy en dia en la industria lictea.
74 Zona Sur MT-0165 MT-0165-1
75 Zona Sur MT-0165 MT-0165-3 Corynebacterium sp i
76 Zona Sur MT- 0166 MT-0166- 1 E. coli Zona sur \ candidasp
77 Zona Sur MT- 0169 MT-0169- 1 SCN "‘;;'6‘“’ \ % Corynebacterium
78 Zona Sur MT-0170 MT-0170-2 Corynebacterium sp . sp
79 Zona Sur MT-0170 MT-0170- 1b E. coli 8% ) . S
Estreptocaccus / Figura 2. Prevalencia de patégenos
80 Zona Sur MT-0170 MT-0170- 1A BNF P Otras, causantes de ME en zona Sur.
81 Zona Sur MT-0171 MT-0171-1 B.N.F 1% 3
82 Zona Sur MT-0171 MT-0171-4 B.N.F
83 Zona Sur MT-0176 MT-0176-1 SCN E. call
84 Zona Sur MT-0179 MT-0179-1 SCN 3%
85 Zona Sur MT-0180 MT-0180-2 SCN / Entercbacter sp
86 Zona Sur MT-0180 MT-0180-1 Micrococcus sp =
87 Zona Sur MT-0180 MT-0180-3 Micrococeus sp sen ‘ ~Klebsellasp
88 Zona Sur MT-0183 MT-0183-1 s. i e \
89 Zona Sur MT-0308 MT-0308-3 SCN \ | Micrococcus sp
% Zona Sur MT- 0308 MT-0308- 2 [ um s %
o1 Zona Sur MT- 0309 MT-0300- 2A Pantoea sp
%2 Zona Sur MT-0309 MT-0309- 1 sp
93 Zona Sur MT- 0310 MT-0310- 1 C ium sp
9 Zona Sur MT-0310 MT-0310-2 Klebsiella Preumoniae
95 Zona Sur MT- 0311 MT-0311- 2 S.CN 5. agalactiae | |5 dysgalactiae
96 Zona Sur MT- 0311 MT-0311- 1 Pantoea sp 1% 1%
97 Zona Sur MT- 0312 MT-0312-3 Serratia fonticola
% Zona Sur MT-0313 MT-0313- 1 ‘Aeromona sp Candidasp
) Zona Sur MT-0313 MT-0313- 2 Pantoea sp Zona Centro ane 0%
100 Zona Sur MT- 0314 MT- 0314- 2 Pantoea sp Ond s
101 Zona Sur MT- 0314 MT- 0314- 2F Klebsiella ozaenae fstreptococcus 0 g Baclius
102 Zona Sur MT- 0315 MT- 0315- 2 SCN o
103 Zona Sur MT- 0316 MT-0316-3 S_ uberis
104 Zona Sur MT-0316 MT-0316-1 Kiebsiella ozaenae
105 Zona Sur MT- 0317 MT-0317- 2 S. uberis ) . S
Figura 3. Prevalencia de patégenos
106 Zona Sur MT-0318 MT-0318-2 s causantes de MB en zona Sur.
107 Zona Sur MT- 0318 MT-0318- 1 Yersinia i
108 Zona Sur MT-0319 MT-0319- 2 S. uberis g >k
109 Zona Sur MT- 0319 MT-0319- 1 Hafnia alvei
110 Zona Sur MT- 0320 MT-0320-2 SCN
111 Zona Sur MT- 0321 MT-0321- 1 Yersinia
112 Zona Sur MT-0322 MT-0322- 2 B(+) cat (1) y esc ()
113 Zona Sur MT- 0323 MT-0323- 1 SCN
114 Zona Sur MT-0323 MT-0323-2 [ sp it
115 Zona Sur MT-0324 MT-0324- 1 [ sp %
116 Zona Sur MT-0325 MT-0325-1 C sp -
117 Zona Sur MT- 0325 MT-0325-2 [ sp
118 Zona Sur MT-0326 MT-0326- 1 Serratia sp
119 Zona Sur MT- 0327 MT-0327-2 S. uberis
120 Zona Sur MT-0328 MT-0328- 1 Pantoea sp
121 Zona Sur MT- 0329 MT-0329- 2 B(+) cat () esc (+)
122 Zona Sur MT- 0330 MT-0330- 1 Yersinia sp
123 Zona Sur MT- 0331 MT-033L 3 B(+) cat () y esc (+)
124 Zona Sur MT-0332 MT-0332- 2 S. uberis
125 Zona Sur MT- 0333 MT-0333- 2 S.
126 Zona Sur MT-0333 MT-0333- 1 Hafnia alvei
127 Zona Sur MT-0334 MT-0334- 1 sp
128 Zona Sur MT-0334 MT-0334- 2 B(+) cat () y esc (+)
129 Zona Sur MT- 0335 MT-0335-3 SCN
130 Zona Sur MT- 0336 MT-0336-3 Hafnia alvei
131 Zona Sur MT- 0336 MT-0336- 1 B(+) cat () y esc (+)
132 Zona Sur MT-0336 MT-0336- 2 B(+) cat () y esc (+)
133 Zona Sur MT- 0337 MT-0337- 2 B(+) cat () y esc (+)




134 Zona Sur MT- 0338 MT- 0338~ 1 S uberis

135 Zona Sur MT- 0339 MT-0339-3 amnigenus
136 Zona Sur MT-0340 MT- 0340- 1 B(+) cat (9 y esc ()
137 Zona Sur MT- 0341 MT-0341- 4 Rhanella aquatilis
138 Zona Sur MT- 0341 MT-0341- 1 aerogenes
139 Zona Sur MT- 0341 MT-0341-3 ‘Aeromona sp
140 Zona Sur MT-0342 MT-0342- 1 S uberis

141 Zona Sur MT- 0342 MT- 0342- 2 Yersinia

142 Zona Sur MT-0343 MT- 03433 Candida kefyr
143 Zona Sur MT- 0343 MT- 0343- 2 Yersinia

144 Zona Central MT-0343 MT-0343- 1 B(+) cat (9 y esc (+)
145 Zona Central MT- 0344 MT-0344- 1 B(+) cat (1) y esc (+)
146 Zona Central MT- 0344 MT- 0344- 2 B(+) cat (3 y esc ()
147 Zona Central MT- 0345 MT- 0345~ 1 B(+) cat (1) y esc (+)
148 Zona Central MT- 0346 MT- 0346~ 1 B(+) cat (1) y esc (1)
149 Zona Central MT- 0346 MT- 0346- 2 B(+) cat (1) y esc (+)
150 Zona Central MT- 0350 MT- 0350- 1 SCN

151 Zona Central MT- 0350 MT- 0350- 2 S. uberis

152 Zona Central MT- 0353 MT- 0353- 3 Proteus sp

153 Zona Central MT- 0353 MT- 0353- 2 Kiebsiella Ozaenae
154 Zona Central MT-0354 MT- 0354- 2 SCN

155 Zona Central MT- 0354 MT- 0354- 1 S. aureus,

156 Zona Central MT- 0355 MT- 0355~ 1 SCN

157 Zona Central MT- 0356 MT- 0356- 1 SCN

158 Zona Central MT- 0356 MT- 0356- 2 S aureus

159 Zona Central MT- 0357 MT- 0357- 1 S. uberis

160 Zona Central MT- 0358 MT- 0358- 1 SCN

161 Zona Central MT- 0359 MT- 0359- 1 S. aureus,

162 Zona Central MT- 0360 MT- 0360- 1 S. uberis

163 Zona Central MT- 0361 MT- 0361 1 S. uberis

164 Zona Central MT- 0362 MT- 0362- 1 SCN

165 Zona Central MT- 0363 MT- 0363- 1 S. aureus,

166 Zona Central MT- 0365 MT- 0365- 2 E._col

167 Zona Central MT- 0365 MT-0365-1 S.

168 Zona Central MT- 0366 MT- 0366- 1 SCN

169 Zona Central MT- 0366 MT- 0366- 2 S. uberis

170 Zona Central MT- 0367 MT- 0367- 1 S._aureus

171 Zona Central MT- 0368 MT- 0368- 1 S. uberis

172 Zona Central MT- 0369 MT- 0369- 1 [ sp
173 Zona Central MT- 0369 MT- 0369- 2 S. uberis

174 Zona Central MT-0370 MT- 0370- 1 SCN

175 Zona Central MT- 0371 MT- 0371 1 S. uberis

176 Zona Central MT- 0371 MT-0371- 2 S. aureus

177 Zona Central MT-0372 MT-0372- 1 sp
178 Zona Central MT- 0373 MT-0373- 1 SCN

179 Zona Central MT- 0375 MT- 0375~ 1 i sp
180 Zona Central MT- 0376 MT- 0376- 1 B(+) cal () y esc (+)
181 Zona Central MT- 0377 MT-0377- 1 C sp
182 Zona Central MT-0378 MT-0378- 1 S. aureus

183 Zona Central MT- 0380 MT- 0380- 2 C sp
184 Zona Central MT- 0380 MT- 0380- 1 Streptococcus sp
185 Zona Central MT- 0381 MT- 0381 1 cloacae
186 Zona Central MT- 0381 MT-0381- 3 Kiebsiella Pneumoniae
187 Zona Central MT-0383 MT- 0383- 2 i sp
188 Zona Central MT-0383 MT- 0383~ 1 Kiebsiella Pneumoniae
189 Zona Central MT-0384 MT- 0384- 1 i sp
190 Zona Central MT-0384 MT- 0384- 2 [ sp
191 Zona Central MT- 0385 MT- 0385- 2 Klebsiella Pneumoniae
192 Zona Central MT- 0386 MT- 0386- 1 S_ uberis

193 Zona Central MT- 0386 MT- 0386- 3 cloacae
194 Zona Central MT- 0386 MT- 0386- 2 Kiebsiella Pneumoniae
195 Zona Central MT- 0387 MT- 0387- 1 sp
196 Zona Central MT- 0388 MT-0388- 3 [ sp
197 Zona Central MT- 0388 MT- 0388- 2 i sp
198 Zona Central MT- 0388 MT- 0388~ 1 Micrococous sp
199 Zona Central MT- 0389 MT- 0389- 1 SCN

200 Zona Central MT- 0390 MT-0390- 3 Kiebsiella Pneumoniae
201 Zona Central MT- 0390 MT- 0390- 2 Serratia

202 Zona Central MT- 0390 MT- 0390- 1 [ sp
203 Zona Central MT- 0391 MT-0391- 2 sp
204 Zona Central MT- 0391 MT-0391- 3 Kiebsiella Pneumoniae
205 Zona Central MT- 0392 MT-0392- 2 sp
206 Zona Central MT- 0392 MT-0392- 1 Kiebsiella Pneumoniae
207 Zona Central MT- 0393 MT- 0393 1 B(+) cat (3 y esc ()
208 Zona Central MT- 0394 MT-0394- 1 Micrococous sp
209 Zona Central MT- 0395 MT-0395- 1 SCN

210 Zona Central MT- 0395 MT-0395- 4 Klebsiella oxytoca
211 Zona Central MT- 0395 MT- 0395 2 Klebsiella oxytoca
212 Zona Central MT- 0395 MT-0395- 3 Klebsiella oxytoca
213 Zona Central MT- 0396 MT- 0396- 1 SCN

214 Zona Central MT- 0397 MT- 0397- 2

215 Zona Central MT- 0397 MT- 0397- 1 Klebsiella oxytoca
216 Zona Central MT- 0398 MT- 0398- 2 S aureus

217 Zona Central MT- 0398 MT-0398- 1 SCN

218 Zona Central MT- 0398 MT-0398- 3 Klebsiella oxytoca
219 Zona Central MT- 0399 MT-0399- 2 S_aureus

220 Zona Central MT- 0400 MT- 0400- 1 Klebsiella oxytoca
221 Zona Central MT- 0401 MT- 0401 2 Klebsiella oxytoca
222 Zona Central MT- 0402 MT-0402- 3 S_ uberis

223 Zona Central MT- 0402 MT- 0402- 2 SCN

224 Zona Central MT- 0403 MT-0403-1 Streptococcus sp
225 Zona Central MT- 0403 MT- 0403- 2 Kiebsiella oxytoca
226 Zona Central MT- 0404 MT- 0404- 2 S_ uberis

227 Zona Central MT- 0404 MT-0404-3 SCN

228 Zona Central MT- 0404 MT-0404- 5 SCN

229 Zona Central MT- 0404 MT- 0404- 1

230 Zona Central MT- 0406 MT- 0406- 1 E_col

231 Zona Central MT-0406 MT- 0406- 2 S i

232 Zona Central MT- 0407 MT- 0407- 1 [ sp
233 Zona Central MT- 0408 MT- 0408- 1 S uberis

234 Zona Central MT- 0409 MT- 0409- 2 [ sp
235 Zona Central MT- 0410 MT- 0410- 2 S.CN

236 Zona Central MT- 0410 MT-0410-3 E_col

237 Zona Central MT- 0411 MT- 0411- 1 C Sp.
238 Zona Central MT- 0411 MT-0411- 2 [ sp
239 Zona Central MT- 0411 MT- 0411- 3 S. agalactiae
240 Zona Central MT- 0412 MT-0412- 1

241 Zona Central MT- 0412 MT- 0412- 2 Levadura

242 Zona Sur MT- 0412 MT-0412-3 [ sp
243 Zona Sur MT- 0412 MT- 0412- 4 Candida sp

244 Zona Sur MT- 0413 MT- 0413 1 SCN

25 Zona Sur MT-0413 MT-0413-2 C sp
246 Zona Sur MT- 0413 MT-0413-3 [ sp
247 Zona Sur MT- 0414 MT- 0414- 2 C Sp.
248 Zona Sur MT- 0415 MT- 0415- 2 Enterococcus faecium
249 Zona Sur MT-0416 MT-0416- 1 i sp
250 Zona Sur MT- 0416 MT- 0416- 2 SCN

251 Zona Sur MT- 0416 MT- 0416- 3 S. uberis

252 Zona Sur MT- 0416 MT-0416- 4 SCN

253 Zona Sur MT-0416 MT-0416-5 SCN

254 Zona Sur MT- 0416 MT-0416- 6 Streptococcus sp
255 Zona Sur MT- 0417 MT- 0417- 1 C Sp.
256 Zona Sur MT- 0417 MT-0417- 2 SCN

257 Zona Sur MT-0418 MT-0418- 1 sp
258 Zona Sur MT- 0418 MT- 0418- 2 [ sp
259 Zona Sur MT-0419 MT-0419- 1 [ sp
260 Zona Sur MT- 0419 MT-0419-3 Micrococcus sp
261 Zona Sur MT-0420 MT- 0420- 2 [ sp
262 Zona Sur MT- 0420 MT-0420-3 SCN

263 Zona Sur MT- 0421 MT-0421- 1 [ sp
264 Zona Sur MT- 0421 MT-0421-2 [ sp
265 Zona Sur MT- 0421 MT-0421-3 SCN

266 Zona Sur MT- 0422 MT- 0422- 1 [ sp
267 Zona Sur MT- 0422 MT-0422- 2 [ sp
268 Zona Sur MT- 0423 MT- 0423~ 1 SCN




269 Zona Sur MT- 0423 MT- 0423- 2 S. uberis

270 Zona Sur MT- 0424 MT- 0424 - 1 S.CN

271 Zona Sur MT- 0424 MT- 0424 - 2 S. uberis

272 Zona Sur MT- 0425 MT- 0425- 1 S.CN

273 Zona Sur MT- 0426 MT- 0426- 1 S. uberis

274 Zona Sur MT- 0426 MT- 0426- 3 C sp
275 Zona Sur MT- 0426 MT- 0426- 4 Serratia rubidaea
276 Zona Sur MT- 0427 MT- 0427- 1 C sp
277 Zona Sur MT- 0427 MT- 0427- 2 C sp
278 Zona Sur MT- 0427 MT- 0427- 3 C sp
279 Zona Sur MT- 0428 MT- 0428- 1 S. uberis

280 Zona Sur MT- 0428 MT- 0428- 2 Micrococcus sp.
281 Zona Sur MT- 0430 MT- 0430- 1 S. uberis

282 Zona Sur MT- 0431 MT- 0431- 2 S.CN

283 Zona Sur MT- 0431 MT- 0431- 3 S.CN

284 Zona Sur MT- 0434 MT- 0434- 2 SCN

285 Zona Sur MT- 0435 MT- 0435- 1 C sp
286 Zona Sur MT- 0436 MT- 0436- 1 SCN

287 Zona Sur MT- 0436 MT- 0436- 3 S. uberis

288 Zona Sur MT- 0441 MT- 0441- 1 S. aureus

289 Zona Sur MT- 0443 MT- 0443- 1 C sp
290 Zona Sur MT- 0443 MT- 0443- 2 SCN

291 Zona Sur MT- 0446 MT- 0446 C sp
292 Zona Sur MT- 0448 MT- 0448- 1 C renale
293 Zona Sur MT- 0451 MT- 0451- 1 C sp
294 Zona Sur MT- 0452 MT- 0452- 2 C sp
295 Zona Sur MT- 0455 MT- 0455- 1 S. aureus

296 Zona Sur MT- 0455 MT- 0455- 2 S. uberis

297 Zona Sur MT- 0457 MT- 0457- 3

298 Zona Sur MT- 0458 MT- 0458- 2 C renale
299 Zona Sur MT- 0459 MT- 0459- 4 S. aureus

300 Zona Sur MT- 0460 MT- 0460- 1 S. aureus

301 Zona Sur MT- 0461 MT- 0461- 2 sp
302 Zona Sur MT- 0463 MT- 0463- 1 E. col

303 Zona Sur MT- 0464 MT- 0464- 1 Candida sp

304 Zona Sur MT- 0466 MT- 0466- 2 S. uberis

305 Zona Sur MT- 0466 MT- 0466- 1 C sp
306 Zona Sur MT- 0467 MT- 0467- 1 S.CN

307 Zona Sur MT- 0468 MT- 0468- 1 SCN

308 Zona Sur MT- 0471 MT- 0471- 1 C sp
309 Zona Sur MT- 0472 MT- 0472- 1 S. uberis

310 Zona Sur MT- 0475 MT- 0475- 1 C sp
311 Zona Sur MT- 0476 MT- 0476- 1 C sp
312 Zona Sur MT- 0476 MT- 0476- 2 Micrococcus sp.
313 Zona Sur MT- 0480 MT- 0480-1 S. aureus

314 Zona Sur MT- 0480 MT- 0480-2 S. aureus

315 Zona Sur MT- 0481 MT- 0481- 1 S. uberis

316 Zona Sur MT- 0483 MT- 0483- 1 S. aureus

317 Zona Sur MT- 0484 MT- 0484- 1 SCN

318 Zona Sur MT- 0486 MT- 0486- 1 S. uberis

319 Zona Sur MT- 0488 MT- 0488- 1 E. col

320 Zona Sur MT- 0489 MT- 0489- 1 S. uberis

321 Zona Sur MT- 0491 MT- 0491- 1 E. col

322 Zona Sur MT- 0493 MT- 0493- 1 S. uberis

323 Zona Sur MT- 0494 MT- 0494- 1 S. uberis

324 Zona Sur MT- 0494 MT- 0494- 2 S.CN

325 Zona Sur MT- 0496 MT- 0496- 1 S. uberis

326 Zona Sur MT- 0500 MT- 0500- 1 S. aureus

327 Zona Sur MT- 0503 MT- 0503- 1 S. uberis

328 Zona Sur MT- 0505 MT-0505- 1 S. uberis

329 Zona Sur MT- 0505 MT- 0505- 2 SCN

330 Zona Sur MT- 0505 MT- 0505- 3 SCN

331 Zona Sur MT- 0505 MT- 0505- 4 S. uberis

332 Zona Sur MT- 0506 MT- 0506- 1 S. aureus

333 Zona Sur MT- 0506 MT- 0506- 2 S. aureus

334 Zona Sur MT- 0507 MT-0507- 1 SCN

335 Zona Sur MT- 0507 MT- 0507- 2 SCN

336 Zona Sur MT- 0508 MT-0508- 1 SCN

337 Zona Sur MT- 0508 MT- 0508- 2 SCN

338 Zona Sur. MT- 0509 MT- 0509- 1 S. aureus

339 Zona Sur MT- 0510 MT- 0510- 1 SCN

340 Zona Sur. MT- 0510 MT-0510- 2 S. aureus

341 Zona Sur MT- 0510 MT- 0510- 3 SCN

342 Zona Sur MT- 0511 MT-0511- 1 e sp
343 Zona Sur MT- 0512 MT-0512- 1 S. aureus

344 Zona Sur MT- 0512 MT-0512- 2 S. aureus

345 Zona Sur MT- 0513 MT-0513- 1 S. aureus

346 Zona Sur MT- 0514 MT-0514- 1 SCN

347 Zona Sur MT- 0515 MT- 0515- 1 Corynebacterium sp
348 Zona Sur. MT- 0516 MT-0516- 1 S. aureus

349 Zona Sur MT- 0517 MT-0517- 1 SCN

350 Zona Sur MT- 0517 MT-0517-2 SCN

351 Zona Sur MT- 0519 MT- 0519- 1 SCN

352 Zona Sur. MT- 0521 MT-0521-1 S. aureus

353 Zona Sur MT- 0521 MT- 0521- 2 S. aureus

354 Zona Sur MT- 0522 MT-0522- 1 SCN

355 Zona Sur MT- 0523 MT-0523- 1 S. aureus

356 Zona Sur MT- 0524 MT-0524- 1 SCN

357 Zona Sur MT- 0524 MT- 0524- 2 S. agalactiae
358 Zona Sur. MT- 0524 MT-0524-3 S. aureus

359 Zona Sur MT- 0525 MT- 0525- 1 SCN

360 Zona Sur MT- 0525 MT-0525- 2 SCN

361 Zona Sur MT- 0526 MT- 0526- 1 Corynebacterium sp
362 Zona Sur MT- 0527 MT-0527-1 SCN

363 Zona Sur MT- 0527 MT- 0527- 2 S. aureus

364 Zona Sur MT- 0528 MT-0528- 1 S. aureus

365 Zona Sur MT- 0528 MT- 0528- 2 SCN

366 Zona Sur MT- 0528 MT-0528-3 S. aureus

367 Zona Sur MT- 0529 MT-0529- 1 S. aureus

368 Zona Sur MT- 0530 MT- 0530- 2 S. aureus

369 Zona Sur MT- 0530 MT-0530- 3 SCN

370 Zona Sur MT- 0531 MT-0531- 1 S. aureus

371 Zona Sur MT- 0533 MT-0533- 1 SCN

372 Zona Sur MT- 0535 MT-0535- 1 SCN

373 Zona Sur MT- 0535 MT- 0535- 2 S. uberis

374 Zona Sur MT- 0535 MT-0535- 3 SCN

375 Zona Sur MT- 0536 MT- 0536- 1 S. aureus

376 Zona Sur MT- 0536 MT-0536- 2 SCN

377 Zona Sur MT- 0537 MT-0537-1 S. aureus

378 Zona Sur MT- 0538 MT-0538- 1 SCN

379 Zona Sur MT- 0539 MT- 0539- 2 SCN

380 Zona Sur MT- 0540 MT- 0540- 1 S. aureus

381 Zona Sur MT- 0541 MT-0541- 1 S. aureus

382 Zona Sur MT- 0543 MT- 0543- 1 S. aureus

383 Zona Sur MT- 0544 MT- 0544- 1 S. aureus

384 Zona Sur MT- 0545 MT- 0545- 1 S. agalactiae
385 Zona Sur MT- 0545 MT- 0545- 2 S. aureus

386 Zona Sur MT- 0546 MT- 0546- 2 S. aureus

387 Zona Sur MT- 0602 MT- 0602- 1 S. aureus

388 Zona Sur. MT- 0602 MT- 0602- 2 S. agalactiae
389 Zona Sur MT- 0596 MT- 0596- 1 S. agalactiae
390 Zona Sur. MT- 0596 MT- 0596- 2 C.N

391 Zona Sur MT- 0596 MT- 0596- 3 S. aureus

392 Zona Sur MT- 0601 MT- 0601- 1 SCN
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OBJETIVOS
Objetivos especificos

- Identificacibn molecular de cepas de Prototheca spp. mediante PCR, presente en
la mastitis bovina.

- Extraccion de DNAg de aislados de Corynebacterium sp y Nocardia sp
provenientes de muestras de leche de vaca que presentan mastitis bovina.

- Disefio y validacion de partidores de bibliografia para la identificacién molecular de
aislados de Corynebacterium sp y Nocardia sp.

1. PCR para Prototheca spp.

Prototheca es un alga que puede causar mastitis en el ganado bovino. Durante el
procesamiento de las muestras recibidas en la primera etapa del proyecto se aislaron
microorganismos con caracteristicas de Prototheca. Para confirmar su identificacion se
puso a punto una reaccion de PCR. Para ello fue necesario estandarizar un protocolo de
extraccion de ADN de estos microrganismos y contar con partidores (cebadores)
especificos para Prototheca.

La extraccibn de DNAgde Prototheca se llevo a cabo con el kit “Wizard Genomic DNA
purification” de acuerdo a las recomendaciones del proveedor y con pequehas
modificaciones que incluyeron: cultivar el in6culo a 30°C, 120 rpm por 72 horas en caldo
Sabouraud, re-suspension del pellet celular en buffer EDTA-Sor (EDTA 0,1 M (pH=7,5);
Sorbitol 0,9 M) y la rehidratacion del DNA gendmico en agua libre de nucleasas.

Referente a la reaccién de PCR se dispuso de cinco parejas de partidores (Ver tabla 1) de
las cuales sélo funcioné una pareja (PZGT 2-A/lF y PZGT 2-A/R). En la figura 1 se
muestra como ejemplo un gel de agarosa donde se presentan los amplificados obtenidos
mediante la reaccion de PCR.

Tabla 1. Partidores para identificacion molecular de Prototheca spp.

NOMBRE SECUENCIA TM°C | TAMANO | REFERENCIAS
Disefado en
PROTO18S_SC1_F 5. AGGCTTACCAAGCCAAAGAT -3' 60 179 pb este estudio
PROTO18S SC2 R 5 CCGAAGAGCTTTACAACCAA -3'
PZGT 1-AIF 5~ CGCGCAAATTACCCAATCC -3 60 | 853pb )
PZGT 1-AR 5 GCCAAGGCCCCCCGAAG -3'
PZGT 2-AlF 5~ CGCGCAAATTACCCAATCC -3 60 | 946pb o)
PZGT 2-AIR 5 GTCGGCGGGGCAAAAGC -3
P1F 5 TGCTGCAGTTAAAAAGCTCGT-3' 52 313 pb )
P2R 5. TCCAAGAATTTCACCTCTGACA-3'
P3F 5-AGCCTGCGGCTTAATTTGAC-3' 56 | 290 pb )
P4AR 5-CGGCCCAGAACATCTAAGG-3'




Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa 1%. Electroforesis de la amplificaciéon por PCR del
gen 18S de Protothecaspp.con partidores PZGT 2-A/F | PZGT 2-A/R

Estandar MassRuler DNA LadderMix 100 pb (carril 1), Blanco (Carril 2), Candida spp. (Carril 3),
aislado 237-1 (Carril 4), aislado 229-1 (Carril 5), aislado 257-1 (Carril 6), aislado 235-1 (Carril 7).
aislado 199-2 (Carril 8), aislado 187-1 (Carril 9), aislado 210-1 (Carril 10) y aislado 231-1 (Carril
11).

*Se usé Candida spp. como control negativo.

2. Extraccion de DNAg de cepas de Corynebacterium sp y Nocardia sp.

Se obtuvieron 56 aislados de Corynebacterium sp provenientes de muestras de leches de
bovinos que presentaban mastitis de los cuales solo 5 aislados fueron identificados por
API (Tabla 2) y 3 aislados sospechosos de Nocardia sp de muestras de leche de bovinos
del sur de Chile.

La extraccion de DNAg para aislados de Corynebacterium sp fue hecha segun el
protocolo de Pacheco y cols (2007) seguido por la igualacién de concentracién de este a
200 ng/uL para la prueba de los partidores. La extraccion DNAg de los aislados de
Nocardia sp se realizé mediante ebullicion en el mismo Mix de PCR.

Tabla 2. Resultados del API para cepas de Corynebacterium sp.

Aislado Resultado API

448- 1 Corynebacterium renale

457- 3 Corynebacterium pseudodiphteriticum
458- 2 Corynebacterium renale
515-1 Corynebacterium genitalium
526- 1 Corynebacterium genitalium




3. Identificacion de Corynebacterium sp.

Al comenzar la identificacibn mediante PCR se utilizaron las parejas de partidores
disefiadas en este estudio y obtenidas del trabajo de Dole y cols (2013) (Tabla 3). Se
utilizé el Mix estandar utilizado en el laboratorio para estas reacciones con programa
creado para dichos partidores (Tabla 4 y 5).

Tabla 3. Secuencias de partidores para identificacién de Corynebacterium spp.

Nombre Secuencia Tamanao | TM °C | REFERENCIAS
5'- GATCCTGGCTCAGGACGAAC
CORYN16S9F -3 1393 pb 64 Q)
5'_
GTTACCAACTTTCATGACGTGAC
CORYN16S1399R -3'
Disefiado en
CORYNgyrBF 5'- ATGATGCAGCGGCAAATC -3' 386 pb 58 este
5'- GGTCCAGTTGAACCGATGTA
CORYNgyrBR -3' estudio
5'- GTGTGCGGTGGAAAGTTTTT Disefado en
CORYN16S_SC1F -3 174 pb 60 este
5'- GTGCAATATTCCCCACTGCT -
CORYN16S SC2R 3 estudio
5'- GTGTGCGGTGGAAAGTTTTT Disefado en
CORYN16S SC3F -3' 240 pb 60 este
5'- AAGGGGTTTACAACCCGAAG
CORYN16S SC4R -3 estudio

Tabla 4. Mix PCR.

Go Tag 10
Primer F (103nM) | 0,5 (250 nM)
Primer R (103nM) | 0,5 (250 nM)

H20 7
DNA 2
Total 20

Tabla 5. Programa PCR “Coryne30seg”.

Temperatura Tiempo Ciclos
°C
94 5 min 1
94 30 seg
m 30 seg 30
72 30 seg




72 7 min

Los resultados mostraron que las cuatro parejas de partidores (tabla 3) no fueron
especificos para la deteccion de Corynebacterium, ya que no se observé amplicon. Esto
se debe a que el disefio de estos partidores no fue el correcto, ya que los aislados que se
utilizaron para la prueba de estos partidores fueron los previamente identificados por API.
(Resultados no mostrados)

e Busqueda de nuevos partidores para Corynebacterium sp.

En la busqueda se obtuvo 6 parejas de primers, de las 4 eran especificas para el
gen ribosomal 16S, 1 para el gen de la sub unidad B de la Gyrasa y otro para el
Gen rpoB. (Tabla 6).

Solamente 5 de las parejas fueron disefiadas mediante el programa gratuito
PRIMER 3 a partir del gen 16S de Corynebacterium sp. Se realiz6 un estudio
bioinformatico en el software BLAST a las parejas para cerciorarse de que eran
especificos para el microorganismo a identificar, indicando que estas eran
especificas. La pareja C2700RPOB_F/ C3130RRPOB_R fue obtenida del trabajo
de Pacheco y cols (2007).

Las Tms para cada pareja de partidores se calculé segun la férmula AT= 2°C vy

GC=4°C.

Tabla 6. Secuencias de nuevos partidores para identificacion de Corynebacterium sp.

Nombre Secuencia Tamafio T™ °C Referencia
Corynl6S_SCG_1F 5'- AAGCACCGGCTAACTACGTG-3' 218 pb 60 Disefiado en este
Corynl6S_SCG_2R 5'- CCTCCTGATATCTGCGCATT-3' estudio
Corynl6S_SCG_3F 5'- AGCTCGTAGGTGGTTTGTCG-3' 211 pb 60 Disefiado en este
coryn1l6S_SCG 4R 5'- CTGTTCGCTACCCATGCTTT-3' estudio
Corynl6S_SCG_3F 5'- AGCTCGTAGGTGGTTTGTCG-3' 137 pb 60 Disefiado en este
Corynl6S_SCG_2R 5'- CCTCCTGATATCTGCGCATT-3' estudio
CorynGyrB_SCG_5F 5'- CACCGGTACCAAGATTCGTT-3' 302 pb 60 Disefiado en este
CorynGyrB_SCG_6R 5- TTTTTGCGGCGTTTCTTATC-3' estudio
Corynl6S_SCG_7F 5'- AGCTTGTTGGTGGGGTAATG-3' 520 pb 60 Disefiado en este
Corynl6S_SCG_8R 5'- CTGTTCGCTACCCATGCTTT-3' estudio

C2700RPOB_F 5'- CGTATGAACATCGGCCAGGT-3' 446 pb 60 2

C3130RRPOB_R

5'- TCCATTTCGCCGAAGCGCTG-3'




e Resultados de PCR de Corynebacterium sp.

Luego de la reconstitucion del stock de los primers, se realizaron reacciones de
PCR para cada parejas de partidores. Se utilizé el programa detallado en la tabla
7.

Tabla 7. Programa PCR “CoryneZ2”.

Temperatura Tiempo Ciclos

L

94 5 min 1
94 30 seg
Tm 30 seg 30
72 1 min

72 7 min 1

4 0 1

Para la prueba de estos partidores se usaron los DNAg de las cepas previamente
identificadas por APl. Los resultados arrojaron que las parejas
(Corynl6S_SCG_1F/ Corynl6S_SCG_2R; Corynl6S_SCG_3F/
Corynl6S_SCG_4R; CorynGyrB_SCG_5F/ CorynGyrB_SCG_6R y
Corynl16S_SCG_7F/ Coryn16S_SCG_8R) si bien, se observé amplicon para cepas
de Corynebacterium, también amplificaron para el control negativo, lo que llevo a
descartarlas (Resultados no mostrados). Sin embargo las parejas C2700RPOB_F/
C3130RRPOB_R y CorynleS SCG_3F/ CorynleS SCG_2R amplificaron
especificamente para los aislados de Corynebacterium (Figura 2, Carril 4,5,6 y
Figura 3, Carriles 4,5,6). Estas parejas de partidores fueron las seleccionadas para
los ensayos posteriores.

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa 1,8% prueba de partidores
C2700RPOB_F/C3130RRPOB_R. Electroforesis de la amplificacion, por PCR de un fragmento de
446 pb del gen rpob de Corynebacterium a una TM de 60°C. Estandar massruler DNA Ladder Mix
100 pb (carril 1),Listeria sp (Carril 2), Blanco (Carril 3). Aislado 515-1 (Carril 4), aislado 526-1
(Carril 5), aislado 448-1 (Carril 6). Amplicon de 446 pb, en carril 4,5,6.



Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa 1,8% prueba de partidores Corynl6S SCG_3F/
Corynl6S_SCG_2R. Electroforesis de la amplificacion, por PCR de fragmento de 137 pb del gen
16S de Corynebacterium a una TM de 60°C Estandar MassRuler DNA Ladder Mix 100 pb (carril
1),Listeria sp (Carril 2), Blanco (Carril 3). Aislado 515-1 (Carril 4), aislado 526-1 (Carril 5), aislado
448-1 (Carril 6). Amplicon de 137 pb, en carril 4,5,6.

e Prueba de PCR Multiplex y extraccion de DNAg por ebullicién de aislados de
Corynebacterium sp.

Ya teniendo 2 parejas de partidores seleccionadas se evalué la posibilidad de
utilizar ambas parejas de partidores simultaneamente en un PCR Multiplex y si es
posible utilizar el protocolo de ebullicion para la obtencién de DNAg, esto se traduce
en mayor rapidez del ensayo y menor costo.

La reaccidn se basé segun el Mix y el programa PCR segun los requerimientos de
esta. (Tabla 8y 9).
Tabla 8. Mix PCR Multiplex

Go Tag 10
Coryn16S_SCG_3F (103nM) 0,5 (250 nM)
Coryn16S_SCG_2R (103nM) 0,5 (250 nM)

C2700RPOB_F (103nM) 0,5 (250 nM)
C3130RRPOB_R (103nM) 0,5 (250 nM)
H20 6
DNA 2

Total 20




Tabla 9. Programa PCR “Coryne30seg”.

Temperatura Tiempo Ciclos

o9C

94 5 min 1
94 30 seg

60 30 seg 30
72 30 seg

72 7 min 1

4 o0 1

La reaccion de PCR multiple mostro 2 bandas (137 pb y 446 pb) correspondiente
a cada amplicon de cada pareja de partidores esperada (Figura 4, carril 4,5,6,7,8
y 9), lo que indica que es factible realizar un PCR multiplex para la identificacion
de Corynebacterium sp, también estos resultados despejan la duda si realmente
se puede realizar la extracciéon mediante ebullicion para la identificacion de este
patégeno.

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa 1,8% prueba de PCR Multiplex, partidores
Coryn16S_SCG_3F/ Corynl6S_SCG_2Ry C2700RPOB_F/C3130RRPOB_R

Electroforesis de la amplificacion, por PCR de fragmento de 137 pb del gen 16S y de 446 pb del
gen rpoB de Corynebacterium a una TM de 60°C Estandar MassRuler DNA Ladder Mix 100 pb
(carril 1),Listeria sp (Carril 2), Blanco (Carril 3). Aislado 515-1 (Carril 4), aislado 526-1 (Carril 5),
aislado 448-1 (Carril 6), aislado 457-3 (Carril 7), asilado 308-2 (Carril 8) y Estandar MassRuler DNA
Ladder Mix 100 pb (carril 9). Amplicones de 137 pb y 446 pb, en carriles 4, 5,6.7,8 y 9.

e I|dentificacién, mediante PCR Multiplex, de aislados de Corynebacterium
obtenidos de muestras de leche de vaca que presentaban mastitis bovina

Luego la eleccion de primers especificos, protocolo de extraccion y
reaccion se procedi6 a identificar los 56 aislados sospechosos de Corynebacterium
sp.



Las reacciones se llevaron a cabo segun el Mix detallado en la tabla 8 y
programa detallado en tabla 9.

En los resultados se obtuvieron amplicones de 446 pb y 137 pb en 50 de 56
cepas. (Tabla 10)

Tabla 10. Resultado de identificacion de Corynebacterium

Cepa C2700RPOB_F | Corynl6S_SCG_3F Diagnostico
C3130RRPOB_R | Coryn16S_SCG_2R

MT- 0164- 1 - -

MT- 0165- 3 + + Corynebacterium sp
MT- 0170- 2 + + Corynebacterium sp
MT- 0308- 2 + + Corynebacterium sp
MT- 0310- 1 + + Corynebacterium sp
MT- 0323- 2 + + Corynebacterium sp
MT- 0324- 1 + + Corynebacterium sp
MT- 0325- 1 - -

MT- 0325- 2 - -

MT- 0334- 1 + + Corynebacterium sp
MT- 0369- 1 + + Corynebacterium sp
MT- 0375- 1 - -

MT-0377- 1 + + Corynebacterium sp
MT- 0380- 2 + + Corynebacterium sp
MT- 0383- 2 + + Corynebacterium sp
MT- 0384- 1 + + Corynebacterium sp
MT- 0384- 2 + + Corynebacterium sp
MT- 0388- 3 + + Corynebacterium sp
MT- 0388- 2 - -

MT- 0390- 1 + + Corynebacterium sp
MT- 0391- 2 + + Corynebacterium sp
MT- 0392- 2 + + Corynebacterium sp
MT- 0407- 1 + + Corynebacterium sp
MT- 0409- 2 + + Corynebacterium sp
MT- 0411- 1 + + Corynebacterium sp
MT- 0411- 2 + + Corynebacterium sp
MT- 0412- 3 + + Corynebacterium sp
MT- 0413- 2 + + Corynebacterium sp
MT- 0413- 3 + + Corynebacterium sp

Cepa C2700RPOB_F | Corynl6S SCG 3F Diagnostico
C3130RRPOB_R | Coryn16S_SCG_2R
MT- 0414- 2 + + Corynebacterium sp




MT-0417-1

Corynebacterium sp

+ +
MT- 0418- 2 + + Corynebacterium sp

MT- 0419- 1 + + Corynebacterium sp

MT- 0420- 2 + + Corynebacterium sp
MT-0421- 1 + + Corynebacterium sp
MT-0421- 2 + + Corynebacterium sp

MT- 0422- 1 + + Corynebacterium sp

MT- 0422- 2 + + Corynebacterium sp

MT- 0426- 3 + + Corynebacterium sp

MT- 0427- 1 - -

MT- 0427- 2 + + Corynebacterium sp

MT- 0427- 3 + + Corynebacterium sp

MT- 0435- 1 + + Corynebacterium sp

MT- 0443- 1 + + Corynebacterium sp

MT- 0446- 1 + + Corynebacterium sp

MT- 0448- 1 + + Corynebacterium renale
MT- 0451- 1 + + Corynebacterium sp

MT- 0452- 2 + + Corynebacterium sp

MT- 0457- 3 + + Corynebacterium pseudodiphteriticum
MT- 0458- 2 + + Corynebacterium renale
MT- 0466- 1 + + Corynebacterium sp

MT- 0471- 1 + + Corynebacterium sp

MT- 0475- 1 + + Corynebacterium sp

MT- 0476- 1 + + Corynebacterium sp

MT- 0515- 1 + + Corynebacterium genitalium
MT- 0526- 1 + + Corynebacterium genitalium




4. ldentificacion mediante PCR de aislados de Nocardia sp obtenidos de muestras
de leche de vaca del sur de Chile que presentaban mastitis bovina.

Al comenzar la identificacibn mediante PCR se utilizaron las parejas de partidores
disefiadas en este estudio y obtenidas del trabajo de Rodriguez-Nava y cols (2006) (Tabla
11). Para cada reaccion se utilizé el Mix estandar utilizado en el laboratorio (Tabla 4) y al
programa PCR se le modifico la temperatura de “Desnaturalizacion” a 10 min, ya que se
realizo la extraccion de DNAg de este microorganismo en el mismo termociclador (PCR
en Colonia) (Tabla 12).

Los aislados sospechosos de Nocardia sp a identificar (9091, 7773, 8085) fueron
obtenidos de muestras de leche de vaca del sur de Chile que presentaban mastitis.

Tabla 11. Partidores para la identificacion de Nocardia sp.

Nombre Secuencia Tamario TM™M°C Referencia
Nocl6s_SC_1F 5'- CGGAATTACTGGGCGTAAAG -3' 211 pb 60 Disefiado en este
Nocl6s _SC 2R 5'- TCGCTTCTCAGCGTCAGTTA-3' estudio
Noc16S_SC_3F 5'- AGAGATGTAGGCCCCCTTGT-3' 199 bp 60 Disefiado en este
Noc16S_SC 4R 5'- AAGGGGCATGATGACTTGAC-3' estudio
Nocl16S_SC_5F 5'- GCCGTAAACGGTGGGTACTA-3' 226 pb 60 Disefiado en este
Nocl6S_SC 6R 5'- ACAAGGGGGCCTACATCTCT-3' estudio

TB11 5'- ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3' 441pb 55 3)
TB12 5'- CTTGTCGAACCGCATACCCT-3'

.Tabla 12. Programa PCR “Nocard”

Temperatura Tiempo Ciclos

°C

94 10 min 1
94 30 seg
Tm 30 seg 30
72 30 seg

72 7 min 1

4 0 1

Para confirmar la especificidad de estos partidores, se utiliz6 como control positivo una
cepa de Nocardia beijingensis obtenida del ISP, y como control negativo una cepa de
Corynebacterium genitalium previamente identificada por PCR en este mismo estudio.

Los resultados arrojaron que solo 2 parejas de partidores fueron especificas para la
identificacion de este microorganismo siendo estas Noc16S_SC_3F/ Nocl6S_SC_4R.




(Figura 5, Carril 5,6,7,8) TB11/TB12 (Figura 6, Carril 5,6,7,8). Las demas parejas no
amplificaron el control positivo, por ende fueron descartas (Resultados no mostrados).

También, se identificé las cepas sospechosas de Nocardia sp, correspondiendo estas
efectivamente a Nocardia sp. (Figura 3y 4).

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa 1,8% prueba de partidores Nocl6S_SC_3F/
Noc16S_SC_4R. Electroforesis de la amplificacion, por PCR de un fragmento de 199 pb del gen
16S de Nocardia sp a una TM de 60°C. Estadndar MassRuler DNA Ladder Mix 100 pb (carril
1),Listeria sp (Carril 2), Corynebcterium genitalium (Carril 3). Blanco (Carril 4), Nocardia
Beijingensis (Carril 5), aislado 8085 (Carril 6).aislado 7377 (Carril 7) y aislado 9091 (Carril 8).
Amplicon de 199 pb, en carril 4,5,6. *Se utiliz6 como control negativo Listeria sp y Corynebacterium
genitalium.*Se utilizé6 como control positivo Nocardia Beijingensis.

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa 1,8% prueba de partidores TB11/TB12.
Electroforesis de la amplificacién, por PCR de un fragmento de 441 pb del gen que codifica para
hsp70 de Nocardia sp a una TM de 55°C. Estandar MassRuler DNA Ladder Mix 100 pb (carril
1),Listeria sp (Carril 2), Corynebcterium genitalium (Carril 3). Blanco (Carril 4), Nocardia
Beijingensis (Carril 5), aislado 8085 (Carril 6).aislado 7377 (Carril 7) y aislado 9091 (Carril 8).
Amplicon de 441 pb, en carril 4,5,6. *Se utiliz6 como control negativo Listeria sp y Corynebacterium
genitalium. *Se utilizé6 como control positivo Nocardia Beijingensis.



5. CONCLUSIONES

e Se dispone de un PCR para la identificacién de Prototheca spp.

e Los primers (C2700RPOB_F/C3130RRPOB_R), utilizados por Zaini et al (2012) y
Corynl6S_SCG_3F/ Corynl6S_SCG_2R, los cuales se disefiaron en este estudio,
fueron los indicados para la identificacion especifica de Corynebacterium sp,
Coco-bacilo presente en la mastitis bovina.

e Los 50 de 56 aislados sospechosos de Corynebacterium sp provenientes de
muestras de leche de vacas con mastitis bovina corresponden efectivamente a
Corynebacterium sp.

e Los primers (TB11/TB12), utilizados por Rodriguez-Nava y cols (2006) vy
Nocl6S SC 3F/ Nocl6S SC 4R, los cuales se disefiaron en este estudio, fueron
los indicados para la identificacién especifica de Nocardia sp.

e Los 3 aislados sospechosos de Nocardia sp provenientes de muestras de leche de
vacas del sur de Chile con mastitis bovina corresponden efectivamente a Nocardia

sp.
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TIPIFICACION MOLECULAR DE CEPAS DE Escherichia
coli AISLADAS DE UBRES CON MASTITIS EN LA ZONA
CENTRO Y SUR DEL PAIS




1. INTRODUCCION

Este estudio fue conducido para monitorear diversos aislados Escherichia coli provenientes
de casos de mastitis bovina del centro y sur del pais ha habido conocimiento que la inflamacién
causada por esta bacteria alrededor del parto y en la lactancia conduce a importantes pérdidas
economicas. La tipificacion genética de los distintos aislados sera el sustento del epidemiolégico
gue permita relacionar cada aislado con una zona geografica.

Entre las técnicas moleculares que conducen a la caracterizacién y agrupacion de
microorganismos basadas en atributos genotipicos ha adquirido importante relevancia la
aplicacion de endonucleasas de restriccion debido a la capacidad discriminatoria que aportan por
medio de la hidrélisis de enlaces fosfodiester del ADN. La polaridad de los fragmentos
resultantes de la accion enzimatica permite separarlos por electroforesis en gel decampo pulsado.

Teniendo como marco de accion los procedimientos protocolizados en Pulse Net, los
registros fotograficos de la fragmentacién del ADN en gel de agarosa permiten agrupar los
aislados mediante andlisis computacional y compararlos con perfiles obtenidos en otros estudios.

Adicionalmente, la implementacién de una guia practica que aborde la esencia del analisis
computacional sera parte fundamental del trabajo.



2. OBJETIVO GENERAL

Tipificacion de aislados de Escherichia coli provenientes de ubres con mastitis de la zona
centro y sur del pais mediante electroforesis en gel de campo pulsado.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Recuperar y comprobar pureza de aislados de E. coli provenientes de ubres con mastitis.

2) Tipificar mediante electroforesis de gel en campo pulsado (PFGE) aislados de E. coli
provenientes de ubres con mastitis.

3) Generar un protocolo para el anélisis de PFGE mediante el programa computacional
Bionumerics 7.1.
4, MATERIAL Y METODOS
4.1,  Cepas bacterianas
El estudio se realizé sobre 18 aislados de E. coli obtenidos desde ubres con mastitis obtenidos

en la zona centro y sur del pais (Tabla 1).

Tabla 1. Cepas de E. coli incluidas en el estudio.

Cepas Zona Central Cepas Zona Sur

AL -561-7 AL 711-1
11592-23 AL 712-1

MT-0365-2 MT-0463-1

AL -562-5 MT-0166-1

747-1 MT-0488-1

AL 563-3 MT-0170-1b

11531-9 MT-0491-1
AL 565-5 AL 565-4
12192-4 11960-18

4.2, Extraccion de ADN bacteriano

42.1. Recuperacion de cepas

Los aislados de E. coli almacenados en leche -20°C se recuperaron mediante cultivo en
placas de medio selectivo agar EMB (Eosina Azul de Metileno) a 37° C durante 18 horas. Las
colonias fueron luego traspasadas a placas de medio crecimiento agar TSA (Triptosa Soya
Agar) donde se cultivaron durante 18 horas a 37°C para ulterior deteccion.



4.2.2. Elaboracion de Plugs

Suspensiones Bacterianas
Los indculos deben ser suspendidos y la densidad Optica debe ser estandarizada.

Cada cepa fue suspendida en 2mL de buffer TE (anexo 1) a partir de las respectivas placas

de agar TSA. Cada suspension fue ajustada a una DOggonm, de 1.0.

4.2.3. Moldeado de Plugs

b)

c)

d)

f)

Las suspensiones bacterianas se fijan en agarosa formando dos plugs por cada cepa. El uso
de agarosa SeaKem Gold aporta gran resistencia a los plugs frente al potencial dafio que
pueden causar los procesos de lisis y lavado.

Las suspensiones bacterianas y la subsiguiente elaboracion de plugs deben ser realizadas en
el menor tiempo posible para minimizar la lisis celular prematura.

Preparacién de agarosa Seakem Gold 1% en buffer TE.

En un frasco de tapa rosca se disolvieron 0.1 gr de agarosa SeaKem Gold, en 10 ml de
buffer TE.

Con la tapa del frasco suelta la agarosa se disuelve mediante sucesivos pasos en horno
microondas, manteniéndola fluida hasta transferirla a los moldes para plugs.

En la barra de moldes para plugs se rotularon 2 por cada nimero del cepa y fueron sellados
en el fondo con cinta adhesiva.

Con micropipeta se transfirieron a cada tubo 400 pl de la suspension bacteriana
homogenizada.

Se agregaron 20 pl de solucion de proteinasa K 20 mg/mL (Anexo 2) a cada tubo
sumergiendo la punta en la suspensién, y se mezcl6 suavemente y vertiendo varias veces.
La solucién de proteinasa K se mantuvo en hielo durante la operacion.

Un volumen de 400 pl de agarosa SeaKem Gold1%, fundida a 50°C (T° tolerable al tacto)
fue adicionado a cada tubo, mezclando suavemente con pipeta.

Inmediatamente cada mezcla se vertié en dos moldes de plugs por cada nimero de cultivo,
evitando la formacion de burbujas, y se dejo solidificar a T° ambiente durante 15 minutos.

4.2.4. Lisis de Células Bacterianas en los Plugs de Agarosa

La pared bacteriana debe ser digerida para exponer el material genético. Esto se logra con
la capacidad detergente de Sarcocyl y de proteinasa K para la remocion de nucleasas en el
medio quelante de metales aportado por EDTA.



a) Se verifico el funcionamiento del bafio de agua con agitacion, se carg6é con suficiente
cantidad de agua y se regulé a una temperatura de 52°C.

b) Se rotularon los tubos con el nimero de cada cepa y se adicionaron 500 pl de proteinasa K
(20 mg/ml) y luego 5 ml de buffer de lisis (anexo 3).

c) Cada plug fue depositado en la solucién correspondiente empujandolo cuidadosamente con
espatula hacia el fondo cada tubo, verificando que quedaran inmersos en la mezcla

f) Luego en gradillas apropiadas los tubos se pusieron en bafio de agua con agitacion y se
incubaron a 52°C durante 2 horas.

4.2.5. Lavado de Plugs

a) El drenaje de la mezcla se realiza cuidadosamente evitar el dafio o pérdida de plugs (tapa

cribada).

b) Cada tubo con sus respectivos 2 plugs fue adicionado de 15 ml de agua dd precalentada a
52 °C, y se incubaron en bafio de agua agitado por 10 minutos. El proceso se realiz6 3
Veces.

¢) Luego se practicaron 4 lavados en 10 ml de buffer TE.

g) Eliminado el buffer del cuarto lavado, cada tubo fue adicionado nuevamente con 10 ml de
buffer TE vy cuidando de cubrir completamente los plugs, se refrigeraron a 4°C hasta
comenzar la etapa de digestion.

4.3.  Digestién de ADN con Xbal

Los plugs son seccionados en pequefias rebanadas para someterlas a la accion enzimatica
endonucleasa. La enzima Xbal es utilizada como enzima primaria de corte para E. coli.
Por recomendacion de Pulse Net se considera el uso de albdmina bovina sérica para
minimizar la incidencia de restriccién incompleta.

El uso de enzimas secundarias y terciarias es de utilidad en situaciones en las que los
patrones obtenidos con la enzima primaria no son satisfactorios para discriminar entre dos
0 mas aislados.

La digestion se realizd en dos instancias. La primera consideré 8 aislados y la segunda 12.
La descripcidn tiene validez para ambos casos, con la salvedad que en el primer caso para el
estandar de Salmonella ser. Braenderup H9812 se utilizaron 2 lineas y para el segundo 3.

4.3.1. Incubacion pre-restriccion
a) Se rotularon tubos de microcentrifuga de 1,5 ml, 8 para las cepas y 2 para es estandar de

Salmonella ser. Braenderup H9812.
b) En cada tubo se alicuotaron 200 pl de buffer de pre-restriccion 1X (anexo 4)



¢) A cada plug se le practicaron rebanadas de 2 mm aproximadamente. Los plugs remanentes
y las rebanadas sin utilizar se depositaron en los respectivos tubos con buffer TE y se
refrigeraron.

d) Dos rebanadas de cada plug fueron transferidas al respectivo tubo de 1,5 ml de
microcentrifuga, asegurando que quedaran inmersas en el buffer de pre-restriccion diluido.

e) Los tubos de microcentrifuga se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos.

f) Con micropipeta de 200 pl se removid el buffer teniendo especial cuidado de no dafiar ni
aspirar las muestras.

4.3.2. Restriccién enzimatica

a) A cada tubo con su respectivo plug se agregaron 200 pl de la mezcla de restriccion
enzimatica (anexo 5) cerciorandose que los plugs quedaran sumergidos.
b) Los tubos se incubaron en termobloque de calor seco a 37°C durante 2 horas.

4.4, Electroforesis

Durante el periodo de incubacién de las muestras en la mezcla de restriccion enzimética se
prepara el buffer y gel de corrida. La incorporacion de &cido bérico al buffer permite
obtener mas resolucién al permitir la separacién en pequefios fragmentos la molécula de
ADN.

4.4.1. Preparacion del gel de Agarosa al 1%.

a) Para moldear el gel de corrida se diluyd 1 gr de Agarosa SeaKem Gold (SKG) en 100 ml de
buffer TBE 0,5X (anexo 6)

b) Mientras se disuelve la agarosa, se armo el marco para moldear el gel.

¢) Una vez fundida, la agarosa se vertié en el marco, reservando un volumen aprox. de 2 ml
para sellar los pocillos una vez cargados con las muestras. Se dej6 solidificar el gel, por
alrededor de 30 minutos.

d) Se carg6 la camara de electroforesis con 2500 ml de buffer TBE 0.5X, se calibr6 para un
flujo de 1 litro/min. y se hizo funcionar durante 30 minutos a 14°C antes de cargar el gel.

4.4.2. Carga del Gel

a) Retirados del termobloque después del periodo de incubacién, se removié la mezcla de
restriccion enzimética de cada tubo con micropipeta y se adicionaron 200 pl de TBE 0.5X,
dejando incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.



b) Cuidadosamente se remueve el buffer TBE 0.5X, se retiran las rebanadas desde los tubos y
se depositan en los pocillos del gel cuidando de no dejar espacios ni dafiar las muestras.

c) Con micropipeta de 200 pl cargada con agarosa fundida del remanente de 2 ml, se sell6
cada uno de los 10 pocillos evitando la formacién de burbujas.

d) Habiendo solidificado la agarosa de sellado, se retir6 el gel desde el molde, y
cuidadosamente fue depositado en el marco de la camara de electroforesis.

f) La camara se cerrd y se programaron las condiciones de corrida.

4.4.3. Condiciones de Electroforesis
La corrida se realiz6 segln lo indicado en las condiciones de electroforesis del estandar

de operaciones de Pulse Net para PFGE de E. coli No-O157 con enzima de restriccion
Xbal y segun el equipo modelo CHEF DR-III.

Tiempo Inicial 6,7 segundos
Tiempo Final 35,3 segundos
Voltaje 6 volts
Angulo 1200
Tiempo de Corrida 19 horas

4.4.4. Tincién del gel de agarosa de PFGE

Considerando lo extenso del periodo de electroforesis la tincion se practica una vez ésta ha
concluido. Una vez sensibilizados por transiluminacion de luz ultravioleta, los agentes
intercalantes unidos a las moléculas de ADN, permiten visualizar las bandas en el gel.

a) La solucidn de tincion se prepar6 en un recipiente apropiado al tamafio del gel, diluyendo
40ul de GelRed en 200 ml de agua destilada.

b) Retirando cuidadosamente el gel desde la camara de electroforesis, se sumergio en la
solucidn de tincion durante 20 minutos.

c) Posteriormente el gel se traspasé a otro recipiente idéntico al anterior conteniendo un
volumen de 200 ml de agua destilada para lavar por 20 minutos.

d) Después del lavado se fotografio el gel.

4.45. Procesamiento de la imagen

La imagen fue analizada con el software Bionumerics 7.1 cuyo proceso se detalla en el
Manual Bionumerics 7.1



5. RESULTADOS

La discriminacion entre las distintas bandas presentes en un gel depende de la correcta
aplicacion de la técnica y la utilizacion de la endonucleasa apropiada. Las bandas obtenidas
por restriccion con la enzima Xbal en los dos experimentos representados en la figura 1,
muestran los perfiles de restriccién para las diferentes cepas analizadas. En particular la cepa
MT-0461-1 (carril 6 gel A) presentd una degradacion del DNA, por lo que esta muestra no
fue incluida en el analisis posterior. El gel B presenta en dos casos repeticion de la misma
cepa (4 - 5) y (7 - 8) que se interpretaron como una ratificacion de la correcta aplicacion de la
técnica.

Tanto la cepa numero 6 del primer gel, como una de cada repeticién del segundo no
fueron consideradas en el posterior analisis computacional.
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Figura 1. Electroforesis en campo pulsado de aislados de E. coli con la enzima de restriccion
Xbal. Gel A: Al-711-1 (Carril 1), Al-712-1 (Carril 2), MT-0170-1b (Carril 3), MT-0365-2
(Carril 4), estandar Salmonella ser. Braenderup (Carril 5), MT-0461-1 (Carril 6), MT-0491-1
(Carril 7), MT-0488-1 (Carril 8), MT-0166-1 (Carril 9) y estdndar Salmonella ser.
Braenderup (Carril 11). Gel B: Estandar S. ser Braenderup (carril 1), AL-563-3 (Carril 2),
AL-565-5 (Carril 3), 12192-4 (1) (Carril 4), 12192-4 (2) (Carril 5), estandar Salmonella ser.
Braenderup (Carril 6), 747-1 (1) (Carril 7). 747-1 (2) (Carril 8), Al-562-5 (Carril 9), 11-531-9
(Carril 10), estandar Salmonella ser. Braenderup (Carril 11), 11-960-18 (Carril 12), Al-561-7
(Carril 13), Al-565-4 (Carril 14) y 11-592-23 (Carril 15)

El tamafio estimado de cada banda se encuentra dentro del rango de pesos moleculares del
estandar de Salmonella ser. Braenderup H9812, exhibiendo una resolucién de PFGE de

aproximadamente 15 fragmentos, lo que permiti6 una satisfactoria capacidad de
discriminacion entre 20.5 y 668.9.



Los perfiles PFGE fueron comparados entre si usando el coeficiente de Dice 1% de
tolerancia y fueron agrupadas usando UPGMA para obtener el agrupamiento de las cepas

(Figura 2)
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El agrupamiento de los perfiles muestra una amplia dispersién llegando en el mejor de los
casos una similitud menor al 80% descartando el origen comun de las cepas entre las del
centro entre si como las del sur entre si. No obstante, se observan 3 agrupamientos de los
perfiles de restricciéon. En particular el grupo 3 reuni6 solo aislados de la zona central a
diferencia de lo observado en los grupos 1 y 2 que reunieron cepas de ambas zonas
geograficas.



6. DISCUSION

Relacionar aislados a nivel de cepas tiene gran importancia para verificar si un conjunto
de microorganismos estad clonalmente relacionado. Sustentado en el principio de que el
hallazgo de cepas clones implica un comln origen genético, la tipificacion molecular
permite lucubrar sobre importantes aspectos epidemioldgicos.

Los patrones de restriccion obtenidos en el presente estudio ratifican la conocida
sensiblidad y capacidad discriminatoria de PFGE que lo han covertido en una potente
herramienta para indagar en la clonalidad de diversos aislados. Las resolucion observada
entre las distintas bandas permite visualmente relacionar la escasa similitud entre los aislados.
Apoyado en esto, PFGE demostr6 potencia para diferenciar entre las cepas escogidas, donde
ningln agrupamiento genotipico supero el 72,7 % de similitud.

Las observaciones permiten concluir la nula clonalidad entre las mismas y por
consecuencia el diverso origen entre los aislados.
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ANEXQOS
Anexo 1 Buffer TE.

Se obtiene mediante la solucién de 2 componentes.
Tris 1M pH 8.0: acttiia como buffer de pH.
Se obtiene diluyendo 12,11 grs. en un volumen total de 100 ml de agua dd.

EDTAO0,5 M pH 8.0: actila como quelante de cationes Mg.

Se obtiene diluyendo 93,05 grs. de EDTA hasta obtener 500 ml en agua dd, y regulando
hasta pH 8.0 afiadiendo paulatinamente perlas de NaOH hasta obtener la transparencia
total de la solucion (56 perlas)

Buffer TE: Se obtiene diluyendo 10 ml de Tris 1M, y 2 ml de EDTA 0,5M pH 8.0 hasta
completar 1000 ml en agua dd.
Luego se rotula, esteriliza y se mantiene refrigerado asépticamente hasta su uso.

Anexo 2 Solucion Stock de ProteinasaK (20 mg/ml)

Considerando gue la solucion de proteinasa K fue requerida para el moldeado de plugs y
para la lisis de las células bacterianas se elaboré un volumen stock para ambas etapas.
Para obtener el volumen de proteinasa K (20 mg/ml) requerida para el moldeado (20 pl/
tubo) y para la mezcla de lisis (25 pl/ tubo) se prepar6 un total de 1000 ul, considerando
100 pl extras.

Volumen de Proteinasa K Stock

Tris 1M 50 pl
CaCl, 1M 100 pl
Proteinasa K 20 mg
Agua Libre de Nucleasas 940 pl
Volumen Total 1000 ml

Anexo 3 Buffer de lisis.

Se calcul6 un volumen proporcional considerando un volumen de la solucion de 5 ml
por cada uno de los 20 tubos.

Buffer de Lisis para 100 ml




Tris 1M 5ml

EDTA0,5M 10 ml
Sarcosyl 10% 10 ml
Agua dd 75 ml
Total 100

Anexo 4 Buffer de pre-restriccion 1X

Se prepar6 una dilucion 1:10 en agua dd considerando un volumen para 2 muestras mas
por precaucion.

Buffer de pre-restriccion diluido (1X)

Buffer de restriccion 10 X 200 ul
Agua dd 1800 pl
Volumen total 2000

Anexo 5 Mezcla de Restriccion

Los mismos tubos de microcentrifuga usados en la pre-restriccion se utilizaron para  la
restriccién enzimatica.

Mezcla de Restriccion

Buffer de restriccion 10 X 200 ul
Albdmina Bovina Sérica (10 mg/ml) 20 pl
Xbal (10 U/ pl)* 50 pl
Agua dd 1730 pl
Volumen Total 2000 ul

*mantener en hielo cuando esta en uso, y a -20°C en almacenamiento.

Anexo 6 Buffer TBE 5X (Tris, Borato, EDTA)

Volumen stock de buffer TBE 5X

Tris 1M pH 8.0 54 gr
Acido Bérico 27,59r
Agua dd. 900 ml




Una vez diluido el Tris y el borato se adicionan 20 ml de EDTA 0,5M (pH 8.0) y con

agua dd se lleva a 1000 ml.
En estas condiciones puede guardarse a temperatura ambiente hasta el momento de uso en

0,5X diluyendo 1:10 desde el stock.

Buffer TBE 0,5X

Se calculé un volumen de 2600 ml considerando la elaboraciéon del gel (100 ml) y el
buffer de electroforesis (2500 ml).

Volumen de TBE 0,5X

Buffer TBE 5X stock 260 ml
Agua dd. 2340 ml
Volumen total 2600 ml




Resultados de electroforesis en campo pulsado (PFGE)
tipificacion molecular de aislados de S. aureus



Tipificacion de aislados de Staphylococcus aureus de mastitis bovina mediante electroforesis en
gel en campo pulsado (PFGE).

Mediante PFGE se han tipificado 53 cepas de S. aureus aisladas de MB provenientes de leche de
planteles pertenecientes a la zona central y a la zona sur, con el fin de evaluar la clonalidad de
estos aislados. Este trabajo forma parte de las Actividad 1.1 programada en la propuesta que
quedd pendiente de concluir en esta etapa del proyecto. Para llevar a cabo estos ensayos se siguié
la metodologia recomendada Turabelidze et al 2000 (1) para S. aureus.

En las figuras 1y 2 se presentan los resultados de la PFGE. La figura 1 muestra un gel de PFGE para
11 aislados de S. aureus provenientes de MB obtenidos de muestras de leche de la zona centro y
sur del pais. De acuerdo al analisis del gel, se puede observar que aislados de S. aureus de
diferentes vacas provenientes de dos planteles de la zona sur (Purranque y Osorno), presentan
una alta relacion clonal entre los aislados de esta especie bacteriana (mayor de un 85% de
identidad genética). Los aislados de la zona central (MT-0398 Y MT-0399) presentan una relacion
clonal cercana al 75% entre si y estos a la vez son genéticamente diferentes con respecto a los
obtenidos de la zona sur.

MT-0398 28-08-13 Santa Sara Zona Central
MT-0399 28-08-13 Santa Sara Zona Central
MT-0521 28-09-13 Purranque

MT-0527 28-09-13 Purranque

MT-0529 28-09-13 Purranque

MT-0594 28-09-13 Purranque

MT-0557 28-09-13 Osomo

MT-0567 28-09-13 Osomo

[ || wr-0523 28:09-13  Purranque

MT-509  28-09-13 Purranque

| MT-50  28-09-13 Purranque

Figura 1. Dendograma de los perfiles de electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) del DNA digerido con
Smal obtenido de los aislados de S. aureus. Las cepas MT-0398 y MT-0399 fueron aisladas en la zona centro
y las restantes en la zona sur.



Como se puede observar en la figura 2, aislados de S. aureus de diferentes vacas pero
provenientes de un mismo plantel presentan una alta relacion clonal entre los aislados de esta
especie bacteriana (MT-0455 y MT-0460) pertenecientes al plantel de Lago Ranco en la zona sury
(MT-288 Y MT-299) provenientes de otro plantel de la zona sur. Esto nos permite sugerir la
existencia de una contaminacién cruzada entre los animales, probablemente asociada a las malas
practicas ganaderas en estos planteles.

| H AL-704 07-05-13  Purranque RB..
|| AL-708  07-05-13  Purragnque RB.
||| AL-705  07-05-13  Purranque RB..
AL-709 07-05-13  Purragnque RB.
AL-698 07-05-13  Purragnque RB.
AL-699 07-05-13  Purranque RB..
| AL-703 07-05-13  Purragnque RB.
l[]| w0281 170713 g6

| | MT-0455 28-08-13 Lago Ranco

| MT-0460 28-09-13  Lago Ranco

| MT-0288 17-07-13 G

MT-0299 17-07-13 JG

Figura 2. Dendograma de los perfiles de electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) del DNA digerido con
Smal obtenido de los aislados de S. aureus, provenientes de la zona sur.
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N° Muestras| Codigo cepa Dignéstico Zona del pais | CWR-5 (%)
1 MT-0163-1 S.C.N Zona Central 2,50%
2 MT- 0164- 1 Corynebacterium sp Zona Central 2,50%
3 MT-0165-1 S.C.N Zona Central 2,50%
4 MT- 0165- 2 CB(-) Zona Central 2,50%
5 MT- 0165-3 Corynebacterium sp Zona Central 2,50%
6 MT-0169-1 S.C.N Zona Central 2,50%
7 MT-0170- 2 Corynebacterium sp Zona Central 2,50%
8 MT-0171-1 B.N.F Zona Central 2,50%
9 MT-0171-4 B.N.F Zona Central 2,50%
10 MT-0176- 1 S.C.N Zona Central 2,50%
11 MT-0180- 3 Micrococcus sp Zona Central 0,50%
12 MT-0183-1 S. dysgalactiae Zona Central 2,50%
13 MT- 0309- 1 Streptococcus sp Zona Sur 5,00%
14 MT- 0314- 2F Klebsiella ozaenae Zona Sur 2,50%
15 MT- 0318- 1 Yersinia enterocolitica Zona Sur 2,50%
16 MT- 0319-1 Hafnia alvei Zona Sur 5,00%
17 MT- 0320- 2 S.C.N Zona Sur 2,50%
18 MT-0321-1 Yersinia enterocolitica Zona Sur 2,50%
19 MT- 0322- 2 B(+) cat (+) y esc (+) Zona Sur 2,50%
20 MT-0323-1 S.C.N Zona Sur 5,00%
21 MT- 0323- 2 Corynebacterium sp Zona Sur 2,50%
22 MT-0324- 1 Corynebacterium sp Zona Sur 2,50%
23 MT- 0325-1 Corynebacterium sp Zona Sur 2,50%
24 MT-0325-2 Corynebacterium sp Zona Sur 2,50%
25 MT- 0326- 1 Serratia sp Zona Sur 2,50%
26 MT- 0327- 2 S. uberis Zona Sur 2,50%
27 MT- 0328- 1 Pantoea sp Zona Sur 2,50%
28 MT- 0329- 2 B(+) cat (-) esc (+) Zona Sur 1,00%
29 MT- 0330- 1 Yersinia sp Zona Sur 2,50%
30 MT- 0331- 3 B(+) cat (-) y esc (+) Zona Sur 1,00%
31 MT- 0332- 2 S. uberis Zona Sur 1,00%
32 MT- 0333- 2 S. dysgalactiae Zona Sur 2,50%
33 MT- 0333- 1 Hafnia alvei Zona Sur 1,00%
34 MT-0334- 1 Corynebacterium sp Zona Sur 5,00%
35 MT- 0334- 2 B(+) cat (-) y esc (+) Zona Sur 5,00%
36 MT- 0335- 3 S.C.N Zona Sur 1,00%
37 MT- 0336- 3 Hafnia alvei Zona Sur 2,50%
38 MT- 0336- 1 B(+) cat (-) y esc (+) Zona Sur 1,00%
39 MT- 0338- 1 S. uberis Zona Sur 2,50%
40 MT- 0339- 3 Enterobacter amnigenus Zona Sur 2,50%
41 MT- 0340- 1 B(+) cat (-) y esc (+) Zona Sur 1,00%
42 MT- 0341- 4 Rhanella aquatilis Zona Sur 7,50%
43 MT- 0341-1 Enterobacter aerogenes Zona Sur 5,00%
44 MT- 0341- 3 Aeromona sp Zona Sur 2,50%
45 MT-0342- 1 S. uberis Zona Sur 2,50%
46 MT- 0342- 2 Yersinia enterocolitica Zona Sur 2,50%
47 MT- 0343- 3 Candida kefyr Zona Sur 7,50%
48 MT- 0343- 2 Yersinia enterocolitica Zona Sur 2,50%




49 MT- 0344- 1 B(+) cat (-) y esc (+) Zona Sur 1,00%
50 MT- 0344- 2 B(+) cat (-) y esc (+) Zona Sur 1,00%
51 MT- 0345- 1 B(+) cat (-) y esc (+) Zona Sur 2,50%
52 MT- 0346- 1 B(+) cat (-) y esc (+) Zona Sur 1,00%
53 MT- 0346- 2 B(+) cat (-) y esc (+) Zona Sur 5,00%
54 MT- 0350- 1 S.C.N Zona Sur 1,00%
55 MT- 0350- 2 S. uberis Zona Sur 2,50%
56 MT- 0353- 2 Klebsiella Ozaenae Zona Sur 5,00%
57 MT- 0354- 2 S.C.N Zona Sur 5,00%
58 MT- 0354- 1 S. aureus Zona Sur 5,00%
59 MT- 0355- 1 S.C.N Zona Sur 5,00%
60 MT- 0356- 1 S.C.N Zona Sur 2,50%
61 MT- 0356- 2 S. aureus Zona Sur 2,50%
62 MT- 0357- 1 S. uberis Zona Sur 2,50%
63 MT- 0358- 1 S.C.N Zona Sur 2,50%
64 MT- 0359- 1 S. aureus Zona Sur 2,50%
65 MT- 0360- 1 S. uberis Zona Sur 2,50%
66 MT- 0361-1 S. uberis Zona Sur 2,50%
67 MT- 0362- 1 S.C.N Zona Sur 2,50%
68 MT- 0363- 1 S. aureus Zona Sur 2,50%
69 MT- 0365- 2 E. coli Zona Sur 2,50%
70 MT- 0365-1 S. dysgalactiae Zona Sur 1,00%
71 MT- 0366- 1 S.C.N Zona Sur 2,50%
72 MT- 0366- 2 S. uberis Zona Sur 2,50%
73 MT-0367-1 S. aureus Zona Sur 5,00%
74 MT- 0368- 1 S. uberis Zona Sur 2,50%
75 MT- 0369- 1 Corynebacterium sp Zona Sur 5,00%
76 MT- 0369- 2 S. uberis Zona Sur 2,50%
77 MT- 0370- 1 S.C.N Zona Sur 5,00%
78 MT-0371-1 S. uberis Zona Sur 2,50%
79 MT- 0371- 2 S. aureus Zona Sur 5,00%
80 MT-0372- 1 Micrococcus sp Zona Sur 2,50%
81 MT-0373-1 S.C.N Zona Sur 5,00%
82 MT- 0375- 1 Corynebacterium sp Zona Central 10,00%
83 MT- 0377- 1 Corynebacterium sp Zona Central 10,00%
84 MT- 0378- 1 S. aureus Zona Central 5,00%
85 MT- 0380- 2 Corynebacterium sp Zona Central 2,50%
86 MT- 0380- 1 Streptococcus sp Zona Central 2,50%
87 MT- 0381- 1 Enterobacter cloacae Zona Central 5,00%
88 MT- 0381- 3 Klebsiella Pneumoniae Zona Central 10,00%
89 MT- 0383- 2 Corynebacterium sp Zona Central 2,50%
90 MT- 0383- 1 Klebsiella Pneumoniae Zona Central 10,00%
91 MT- 0384- 1 Corynebacterium sp Zona Central 5,00%
92 MT- 0384- 2 Corynebacterium sp Zona Central 5,00%
93 MT- 0385- 2 Klebsiella Pneumoniae Zona Central 10,00%
94 MT- 0386- 1 S. uberis Zona Central 2,50%
95 MT- 0386- 3 Enterobacter cloacae Zona Central 10,00%
96 MT- 0386- 2 Klebsiella Pneumoniae Zona Central 10,00%
97 MT- 0387- 1 Micrococcus sp Zona Central 2,50%
98 MT- 0388- 3 Corynebacterium sp Zona Central 2,50%




99 MT- 0388- 2 Corynebacterium sp Zona Central 2,50%
100 MT- 0388- 1 Micrococcus sp Zona Central 5,00%
101 MT- 0389- 1 S.C.N Zona Central 5,00%
102 MT- 0390- 3 Klebsiella Pneumoniae Zona Central 10,00%
103 MT- 0390- 2 Serratia marcescens Zona Central 10,00%
104 MT- 0390- 1 Corynebacterium sp Zona Central 5,00%
105 MT- 0391- 2 Corynebacterium sp Zona Central 5,00%
106 MT- 0391- 3 Klebsiella Pneumoniae Zona Central 10,00%
107 MT- 0392- 2 Corynebacterium sp Zona Central 5,00%
108 MT- 0392- 1 Klebsiella Pneumoniae Zona Central 2,50%
109 MT- 0394- 1 Micrococcus sp Zona Central 2,50%
110 MT- 0395- 1 S.C.N Zona Central 5,00%
111 MT- 0395- 4 Klebsiella oxytoca Zona Central 10,00%
112 MT- 0395- 2 Klebsiella oxytoca Zona Central 10,00%
113 MT- 0395- 3 Klebsiella oxytoca Zona Central 10,00%
114 MT- 0396- 1 S.C.N Zona Central 2,50%
115 MT- 0397- 2 Enterobacter aglomerans Zona Central 10,00%
116 MT-0397- 1 Klebsiella oxytoca Zona Central 10,00%
117 MT- 0398- 2 S. aureus Zona Central 5,00%
118 MT- 0398- 1 S.C.N Zona Central 10,00%
119 MT- 0398- 3 Klebsiella oxytoca Zona Central 10,00%
120 MT- 0399- 2 S. aureus Zona Central 5,00%
121 MT- 0400- 1 Klebsiella oxytoca Zona Central 10,00%
122 MT- 0401- 2 Klebsiella oxytoca Zona Central 10,00%
123 MT- 0402- 3 S. uberis Zona Central 5,00%
124 MT- 0402- 2 S.C.N Zona Central 2,50%
125 MT- 0403-1 Streptococcus sp Zona Central 2,50%
126 MT- 0403- 2 Klebsiella oxytoca Zona Central 10,00%
127 MT- 0404- 2 S. uberis Zona Central 5,00%
128 MT- 0404- 3 S.C.N Zona Central 2,50%
129 MT- 0404- 5 S.C.N Zona Central 2,50%
130 MT- 0404- 1 Micrococcus sedentarios Zona Central 2,50%
131 MT- 0406- 1 E. coli Zona Central 2,50%
132 MT- 0406- 2 S. dysgalactiae Zona Central 2,50%
133 MT- 0407- 1 Corynebacterium sp Zona Central 0,50%
134 MT- 0408- 1 S. uberis Zona Central 1,00%
135 MT- 0409- 2 Corynebacterium sp Zona Central 1,00%
136 MT- 0410- 2 S.C.N Zona Central 1,00%
137 MT- 0410- 3 E. coli Zona Central 0,75%
138 MT-0411- 1 Corynebacterium sp Zona Central 0,50%
139 MT- 0411- 2 Corynebacterium sp Zona Central 0,75%
140 MT-0411- 3 S. agalactiae Zona Central 2,50%
141 MT- 0412- 1 S.C.N Zona Central 0,75%
142 MT- 0412- 2 Candida kruseii Zona Central 5,00%
143 MT- 0412- 3 Corynebacterium sp Zona Central 0,50%
144 MT- 0412- 4 Candida kruseii Zona Central 5,00%
145 MT-0413- 1 S.C.N Zona Central 1,00%
146 MT- 0413- 2 Corynebacterium sp Zona Central 0,50%
147 MT- 0413- 3 Corynebacterium sp Zona Central 0,50%
148 MT- 0414- 2 Corynebacterium sp Zona Central 1,00%




149 MT- 0415- 2 Enterococcus faecium Zona Central 2,50%
150 MT- 0416- 1 Micrococcus sp Zona Central 0,75%
151 MT- 0416- 2 S.C.N Zona Central 1,00%
152 MT- 0416- 3 S. uberis Zona Central 0,50%
153 MT- 0416- 4 S.C.N Zona Central 0,50%
154 MT- 0416- 5 S.C.N Zona Central 2,50%
155 MT- 0416- 6 Streptococcus sp Zona Central 0,50%
156 MT-0417- 1 Corynebacterium sp Zona Central 0,75%
157 MT- 0417- 2 S.C.N Zona Central 0,75%
158 MT- 0418- 1 Micrococcus sp Zona Central 1,00%
159 MT- 0418- 2 Corynebacterium sp Zona Central 2,50%
160 MT- 0419- 1 Corynebacterium sp Zona Central 2,50%
161 MT- 0419- 3 Micrococcus sp Zona Central 0,75%
162 MT- 0420- 2 Corynebacterium sp Zona Central 0,50%
163 MT- 0420- 3 S.C.N Zona Central 0,75%
164 MT-0421- 1 Corynebacterium sp Zona Central 0,75%
165 MT-0421- 2 Corynebacterium sp Zona Central 1,00%
166 MT-0421- 3 S.C.N Zona Central 2,50%
167 MT- 0422- 1 Corynebacterium sp Zona Central 1,00%
168 MT- 0422- 2 Corynebacterium sp Zona Central 0,50%
169 MT- 0423- 1 S.C.N Zona Central 2,50%
170 MT- 0423- 2 S. uberis Zona Central 2,50%
171 MT- 0424 - 1 S.C.N Zona Central 2,50%
172 MT- 0424 - 2 S. uberis Zona Central 2,50%
173 MT- 0425- 1 S.C.N Zona Central 5,00%
174 MT- 0426- 1 S. uberis Zona Central 1,00%
175 MT- 0426- 3 Corynebacterium sp Zona Central 0,75%
176 MT- 0426- 4 Serratia rubidaea Zona Central 5,00%
177 MT- 0427- 1 Corynebacterium sp Zona Central 0,75%
178 MT- 0427- 2 Corynebacterium sp Zona Central 0,75%
179 MT- 0427- 3 Corynebacterium sp Zona Central 0,75%
180 MT- 0428- 1 S. uberis Zona Central 2,50%
181 MT- 0428- 2 Micrococcus sp Zona Central 0,50%
182 MT- 0430- 1 S. uberis Zona Sur 2,50%
183 MT- 0431- 2 S.C.N Zona Sur 2,50%
184 MT- 0431- 3 S.C.N Zona Sur 2,50%
185 MT- 0434- 2 S.C.N Zona Sur 1,00%
186 MT-0435- 1 Corynebacterium sp Zona Sur 0,50%
187 MT- 0436- 1 S.C.N Zona Sur 2,50%
188 MT- 0436- 3 S. uberis Zona Sur 2,50%
189 MT- 0441- 1 S. aureus Zona Sur 2,50%
190 MT-0443- 1 Corynebacterium sp Zona Sur 2,50%
191 MT- 0443- 2 S.C.N Zona Sur 2,50%
192 MT- 0446- 1 Corynebacterium sp Zona Sur 0,50%
193 MT- 0448- 1 Corynebacterium renale Zona Sur 0,75%
194 MT-0451- 1 Corynebacterium sp Zona Sur 2,50%
195 MT- 0452- 2 Corynebacterium sp Zona Sur 2,50%
196 MT- 0455- 1 S. aureus Zona Sur 2,50%
197 MT- 0455- 2 S. uberis Zona Sur 1,00%
198 MT- 0457- 3 | Corynebacterium pseudodiphteriticum Zona Sur 2,50%




199 MT- 0458- 2 Corynebacterium renale Zona Sur 2,50%
200 MT- 0459- 4 S. aureus Zona Sur 2,50%
201 MT- 0460- 1 S. aureus Zona Sur 2,50%
202 MT- 0461- 2 Micrococcus sp Zona Sur 0,75%
203 MT- 0463- 1 E. coli Zona Sur 1,00%
204 MT- 0464- 1 Candida sp Zona Sur 2,50%
205 MT- 0466- 2 S. uberis Zona Sur 2,50%
206 MT- 0466- 1 Corynebacterium sp Zona Sur 2,50%
207 MT- 0467- 1 S.C.N Zona Sur 2,50%
208 MT- 0468- 1 S.C.N Zona Sur 2,50%
209 MT-0471- 1 Corynebacterium sp Zona Sur 2,50%
210 MT-0472- 1 S. uberis Zona Sur 2,50%
211 MT- 0475- 1 Corynebacterium sp Zona Sur 2,50%
212 MT- 0476- 1 Corynebacterium sp Zona Sur 2,50%
213 MT- 0480-1 S. aureus Zona Sur 2,50%
214 MT- 0480-2 S. aureus Zona Sur 1,00%
215 MT- 0481- 1 S. uberis Zona Sur 1,00%
216 MT- 0483- 1 S. aureus Zona Sur 1,00%
217 MT- 0484- 1 S.C.N Zona Sur 2,50%
218 MT- 0486- 1 S. uberis Zona Sur 2,50%
219 MT- 0488- 1 E. coli Zona Sur 2,50%
220 MT- 0489- 1 S. uberis Zona Sur 2,50%
221 MT- 0491- 1 E. coli Zona Sur 2,50%
222 MT- 0493- 1 S. uberis Zona Sur 1,00%
223 MT- 0494- 1 S. uberis Zona Sur 1,00%
224 MT- 0494- 2 S.C.N Zona Sur 2,50%
225 MT- 0496- 1 S. uberis Zona Sur 1,00%
226 MT- 0500- 1 S. aureus Zona Sur 1,00%
227 MT- 0503- 1 S. uberis Zona Sur 2,50%
228 MT- 0505- 1 S. uberis Zona Sur 0,75%
229 MT- 0505- 2 S.C.N Zona Sur 2,50%
230 MT- 0505- 3 S.C.N Zona Sur 2,50%
231 MT- 0505- 4 S. uberis Zona Sur 2,50%
232 MT- 0506- 1 S. aureus Zona Sur 5,00%
233 MT- 0506- 2 S. aureus Zona Sur 5,00%
234 MT-0507-1 S.C.N Zona Sur 2,50%
235 MT- 0507- 2 S.C.N Zona Sur 2,50%
236 MT-0508- 1 S.C.N Zona Sur 2,50%
237 MT- 0508- 2 S.C.N Zona Sur 2,50%
238 MT- 0509- 1 S. aureus Zona Sur 5,00%
239 MT- 0510- 1 S.C.N Zona Sur 2,50%
240 MT-0510- 2 S. aureus Zona Sur 2,50%
241 MT- 0510-3 S.C.N Zona Sur 2,50%
242 MT-0511-1 Turicella otitidis Zona Sur 5,00%
243 MT-0512-1 S. aureus Zona Sur 2,50%
244 MT-0512-2 S. aureus Zona Sur 2,50%
245 MT-0513-1 S. aureus Zona Sur 2,50%
246 MT-0513-2 S. capitis Zona Sur 0,75%
247 MT- 0514- 1 S.C.N Zona Sur 2,50%
248 MT- 0515-1 Corynebacterium genitalium Zona Sur 5,00%




249 MT-0516-1 S. aureus Zona Sur 2,50%
250 MT-0517-1 S.C.N Zona Sur 2,50%
251 MT-0517-2 S.C.N Zona Sur 2,50%
252 MT-0519-1 S. capitis Zona Sur 1,00%
253 MT-0521-1 S. aureus Zona Sur 2,50%
254 MT-0521-2 S. aureus Zona Sur 5,00%
255 MT-0522-1 S.C.N Zona Sur 2,50%
256 MT-0523-1 S. aureus Zona Sur 5,00%
257 MT-0524-1 S.C.N Zona Sur 0,50%
258 MT-0524-2 S. agalactiae Zona Sur 0,50%
259 MT-0524-3 S. aureus Zona Sur 5,00%
260 MT- 0525-1 S.C.N Zona Sur 2,50%
261 MT- 0525- 2 S.C.N Zona Sur 1,00%
262 MT- 0526- 1 Corynebacterium genitalium Zona Sur 0,75%
263 MT-0527-1 S.C.N Zona Sur 0,75%
264 MT-0527-2 S. aureus Zona Sur 5,00%
265 MT-0528-1 S. aureus Zona Sur 5,00%
266 MT- 0528- 2 S.C.N Zona Sur 1,00%
267 MT-0528- 3 S. aureus Zona Sur 2,50%
268 MT-0529-1 S. aureus Zona Sur 5,00%
269 MT- 0529-2 Streptococcus sp Zona Sur 0,75%
270 MT- 0530- 2 S. aureus Zona Sur 5,00%
271 MT- 0530- 3 S.C.N Zona Sur 0,50%
272 MT-0531-1 S. aureus Zona Sur 5,00%
273 MT-0533-1 S.C.N Zona Sur 0,75%
274 MT-0535-1 S.C.N Zona Sur 0,75%
275 MT- 0535- 2 S. uberis Zona Sur 2,50%
276 MT-0535-3 S.C.N Zona Sur 0,75%
277 MT- 0536- 1 S. aureus Zona Sur 5,00%
278 MT- 0536- 2 S.C.N Zona Sur 1,00%
279 MT- 0537-1 S. aureus Zona Sur 5,00%
280 MT-0537-2 S.C.N Zona Sur 0,75%
281 MT- 0538- 1 S.C.N Zona Sur 0,75%
282 MT-0539-1 Micrococcus sp Zona Sur 0,50%
283 MT- 0539- 2 S.C.N Zona Sur 2,50%
284 MT- 0540- 1 S. aureus Zona Sur 5,00%
285 MT-0541-1 S. aureus Zona Sur 5,00%
286 MT-0541- 2 Streptococcus sp Zona Sur 2,50%
287 MT-0543-1 S. aureus Zona Sur 5,00%
288 MT-0544- 1 S. aureus Zona Sur 5,00%
289 MT- 0545- 2 S. aureus Zona Sur 2,50%
290 MT- 0545- 3 Streptococcus sp Zona Sur 2,50%
291 MT- 0546- 1 Streptococcus sp Zona Sur 2,50%
292 MT- 0546- 2 S. aureus Zona Sur 5,00%
293 MT-0547-1 S. aureus Zona Sur 2,50%
294 MT-0547-2 Micrococcus sp Zona Sur 0,75%
295 MT- 0548- 2 S. aureus Zona Sur 2,50%
296 MT- 0550- 1 Streptococcus sp Zona Sur 1,00%
297 MT- 0550- 2 S. aureus Zona Sur 2,50%
298 MT- 0551-1 S. aureus Zona Sur 2,50%




299 MT- 0552-1 S.C.N Zona Sur 1,00%
300 MT- 0553-1 S.C.N Zona Sur 0,75%
301 MT- 0554-1 S. aureus Zona Sur 2,50%
302 MT-0555-1 S. aureus Zona Sur 2,50%
303 MT- 0555- 2 S. dysgalactiae Zona Sur 0,50%
304 MT-0556- 1 S. aureus Zona Sur 2,50%
305 MT- 0557-1 S. aureus Zona Sur 2,50%
306 MT-0558-1 S. aureus Zona Sur 2,50%
307 MT- 0559-1 Micrococcus sp Zona Sur 1,00%
308 MT- 0559- 3 S.C.N Zona Sur 1,00%
309 MT- 0560- 1 S. uberis Zona Sur 1,00%
310 MT- 0560- 2 S.C.N Zona Sur 1,00%
311 MT- 0560- 3 S.C.N Zona Sur 0,75%
312 MT-0561-1 S. uberis Zona Sur 1,00%
313 MT- 0562- 1 S. uberis Zona Sur 2,50%
314 MT- 0563- 1 S.C.N Zona Sur 0,50%
315 MT- 0566- 1 S. aureus Zona Sur 2,50%
316 MT-0567-1 S. aureus Zona Sur 2,50%
317 MT- 0567-2 S.C.N Zona Sur 0,50%
318 MT- 0568- 1 S.C.N Zona Sur 1,00%
319 MT- 0569- 1 Micrococcus sp Zona Sur 0,50%
320 MT-0571-1 S. aureus Zona Sur 2,50%
321 MT-0572-1 S. aureus Zona Sur 2,50%
322 MT-0575-1 S. aureus Zona Sur 5,00%
323 MT- 0575-2 S.C.N Zona Sur 2,50%
324 MT-0576- 2 Micrococcus sp Zona Sur 2,50%
325 MT- 0577-1 S. aureus Zona Sur 5,00%
326 MT-0578-1 Micrococcus sp Zona Sur 2,50%
327 MT- 0580- 1 S.C.N Zona Sur 2,50%
328 MT- 0581- 2 S.C.N Zona Sur 2,50%
329 MT-0584- 1 S. aureus Zona Sur 5,00%
330 MT-0585- 1 S.C.N Zona Sur 2,50%
331 MT- 0586- 1 S. uberis Zona Sur 2,50%
332 MT-0587-1 S.C.N Zona Sur 5,00%
333 MT- 0588- 1 S.C.N Zona Sur 2,50%
334 MT-0589- 1 S.C.N Zona Sur 2,50%
335 MT- 0590- 2 S. aureus Zona Sur 5,00%
336 MT-0591-1 S. aureus Zona Sur 5,00%
337 MT-0595-1 S. aureus Zona Sur 5,00%
338 MT- 0600- 2 Micrococcus sp Zona Sur 2,50%
339 MT- 0600- 4 S.C.N Zona Sur 2,50%




CMI- CWR-5: es la menor concentracidon del producto que inhibe el crecimiento bacteriz
CMI. Concentracién
minima inhibitoria

Tabla Resumen de CMI CWR-5 por especie bacteriana.

Microorganismos CMI - CWR-5
0,50% 0,75% 1,00% 2,50% 5,00% 7,50% 10,00%

E. coli -- 1 1 4 -- - -
Klebsiella sp - - - 2 1 - 14
Micrococcus sp 4 4 2 7 1 - -
S.C.N 5 11 13 46 9 - 1
S. uberis 1 1 10 26 2 -- --
Corynebacterium sp 9 9 4 22 8 -- 2
S. aureus -- -- 3 29 30 -- --
Streptococcus sp 1 1 1 5 1 -- --
S. dysgalactiae 1 -- 1 3 -- - -
S. agalactiae 1 -- -- 1 -- - -
Otras - 1 9 17 9 2 3

Total 22 28 44 162 61 2 O

6,49 8,26 12,98 47,79 17,99 0,59 5,90

La tabla indica el nUmero de cepas con los diferentes valores de CMI por especi
En gris oscuro se indican los valores de CMI mas altos (sobre 10,0 %)

Un 5,8 % de las cepas muestra ina CMI mayor o igual a 10 % del producto.

En especial se observa que las cepas de Klebsiella fueron inhibidas a mas altas concentr:
De manera interesante este producto no presentd cepas con mayores niveles de CMI.
Basandonos en estos resultados se definié a CWR-5 como producto de mayor eficacia y
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aciones del producto.

se seleccioné para los estudios in vivo.
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N ambientales N contagiosos

Dipping de Co Dipping de Yodo Dipping de Co Dipping de Yodo
Abril'14 18,0 22 13 25
Mayo'14 3,0 7 12 12
Junio'14 1,0 2 5 9
Julio'14 1,0 4 10 15
Agosto'14 0,0 2 7 4
Sept'14 3,0 1 12 4
Oct'14 0,0 3 8 13
Nov'14 7,0 10 9 13
Dic'14 0,0 5 7 8
Enero'l5 0,0 0 0 0
Febrero'l5 0,0 0 0 0
Marzo'15 18,0 12 13 7

Abril'15 8,0 12 12 14
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Anexo 8

Actividades de Difusion



1.- Programa de la Il Jornada de Innovacion en Produccion Animal. 29 de Agosto
de 2014. Los Angeles. VIl region

Y V2

“
A
it}

Ao

Il

11 Jornada Nacional

ProarAMA

El Programa para la Il JIPA, sujeto a modificaciones, es el siguiente:

e T

8:30 - 9:00
9:00-9:10
9:10-9:30

9:30 - 10:10

10:10
10:50

10:50 -
11:10

11:10 -
11:50

11:50 -
12:30

12:30 -14:00

14:00 -
15:00

Acreditaciones e Instalacion de Stand
Bienvenida

‘Herramientas de Informacion y Lineas de
Financiamiento del Sector Publico a la
innovacion” - FIA

El desafio de Innovar
Dr. Claus Koébrich

Produccion de Pérdices.
Dr. Alberto Matthei

Descanso

Uso del Cobre en Prevencion de Mastitis.
Sr. Guillermo Figueroa

Innovacion en Vacunas
Dr. Leonardo Saenz

Acuiponia.
Dr. German Merino

Almuerzo

de Innovacion en Produccion Animal

Viernes 29 de Agosto - Los Angeles - Regién del Bio Bio

Hors  |PBloge

15:00 - 15:40

15:40 -16:20

16:20 - 17:00

17:00 -17:20

17:20 -18:00

18:00 - 18:40

18:40 - 19:20

19:20 - 20:00

Unidad de Faena Movil.Produccion de came
natural de aves y cerdos.
Dra. Patty English

Cultivo del Camaron de Vega
Sra. Rosa Caniumil

Acero inoxidable... ;aun?: nuevas
oportunidades para maquinas de ordefia.
Sr. Alberto Nuriez

Descanso

Produccion Organica y Valor Agregado a la
Leche de Cabra.
Dra. Natalie Vasquez

Control Homeopatico de la Varroa
Dr. Alejandro Montero

Las 5 Leyes de la Innovacion.
Dr. Alex Arancibia

Cierre



2.- Seminario con productores de Nestle. X region. Osorno. Diciembre 2014

La empresa Biogenesis Animal Health
organizé una charla informativa para
presentar el producto Cow Guard a
productores lecheros de las X region.

| Boi

G 'icc:?be'gt?, N Ll Seminario en Hotel Sonesta con

‘ gapraggico ‘ una  asistencia de 150

productores de leche invitados

por las plantas Soprole, Nestlé y

Colun. Presentacion de producto

para control de mastitis en base a
cobre.




Presentacion  de  resultados
parciales de la utilizacion de
producto de dipping en base a
Cobre para el control de mastitis.

Productores en seminario de
Hotel Sonesta. Presentacion
producto de dipping en base a
Cobre

La Union. Chile. Marzo 2015

Presentacion del producto Dipping
formulado en base a cobre en la XIV
regibon a productores que entregan
leche a la planta COLUN.




5. Seminario a Productores Lecheros Osorno. X Regién. Osorno. Chile. Marzo
2015.

Seminario a Productores Lecheros.
Asistencia de 150 productores.

6. Asesorias en terreno para la presentacion del producto de dipping en base a
cobre.

Producto Dipping en base a Cobre en
lecheria de Valdivia.




Asesoria de para la utilizacion de
dipping en base a cobre en
lecheria de Valdivia.

Rebafio plantel Valdivia
utilizando producto para dipping
en base a cobre Cow Guard
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Asesoria para la utilizacion de
producto en base a cobre en
lecheria de Los Angeles.

Asesoria para la utilizaciéon de
producto en base a cobre en
lecheria de Los Angeles. Como
se observa, el plantel presentaba
condiciones que favorecen la
presentacion de MB.




Utilizacion de producto en base a
cobre en sala de ordefia en
plantel de Los Angeles,

Asesoria en plantel de vacas
lecheras de Llanquihue.

Producto en glandula mamaria.
Plantel LIanquihue.




Utilizacion de Dipping de cobre
de manera experimental.
Lecheria de Osorno.

7. Contacto directo con vendedores intermediarios

Stand en Feria Ganadera SAGO
de Osorno.

BIOGENESIS




Exposicion en locales de venta
COLUN en sus 4 sucursales.
(La Unién, Rio Bueno, Paillaco,
Futrono).

8. Publicidad y posicionamiento comercial del producto a través de la pagina web

de Biogénesis Animal Health Chile.

[ www.biogenesischile.cl/productos.php

e —
/)
e

Productos
COW GUARD

Producto en base a cobre , para
ser utilizado como protector de la
piel del pezon, es un producto
natural amigable con el medio
ambiente , aprobado por fa epa
(usa), como el unico agente
natural antimicorbiano.

Quienes Somos | Noficias | Servicios |  Productos | Contéctenos

i

Con los mejores Productos

T

COW GUARD sellador de barrera

producto base cobre que posee un
film ( polimero) ALTAMENTE
SOLUBLE ENAGUA .

Producto natural , aprobado por el sag |z
para ser usado en predio Pabco [
lechero,

Producto aprobado por sag , para
ser utilizado en predios pabco
lechero.

Producto patentado,Producto
certificado por Inta ( U.de Chile.)

Producto patentado.
Producto certificado por el inta,
(ude chie).

8
)

Pagina Biogénesis

Chile

con publicidad e informacion

del producto.

[ www.biogenesischile.cl/

Productos
COW GUARD

Cow Guard - Vaca seca

Productos

de

dipping

formulados en base a cobre
presentados en la pagina de

Biogénesis Chile.






