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Resumen y Abstract Vi

Resumen

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la respuesta inmune y la trasferencia
de inmunidad pasiva a través de indicadores serologicos analizados por
Inmunodifusion radial (RID) y calidad de calostro en el tropico bajo, luego de la
aplicacion de tres tratamientos en vacas en el ultimo tercio de la gestacion con
Sus respectivas crias. Se suministraron vacunas bacterianas en las vacas antes
del parto y en un grupo de terneros el primer dia posparto. Veintiln vacas
gestantes fueron distribuidos en tres grupos, T1: control; T2: aplicacion de una
dosis de vacuna bacteriana comercial 30 dias antes del parto, T3: aplicacion de
vacuna 30 y 15 dias antes del parto, mas un T4 (n=7) para las crias al cual se les
aplicé la vacuna a las 24 horas de vida. El periodo experimental para las vacas
estuvo comprendido 30 dias preparto y un dia posparto. Para los terneros a las
2416 y 72 horas de nacimiento. Se obtuvieron variables que permitieron analizar
la calidad del calostro y la transferencia de inmunidad pasiva. En las vacas la
calidad de calostro, la PT, albumina, globulina, ALT, cortisol, no presentaron
diferencias estadisticas significativas en ninguno de los tratamientos mientras que
AST si present6 diferencia en el T3. En los terneros la IgG e IgM, no presentaron
diferencias significativas ni en los tratamientos ni en las horas, la IgM y la
albumina presentaron diferencias significativas en los tratamientos mientras
globulinas y proteina total presentaron diferencias significativas en las horas. No

se encontro falla en la transferencia de inmunidad pasiva.

Palabras clave: Inmunidad pasiva, terneros, RID, calostro.



Abstract

The aim of this study was to evaluate the immune response and passive immunity
transfer through serological indicators analyzed by Radial Immunodiffusion (RID) and
colostrum quality in the low tropics, after the application of three treatments in cows in the
last third of pregnancy with their respective calves. Bacterial vaccines were given in cows
before calving and in a group of calves on the first postpartum day. 21 pregnant cows
from the low tropic were distributed in three groups, T1: control, T2: application of a dose
of commercial bacterial vaccine 30 days before parturition, T3: application of vaccine 30
and 15 days before parturition, plus a T4 (n=7): application of vaccine in calves at 24
hours post birth. The experimental time for cows was 30 days pre-parturition and one day
post-parturition, for calves was 24+6 and 72 hours post-birth. The variables allowed to
analyze colostrum quality and passive immune transference. In cows the colostrum
quality, the TP, albumin, ALT and cortisol did not show statistical differences within
treatments, while AST was different at T3. In calves the IgG and IgM did not show
statistical differences within treatments nor hours post-birth, the IgM and albumin were
statistically different in within treatments, meanwhile globulins and total protein were
statistically different at the hours post-birth. There was no failure in passive immune

transference.

Keywords: passive immune, calves, RID, colostrum.
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Introduccioén

Los terneros nacen sin anticuerpos y para su proteccion, dependen de la trasferencia de
las inmunoglobulinas (Igs) de la madre presentes en el calostro, este proceso es
conocido como transferencia de inmunidad pasiva (TIP) (Elizondo-Salazar, 2015). Debido
a esta condicién, cuando dicha trasferencia no es adecuada, implica aumento en la
incidencia de enfermedades en los terneros recién nacidos, afectando negativamente la
rentabilidad de la explotaciébn ganadera, por lo tanto, para disminuir la incidencia de
enfermedades, el calostro es necesario para una adecuada TIP (Godden et al., 2019).
Como resultado, una adecuada TIP permite al neonato defenderse frente
a enfermedades infecciosas mientras que su sistema inmunitario llegué a ser funcional
(Elizondo-Salazar, 2015).

Al-Alo, Nikbakht Brujeni, Lotfollahzadeh, Moosakhani, & Gharabaghi, (2018), mencionan
que “La TIP de la madre a la descendencia a través del calostro fue mencionada por
primera vez por Ehrlich en 1892; y poco después del nacimiento, debido a los cambios
inmediatos en el intestino del rumiante, la mayoria de la absorcion de anticuerpos del

calostro ocurre durante las primeras 24 horas de vida”.

Una adecuada TIP, depende de una buena concentracién de Igs en el calostro, de este
modo una apropiada concentracion de Igs en el calostro se considera > 100 mg/mi
(Godden et al, 2019). Las Igs mas abundantes son la IgG seguida por la IgA y la IgM, y
los terneros son capaces de absorber Igs del calostro por un periodo limitado de tiempo
después del nacimiento, siendo mas eficaz en las primeras 12 horas de vida, en terneros
normales la absorcion de IgM se detiene a las 16 h, la de IgA a las 22 h y la de 1gG a las
30 h, aproximadamente después del nacimiento (Campos Gaona et al., 2011; Elizondo-
Salazar, 2015). La falla en la transferencia de inmunidad pasiva (FTIP) constituye un
problema econdémico, de salud publica y de bienestar animal porque es responsable de
una mayor prevalencia de enfermedad, un periodo de cria mas largo y un mayor uso de

antimicrobianos en los terneros (Al-Alo et al., 2018; McGee & Earley, 2019).
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Investigaciones realizadas por Belli et al., (2018), indican que el desarrollo del sistema
inmunitario en el ternero, para alcanzar su estado funcional es un proceso lento y los
porcentajes de subpoblaciones de linfocitos y la funcion de los neutréfilos
polimorfonucleares alcanzan concentraciones estables en los primeros 6 meses de vida.
Por otro lado, las inmunoglobulinas adquiridas del calostro estan practicamente ausentes
de la circulacion aproximadamente a los 21 dias de edad.

Segun Hulbert & Moisa, (2016), indican que “Reportes recientes de NAHMS (Sistema
nacional de seguimiento zoosanitario de los Estados unidos) revelan que 1 de cada 3
terneros experimentan enfermedades entéricas. El sindrome de diarrea neonatal es la
enfermedad mas comdn que se presenta en los terneros de menos de 15 dias y es una
causa importante de disminucion de la productividad y de las pérdidas econdmicas para
la industria ganadera en todo el mundo. La tasa de morbilidad oscila entre el 25 y el 50%
y la mortalidad se situa entre el 2 y el 10%”. En Colombia, las altas tasas de
morbimortalidad estan asociadas a diarrea neonatal con incidencia del 50,9% en las
primeras dos semanas en un estudio en 620 individuos para Cundinamarca (Pardo Mora,
2012), y para el Valle del Cauca se ha reportado que el 61% y el 48% de las muertes en
la fase de cria corresponden a diarrea en los sistemas intensivos de produccion de leche
y doble propdsito respectivamente, informados en una encuesta dinamica realizada en 48
hatos ganaderos (Carvajal et al., 2011), lo cual indica que la enfermedad es de gran

importancia para el pais.

Trabajos realizados por Baguero-Parrado, (2012); Cho & Yoon, (2014), mencionan que
es “‘comun que la diarrea neonatal sea mas el resultado de una infecciébn combinada de
diferentes enteropatégenos que la infeccion con un solo agente, entre los principales
patdgenos estan la Escherichia coli enterotoxigénica cepa F5 (K99) y F41 y la E. Coli
Veteroxigenica (O157:H7) y otros patdgenos tales como Cryptosporidium parvum,
Cryptosporidium muris, Campylobacter jejuni, Campylobacter fecalis, Giardia spp.,
Salmonella enterica serovares dublin y typhimurium” que infectan las células epiteliales
del intestino ocasionando diarrea. Esto, a su vez, disminuye la absorcion de nutrientes
esenciales y conduce a la pérdida de peso (Téthova, Nagy, Kovacé, & Nagyova, 2016) y

deshidratacion (Athanasiou, Katsoulos, Ziogas, Kassab, & Polizopoulou, 2019).
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Actualmente, existen en el mercado diversidad de vacunas que pueden ayudar a
prevenir las diarreas neonatales (Arroyo, 2017), pero la forma en que son utilizadas no es
la mas adecuada ya que en muchas regiones se vacunan a los terneros en la primera
semana de vida, y estos son incapaces de desarrollar anticuerpos debido a que la
ingestion de Igs maternas inhiben la capacidad para desarrollar sus propias defensas
inmunes en un proceso biolégico conocido como anticuerpos en fase materna -IFOMA,
de las siglas en inglés de “In face of maternal antibody”-, el cual ocurre cuando al vacunar
existen anticuerpos maternos circulantes (Chamorro et al., 2016). Ademas las vacas
antes del parto presentan altas concentraciones de estrégenos y cortisol, los cuales
generan efectos inmunosupresores en el ternero después del nacimiento por lo cual

dependen Unicamente de los anticuerpos que les trasmita el calostro (Chase et al., 2008).

Para asegurar la Optima calidad del calostro producido por las vacas, ademas de su
condicion nutricional y el estado sanitario, es recomendable la vacunaciéon durante la
gestacion; asi se aumenta la producciéon y el paso de anticuerpos de la sangre de las
vacas al calostro (Farifas Guerrero, 2006). Asi mismo, se ha demostrado que la
proteccidon inmune que producen las vacas mediante la aplicacion de vacunas que
contienen cepas atenuadas de Escherischia Coli, es transmitida eficientemente a los
terneros mediante el consumo de calostro en las primeras horas de vida (Rabinovitz et
al., 2012).

Finalmente, en el Valle del Cauca, revisando con profesionales de campo, se encontrd
gue la aplicacidon de biolégicos se siguen realizando en el neonato con el fin de
disminuir las afecciones respiratorias y digestivas, en algunos casos siguiendo las
recomendaciones de los laboratorios productores, sin tener en cuenta el desarrollo del
sistema inmune del neonato, ni el tipo de bioldgico utilizado; lo cual motivo en los
profesionales de campo asociados a la Cooperativa de ganaderos del valle
COGANCEVALLE, la necesidad de desarrollar un trabajo que permitiera evidenciar si la
aplicacion de vacunas es o no efectiva como proceso de prevencion de afecciones
respiratorias y diarreicas que afectan los procesos de cria y levante en nulcleos de

produccion que la cooperativa atiende.



Introducciéon




Introduccién 5

Planteamiento del problema

Las altas tasas de morbimortalidad en los terneros durante el primer mes de vida estan
asociadas a fallas en la transferencia de inmunidad pasiva, desnutricion, problemas
infecciosos y digestivos. Como consecuencia de la FTIP, se presentan disturbios de
salud, siendo la diarrea la principal afeccion, la cual genera pérdidas econémicas
considerables en las explotaciones ganaderas durante la fase de cria; la forma de evitar

este problema es la prevencion y no el tratamiento.

Para prevenir esta situacion es necesario mejorar el estatus inmunitario de las madres
frente a los principales patdgenos causantes de diarreas, y mediante el suministro
adecuado de calostro, garantizar que la transferencia de inmunidad pasiva sea adecuada

en inmunoglobulinas que puedan ser transmitidos al ternero.

Sin embargo, el manejo que actualmente le dan muchos ganaderos en el Valle del Cauca
para prevenir esta situacion, es la aplicacion de biolégicos en el neonato con el fin de
disminuir las afecciones respiratorias y digestivas, siguiendo las recomendaciones de los
laboratorios productores, sin tener en cuenta la edad de la vacunaciéon y su relacién con
el desarrollo del sistema inmune, ni consideraciones sobre el tipo de biol6gico utilizado.
Lo cual genera la necesidad de desarrollar estudios que permitan evidenciar si la
aplicacion de vacunas es o no efectiva como proceso de prevencién de afecciones

respiratorias y diarreicas en el periodo neonatal.
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Hipotesis

El estado inmunitario del neonato es mas eficiente cuando estos provienen de vacas que
han sido vacunadas con vacunas neumoentéricas en el tercio final de la gestacion en
comparacion al estado inmunitario de los neonatos que son vacunados en los primeros
dias de vida y que provienen de madres que no han sido vacunadas con vacunas

neumoentéricas en el tercio final de la gestacion.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar el estado inmunitario en neonatos a través de la determinacion de
inmunoglobulinas provenientes del consumo de calostro de vacas que fueron vacunadas
con vacunas neumoentéricas en el tercio final de la gestacion y de la concentracion
circulante de las inmunoglobulinas, en los terneros vacunados el primer dia posparto y

nacidos de vacas no vacunadas.

Objetivos especificos
* Analizar la calidad del calostro y la Transferencia de inmunidad pasiva (TIP).

e Determinar la concentracion de inmunoglobulinas IgG, IgM e IgA en neonatos a las 24 -
48 y 72 horas de vida.

* Comparar la respuesta inmune mediante la determinacién de inmunoglobulinas de

vacas sometidas a vacunas con patégenos entéricos con las vacas que no se les realiza

vacunacion.






1. 1. Marco Referencial

1.1 Estado actual de la ganaderia en el Valle del Cauca

La ganaderia colombiana, a pesar de las conocidas dificultades del entorno rural en que
se desarrolla, es la principal actividad en el sector agropecuario causando un gran
impacto en la economia nacional; se estima que la ganaderia participa con el 3,6 % de
PIB Nacional, porcentaje apreciable para una actividad individual, y sobre todo para una
actividad rural. Ya dentro del sector agropecuario su importancia relativa es indiscutible,
con una participacion del 27% del PIB agropecuario y del 64 % del PIB pecuario. La
ganaderia bovina, aun a pesar del crecimiento de otras actividades como la avicultura y
la porcicultura, conserva el primer lugar dentro la produccién pecuaria y una participacion

muy importante dentro de la economia rural colombiana (FEDEGAN, 2019).

Asi mismo, el Instituto nacional agropecuario (ICA, 2018), menciona que “gracias a la
ubicacion geogréafica, Colombia cuenta con gran variedad de pisos térmicos que van
desde el nivel del mar hasta regiones de paramo, ello permite la explotacion de diferentes
razas bovinas productoras de carne, leche y doble propésito. La Poblacién Bovina en el
pais esta distribuida en 599.953 predios y constituida aproximadamente por 24.4 millones
de animales, ubicados principalmente en los departamentos de Antioquia (11,52%),
Cérdoba (8,12%), Casanare (7,56%), Meta (7,39%), Caquetd (6,86%), Santander
(6,05%), Cundinamarca (5,39%), Cesar (5,37%), Magdalena (5,16%) y Boyaca (4,45%)
gue agrupan el 67,87% de la poblacion total nacional. De acuerdo a su vocacion
productiva las razas se hacen mas susceptibles a una u otra enfermedad, por lo que el
andlisis de su ubicacion, manejo y desplazamiento resulta fundamental para el disefio de

estrategias de prevencion y control de enfermedades”.

En el inventario ganadero para el Valle del Cauca en el afio 2018, se reportaron
aproximadamente 530 mil cabezas de las cuales el 10.5 % y 7.5% corresponden a

terneras y terneros menores de un afo respectivamente, con una participacion del 2.17
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% del inventario nacional, donde, existen aproximadamente 12 mil fincas ganaderas de
las cuales el 80% son predios con menos de 50 animales (ICA, 2018). Segun FEDEGAN,
(2014) “La orientacion productiva de la ganaderia bovina del departamento del Valle del
Cauca, se encuentra distribuida entre las actividades de doble propésito, cria y ceba
(39%, 29%, 28% del hato, respectivamente), mientras que la orientacion de leche abarca
el 5% del hato”; y de acuerdo a los Indicadores productivos, en la fase de cria el 50% de
los establecimientos ganaderos presentan baja adopcion tecnoldgica, cuyas tasas de
natalidad estan por debajo del 50%, mientras que el 30% tienen tasas de natalidad entre
51% y 55%, lo cual los ubica en un nivel tecnoldgico medio, y solamente el 20% registra
tasas de natalidad mayores a 65% (FEDEGAN, 2014).

1.2 Principales causas de mortalidad en terneros

La mortalidad en los terneros neonatos esti asociada a varios factores entre ellos:
manejo, estado nutricional, condiciones ambientales y estado inmunitario (Klein-Jobstl et
al., 2014), la combinacién de estos factores determina el buen éxito de la cria. Sin
embargo, la reduccion de la mortalidad esté orientada a la prevencion de enfermedades,
centrandose especificamente en la trasferencia de inmunidad pasiva y al control en la
exposicion a microorganismos patdégenos. Una buena transferencia de inmunidad pasiva
se logra con una adecuada concentracion de Igs en el calostro y un consumo oportuno
del mismo en las primeras horas de vida, mientras que la reduccién a la exposicién de
microorganismos patdgenos se logra realizando una adecuada desinfeccién e higiene del

ombligo.

No obstante, debido a la incompetencia de su sistema inmunitario los terneros estan
expuestos a sufrir enfermedades siendo las de mayor incidencia la diarrea neonatal y las
infecciones respiratorias, convirtiéendose la diarrea en la causa mas importante de
morbilidad y mortalidad en terneros neonatales en todo el mundo (Avendafio et al., 2010;
Fruscalso, 2018; Pulido-Medellin et al., 2014; Torsein et al., 2011).

Es comun que la diarrea neonatal sea mas el resultado de una infecciébn combinada de

diferentes enteropatdgenos que la infeccién con un solo agente (Baquero-Parrado, 2012),
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de esta manera se considera que existen “cinco agentes enteropatdgenos principales y
mas comunes en la diarrea neonatal: Escherichia coli enterotoxigénica, rotavirus,
coronavirus, Cryptosporidium sp., y Salmonella spp; Hay otros enteropatbégenos menos
comunes como E. coli verotoxigénica (VTEC), E.coli necrotoxigénica (NTEC), Giardia
duodenalis, Calicivirus y Norovirus”. Azimpour & Pourtaghi, 2016; Bednarski,
Kupczynski, & Sobiech, 2015; Pardo M & Oliver E, 2012; Spitalniak, Kupczynski,
Piasecki, & Zwyrzykowska, 2016 mencionan que “la transmision de estos agentes
generalmente ocurre por via oral-oral en los primeros dias de vida cuando el neonato
consume calostro directamente de la madre infectada o permanece en lugares donde la

vaca ha defecado”.

Los terneros son particularmente susceptibles a la diarrea causada por enteropatégenos
en el periodo neonatal, especialmente si presentan falla en la transferencia inmunidad
pasiva (Bozukluhan et al., 2017). Asi mismo, La prevalencia de cada uno de los
patégenos vy la incidencia de la enfermedad puede variar segun la ubicacion geografica,

las practicas de manejo y el tamafio del hato (Cho & Yoon, 2014; Uetake, 2013).

La incidencia de la diarrea neonatal en Colombia presenta alta variabilidad dependiendo
del tipo de estudio, el objetivo de este y el tamafio poblacional estudiado, asi, se han
hallado tasas del 2,56% en terneros de 0 a 2 meses de vida en el departamento de
Narifio, 6,8% en el departamento del Meta y altas tasas de morbimortalidad con
incidencia de 37,5% en terneros de 0 a 3 meses de vida en el departamento de Antioquia
y para la Sabana de Bogota 44,9% (Pardo M & Oliver E, 2012), mientras que
investigaciones realizadas por Carvajal et al., (2011) indican que en “el Valle del Cauca
se ha reportado que el 61% y el 48% de las muertes en la fase de cria corresponden a
diarrea en los sistemas intensivos de produccion de leche y doble propoésito

respectivamente”.

1.3 Cargas patogenas en terneros asociados a las
madres

Los agentes infecciosos que se transmiten de madres a crias estan relacionadas

principalmente con patégenos como virus, bacterias, parasitos, protozoos y micotoxinas
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(Mawatari et al., 2014), dentro de los principales agentes estan rotavirus tipo A (RVB-A),
coronavirus (CVB), virus de la diarrea viral bovina (VDVB), Salmonella spp., Escherichia
coli (K99), Clostridium perfringens tipo C, Cryptosporidium parvum y Coccidia sp. Esta
forma de transmisién generalmente puede ocurrir por varias vias como: oro - nasal, a
través de ella pueden ingresar bacterias de Mycoplasma, Pasteurella y Mycobacterium.
Via fecal: se trasmiten bacterias como E.coli, Salmonella, protozoos como
Cryptosporidium y rotavirus. Via oral: a través del consumo del calostro se pueden
trasmitir bacterias de Brucella, Mycoplasma, Salmonella, Mycobacterium, Leptospira y
Listeria, en los primeros dias de vida cuando el ternero ha estado con la madre
infectada o permanece en (Cadavid-Betancur et al., 2014; Cho & Yoon, 2014).

1.4 Sintesis de calostro

El calostro se forma durante la dltima etapa de la gestacién, cuando las células de
glandula mamaria se estan proliferando y diferenciandose en preparacion para la
lactancia; este proceso se llama colostrogénesis (McGee & Earley, 2019) que resulta en
la secrecion de calostro (Baumrucker et al., 2014; Stark et al., 2015). Se ha descrito que
la colostrogénesis inicia por el “aumento de las concentraciones circulantes de
progesterona (P4) y estradiol-17b (E2), durante la gestacién y finalmente esta etapa
termina cuando hay una fuerte caida de P4, un pico de E2 y un aumento en la
concentracion de glucocorticoides” (Stark et al., 2015). Igualmente, la colostrogénesis
sucede durante las etapas posteriores al desarrollo de la glandula mamaria y se

denomina como Lactogénesis |.

1.4.1 Lactogénesis |.

Segun Baumrucker et al., (2014); Stark et al., (2015) indican que la “lactogénesis | esta
marcada principalmente por la presencia de inmunoglobulinas (Igs), esteroides y un
rapido aumento de la prolactina. Asi mismo, la concentracién de Igs es influenciada por el
inicio en la presencia de lactosa ya que esta molécula osmética comienza a incorporar

mas agua teniendo efecto en la dilucién de las Igs. Este proceso parece poner fin a la
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transferencia selectiva de Igs al calostro y la induccién de grandes cantidades de
componentes de la leche, este proceso se ha descrito como la transicidbn entre la
Lactogénesis | (diferenciaciébn secretora: formacién de calostro) y Lactogénesis Il
(activacién secretora: secrecién de la leche). Por lo tanto, alrededor del momento del
parto y a partir de entonces, la lactosa de la leche se afiade rapidamente a la secrecion,
dando como resultado la inclusion de mas agua. El agua aumenta el volumen de calostro

disminuyendo las concentraciones de los componentes del mismo”.

Se citan mas de cien componentes diferentes en el calostro (Godden et al., 2019)
clasificados como componentes nutricionales (vitaminas, minerales, carbohidratos y
proteinas), factores de transferencia, reguladores enzimaticos y compuestos
inmunoprotectores; entre estos Ultimos resaltan las inmunoglobulinas (lgs), cuyas
principales clases presentes en el calostro son tres: Inmunoglobulina G (IgG) (subclases
IgG1 e 1gG2) que predomina en un 80%, la Inmunoglobulina M (IgM) (12%) vy la
Inmunoglobulina A (IgA) con un 8 % (McGee & Earley, 2019).

La concentracion de IgA, IgG e IgM ocurre durante las dltimas cinco semanas de
gestacion cuando son concentradas por células plasmaticas en la submucosa del epitelio

de la glandula mamaria (Aradz et al., 2011; Conneely et al., 2013; Hurley & Theil, 2011).

La IgG es la Igs mas abundante en el calostro y se transporta a la glandula mamaria por
medio de receptores especificos que se unen selectivamente a la IgG para transportarla
por medio de transcapilaridad. “La IgG se mueve a través del lumen de la glandula y se
pasa gradualmente al calostro. Después de un tiempo, la concentracion de IgG en el
calostro alcanza concentraciones 3 a 12 veces mayor que en suero sanguineo mientras
que la concentracién de esta Ig se reduce en un 50% en el mismo” (Yilmaz & Kasikci,
2013).

Asi mismo, Singh et al., (2011) mencionan que “la inmunoglobulina IgA y IgM también se
encuentran en el calostro, aunque en cantidades mucho mas pequefias. La forma
secretora de IgA, es un dimero conectado por una cadena J y la IgM es un pentamero
gue se une al componente secretor; tanto la IgA como IgM son sintetizados localmente
por la glandula mamaria para posteriormente concentrarse en el calostro”. Finalmente,

se ha descrito que la “la captacion y el transporte de las Igs a través de la barrera epitelial
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mamaria ocurren principalmente a través de un proceso mediado por el receptor Fc. Las
inmunoglobulinas se unen a receptores en las superficies basolaterales de la célula
epitelial mamaria. Estos receptores son especificos para la porcién Fc de la molécula de
Igs, esta a su vez es unida al receptor para internalizarse a través de un mecanismo
endocitico y ser transportada al extremo apical de la célula, donde se libera en el lumen

alveolar de la glandula mamaria” (Hurley & Theil, 2011).

En general, el calostro se define como la primera leche secretada después del parto y
contiene diversas sustancias importantes para la salud del recién nacido, principalmente,
inmunoglobulinas; ademas, contiene citoquinas, factores de crecimiento, enzimas,
inhibidores de enzimas, nucleétidos, nuclettidos y nutrientes (Godden et al., 2019;
Conneely et al., 2013; McGee & Earley, 2019).

La composicion del calostro varia en calidad y cantidad segun la raza, el nimero de
partos, la temporada, produccién al primer ordefio, cantidad de ordefio, y la salud de la

glandula mamaria (Singh et al., 2011).

1.5 Propiedades inmunomoduladoras del calostro

El calostro contribuye significativamente a la maduracién del sistema inmunitario
asociado al desarrollo del intestino y a la competencia inmune total en el primer periodo
de la vida (McGrath et al., 2016; Vendrig et al., 2012).

El calostro tiene un papel vital en el suministro de la transferencia de inmunidad pasiva,
también ayuda al desarrollo del tracto gastrointestinal puesto que tiene un efecto laxante,
lo que ayuda a la eliminacién de meconio desde el intestino, del mismo modo, incide en
el desarrollo del sistema endocrino y modula diversas vias metabdlicas, y ademas
proporciona una fuente de energia importante al ternero para obtener la generacion de
calor y poder compensar la hipotermia (Reyes-Castafieda et al., 2016; Yilmaz & Kasikci,
2013).
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Ademéas de sus componentes nutritivos, el calostro posee componentes bioactivos e
inmunitarios (Tabla 1) que desempefian un papel importante en los primeros dias de vida

de los terneros (Hromadkova, 2018).

En los Ultimos afios, investigaciones realizadas por Godden y colaboradores, (2019);
quienes citan a McGrath et al., (2016); Yilmaz & Kasikci, (2013); Singh et al., (2011);
plantean que “el calostro contiene una concentracion mayor de factores antimicrobianos
en comparacion con la leche, por ejemplo el factor de crecimiento similar a la insulina | y
II, factor de crecimiento epidérmico, interleukina, tiroxina, insulina, y prolactina se
presentan en mayor cantidad en el calostro. Asi mismo contiene lisozimas, lactoferrina,
componentes de lactoperoxidasa y peroxido de hidrogeno que son sustancias
antimicrobianas que proporcionan proteccion contra la infeccion mientras el ternero
desarrolla el sistema inmune activo ademas se ha demostrado que los componentes del

calostro benefician el desarrollo y la maduracion del sistema digestivo”.

Tabla 1-1: Concentracién de los principales componentes del calostro comparados

con la leche.

Componente Calostro Bovino (por litro) Leche bovina (por litro)
Materia seca 153 -245¢g 122 g
Proteina cruda 41-140¢g 34g
Lactosa 27-46¢g 46 g
Grasa cruda 39-44¢g 379
Ceniza cruda 5-20g¢ 79
IgG1 50-90¢ 0.30-0.40g
1gG2 15-2g 0.03-0.08¢g
IgA 3.0-65¢g 0.04 - 0.06
IgM 38-6¢g 0.03-0.06¢g
Lactoferrina 15-5¢g 0.1-0.3g
Lactoperoxidasa 30 mg 20 mg
Lisozima 0.14-0.7 mg 0.07 - 0.6 mg
Interleukina-1p 840 ug 3 ug
Interleukina-1ra 5.2 ug 27 ug
Interleukina-6 77u9 0.15 pg
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Factor de necrosis factor-a 926 ug 3.3 ug
Interferon-y 260 ug 0.21 ug
Factor de crecimiento similar a 100 — 2000 pg <25 ug
la insulina -1

Factor de crecimiento similar a 200 - 600 ug <10 ug
la insulina -2

Hormona del crecimiento <1ug <0.03 ug
Factor de crecimiento 4-8mg 2 ug
epidérmico

Factor de transformacion del 100 — 300 pg 1-2ug
crecimiento- p2

Tomado de (Boudry et al., 2008).

1.5.1 Las inmunoglobulinas (Igs)

Borad & Singh, (2018) mencionan que “Las Igs son un grupo de compuestos proteinicos
gue presentan bioactividades protectoras. Las Igs de calostro, leche y sangre son
homologas. Hay 5 Igs en la secrecibn de mamiferos clasificadas en base a sus
estructuras y actividades biolégicas; a saber IgG, IgA, IgM, IgD e IgE; el calostro bovino
contiene sélo IgG, IgA e IgM. La estructura basica es idéntica en todas las Igs, la
disposicién estructural es una molécula en forma de Y que expone dos sitios de unién de
antigenos en su region N-terminal (Fig.1). Por lo tanto, el fragmento de unién al antigeno
se denomina Fab, mientras que el fragmento de cadena constante pesada restante se
denomina Fc. Sin embargo, el fragmento Fc exhibe ciertas actividades bioldgicas,
incluyendo el reconocimiento por proteinas bacterianas de unién a la lg, la activacion del
complemento, el transporte a través de células epiteliales, el reconocimiento por
receptores Fc en leucocitos y células epiteliales, etc. Su fragmento glicosilado es también
responsable de la conformacion abierta de las cadenas pesadas, facilitando asi la union
de la Fc a los receptores de las estructurales de las Igs. La IgG existe como un
mondémero en el calostro y la leche, mientras que la IgA esta presente como dimero o
tetrdmero formado por enlaces covalentes. La IgM existe como un pentamero de 1000
kDa formado por enlaces de disulfuro y una cadena en J. Las Igs son el principal factor

antimicrobiano del calostro y comprende el 70-80% del total de la proteina del calostro,
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en comparacion con el 1-2% del total de la proteina de la leche. En el calostro bovino,
las IgG representan casi el 80% de las Igs totales mientras que las IgA e IgM
contribuyen 10-15% de las Igs totales, y la IgE e IgD estan presentes en trazas. La IgG
aumenta la inmunidad sistémica, proporcionando proteccion contra una amplia gama de
toxinas bacterianas. La IgM esta relacionada principalmente con la inmunidad local,
mientras que la IgA tiene un papel importante en la proteccion contra las infecciones

gastrointestinales”.

Figura 1-1: Estructura General de IgG
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El extremo terminal N de la inmunoglobulina G (IgG) se caracteriza por la variabilidad de
la secuencia (V) en las cadenas pesada y ligera, denominadas regiones VH y VL,
respectivamente. El resto de la molécula tiene una estructura relativamente constante
(Tomado de Flaherty, 2014).

1.5.2 La lactoferrina

Es una proteina fijadora de hierro que “desempefia un papel importante para el desarrollo
del sistema inmune innato, también es una proteina multifuncional con un potencial

terapéutico de apoyo contra infecciones bacterianas, fungicas y virales. Actualmente, la
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lactoferrina es el centro de una variedad de &reas de investigacion debido a sus
propiedades antiinflamatorias y anticancerigenas, y al potencial terapéutico resultante.
Ademas se ha encontrado que la lactoferrina interactta con la union de los
lipopolisacaridos, para luego activar el NFkB (factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas) a través de la via TLR4. Hasta la fecha, se sabe
gue la lactoferrina afecta la inmunidad innata mediante la activacion de eventos
especificos en macréfagos a través de la interaccion con las vias dependientes de TLR4”
(Zemankova et al., 2016).

1.5.3 Lisozima

Es una enzima tipo enzima muramidasa, que altera las paredes celulares bacterianas al
romper el enlace glucosidico en la capa de peptidoglicano de la pared celular bacteriana
lo que conduce a la mortalidad de microorganismos. Est4 presente en los tejidos
animales en altas concentraciones y es esencial en el sistema inmunitario innato (Borad
& Singh, 2018).

1.5.4 La lactoperoxidasa (Lp)

Es un miembro de las enzimas haem-peroxidasa. Es una glicoproteina que se encuentra
naturalmente en el calostro, la leche y muchas otras secreciones. Asi mismo, la
lactoperoxidasa es la enzima mas abundante presente en la leche; puede aislarse en una
cantidad apreciable del suero mediante técnicas cromatograficas. El sistema
antimicrobiano completo Lp/SCN/H202 fue caracterizado originalmente en la leche por
Reiter y Oram en 1967 (Borad & Singh, 2018). Lp cataliza la peroxidacién de aniones
tiocianatos y algunos haluros en presencia de peréxido de hidrogeno, generando
hipotiocianato (OSCN-), un producto de oxidacion de corta vida del sistema SCN239 que
destruye o inhibe el crecimiento de varias especies microbianas. El anion de
hipotiocianato causa oxidacion de grupos de enzimas microbianas sulfhidrilo (-SH) y
otras proteinas unidas a la membrana, causando inhibicion intermedia del crecimiento o
muerte de microorganismos susceptibles. Por lo tanto, se considera parte importante del

sistema natural de defensa del hospedero en los mamiferos (Borad & Singh, 2018).
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1.6 Desarrollo del sistema inmunitario

1.6.1 Inmunidad innata

La inmunidad innata no es especifica del antigeno, pero muestra especificidad molecular.
Contrariamente a la inmunidad adaptativa, la inmunidad innata no depende del encuentro
con un patdégeno; no se incrementa por exposiciones repetidas a los mismos patégenos,
ya que no tiene memoria. La inmunidad innata tiene dos compontes: el componente
celular (se ocupa de como percibe la infecciébn el hospedero, estd compuesta por
neutréfilos, macrofagos, mastocitos, células linfoides, baséfilos y eosindfilos) y el
componente efector o humoral (trata sobre cémo el hospedero combate la infeccién,
compuesto por el sistema del complemento, anticuerpos naturales, proteinas de la fase
aguda, péptidos antimicrobianos y lectinas solubles), mejor descritas como “Innate

Immune Responses in Cattle” por Tizard (2018).

El sistema innato funciona a través de una combinacion de barreras defensivas naturales
principalmente piel, fagocitos y neutréfilos, células asesinas naturales, citoquinas,
complementos y péptidos antimicrobianos. Debido a la naturaleza general de estos
receptores, las células innatas no tienen "memoria" y no puede distinguir organismos
especificos de células extrafias que no estan presentes en las células hospedadoras
(Gelsinger & Heinrichs, 2017).

Después de la invasién microbiana, las células centinela, como los macréfagos y las
células dendriticas, secretan citoquinas, entre ellas la interleuquina-1 (IL-1) y la IL-6, el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la proteina del grupo de alta movilidad B1
(HMGB1). En el caso de una respuesta débil, la reaccion inmune es local en el sitio de la
infeccion. Un estimulo mas fuerte produce efectos sistémicos en el higado, el cerebroy la
médula 6sea. Los resultados incluyen un aumento en la produccién de glébulos blancos

para ayudar a combatir la infeccion.
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El sistema inmunitario innato a menudo se conoce como un antiguo sistema de defensa
estructurado alrededor de receptores de reconocimiento de patrones celulares (PRRS)

gue reconocen estructuras moleculares asociadas a patégenos (PAMPS).

Los receptores tipo Toll (TLRs) son la familia mas importante de PRR se unen a los
patrones moleculares asociados a los microbios (MAMPS) y desencadenan respuestas
inmunitarias innatas (Tizard, 2018). El TLR4 fue el primer PRR funcional de mamiferos
que se identifico en los macrofagos. Se une al componente lipopolisacérido (LPS) de la
pared celular de las bacterias gram negativas. El estimulo de respuesta de los TLR lleva
induce la secrecién de citoquinas como IL-1(, IL-6, interferon gamma (IFN-y) y TNF-a, y
guimiocinas como IL-8 (Delves, 2019).

En general, Tizard (2018) describe que “el sistema inmunitario innato consta de muchos
subsistemas 0 mecanismos diferentes, el mas importante de estos subsistemas es el
proceso denominado inflamacion. La inflamacién es un proceso por el que las células de
defensa y las moléculas antimicrobianas se concentran en un lugar de invasion
microbiana y de lesion tisular, estas células defensivas circulan constantemente por la
sangre. La inflamacién provoca su migracion desde la sangre hacia los tejidos donde

atacan y destruyen a los invasores”.

1.6.2 Inmunidad pasiva

Hailu, Ambaw, Muluneh, Singa, & Woinue, (2019); Tizard, (2009) mencionan que “la
placenta del bovino es de tipo epitelocorial, esta circunstancia impide el paso de
moléculas grandes como las proteinas inmunitarias de la sangre materna al feto durante
la gestacion, por lo tanto el feto no recibir4 inmunidad pasiva durante la gestacion, asi, al
nacer el ternero presenta una condicién agamaglobulinemica” y depende solamente de
los anticuerpos presentes en el calostro para recibir inmunidad pasiva (S. M. Godden et
al., 2019).

Como consecuencia del tipo placentario de los bovinos, los neonatos nacen sin

inmunidad humoral (inmunoglobulinas) dependientes Unicamente del traspaso de
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anticuerpos presentes en el calostro. De esta manera, la obtencién de Igs mediante la
absorcion intestinal defiende a los terneros de las afecciones infecciosas hasta que su

propio sistema inmunitario llegue a ser totalmente funcional (Elizondo-Salazar, 2016).

Al nacer el intestino delgado de los terneros es permeable al paso de sustancias de alto
peso molecular hasta las 24 horas de vida, lo cual permite el traspaso de proteinas y
anticuerpos de forma intacta desde el epitelio intestinal al torrente sanguineo; pasado
este tiempo empieza a reducir la permeabilidad hasta cerrarse por completo. Por lo tanto,
la absorcion de anticuerpos debe transcurrir antes de las 24 horas, preferiblemente en las
primeras doce horas de vida antes de que ocurra el cierre de la barrera epitelial en el
intestino. Por tal motivo, lograr un consumo adecuado consumo de calostro de buena
calidad en las primeras doce horas, es el factor de manejo mas importante que
determina la salud y el bienestar de los terneros durante la fase de cria (Elizondo-
Salazar, 2016).

En sintesis, los terneros adquieren inmunidad pasiva Unicamente mediante la
transferencia de inmunoglobulinas (IgM, IgA e IgG) a través del calostro bovino, en las

primeras horas pos nacimiento.

Cada tipo de inmunoglobulina (Ig) tiene una funcién y un papel especifico. La IgM es la
mas grande, es capaz de unirse a muchos agentes infecciosos de forma simultanea, y es
el primer anticuerpo que se produce cuando se activa la respuesta inmune, esti
restringida al torrente sanguineo, por lo que es importante en la defensa contra la
septicemia. La IgA, esta presente en altas concentraciones en las superficies del cuerpo,
ademas, protege contra patdgenos invasores al adherirse a las células mucosas que
recubren los intestinos, mientras que la IgG es la mas pequefia pero la mas abundante
de las Igs, se mueve de la sangre a los tejidos donde puede interactuar con patégenos
invasores y su absorcién es la mas alta inmediatamente después del consumo de
calostro. Estos anticuerpos les proporcionan al ternero una "memoria prestada” para la
proteccion contra patdgenos, hasta que su sistema inmunitario esté maduro lo suficiente
para generar sus propios anticuerpos, en conceptos asociados a la denominada (Amelia
R Woolums, 2008).
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1.6.3 Inmunidad adquirida

La inmunidad adquirida (adaptativa o especifica) no es congénita; se aprende. A medida
gue el sistema inmunitario se encuentra con sustancias extrafias (antigenos), los
componentes de la inmunidad adquirida aprenden la mejor forma de atacar a cada
antigeno y comienzan a desarrollar una memoria respecto a ese antigeno. La inmunidad
adquirida se denomina también inmunidad especifica porque dirige su atague a un
antigeno especifico que se ha encontrado con anterioridad. Sus rasgos caracteristicos

son la capacidad para aprender, adaptarse y recordar (Delves, 2019).

La inmunidad adquirida necesita tiempo para desarrollarse tras entrar en contacto con un
antigeno nuevo. Sin embargo, después el antigeno es recordado, y las respuestas
posteriores a ese antigeno son mas rapidas y mas eficaces que las que se produjeron
después de la primera exposicion. Sobre este concepto se desarrollan las diferentes

vacunas empleadas.

“Los glébulos blancos (leucocitos) responsables de la inmunidad adquirida son: Linfocitos
(células T y células B), por lo general, la respuesta inmunitaria adquirida comienza
cuando los anticuerpos, producidos por los linfocitos B (células B), encuentran antigenos.
Al igual que en la inmunidad innata existen dos tipos de respuesta adaptativa o
especifica: la humoral y el celular que se pueden activar segun el tipo de microorganismo
invasor. En la inmunidad humoral, los componentes principales que participan son los
anticuerpos, que son producidos por los linfocitos B. Convirtiéndose asi, en el principal
mecanismo de defensa frente a los microorganismos extracelulares y sus toxinas.
Finalmente, La inmunidad celular es llevada a cabo principalmente por linfocitos T
(ayudantes CD4, células Th1 y Th2, citotoxicos CD8, y células T gamma delta (Tyd)),
siendo el principal mecanismo de defensa frente a microorganismos intracelulares, tales

como virus y algunas bacterias” (Delves, 2019).

Especificamente para bovinos, Gelsinger & Heinrichs, (2017) mencionan que “el sistema
adaptativo del ternero recién nacido, se ve perjudicado por las altas concentraciones de
hormonas (cortisol y prostaglandina E2) y citoquinas (IL4 e IL10) producidas durante la
gestacion y el parto, que suprimen la funcién de las células T y predisponen la respuesta

adaptativa hacia una respuesta CD4" y T— helper tipo 2. Desafortunadamente, las células
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B neonatales, estan presentes en un nimero muy bajo al nacer y no son completamente
funcionales hasta las 4 6 5 semanas de edad. Ademas del bajo nUmero de células B, las
células CD4 + T también son bajas en los terneros recién nacidos, en éstos las células T
constituyen sélo el 16% mientras que en el ganado adulto representan el 30% de células
T periféricas. En lugar de estas células adaptativas, los terneros neonatos tienen un

+»

mayor numero de neutroéfilos circulantes y células Tyd™.

1.7 Transferencia de inmunidad pasiva

Debido a la condiciobn agamaglobulinémica de los terneros recién nacidos a causa del
impedimento de paso de Igs a través de la placenta materna, estos, quedan
dependientes de los anticuerpos maternos mediante el consumo de calostro. “La
adquisicion de Igs colostrales a través de la absorcion en el intestino se llama

transferencia de inmunidad pasiva” (Singh et al., 2011).

Al nacimiento el intestino delgado del ternero posee la capacidad de absorber moléculas
grandes intactas, como Igs y otras proteinas, la absorcién de las Igs se logra a través del
receptor FCRn presente en las células intestinales y por endocitosis usando vacuolas de
transporte, esta capacidad de absorcion empieza a disminuir de seis a doce horas pos
parto, terminando por completo a las 48 horas después del nacimiento (Chase et al.,
2008; McGrath et al., 2016; J. Quigley, 2004). Ademas, la ingesta de calostro influye en el
metabolismo, estado nutricional y en la estimulacion del desarrollo y la funcién del tracto

gastrointestinal de los terneros recién nacidos (Godden et al., 2019).

En general, un ternero debe recibir aproximadamente el 10% de su peso corporal en
calostro y que este contenga al menos 50 mg/mL de IgG (el anticuerpo mas prevalente
en el calostro bovino) dentro de las primeras doce horas de vida, para asegurar que el
neonato absorba suficiente IgG y tenga una adecuada transferencia de inmunidad
pasiva. El objetivo en la alimentacién con calostro es lograr una concentracion de 1gG en
el suero >10 mg/mL (Godden et al., 2019). Los terneros que no alcanzan los 10 mg/mL
experimentan una falta en la transferencia de inmunidad pasiva (FTIP) y estdn en
mayor riesgo de enfermedad y muerte (Gelsinger, 2016; Godden, 2008; Singh et al.,

2011). Finalmente, los valores limite de 1gG en suero y proteina total (PT) mas
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comunmente usados para clasificar los terneros con FTIP son 10 g/l y 5.2 g/dl

respectivamente (Todd et al., 2018).

Para prevenir una FTIP se debe asegurar que el calostro suministrado es de buena
calidad, para esto entre otros, se usa una herramienta como el Calostrometro. Este,
relaciona la gravedad especifica del calostro y la concentracion de IgG (mg/mL),
generalmente los valores aceptados como estandares de calidad son: menos de 20
mg/ml, mala calidad (lo que se indica con color Rojo); 20 a 50 mg/ml, calidad moderada
(marcado con color Amarillo); y superior a 50 mg/ml (identificado con color verde), de
excelente calidad (Elizondo-Salazar, 2016; Singh et al., 2011).

Ultimamente, “se describen cuatro factores que contribuyen a una exitosa transferencia
de inmunidad pasiva: suministrar calostro con una alta concentracion de Igs (>50 g/l),
ofrecer un adecuado volumen de calostro, brindarlo en las primeras dos horas de vida, y
minimizar la contaminacién bacterial del mismo” (Elizondo-Salazar, 2015; Homerosky et
al., 2017). Convirtiéndose asi en el factor de manejo mas importantes en el programa
de cria de terneros en cualquier ganaderia (Elizondo Salazar, 2007).

1.7.1 Métodos de valoracion dela TIP

Se han desarrollado muchas pruebas para evaluar el estado de la transferencia de

inmunidad pasiva, las cuales se mencionan a continuacion:

= Refractometria: Se realiza por medio del refractdmetro, éste mide la refraccion de
la luz debido a las diferencias de densidad en el liquido que se esta probando. La
refraccion de la luz que pasa a través del suero sanguineo se debe generalmente
a diferencias en concentracion de proteinas. Los terneros recién nacidos
alimentados con calostro generalmente tendran una concentracion de PT en
suero mucho mas alta (6,0 g de PT por 100 ml de suero) en comparacion con los
terneros no alimentados calostro (3,5 a 4,0 g/dl) (Quigley, 2016). Determinar la
concentracion de PT en suero por medio de refractometria, es una de las formas

practicas a nivel de campo para identificar aquellos animales con una FTIP, ya



Capitulo 1 25

gue los mayores constituyentes de las proteinas séricas totales en los primeros
dias de vida del animal son las Igs provenientes del calostro (Elizondo-Salazar,
2015).

= Ensayo de turbidez con sulfito sédico: La prueba de turbidez de sulfito sédico es
una prueba semicuantitativa de 3 pasos usando soluciones al 18, 16 y 14 % de
sulfito sodico. El punto final medido de la prueba es la turbidez de las soluciones
gue resulta de la precipitacién selectiva de las proteinas de alto peso molecular
incluyendo inmunoglobulinas. De esta manera, la turbidez resultante de la
solucién de ensayo al 14% indica una concentracion de IgG sérica mayor que la
turbidez resultante con concentraciones de 16 y 18%, por lo tanto, entre mayor
sea la turbidez mayor seré la concentracion de PT (Elsohaby, 2015).

» Prueba de turbidez de sulfato de zinc: La prueba funciona sobre el mismo
principio basico que la prueba de turbidez del sulfito sodico, sin embargo, se
realiza tipicamente como un ensayo de dilucién simple en el que se afaden 0,1
ml de suero sanguineo a una solucién de 6 ml de sulfato de zinc con una
concentracion de 20.8%, que luego se incuba durante 30 minutos. Aunque la
prueba de turbidez con sulfato de zinc es rapida y econémica, tiene limitaciones
importantes incluyendo el efecto de hemdlisis de la muestra y depende en exceso

de la calidad del reactivo en los resultados de las pruebas (Elsohaby, 2015).

= Prueba de coagulacién con glutaraldehido en sangre entera: se ha utilizado esta
prueba para estimar gamma globulinas en bovinos y para la deteccion de FTIP en
terneros. La prueba se puede realizar en condiciones de campo mediante la
adicion de 1,5 ml de sangre completa a una solucion preparada de glutaraldehido
y registrando el tiempo hasta la formacion de coégulo. Si el tiempo de formacion
del coagulo es inferior a 5 minutos, indica adecuada TIP. La prueba de
coagulacion con glutaraldehido fue desarrollada para abordar los tiempo de
respuesta y limitaciones econdmicas, pero se ha demostrado que el diagnéstico
es inadecuado, ya que se han observado reacciones cruzadas con el fibrindgeno,
y por lo tanto, los terneros con enfermedades inflamatorias pueden clasificarse

errbneamente con una adecuada TIP (Elsohaby, 2015).
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1.8 Retos externos que promueven inmunogenicidad

La regulacion del sistema inmune con algunos agentes administrados a un organismo de
forma exdgena se define como "Inmunoestimulacion" y los agentes utilizados en este
proceso se llaman inmunoestimulantes. Los inmunoestimulantes son analizados en dos
grupos principales como quimico y biolégico de acuerdo con su origen. Ambas clases
inmunoestimulantes se pueden utilizar para el tratamiento y la proteccién contra diversas
infecciones, también pueden ser adyuvantes que provocan respuestas inmunes mas
fuertes en los organismos contra las vacunas administradas (Yilmaz & Kasikci, 2013), de
igual, forma muchos inmunoestimulantes son nutrientes habituales de la dieta como
polisacaridos, lipidos o proteinas que han de ser suministrados en concentraciones

superiores para producir efecto estimulante (Rondén Barragan, 2004).

Por su parte, (Salas Riczker, 2001) menciona que “los inmunoestimulantes son capaces
de: 1) Aumentar o restablecer los mecanismos efectores o mediadores de defensa del
hospedero, 2) Disminuir o restablecer los mecanismos de la reaccion inmunitaria, 3)
Reemplazar al efector del dafio 0 a sus mecanismos mediadores con derivados
biolégicos naturales o sintéticos, 0 4) Aumentar la respuesta del hospedero a las vacunas

y agentes quimioterapicos” (Salas Riczker, 2001).

Los Inmunoestimulantes, son también conocidos como un grupo de compuestos que
tienen el potencial de activar la respuesta inmune innata. En los Ultimos afios se ha
reconocido que estos son a menudo PAMPs, y por lo tanto activan la respuesta inmune
innata de una manera similar a la de las bacterias, virus u otros patégenos, sin
posibilidad de infeccién (Nickell et al., 2016).

Finalmente, se han estudiado y desarrollado adyuvantes para estimular el sistema
inmune mas rapido y con efectividad, induciendo una respuesta protectora de manera
segura. Los adyuvantes ejercen influencia sobre esta respuesta en multiples formas para
activar, potenciar o modular la respuesta inmune humoral y celular (Cardenas-Vargas et
al., 2016).
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Tabla 1-2:  Adyuvantes inmunitarios y el tipo de respuesta

Tipo de adyuvante Composicion Respuestainmune

Sales minerales Hidroxido de aluminio AI(OH)3 | Th2 y activacion de células
fosfato de aluminio AIPO4 y el | B, Anticuerpos. Activacion
sulfato fosfato de aluminio | de NLRP3

(AIOHPO4 S0O4)

Emulsién aceite en agua Nanoemulsion compuesta por | Thly Th2
aceite biodegradable de
escualeno, que no contiene
inmunoestimulantes adicionales
y esta estabilizado por dos
surfactantes no idnicos: el
polisorbato 80 y el Span 85

Derivado de LPS no toxico Se obtiene por hidrolisis y | Thly Th2
purificacion del LPS, derivado
de la bacteria Salmonella
Minnesota RC-595 (MPL)

Hidréxido de aluminio-MPL Consiste en la combinacién de | Thl, incrementa anticuerpo
dos adyuvantes, el MPL y sales
de aluminio

Emulsién aceite en agua Combinaciéon de una emulsién | Thl y Th2, Anticuerpos y

aceite en agua con escualeno, | células de memoria
vitamina E (DL-a-tocoferol) y

polisorbato.
Particulados Particulas  pseudovirales o | Thl, Th2, presentacion
virosomas reconstituidos cruzada y respuesta de
células B
Patrones moleculares | Compuesto derivado de la | Anticuerpos , células NK,
asociados a patdégenos pared celular de las bacterias | CTL Células NK, Thl

Gram-negativas

1.9 Vacunas usadas para estimulacion del sistema
Inmune en terneros

El principio que subyace a la vacunacion es exponer el sistema inmunitario del animal a
un patdgeno sin causar enfermedad. De este modo, una vacuna eficaz debe lograr que el
sistema inmune genere anticuerpos y células T apropiados para el antigeno del

patégeno.

Algunos principios son comunes a todos los métodos de inmunizacién activa y su uso
temporal puede estar sujeto a calendarios precisos para cada vacuna. Los terneros
recién nacidos estan protegidos pasivamente por anticuerpos maternos y, en general, no

pueden ser vacunados hasta que la inmunidad materna haya disminuido (Tizard &
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Payne, 2019). De acuerdo a esto, te6ricamente la vacunacién en bovinos esta dirigida a
animales mayores de 2 meses, donde la circulacion de los anticuerpos maternos ha
disminuido y el ternero ya empieza a producir sus propios anticuerpos, para reducir el

riesgo de IFOMA, como se ha descrito (Chamorro et al., 2016).

De acuerdo con Batista Duharte, Lastre, & Pérez, (2014); Inman & Hudson, (2009) “las
vacunas se clasifican en funcion del agente infeccioso a partir del cual se han obtenido y
frente a los agentes contra los que protegen (vacunas viricas, bacterianas y protozoarias)
y también segun el sistema de eliminacion o atenuacién de la patogenicidad: vacunas
inactivadas (en las que los antigenos se combinan tipicamente con adyuvantes); vacunas
vivas atenuadas; y vacunas de tecnologia recombinante, que pueden incluir antigenos y

subunidades de organismos genéticamente”.

El intervalo entre las dosis de la vacuna depende de la memoria inmunoldgica del animal.
La duracién de esta memoria depende de mudltiples factores, como la naturaleza del
antigeno, el uso de organismos vivos 0 muertos, los adyuvantes utilizados y la via de
administracion. Algunas vacunas pueden inducir una inmunidad que persiste durante
toda la vida del animal. Otras vacunas pueden requerir refuerzo sélo una vez cada 2-3
afios. Incluso las vacunas virales atenuadas pueden proteger a algunos animales contra
enfermedades durante muchos afos. Desafortunadamente, la duracion minima de la

inmunidad rara vez se ha medido de manera fiable (Tizard & Payne, 2019).

En las vacunas inactivadas, los organismos muertos o los antigenos purificados pueden
ser menos inmunogénicos que los vivos, debido a que son incapaces de crecer y
propagarse en el hospedero, es menos probable que estimulen de manera 6ptima el
sistema inmunitario. Los virus vivos de las vacunas, por ejemplo, infectan las células
hospederas y crecen. Las células infectadas entonces procesan los antigenos virales,
desencadenando una respuesta dominada por las células T citotéxicas, una respuesta
Thl. Los organismos muertos y los antigenos purificados, en contraste, cominmente
estimulan una respuesta de tipo Th2. Esta respuesta de anticuerpos puede no generar
una proteccion optima contra algunos organismos. Como resultado, las vacunas que
contienen organismos muertos o antigenos purificados generalmente requieren el uso de

adyuvantes para maximizar su eficacia. Sin embargo, los adyuvantes pueden causar
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inflamacién local, y dosis multiples o altas de antigeno aumentan los riesgos de producir

reacciones de hipersensibilidad (Tizard & Payne, 2019).

Un evento clave que desencadena la respuesta inmunitaria es cuando el sistema inmune
"percibe" la vacuna o el patégeno, la informacién que inicia sobre estos, esta integrada
por los células dendriticas y se traduce a las células T y B especificas del antigeno,
para modular la potencia, la calidad y la persistencia de la respuesta inmunitaria
(Pulendran & Ahmed, 2006).

De acuerdo a la clasificacion de la vacuna en cuanto al agente infeccioso, y teniendo en
cuenta la vacuna usada en esta investigacion, el planteamiento tedrico se enfoca a
vacunas bacterianas muertas especificamente compuestas por E. coli, donde sus

mecanismos de activacion del sistema inmune no se han podido aclarar completamente.

Investigaciones recientes, sugieren que el receptor Toll4 (TLR4), es indispensable para el
reconocimiento en vacunas con bacterias gram negativas, asi mismo, se ha descrito que
el componente lipido A de la pared celular del lipopolisacérido (LPS) es el patron celular
asociado a patdgenos (PAMP) mas importante de las bacterias gram negativas. Por lo
tanto, el TLR-4 combinado con su co-receptor MD2 se une a este importante componente

de la pared celular (Petzl et al., 2018).

Con respecto al reconocimiento de vacunas con bacterias gram positivas, se ha
identificado que la expresion de TLR2 es indispensable para el reconocimiento y
eliminacion de estos patdgenos, puesto que el principal componente de la pared celular,
es el &cido lipoteicoico (LTA) ligando de unién a TLR-2, finalmente, la activacion de estos
receptores induce respuestas inflamatorias de leucocitos de linaje mieloide, sefalando
por la via NF-kB. Los TLRs activados también aumentan la produccién de moléculas co-
estimuladoras, como la CD80, CD86 y CD40. Estas proteinas, expresadas en la
superficie de células presentadoras de antigeno, son necesarias para la activacion de
linfocitos T por células dendriticas y macrofagos. Otras investigaciones recientes donde
se aplican vacunas bacterianas de forma intramamaria expresan mecanismos de
proteccion indefinidos, por lo que no estd claro si este enfoque induce inmunidad
adaptativa o mejora y entrena el mecanismo inmune innato (Petzl et al., 2018); por su

parte, Herry etal.,, 2017 mencionan que “ las respuestas celulares inducidas por la
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vacunacion con E. Coli son mas importantes que la respuesta humoral para mejorar la
respuesta de la glandula mamaria”, igualmente, existe una dificultad intrinseca para dirigir
la respuesta inmunitaria a una especie bacteriana como la E. coli que suele formar parte

de la microbiota humana y animal (Larzabal et al., 2019).

1.10 Métodos de deteccion de Igs

La Inmunodifusién radial y la prueba de inmunoabsorcion enzimatica (ELISA) son las
Unicas pruebas que determinan y cuantifican la concentracion de IgG, IgA, e IgM en el
suero (McGee & Earley, 2019; Weaver et al., 2000).

1.10.1 La inmunodifusion radial

Es especifica para la cuantificacion de diversas proteinas del suero y otros fluidos, vy
depende de la reaccién de cada proteina con su anticuerpo especifico. La inmunodifusiéon
radial (RID) se basa en la precipitacion de antigeno y anticuerpo contra un complejo de
precipitina insoluble y, por lo tanto, mide directamente la concentracion de IgG en suero o
plasma. La RID se considera el método de referencia para medir la IgG en suero/plasma,
pero se tarda al menos 24 horas en realizarlo y, por lo tanto, mas de lo deseable para la

mayoria de los fines clinicos (Hampe & Wehrend, 2019).

1.10.2 Inmunoabsorcion enzimatica (ELISA)

La inmunoabsorcién enzimatica (ELISA, de la sigla en inglés de Enzime Linked
Immunoabsorbent Assay), es una prueba que se basa esencialmente en una reaccion
antigeno-anticuerpo, en la que la concentracion de anticuerpos se determina por la
reaccion de color de un anticuerpo marcado con enzimas fluorescentes. La evaluacion se

suele realizar fotométricamente.

La prueba ELISA se puede dividir en diferentes variantes: directa, indirecta y competitiva.
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Directa: el anticuerpo que reacciona con el antigeno ya esta marcado con una enzima
indirecta: requiere un nuevo paso de incubacién. Después de unir un anticuerpo no
identificado a un antigeno, se afiade un anticuerpo secundario identificado que se une al
anticuerpo primario. El procedimiento permite la amplificacion de una sefal de color v,
por lo tanto, aumenta la sensibilidad, pero requiere mas tiempo y trabajo que el ELISA

directo.

Competitivo: En este caso, no se utiliza un segundo anticuerpo marcado para la
deteccidn, pero un antigeno competidor adicional y determinado como marcador, compite
con los anticuerpos para ser detectados en los sitios de unién. La sefal de color es
inversamente proporcional a la cantidad de anticuerpos presentes en la muestra (Hampe
& Wehrend, 2019).

La técnica de ELISA, es en la actualidad una prueba ampliamente empleada en pruebas
diagnésticas; en investigacion, su precisidbn es menor que el radioinmunoanalisis, pero

mas practica, sencilla y rapida.






2. Materiales y Métodos

El experimentd contd con la aprobacién del Comité de Etica para Experimentacion
Animal, de la Universidad Nacional de Colombia, sede Palmira.

2.1 Localizacioén

La investigacion se llevo a cabo en un sistema comercial semi-intensivo de produccion
lechera localizada en la vereda Buenos Aires del municipio de Yotoco en el
departamento del Valle del Cauca, con una ubicacion geogréfica en latitud N 3°25"17"" y
longitud Oeste 76°10°55""; con altitud de 950 msnm, temperatura promedio de 26 °C, y
precipitacion media anual de 1000 mm, encontrdndose segun la clasificacion de
Holdridge en una formacion ecolégica de Bosque Seco Tropical (BS-T), (Holdridge,
1987).

2.2 Sujetos experimentales y tratamientos

Se utilizaron 21 vacas de componente genético F1 (Gyr x Holstein), multiparas entre el
tercero y cuarto parto y en estado fisiolégico correspondiente al octavo mes de gestacion
al inicio del experimento; para este se dividieron en tres grupos, cada uno compuesto por
siete animales y sus respectivas crias al nacimiento, mas un cuarto grupo conformado
por crias recién nacidas, cuyas madres no recibian tratamiento experimental. Los

tratamientos fueron:

= Tratamiento 1 (T1): grupo control (sin vacuna).
» Tratamiento 2 (T2): aplicacion de una dosis de 2 ml de vacuna comercial
neumoentérica a los ocho meses de gestacion y revacunacion 15 dias antes del

parto.
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= Tratamiento 3 (T3): aplicacion de una dosis de 2 ml de vacuna comercial
neumoentérica en vacas con ocho meses de gestacion.
= Tratamiento 4 (T4): aplicacion de una dosis de vacuna comercial neumoentérica

en terneros con 24 horas de vida, nacidos de madres sin vacunacion.

La vacuna comercial suministrada estaba compuesta por Salmonella dublin 25%,
Salmonella typhimurium 25%, Escherichia coli K99 25%, Pasteurella multocida tipo Il
20%, 5% conformado por excipientes; la vacuna fue aplicada por via parenteral

subcutanea en los animales que recibieron el tratamiento.

2.3 Manejo de los animales

Las vacas en el periodo de gestacion se encontraban en un sistema de pastoreo
rotacional con pasto estrella (Cynodon plectostachyus) y suplementacion con ensilaje de
maiz; posterior al parto se dejaban con la cria las primeras 24 horas, en este tiempo los
terneros consumieron calostro a voluntad. Al segundo dia, los terneros se separaban de
sus madres y el suministro de calostro se realizaba dos veces al dia por medio de
biberdn a razén de dos litros en cada toma durante 3 dias, luego del calostraje pasaban

al sistema de crianza de balde estaca hasta el destete.

2.4 Recoleccion de muestras en campo

Para las vacas: a las 24 horas posparto se recolectaron muestras de calostro (300 ml) en
envase estéril y se colectaron muestras de sangre mediante venipuncion coccigea. En

estas muestras se realiz6 calostrometria directa por Calostrémetro tipo densiométrico.

Para los terneros: se colectaron muestras de sangre por venipuncion de la vena yugular
a las 24+6, 48 y 72 horas pos nacimiento. Estas muestras fueron el fluido para la

determinacion de Igs y metabolitos.

Para la recoleccion de las muestras sanguineas se emplearon tubos vacutainer sin
anticoagulante que luego fueron trasladadas en refrigeraciéon al laboratorio de

Reproduccion y Bioquimica Animal de la Universidad Nacional de Colombia (Palmira),
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mientras que las calidades de las muestras de calostro fueron analizadas in situ mediante

calostrometro teniendo en cuenta que la temperatura de la muestra estuviera a 22°C.

2.5 Analisis de muestras

Las muestras sanguineas se centrifugaron a 2500 rpm por 20 minutos para la obtencién
de suero sanguineo y este se almacend en alicuotas a -20°C hasta la determinacion de
los diferentes metabolitos de quimica sanguinea.

Las variables metabdlicas que se analizaron en el presente trabajo fueron las siguientes:
En las vacas, se analizaron las concentraciones séricas de proteinas totales, globulinas
totales, ALT, AST, y cortisol. Adicionalmente, se realizé andlisis de calidad de calostro

por calostrémetro.

En los terneros, se analizaron Proteinas totales, globulinas totales, 1gG, IgA e IgM,

unidades de turbidez de Zinc (UTZ) y cortisol.

Tabla 2-1: Relacién de Metabolitos evaluados, Técnicas analiticas y marca comercial

empleada.
Variable Técnica Referencia Marca Comercial
analizada comercial
Proteinas totales Verde de | PT (PT358) Randox
Bromocresol
AlbUimina Verde de | ALB (AB362) Randox
Bromocresol
Globulinas Verde Bromocresol | GLB (GL360) Randox
IgG RID 728411 (200 a Triple J Farms
3000 mg/dl)
IgA RID 702411 (50 a 400 Triple J Farms
mg/dl)
IgM RID 703411 (50 a 400 Triple J Farms
mg/dI)
Cortisol ELISA Cortisol NovaTec
(DNOVO001)
ALT LD/a oxoglutarato | ALT (AL2360) Randox
Aspartato MDH/LH/a AST (AS2359) Randox
aminotransferasa oxoglutarato
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| (AST) | | | |

La hormona cortisol, fue cuantificada mediante la técnica de ensayo de inmunoabsorcién
con enzima ligada (ELISA), en un equipo lector de placas de ELISA marca Rayto®
(Shenzhen, China), mientras que la ALT, AST, proteina total, aloiumina y globulina, fueron
determinadas mediante pruebas enziméticas colorimétricas con reactivos comerciales,
utilizando un equipo Analizador de quimica semiautomatico de lectura optica RAYTO®
(Shenzhen, China). Asi mismo, para la cuantificacion de inmunoglobulinas se empled la
técnica de inmunodifusion radial (RID), para la cual se utilizd6 como instrumento de
medicion estéreoscopio y pie de rey digital teniendo en cuenta incubar en cada placa el

suero de referencia contenido en el kit para realizar las respectivas curvas de calibracion.

Con el fin de cumplir los tres objetivos especificos, las actividades se dividieron en tres
grupos de procedimientos asi:
e Para la valoracion del TIP, se analiz6 el calostro, las proteinas totales y sus dos
componentes (globulinas y albumina) en suero de los animales experimentales.
e Las Inmunoglobulinas se determinaron por RID y se analizaron sus
concentraciones, de acuerdo al disefio experimental propuesto.
e Se correlacioné la respuesta a la vacunacion, a través de las concentraciones de
Igs y el tratamiento en el cual se aplicé la vacuna.
¢ Finalmente, se discutio el valor experimental de las determinaciones analiticas de
metabolitos y hormonas en las madres vacunadas, para conocer su capacidad de

respuesta inmunitaria y algunos factores que la pudieron afectar.

2.6 Diseio experimental

Los datos fueron almacenados en una base de datos de Excel para ser procesados en el

paquete estadistico InfoStat, version 2014 (Di Rienzo et al., 2014).

Se realizd Estadistica descriptiva para cada uno de los tratamientos como variables
independientes y el andlisis de metabolitos e Igs como variables dependientes, asi
mismo, se analizo la correlacién entre algunos de estos y el comportamiento general de

las variables dependientes durante todo el experimento.
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El disefio estadistico se basé en un modelo completamente al azar en el cual una vez
evaluado el comportamiento normal y la heterocedasticidad de las variables se realizé un
analisis de varianza de dos vias (tratamientos y horas de respuesta), en el cual la
variable dependiente fueron los metabolitos o las Igs, y las variables independientes
fueron los tratamientos. Se aceptd significancia estadistica cuando P < 0.05. Para
analizar las diferencias significativas se utiliz6 la prueba de Duncan con el fin de
determinar el grupo especifico de variacion dentro de las respuestas esperadas, y para
evaluar las similitudes entre los resultados de las pruebas se utilizé coeficientes de

correlacion de momentos segun Pearson.
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3. Resultados y discusion

3.1 Indicadores proteicos en terneros, calidad del
calostro y transferencia de Inmunidad pasiva

3.1.1 Proteina total

La concentracion de proteina total (PT) en terneros presentd diferencias significativas
entre muestras tomadas en diferentes horas (24, 48 y 72 horas), después del nacimiento
(Tabla 3-1). Sin embargo, cuando el analisis se hizo por tratamiento no hubo un efecto
significativo, ni para la interaccidon hora de nacimiento*tratamiento. Esto muestra que la
concentracion total de proteinas séricas en el neonato aumenta en la medida que éste
consume calostro, como lo ha expresado Godden et al., (2019). El valor de concentracién
mas se registro en el T2 a las 24+ 6h con 58,93 g/L, y el T1 present6 la mayor
concentracion a las 48 y a las 72 horas con 75,8 y 76,01 g/L, respectivamente (Figura 3-
1A). Todos los valores medios y de desviacién estandar (DE) para PT en los tratamientos
y las horas de muestreo se encuentran dentro de los valores de referencia informados
para bovinos (Kaneko et al., 2008). Los estudios realizados por Klinkon & Jezek, (2012)
registraron 60-80 g/L de PT en animales adultos, 45,8 g/L en terneros después del
nacimiento, 54,5 g/L después de la ingesta de calostro y 50-70 g/L en terneros con un
mes de edad. En este estudio, los valores hallados en las diferentes horas después del
nacimiento estan dentro del rango de referencia propuesto por Klinkon & Jezek, (2012) y
son indicativos de la positiva respuesta de los neonatos a la ingestion de calostro,
mostrando un efecto significativo de la ingesta de calostro, frente a las horas de
nacimiento para la concentracién de PT en todos los tratamientos. Este efecto se debe a
gue en los terneros neonatos, los mayores constituyentes de la PT son las
inmunoglobulinas y estds aumentan la concentracion de PT después de consumir
calostro (Elizondo-Salazar, 2015). Del mismo modo, la concentracion de proteinas
séricas en la mayoria de los bovinos es bastante baja al nacimiento, debido a la cantidad
minima de inmunoglobulinas al nacimiento, y aumenta una vez inicia el consumo de
calostro (Nagyova et al., 2017; Téthova et al., 2016), de este modo la concentracion de

PT en las primeras 24 horas de vida, se debe principalmente a la rpida absorcion de
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inmunoglobulinas provenientes del calostro cuando este es de calidad y el neonato no
presenta ninguna alteracion en el consumo, pasadas 24 horas la concentracion de PT
séricas esta relacionada ademas de un mayor consumo de calostro y la calidad del
mismo, de la frecuencia y volumen absorbido, lo cual explica las altas concentraciones en

las 48 y 72 horas pos hacimiento.

3.1.2 Albumina en terneros

La concentracién mas alta de albumina (38,13 g/L) se registré en el T3 a las 246 horas
de nacimiento (Figura 3-1B), este tratamiento también presentd los valores mas altos en
las diferentes horas de muestreo. El valor mas bajo (23,61 g/L) se registré en el T4 a las
24+6 horas de nacimiento. Estas diferencias entre tratamientos fueron estadisticamente
significativas (Tabla 3-1). Para este caso (Kaneko, Harvey, & Bruss, 2008) registran
valores de referencia entre 30,3 y 35,5 g/L; Seppéa-Lassila et al., (2018) indican valores
medios de 33,8 g/L; mientras que Hampe & Wehrend, (2019) indican que la
concentracion de albumina en terneros puede estar entre 19 y 33 g/L. La variacion de
albumina encontrada en el T3, se puede explicar porque este grupo de terneros proviene
de vacas que fueron vacunadas a los 30 y 15 dias antes del parto, y debido a las
caracteristicas de la respuesta a la vacuna segun lo mencionado por Herry et al., (2017);
Petzl etal., (2018), ya que esta puede activar las moléculas co-estimuladoras
(CD80, CD86 y CD40), que a su vez inducen a la células presentadoras de antigeno
(APC) a producir interleucinas, las cuales intervienen en la respuesta inflamatoria
(Téthova et al., 2017), que produce mayor permeabilidad de la membrana, que facilita el
paso de mayor cantidad de albimina, a través del mismo receptor de IgG (Samartel et
al., 2016).

Cuando el calostro tiene una mayor concentracion de albumina, esta puede pasar al
ternero mediante el mismo receptor (FCRn) de IgG (Stark et al., 2015). Se ha demostrado
que el FcRn se une a la albumina en un emplazamiento distinto y no competitivo con el
de 1gG (Samardtel et al., 2016), lo cual explicaria la alta concentracion de albamina en el
T3 a las 24+6 h de nacidos.


https://es.wikipedia.org/wiki/CD80
https://es.wikipedia.org/wiki/CD86
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=CD40&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Interleucina
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Tabla 3-1:  Significancia estadistica para el Andlisis de varianza (efectos
principales e interaccioén) de metabolitos proteicos en terneros nacidos de madres

vacunadas y de no vacunadas.

Variable Tratamiento Hora Tratamiento* Hora
Proteina total 0,920483 0,000127* 0,197433
AlbUimina 0,0208* 0,9880 0,0744
Globulinas 0,6355 0,0044* 0,0945

*Cuando p<0,05 se considera que existen diferencias estadisticas

3.1.3 Globulina en terneros

Las globulinas presentaron el menor valor en su concentracion en el T3 (20,79 g/L) a las
2446 horas de nacimiento, mientras que el valor mas alto (47,46 g/L) se present6 en el
T1 a las 72 horas (Figura 3-1C). Sin embargo, el T4 presentdé a las 24+6 una mayor
concentracion, en comparacion con los demas tratamientos en las mismas horas;
demostrandose diferencia significativa en las horas de toma de muestras (Tabla 3-1). Los
valores de referencia mencionados para este metabolito se encuentran entre 30-40 g/L
segun Pérez Zuluaga & Contreras Villalba, (2014) mientras que Kaneko et al., (2008)
indican valores entre 30,0 y 34,8 g/L. Asi mismo, estudios realizados por Herrera
Benavides, Brunal Tachad, Campillo, Rugeles Pinto, & Martinez Humanes, (2018)
reportan valores de 16.7 y 24.3 g/L en terneros durante la primera semana de vida. Para
el presente estudio se atribuyen las diferencias significativas al tiempo en el que se tom6
las muestra, ya que los muestreo se realizaron en intervalos comprendidos entre 24+6

horas después del nacimiento.



41

Figura 3-1: Comportamiento de proteina total, albimina y globulinas para los terneros
en los cuatro tratamientos experimentales a las 24+6, 48 y 72 horas de vida. A
Concentracion de Proteina Total (g/L), B. Albumina (g/L), C. Globulinas (g/L).
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Finalmente, el principal componente de las globulinas se deriva de las inmunoglobulinas,
absorbidas por los teneros durante las primeras horas de vida, estas provienen
exclusivamente del consumo de calostro (Godden et al., 2019); después de la albumina

son el componente mas importante dentro de las proteinas totales en terneros neonatos.
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El T4 mostré la mayor concentracion en las primeras 24 horas, tal vez, como respuesta al
proceso vacunal de este grupo, dado que los consumos de calostro fueron ad libitum, por
tratarse de un sistema comercial, el consumo no se pudo verificar puntualmente, este
grupo posiblemente, consumié mas calostro, este consumo alto también puede ser la

causa de la alta concentraciéon en los terneros del grupo control.

3.1.4 Calidad del Calostro y calostrometria

La calidad del calostro se determina a través del Calostrometro, el cual relaciona la
gravedad especifica y la concentracion de IgG. Los valores hallados en este estudio
indican que el T3 presenté la concentracion mas alta (85,71 mg/ml IgG) seguido por T2
(82,86 mg/ml IgG) y T1 fue de (61,43 mg/ml IgG; Figura 3-2), sin encontrarse diferencias
estadisticamente significativas en los tratamientos. No obstante, se observa que los
calostros provenientes de las vacas con procesos de vacunaciéon, exhiben valores mas
altos de IgG, mostrando que la respuesta biolégica de las madres se concentra en el
calostro y esta respuesta muestra que existe una interesante respuesta pos vacunal, que
si bien no logra diferenciarse significativamente, esto puede deberse al bajo nUmero de

animales experimentales por grupo.

La investigacion realizada por Soriano Toloza, (2014), indica que la aplicacién de una
vacuna (tipo bacteriana) siete meses antes del parto mejora la calidad del calostro
encontrando valores de 52 mg/ml IgG. Por otra parte Yepes Mejia & Prieto Quevedo,
(2011), reportaron valores de 57,6 mg/ml IgG sin vacunacion, lo cual puede explicarse

por variaciones de respuesta al medio ambiente o a factores nutricionales.

De acuerdo con la valoracion del Calostrometro donde los valores aceptados como
estandares de calidad son: menos de 20 mg/ml, para mala calidad (identificado con el
color Rojo); 20 a 50 mg/ml, calidad moderada (color Amarillo); y superior a 50 mg/ml
(color verde) indicador de excelente calidad (Elizondo-Salazar, 2016; Singh et al., 2011).
La calidad de los calostros en todos los tratamientos fue identificada como de excelente
calidad, a pesar de no hallarse diferencias significativas. El T3 present6 el mayor valor, lo
gue indica la presencia de anticuerpos derivados de la doble vacunacién a la cual fueron
sometidas las vacas. Ademas de las vacunas hay otros factores que influyen en la

calidad del calostro como el estado nutricional, la raza, el numero de partos, la
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temporada, produccién al primer ordefio, cantidad de ordefios, y la salud de la glandula
mamaria (Elizondo-Salazar, 2016; Singh et al., 2011).

Figura 3-2: Calidad del (calostro mg/ml) determinada por medio de Calostrometria en

los tres tratamientos experimentales en madres vacunadas y no vacunadas.
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3.1.5 Transferencia de inmunidad pasiva (TIP)

Si bien, el presente trabajo no tiene su objetivo principal en la determinacion del grado de
TIP, esta es una herramienta importante para valorar los programas de manejo en la cria
y levante de terneros, cuyas deficiencias ocasiona elevadas pérdidas econdmicas en
bovinos. Cuando el ternero no logra consumir en forma adecuada calostro en cantidad
suficiente y de calidad, se presenta la alta mortalidad neonatal. Los errores en el
suministro de calostro conducen a la denominada falla en la transferencia de inmunidad
pasiva (FTIP), que origina alta morbilidad y mortalidad, y posiblemente mayor uso de
antimicrobianos en la fase de cria (Al-Alo et al., 2018; McGee & Earley, 2019).

En condiciones de tropico existe un alto nimero de factores que inciden en la TIP,
contandose como una de las principales situaciones de mejorar en los programas de
medicina preventiva, en especial para terneros de grupos multirraciales, como lo propone
(de Paula et al., 2019).
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De acuerdo con los conceptos sobre transferencia de inmunidad pasiva, se considera
qgue existe FTIP cuando los valores de concentracion de proteinas totales es <55 g/L
(Lawrence et al., 2017) o valores de <52 g/L (Cuttance et al., 2017). En esta
investigacion el valor minimo encontrado fue de PT 58, 81g/L a las 24+6 horas de
nacimiento en el T2. De acuerdo con lo anterior, en ninguno de los tratamientos se

evidenci6 FTIP.

Existen formas directas (calostrometria) e indirectas para evaluar la TIP, en las indirectas
las concentraciones séricas determinadas manualmente por refractdmetro, o por analisis
directo, muestran relacién significativa con las determinaciones sobre calidad del

calostro, como se presenta en la Tabla 3-2.

Las investigaciones realizadas por Quigley, Lago, Chapman, Erickson, & Polo, (2013)
encontraron un coeficiente de correlacion de PT, mediante refractometro con IgG
analizada por inmuno difusién radial (RID) de 0,75. Del mismo modo Morrill, Robertson,
Spring, Robinson, & Tyler, (2015), encontraron correlaciones de 0,79 utilizando el mismo

método.

Tabla 3-2: Coeficientes de correlacion y significancia estadistica para indicadores de

Transferencias de Inmunidad Pasiva en terneros analizados mediante refractdmetro

Variable Coeficiente correlacion p-valor
Globulinas terneros 0,86 <0,0001
Proteina terneros* 0,90 <0,0001
IgG 0,85 <0,0001

*Proteina analizada por refractdmetro manual. Cuando p<0,001 se considera que existen

significancia estadistica en la relacion

En este estudio la correlacion es de 0,85 para IgG (Tabla 3-2), la que se explica porque
las condiciones de manejo nutricional y sanitario en la explotacion garantizan una buena
calidad del calostro y el manejo profilactico posparto en los neonatos evita procesos

inflamatorios o infecciosos, en los terneros en los cuales se evalué la PT. Finalmente, se
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conoce gue en los terneros recién nacidos la proteina total se deriva principalmente de
inmunoglobulinas en mayor cantidad IgG. Por lo tanto, las correlaciones de PT mediante
refractdmetro con Globulinas, PT e IgG son altas (Tabla 3-2), convirtiéndose asi en una
herramienta eficaz para determinar la transferencia de inmunidad pasiva. De igual forma,
en calostro de alta calidad y no tener en las animales evidencias de hipoproteinemia, la
correlacion es alta e implica en forma practica la validez de emplear la PT por
refractbmetro en terneros como una forma econdmica, segura y viable de conocer la
transferencia de inmunidad pasiva, proveniente del calostro de calidad y su consumo

oportuno.

En las relaciones encontradas se aprecia coeficientes altos entre las tres
determinaciones, por lo cual en forma practica la determinacién de proteinas totales en
terneros a través de refractbmetro manual, suplen las costosas y demoradas
determinaciones de inmunoglobulinas en la evaluacion de la TIP en las condiciones del

experimento.

3.2 Respuesta inmunitaria determinada a traves de la

concentracion de inmunoglobulinas

La determinacion de la concentracion de tres tipos de inmunoglobulinas (Ig A, Ig G e Ig
M), constituy6 la forma de evaluacién de las respuestas en los terneros, a los diferentes
tratamientos realizados con vacunacién sencilla o doble en madres, ausencia de
vacunacion en madres (control) y vacunacion de los neonatos a las 24 horas de nacidos.
Se asume, que las inmunoglobulinas de las madres vacunadas son transferidas al
calostro y este al ser injerido por los neonatos, podria ser una forma rapida y confiable de
estudiar la respuesta inmunitaria posiblemente ocasionada por los tratamientos en las
madres, mientras que en los neonatos, esta podria ser evidenciada por una mayor

sintesis de proteina total como se presento.
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3.2.11g A

En los bovinos la IgA se presenta en una sola clase (no se reportan formas iso), aislada
principalmente de fluidos secretorios (saliva, lagrimas, secreciones nasales e
intestinales); aunque su concentracién es menor que la IgG; la IgA es més abundante en
la mucosa respiratoria e intestinal, donde actda como primer linea de defensa contra
infecciones bacterianas y virales del medio ambiente (Bovine IgA ELISA Kit, E11-131,
2019). En este estudio el valor de mayor concentracion se encontré a las 24+6 horas de
nacimiento para el T4 con 247 mg/dl, mientras que a las 72 horas en todos los
tratamientos se presentaron los valores mas bajos, siendo el menor valor el T3 con 64,34
mg/dl, en comparacion con los valores obtenidos a las 24+6 horas (Figura 3-3A). No se
evidenciaron diferencias significativas ni en los tratamientos, ni en las horas de muestreo,
ni en las interacciones como se presenta en la Tabla 3-2. Los reportes de Kaneko et al.,
(2008) indican valores de 90 a 450 mg/dl; estudios de Balikci & Al, (2014) registran
concentraciones de IgA de 280+34,6 mg/dl para terneros de una semana de edad;
mientras que Hampe & Wehrend, (2019) reportaron concentraciones de 125 mg/dl en
terneros de 24 horas de nacidos. Esto indica que las concentraciones registradas en este
estudio estan dentro de los rangos establecidos, y se confirma que la absorcion de
inmunoglobulinas se reduce significativamente después de las 24 horas, a causa de la
pérdida de permeabilidad de la mucosa intestinal (Campos et al., 2011; Elizondo-Salazar,
2016)

Tabla 3-3:

principales (tratamiento, hora) y de la interaccion tratamiento*hora para la variables

Significancia estadistica del andlisis de varianza para los efectos

inmunoglobulinas en terneros sometidos a cuatro tratamientos vacunales.

VARIABLE Tratamiento Hora Tratamiento*hora
IgG 0,9636 0,1286 0,8937
IgA 0,9431 0,4806 0,8319
IgM *0,002 0,7221 0,9955

*Cuando p<0,05 se considera que existen diferencias estadisticas
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32219 G

En el T2 se registré el menor valor de IgG 1980 mg/dl a las 24+6h, y el mayor valor fue a
las 48 horas con 3851,27 mg/dl (Figura 3-3B). No se hallaron diferencias significativas en
los tratamientos, ni en las horas de muestreo, ni en la interaccion hora por tratamiento
(Tabla 3-2). Los rangos de referencia establecidos por Kaneko et al., (2008) son de 800
a 1800 mg/dl; asi mismo Hampe & Wehrend, (2019) reportan valores de 670 a 2900
mg/dl, mientras que Elsohaby & Keefe, (2015), mencionan valores de 1764 + 1035
mg/dL y Aydogdu & Guzelbektes, (2018) reportaron valores de 3800 mg/dl para terneros
con 48 horas de nacidos. Por lo tanto, los valores encontrados en este estudio se
encuentran dentro de los valores hallados en estas investigaciones. También se confirmé
gue no hubo evidencia de FTIP, ya que todos los valores de IgG estan por encima de
1000 mg/dl en todos los tratamientos a las 24+6 h de nacimiento. Este estudio presenta
valores elevados frente a los informados por los autores citados, lo cual puede deberse a
la calidad de los programas de salud preventiva del establecimiento, a que las madres
son multiparas y el manejo nutricional en el preparto garantiza un adecuado aporte de
nutrientes, condiciones que en su conjunto se traduce en que el calostro producido es de

alta calidad, como también ha sido expuesto por (Lago et al., 2018).

3.2.31g M

La menor concentracion fue de 58,06 mg/dl para IgM en el T2 a las 24+6 horas de
nacimiento, mientras que el valor de mayor concentracion (191,72 mg/dl) se encontré en
el T3 a las 72 horas (Figura 3-3C). Se hallaron diferencias significativas en los
tratamientos (Tabla 3-2). Al respecto Kaneko et al., (2008) evidencian valores entre 55 a
275 mg/dl, igualmente Hampe & Wehrend, (2019) registraron concentraciones de 170
mg/dl, mientras que Furman-Fratczak, Rzasa, & Stefaniak, (2011) indicaron 90 mg/dl, en

ambos casos para terneros de 48 horas de nacidos.

Los hallazgos recientes muestran que durante la primera semana de vida los terneros
empiezan a producir de forma natural IgM (Schéff et al., 2016), del mismo modo Hampe
& Wehrend, (2019) pudieron detectar una produccidon enddégena de IgM, a partir del
cuarto dia de vida. De igual forma, la IgM es la inmunoglobulina mas grande y esta

relacionada principalmente con la inmunidad local, es capaz de unirse a muchos agentes
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infecciosos de forma simultanea, y es el primer anticuerpo que se produce cuando se
activa la respuesta inmune. De acuerdo a lo anterior, la diferencia significativa hallada,
si bien se asocia al efecto vacunal, ya que el T3 (doble vacunacién) presenté el mayor
valor, este no se puede deber Unicamente al efecto principal (tratamientos), porque el
menor valor lo exhibié T2, y adicionalmente, pudo existir influencia de condiciones medio
ambientales a las que estuvieron expuestos los animales experimentales, respondiendo a
una estimulacion antigénica frente a patégenos externos a los cuales han podido estar
expuestos los terneros debido a su sistema de levante en contacto directo con el medio.
Por otra parte, los valores hallados para los T2, T3 y T4 también fueron mas altos a las
72 horas de nacidos, indicando que existe acumulacién sanguinea de las Igs, lo cual es

positivo para los animales al brindar mayor proteccién en el periodo posparto temprano.

Figura 3-3: Comportamiento de las inmunoglobulinas, en los tres momentos de muestreo
(2416, 48 y 72 horas) para los terneros evaluados de cuatro tratamientos vacunales en
madres o en neonatos. A. IgA (mg/dl), B. IgG (mg/dl), C. IgM (mg/dl).
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Se debe resaltar el que una de las opciones que los productores desarrollan para reducir

la mortalidad neonatal es la aplicacion de vacunas contra patdgenos neumoentéricos

(Arroyo, 2017), que muchas veces se realiza bajo protocolos cuestionables o ineficientes,

lo cual se analizd en el presente trabajo, en especial en la hipétesis de que la vacunacion

en neonatos desprovistos de un sistema inmunitario activo no origina proteccién, cuando

la vacuna se aplica en los primeros dias de vida. Sin embargo, la Unica forma accesible

en trabajos de investigacion para determinar respuestas vacunales o0 inmunitarias,

continla siendo la determinacion de Igs, en especial de Ig G, que por su actividad, peso y

porcentaje en circulacion, es sin duda la mas importante.
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Es posible, que la frecuencia de aplicacién de la bacterina y el intervalo de tiempo entre
aplicaciones en el presente trabajo haya generado inhibicién de la respuesta inmune
medida. Diversos autores recomiendan minimo cuatro semanas de intervalo entre la
aplicacion de dosis de bacterinas, igualmente, sugieren empezar la primera dosis al
séptimo mes de gestacién o al inicio del periodo seco (Sears et al., 2017; A. R. Woolums,
2007); refuerzos posteriores no siempre muestran mejores respuestas, cuando el
intervalo entre dosis es de 15 dias 0 menos, ya que se puede neutralizar la respuesta
secundaria. En el presente trabajo al no encontrar diferencias entre tratamientos, no
podria asociarse a que no hay diferencia entre inmunizar o no inmunizar con bacterinas
en el preparto, dado que el tiempo entre las dosis fue de 15 dias o la aplicacién Unica se

realizé 30 dias antes del parto esperado.

Debe tenerse en cuenta el caracter de inactivado del biolégico que se aplico, razon por la
cual el fabricante recomienda la doble dosis, al igual que para otros biolégicos que
incluyan patégenos muertos, vivos atenuados o modificados, en los que en la mayoria de
casos se emplean dos dosis, con un amplio intervalo de tiempo entre éstas. Se han
encontrado infecciones congénitas para IBR, DVB y Leptospira en crias con FTIP
(Lawrence et al., 2017), sin que las vacunas logren inmunizar completamente contra
estos patégenos. Al no mostrar el grupo control diferencias con T2 y T3, indica que el
calostro fue sintetizado en forma oportuna y brindé al neonato adecuada proteccion, ya
gue este grupo de madres han generado respuesta a los desafios medioambientales o a

vacunaciones previas, que permitié una sintesis de calostro de calidad.

El biolégico aplicado a los terneros del T4 no presenté diferencias con los terneros
nacidos de madres inmunizadas, la aplicacion de la bacterina deberia mejorar la calidad
del calostro, pero en T4 no la hubo; en este sentido estd siendo reportado como un
problema de proteccién inmune, el vacunar cuando existen anticuerpos maternos
circulantes, situacion conocida como IFOMA, (Chamorro et al., 2016); esto pudo impedir
observar diferencias entre inmunidad pasiva y activa, porque la vacuna muerta no pudo
inducir una respuesta humoral dado que existian anticuerpos maternos; asi mismo, es
necesario tener en cuenta el bloqueo al desarrollo de inmunidad, en una cria con alta

proteccion calostral, como sucede en los mamiferos nacidos de placentacion
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sindesmocorial (Windeyer & Gamsjager, 2019), lo cual explicaria la ausencia de

diferencias para el T4.

3.3 Indicadores de variables metabdlicas asociadas a

compuestos proteicos en las madres

En la tabla 3.3 se presentan los valores medios por tratamientos para los metabolitos
séricos proteina total, albumina y globulina. Estos se determinaron en el proceso
experimental para analizar como el proceso de regulacion de la sintesis de globulinas, de
transportadores metabdlicos como albumina y su relacion con la proteina total se
generaban cuando el animal era vacunado o no. El calostro, sintetizado en la fase final
de la gestacion, constituye en neonatos bovinos la Unica fuente de inmunoglobulinas (
Godden et al., 2019), y por tanto verificar si estos variaban cuando el efecto tratamiento
se analizé, constituia una importante variable de estudio. No se encontraron diferencias
significativas ni para albamina, ni para globulinas; la variacion encontrada para proteina
total, puede deberse a la mayor sintesis de globulinas, ya que se observa que las vacas
de los dos tratamientos vacunales (T2 y T3) presentaron las mayores concentraciones
tanto de globulinas, como de proteina total, el hecho de no presentar diferencia frente a
tratamientos en todos los grupos, puede deberse al reducido niamero de animales
experimentales en cada uno de los tratamientos. El principio de relacion de estudio entre
proteina total y calostro, ha sido ya evidenciado en otros trabajos, en los cuales las
madres fueron vacunadas y su respuesta metabdlica e inmunitaria fue determinada
(Agianniotaki et al., 2018).

Tabla 3-4: Media matematica y significancia estadistica para el analisis de varianza
del efecto tratamiento sobre indicadores proteicos en las madres vacunadas y no, del

proceso experimental

TRATAMIENTOS
VARIABLE

(g/L) T1 T2 T3

f p-valor

Proteina total 68,102 77,27 80,83" 3,50 0,0519

Albamina 30,082 30,432 32,512 0,67 0,5241
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Globulina 37,672 47,192 48,322 2,82 0,0860

Cuando p<0,05 se considera que existen diferencias estadisticas. Fila (metabolito) con

letras diferentes, presentan diferencia significativa.

3.3.1 Proteina total en vacas

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la concentracion de
proteina total entre los tres tratamientos (Tabla 3-3). Los valores registrados estan entre
68,10 y 80,80 g/L para el T1 y T3, respectivamente. Los valores de referencia indicados
por Kaneko etal., (2008) estan entre 67,4 y 74,6 g/L. es decir, que los resultados
obtenidos en este estudio para el T1 estuvieron dentro del rango referenciado; mientras
que el T2 (77,27 g/L) y T3 fueron ligeramente superiores al reportado (Figura 3-4A). Asi
mismo, estos valores son similares a los encontrados por Roa-Vega, Ladino-Romero, &
Hernandez-Martinez, (2017) con concentraciones de 79.3 g/L; Cattaneo et al., (2013)
guienes hallaron valores de 75.3 gr/L, y Alberghina, Giannetto, Vazzana, Ferrantelli, &

Piccione, (2011) con concentraciones de 78 g/L, en vacas recién paridas.

Los desequilibrios de las concentraciones séricas de proteinas totales, por ejemplo,
cuando tienden a valores bajos, pueden indicar problemas de subnutricién, malabsorcion,
agammaglobulinemia o glomerulonefritis (T6thova et al., 2017); lo cual no es el caso de la
presente investigacion; por el contrario una alta concentracion indica problemas de
inflamacién o activacion de complejos asociados con inmunidad (Bobbo et al., 2017), tal
como al parecer se present6 para T2 y T3. Sin embargo, en la Gltima fase de la prefiez y
el posparto temprano, las proteinas totales son bajas, debido a la transferencia de
inmunoglobulinas desde el torrente sanguineo a la glandula mamaria para la sintesis de
calostro (Téthova et al., 2017). Para el caso de vacas con mayor numero de partos, la
proteina total aumenta debido a las inmunoglobulinas, ya que el sistema inmunitario de
las vacas adultas, ha estado en contacto con mas patdgenos durante sus ciclos
productivos, y por lo tanto sus anticuerpos son mayores. Por otra parte, las globulinas
comprenden en su cuantificacion no so6lo inmunoglobulinas, sino también proteinas de
fase aguda, que podrian aumentar durante la inflamaciéon, como consecuencia normal de

los cambios fisiol6gicos propios del parto (Bobbo et al., 2017). Por lo tanto, las
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diferencias en globulinas entre tratamientos, donde se presentan similitud entre T2y T3y
con menores concentraciones en T1, como se puede observar en la Figura 3-4C. En
sintesis, los resultados encontrados se relacionan con la respuesta inmunitaria frente a
los patégenos a los cuales estuvieron expuestas las vacas con la vacunacion, dando
como resultado mayor concentracion de globulinas y por ende mayor concentracion de

proteinas totales.

3.3.2 Albumina en vacas

La albumina no presenté diferencias significativas en ninguno de los tratamientos, (Tabla
3-3). El T3 presentd la mayor concentracion (32,51 g/L), seguido por T2 (30.43g/L) y por
ualtimo el T1 (30.08 g/L; Figura 3-4B). Los valores de referencia mencionados por Kaneko
etal.,, (2008) para este metabolito estan entre 30,3 y 35,5 g/L. Asi, los valores
encontrados en el presente estudio para T2 y T3 estan dentro de este rango, mientras
gue el T1 estd por debajo del limite establecido. Igualmente, estos valores hallados
concuerdan con las rangos mencionados por investigadores como Alberghina et al.,
(2011) con 31,60+4,39 g/L; mientras que Roa-Vega et al., (2017) referencia un rangos
mas amplio que varia entre 28 a 38 g/L. Sin embargo, los valores de Herrera Benavides

et al., (2018) indican rangos aun mas elevados con concentraciones de 41,10 + 6,2 g/L.

Segun da Silva, dos Santos Rodrigues, Tuerlinckx, & Siqueira, (2019) los indices séricos
para este metabolito pueden variar en funcion del estado fisiolégico, el clima y la
disponibilidad de alimentos, y las concentraciones bajas pueden indicar menor consumo
de proteinas; mientras que en la hiperalbuminemia indicarian deshidratacion,
hepatopatias o nefropatias. No obstante, al final del periodo de gestacion la albumina es
baja, al ser catabolizada para aportar aminoacidos necesarios para la produccion de
globulinas (Toéthova et al., 2017). En otro estudio local, Garcia Alegria, (2015), encontré
concentraciones bajas de albumina al momento del parto (24,86 - 29,07 g/L), mientras
gue Eckersall, (2008) hall6 valores de 34,6 a 35,4 g/L 15 dias antes y 15 dias después
del parto. Debido a que no se encontraron diferencias estadisticas de la albumina entre
los tratamientos y los valores hallados estdn dentro de los rangos referenciados, se
puede concluir que la aplicacion de vacunas con bacterias inactivadas en el dltimo mes

de gestacion, no presenta un efecto significativo para este metabolito, posiblemente
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porque la respuesta a la vacunacion se concentra en las globulinas y en las proteinas

totales, toda vez, que tedricamente esta es la suma de albumina y globulinas.

3.3.3 Globulina en vacas

No se evidenciaron diferencias significativas en la concentracién de globulinas frente a
los tratamientos (Tabla 3-3). El valor mas bajo se registr6 en el T1 con 37,67 g/L,
mientras que el mas alto en el T3 con 48,32 g/L (Figura 3-4C). Kaneko et al., (2008),
indican para globulinas valores de referencia entre 30 y 34,8 g¢/L. Para este caso los
valores hallados en los tres tratamientos estan por encima del valor referenciado. Esto
posiblemente ocurre porque animales en condiciones de tropico presentan mayor
respuesta antigénica, por los permanentes retos ocasionados por ecto y endoparasitos.
Un trabajo previo, en condiciones ecoldgicas y productivas del presente, también habia
reportado elevacién de las globulinas, asi Garcia Alegria, (2015) encontré valores de
42,86+3,47 g/L en vacas a las 24 horas posparto, mientras que Roa-Vega et al., (2017)

hallaron valores de 30,1 g/L en vacas en lactacién.

Las globulinas, comprenden varias proteinas que interactian en diferentes tejidos dentro
del organismo; en las globulinas se encuentran proteinas de transporte, mediadores de la
inflamacién y principalmente inmunoglobulinas (Smith et al., 2013). Altas concentraciones
de globulinas se relacionan con estimulaciéon antigénica crénica, o en otros casos por
cuadros de reticuloperitonitis traumatica, neumonia, abscesos hepaticos o problemas
relacionados con la funcién hepéatica (Russell & Roussel, 2007). Por lo contrario, Trujillo
Hernandez, (2014) describe que las globulinas se elevan debido a enfermedades o
vacunaciones recientes, como se puede apreciar en el presente trabajo. De acuerdo con
lo anterior, los valores altos de globulinas encontrados en T2 y T3 se deben
probablemente a la estimulacion inmunogénica que gener6 la vacuna; sin embargo, la
concentracion mas alta se presenté en el T3, lo cual indicaria que las vacunas con
bacterias inactivadas necesitan mas refuerzos para generar una mayor cantidad de

anticuerpos (Tizard & Payne, 2019).

Generalmente, las globulinas se calculan, a partir de la diferencia entre proteinas totales
y albimina, de este modo, se indica la relacion albumina/globulina (A/G) que refleja

cambios en los dos tipos de proteinas (Eckersall, 2008; Smith et al., 2013). En esta
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investigacion los valores hallados quimicamente de globulinas son similares a los
calculados por diferencia entre PT y albumina. Desde este punto de vista, la relacién de
A/G indica que decrece la albumina en todos los tratamientos, y aumenta la globulina,
debido a que la albumina al final de periodo de gestacién disminuye, debido a que la
reaccion catalizadora que ejerce, permite generar aminoacidos necesarios para la

formacion de anticuerpos en la sintesis de calostro (Téthova et al., 2017).

En la figura 3-4, se puede observar como los compuestos asociados a la sintesis y
concentracion sérica de metabolitos asociados a la proteina varié en relacién al tipo de
tratamiento que enfrentaron los animales experimentales, evidenciando que los menores
valores los presentd T1 o grupo control, por lo que se puede inferir que existid estimulo

en la sintesis de globulinas derivado de la aplicaciéon de vacunas.

Figura 3-4: Comportamiento de los metabolitos proteicos para las vacas en los tres
tratamientos a las 24 horas posparto. Concentraciéon en g/L de: A. Proteina total, B.

Albumina y C. Globulinas.
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3.4 Indicadores bioquimicos de la funcidn hepatica y del
cortisol en vacas sometidas a procesos vacunales o

no.

Existen limitaciones diagndsticas para establecer si la respuesta individual a un proceso
vacunal se da o no. Cuando los animales se someten a procesos vacunales, se espera
gue estos presenten una respuesta dindmica asociada al tipo de antigeno, su carga y
frecuencia de aplicacion, sin embargo, en algunas situaciones la respuesta esperada no
se encuentra y queda la duda, de si el producto aplicado como inmundgeno actué o por
el contrario, la respuesta del animal no se dio, por no contar este con posibilidades
biolégicas de generar la respuesta como sucede en situaciones de estrés o en alteracion
de la funcién hepatica, en las cuales no es posible lograr una respuesta completa del
animal. Asi, para intentar evaluar indirectamente la respuesta de los animales en los
tratamientos T2 y T3, se determind en los grupos experimentales las concentraciones
séricas de dos enzimas relacionadas con la evaluacién de la funcion hepatica,
igualmente, se determind cortisol, para estudiar si concentraciones de este afectaban la
respuesta en los animales vacunados. En la Tabla 3-4, se observan los valores medios

por tratamiento para estos tres metabolitos asociados a la respuesta pos vacunal.

ALT y AST fueron analizadas en las vacas para monitorear el estado hepatico y el
cortisol como posible responsable de inmunosupresion en el periparto, Unicamente
present6 diferencias significativas AST para tratamientos; se reconoce que las enzimas
no son exclusivas de higado, sin embargo, tradicionalmente estas se han empleado
como indicadores directos de la funcién de los hepatocitos, como ha sido propuesto
(Djokovic et al., 2019).
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Tabla 3-5: Media matematica y significancia estadistica para el analisis de varianza del
efecto tratamiento sobre indicadores de la funcion hepética y sobre el cortisol en las

madres vacunadas y no del proceso experimental.

TRATAMIENTOS
VARIABLE T1 T T3 f p-valor
ALT (U/L) 21,702 17,82° 20,00? 1,54 0,2415
AST (U/L) 115,25* | 103,74° 137,95° [ 9,76 0,00130
Cortisol (nmol/L) 180,38% | 191,86° 253,73* | 0,68 0,5181

Cuando p<0,05 se considera que existen diferencias estadisticas
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

3.4.1 Alanina Aminotransferasa (ALT)

La ALT es un indicador de dafio hepatico y su concentracidon en sangre se incrementa
por el deterioro en la membrana del hepatocito haciéndola mas permeable, y permitiendo
la liberacion de la enzima al torrente sanguineo (Dharmayudha et al., 2018). Para el
caso de ALT las concentraciones obtenidas en este estudio no presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos (Tabla 3-5A). El valor promedio minimo fue de 17,82
U/L para el T3y 21,70 U/L para el T1 (Figura 3-4A). Al respecto Kaneko et al., (2008)
revelaron valores entre 11 y 40 U/L; mientras que Roa-Vega etal., (2017) indicaron
valores de 7 a 35 U/L para vacas en pastoreo, al final de la gestacion; en ninguno de los
estudios mencionados indican dafio hepatico. Por lo tanto, los resultados obtenidos estan
dentro de los valores de referencia reportados por Kaneko et al., (2008); Roa-Vega et al.,
(2017), asi, en esta investigacion los animales no presentaron dafio en la membrana del
hepatocito, que condujera al aumento de la concentracion sérica de ALT, confirmando el
adecuado estado de las células hepaticas, que permiten la sintesis de globulinas y

albumina.

Por otro lado, las enfermedades parasitarias también se han asociado con altas
concentraciones de ALT. De este modo Dharmayudha etal.,, (2018) encontraron
concentraciones de 78,3 U/L en vacas infestadas por Fasciola hepatica, y Shahnawaz

et al., (2011) reportan valores de 93.3 U/L en vacas adultas infestadas por Theileria
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annulata. Las vacas utilizadas en el presente experimento se encontraban en 6ptimo

estado sanitario, los valores obtenidos de ALT de este estudio, asi lo demuestran.

3.4.2 Aspartato aminotransferasa (AST)

Las concentraciones de AST presentaron diferencias significativas entre los tratamientos
(Tabla 3- 4). El valor promedio mayor lo presenté el T3 (137,95U/L); mientras que los T1
y T2 tuvieron valores bajos y similares entre ellos (115,25 U/L y 103,74 UIL,
respectivamente, como se puede apreciar en la Figura 3.5B. A pesar que AST no es por
su ubicuidad especificamente hepatica, ya que también se encuentra en otros tejidos
como el cerebro, musculo cardiaco y esquelético (Shawky et al., 2016), en los rumiantes
es utilizada para para detectar afecciones hepdaticas relacionadas con movilizaciones
lipidicas excesivas del tejido adiposo al higado, frecuentes en el periodo de transiciéon en
vacas lecheras (Dharmayudha et al., 2018; Djokovi¢ et al., 2013; Gross et al., 2013;
Mostafavi et al., 2013). Al respecto Kaneko et al., (2008) referencian valores entre 78 y
132 U/L; Roa-Vega et al., (2017) mencionan valores entre 65 y 132 U/L; Djokovi¢ et al.,
(2013) encontraron concentraciones de 121,23 U/L en vacas al inicio de la lactancia y
Otter, (2013) encontré valores de 110 + 30,7 U/L para vacas durante el periodo de
transicion. Los valores registrados en este estudio para los T1 y T2 estan dentro de los

rangos reportados por los autores mencionados.

Las diferencias significativas encontradas en esta investigacion pueden explicarse por la
elevada concentracion de AST en el T3, cual estd asociada con la alta concentracién de
cortisol, debido al estrés causado por el manejo de la doble vacunacion, tal como se
reportan en investigaciones realizadas por Shawky et al., (2016) y EI-Mandrawy & Farag,
(2017). Shawky et al.,, (2016) aplicaron vacunas contra la fiebre aftosa y hallaron
concentraciones altas de AST, lo que asociaron con el exceso de glucocorticoides,
reflejado en las altas concentraciones de cortisol. Del mismo modo El-Mandrawy &
Farag, (2017) relacionan las altas concentraciones de AST con elevadas concentraciones

de cortisol debido al estrés, que podrian aumentar la actividad de las transaminasas.
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3.4.3 Cortisol

El cortisol es una hormona sintetizada en la corteza suprarrenal, cuyo aumento esta
fuertemente asociado a condiciones de estrés (Noya et al., 2019; Romero Pefiuela et al.,
2011). En esta investigacion, las concentraciones de cortisol no evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos (Tabla 3-4). Sin embargo T1,
present6 la menor concentracion (180,38 nmol/ml), con respecto al T3 (253,73 nmol/ml;
Figura 3-4C). Mas, Sanes, Reyes, Pallares, & Seva, (2010) mencionan que las
concentraciones basales de cortisol estan por debajo de 10 nmol/ml; mientras Shawky
et al., (2016) describen valores entre 110 a 335 nmol/mg en vacas recién paridas, asi
mismo, Chen et al., (2016) encontraron rangos entre 140 a 165 nmol/mg en vacas que,
solamente fueron movilizadas de los potreros al corral. Por su parte Garcia Alegria,
(2015) encontré concentraciones de 72 a 229 nmol/ml en vacas 15 dias antes del parto.

Los valores hallados en el presente trabajo estdn dentro de las concentraciones
encontradas por otros investigadores en vacas en el mismo estado fisiolégico, aunque no
se evidenciaron diferencias significativas entre los tratamientos. Sin embargo, el T3
(Tabla 3-4), fue considerablemente més alto, lo cual se atribuye al tipo de manejo, ya
gue se aplicé doble protocolo vacunal, con una vacuna un mes y otra 15 dias antes del
parto, es decir, que los animales fueron movilizados dos veces, lo que pudo generar mas

estrés, y como consecuencia mayor concentracion de cortisol.
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Figura 3-5: Comportamiento de las enzimas indicadores de funcion hepética y del

cortisol en las vacas sometidas a los tres tratamientos. Determinacion Unica efectuada a
las 24 horas posparto. Concentracion de A. ALT (U/L), B. AST (U/L), C. cortisol (nmol/L).
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4. Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

La concentracion de proteina total y de IgG encontrada en esta investigacion indicé que
no hubo falta de transferencia de inmunidad pasiva (FITP), ya que los valores de proteina
total y de IgG estuvieron por encima de los valores de 55¢g/L y de 1000 mg/dl,

respectivamente.

El refractometro portatil es una herramienta util a nivel de campo, ya que evalta en forma
adecuada la proteinemia a las 24 horas postparto en terneros gue consumieron calostro,

lo cual permite identificar posibles fallas o no en la transferencia de inmunidad pasiva

En el andlisis de los terneros, no se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas para las proteinas totales, globulinas totales, 1gG e IgA. Por lo tanto, el
consumo de calostro de buena calidad en las primeras horas de vida garantiza una
buena transferencia de inmunidad pasiva. Por el contrario, las diferencias encontradas
por tratamiento para IgM, no se pueden explicar Unicamente desde los tratamientos y

posiblemente se deban a condiciones medioambientales para este grupo de terneros.

La vacuna aplicada en esta investigacién no generé ningun efecto que pudiera demostrar
algun tipo de diferencia estadistica en las variables respuesta como concentracion de Igs

y proteina total en los terneros.

En las vacas, la PT, la albamina y las globulinas no difirieron. Por lo tanto, la aplicacion
de bacterina contra neumoenteritis segun el protocolo propuesto en esta investigacién no
genero ningun efecto en los terneros que pudiera demostrar diferencia estadistica en las

variables respuesta.

Respecto a los resultados de ALT vy cortisol no hubo diferencias significativas, mientras

gue AST si present6 diferencias en los tratamientos.



63

No se encontraron diferencias estadisticas en los indicadores de inmunidad activa o
pasiva de neonatos hacidos de vacas inmunizadas o no, ni en los terneros inmunizados a
las 24 horas pos nacimiento, siguiendo el esquema vacunal propuesto en este trabajo,
posiblemente por el bloqueo de inmunidad activa por parte de la cria y por el proceso de

respuesta descrito como IFOMA.

La concentracion de cortisol no afect6 la respuesta en ninguno de los tratamientos.

4.2 Recomendaciones

Las vacunas no son las Unicas que pueden considerarse como estimuladoras de
anticuerpos durante la formacion de calostro, ya que existen otros factores como la
nutricibn y estado sanitario, los cuales pueden incidir sobre la concentracién de
inmunoglobulinas durante el preparto. Por lo tanto, se sugiere hacer énfasis en la
importancia que tiene el manejo nutricional de las vacas en la gestacién, ya que no solo

afecta la condicién corporal si no también la calidad del calostro.

El calostrémetro es una herramienta muy util en el trabajo de campo que permite
identificar de manera rapida la calidad del calostro; por lo cual es recomendable su uso
ya que permite de forma practica evaluar la concentracién de IgG, del mismo modo,
hacer bancos de calostro de excelente calidad como medida preventiva en aquellos
casos donde las vacas no puedan alimentar a sus crias o su calostro sea de mala calidad

ya que se evidencié que con buenos calostro no hay FTIP.

Para evaluar la TIP en los terneros se recomienda el uso de refractémetro manual ya que
a través de él se pueden evaluar rapidamente las concentraciones de proteina total
permitiendo identificar si puede haber o no FTIP y asi permitir tomar decisiones rapidas

previniendo afecciones futuras en los terneros.

Para asegurar la transferencia de inmunidad pasiva, se debe garantizar el suministro y
calidad adecuada de calostro, durante las primeras horas de vida. Con el fin de disminuir
la incidencia de enfermedades digestivas, y lograr menores indices de morbimortalidad

en la fase de cria, y asi asegurar un animal como futuro reemplazo en el hato ganadero.
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Dado que la mayoria de los estudios sobre la transferencia de inmunidad pasiva analizan
la inmunidad humoral medida por las concentraciones de inmunoglobulinas se hace
necesario explorar en los neonatos la trasferencia de componentes del sistema inmune

celular que la madre pueda proporcionar a sus crias.

Frente al proceso vacunal, para evitar el IFOMA las aplicaciones deben empezar al

momento del secado e interrumpirse minimo 20 dias antes del parto.
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A.Anexo: Metabolitos proteicos para cada
uno de los tratamientos en las diferentes
horas de toma de muestra en los
terneros, DE (Desviacion estandar)

Metabolitos proteicos
Hora toma de
estra Grupo | Proteina (g/L) Albumina (g/L) Globulinas (g/L)
Media DE Media DE Media | DE
T1 61,3 25,58 27,73 6,97 33,57 | 28,54
T2 58,81 23,42 31,64 5,44 27,17 28,31
240 T3 58,93 12,92 38,14 6,45 20,79 | 14,66
T4 70,21 17,72 23,61 6,16 46,6 22,51
T1 75,8 16,28 30,72 7,8 45,08 20,83
T2 70,19 13,41 25,01 2,95 45,17 15,17
8 T3 66,77 15,64 34,3 8,97 32,48 20,65
T4 70,21 18,86 30,02 12,02 42,68 25,52
T1 76,01 18,25 28,55 3,88 47,46 16,53
T2 74,87 16,04 30,58 5,39 44,29 19,55
2 T3 71,4 13,62 31,89 3,8 39,51 15,42
T4 68,9 19,01 29,7 6,52 39,2 23,65
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