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Resumen

El contenido de inmunoglobulinas séricas y carga bacteriana juegan un rol importante en la
salud de ternero recién nacido, pues un contenido bajo de inmunoglobulinas puede ser un factor
causante de una enfermedad en el neonato, pues lo expone a una carga bacteriana que crece
exponencialmente conforme pasa el tiempo de exposicion del animal a este estado de salud.
El presente estudio se realizé en las instalaciones de la Hacienda “El Prado” — IASA |, ubicada
en el canton Rumifiahui, parroquia Selva Alegre, mediante un experimento DCA con pruebas
de Tukey con una probabilidad del 95% en 10 unidades experimentales con 3 repeticiones,
tomando muestras a teneros en 0, 24 y 72 horas de nacimiento para evaluar parametros en
suero sanguineo (indice de hematocrito, proteinas totales, inmunoglobulinas) y heces (carga
bacteriana) mediante un analisis estadistico descriptivo.

Los resultados de la investigacion demostraron que el contenido de inmunoglobulinas (g/L) tuvo
un aumento del 32,5% entre 0y 24 horas; y 44, 1% entre 24 y 72 horas, después del nacimiento,
con una correlacién con el contenido de proteinas totales con un aumento del 23,78 % entre 0
y 24 horas; y 5,6 % entre 24 y 72 horas. Con referencia al porcentaje de hematocrito las medias
evidenciaron diferencias significativas entre tratamientos (horas), en comparacién con la carga
bacteriana que si presentd diferencias significativas en las medias estadisticas con p>0,05.
Ningun parametro evaluado estuvo fuera de los rangos normales para la edad de las muestras

evaluadas.

Palabras clave: TERNEROS, INMUNOGLOBULINAS, CARGA BACTERIANA.
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Abstract

The content of serum immunoglobulins and bacterial load play an important role in the health of
newborn calf, as a low content of immunoglobulins can be a factor causing disease in the
newborn, exposing it to a bacterial load that grows exponentially as the animal’s exposure to
this state of health passes. The present study was carried out in the facilities of the Hacienda
"El Prado" - IASA 1, located in the canton Rumifiahui, parish Selva Alegre, by means of a DCA
experiment with tests of Tukey with a probability of 95 % in 10 experimental units with 3
repetitions, taking samples to have them in 0, 24 and 72 hours of birth to evaluate parameters
in blood serum (hematocrit index, total proteins, immunoglobulins) and feces (bacterial load) by
means of a descriptive statistical analysis.

The results of the research showed that the immunoglobulin content (g/L) had an increase of
32.5 % between 0 and 24 hours; and 44.1 % between 24 and 72 hours, after birth, with a
correlation with the total protein content with an increase of 23,78 % between 0 and 24 hours;
and 5.6 % between 24 and 72 hours. With reference to the percentage of hematocrit, the means
showed significant differences between treatments (hours), compared with the bacterial load,
which presented significant differences in the statistical means with p>0,05. No parameters

evaluated were outside the normal ranges for the age of the evaluated samples.

Keywords: CALVES, IMMUNOGLOBULINS, BACTERIAL LOAD.
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CAPITULO |
INTRODUCCION
Antecedentes

La crianza de ganado inicio en la Edad Media en pequefias extensiones de tierra, esta
practica se extendio hacia Espafia y Portugal en el afio 10000 ac, donde la crianza se dio en
extensiones de tierra mas grande, llegando a expandirse hacia el Nuevo Mundo de las
Américas con la llegada de los primeros exploradores a estas tierras, los cuales trajeron la
experiencia de crianza y manejo de bovinos (Mobley, 2022).

En el nacimiento los terneros, son animales carentes de inmunidad innata en el
intestino puesto que tiene un rumen no funcional, por lo que se ven enfrentados a 2 desafios
importantes como es la adquisicion de la inmunidad y madurar sus compartimientos
estomacales. Basicamente, el ternero es dependiente de su madre por 3 dias
aproximadamente por la inmunidad que esta le confiere por medio del calostro, hasta que
pueda ser capaz de sintetizar sus propios anticuerpos, puesto que la leche le proporciona la
mayor parte de los nutrientes que necesita hasta que este inicie con una dieta sélida que
complemente sus necesidades nutricionales, para realizar un destete adecuado (Kertz et al.,
2017).

La mortandad bovina perinatal es un serio problema de las especies que presentan
una placenta compleja de tipo sindesmocorial por lo que las inmunoglobulinas no atraviesan
las membranas cotiledonarias y no son capaces de llegar al feto, causando pérdidas
significativas principalmente en la industria lactea en todo el mundo. Por lo antes indicado es
importante un correcto manejo previo al parto, con la finalidad de mejorar la viabilidad y salud
del bovino, ademas es importante considerar que la madre gestante mantenga un consumo

de nutrientes adecuado y calendario de vacunacion al dia (Lorenz et al., 2011).
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Justificacion

El buen manejo del calostro es un factor crucial en la salud del recién nacido, por lo
gue es importante que se realice un correcto encalostramiento para prevenir la morbilidad y
mortalidad de los neonatos. Se conoce que las inmunoglobulinas son un componente
importante del calostro para un adecuado desarrollo del animal, teniendo funciones
inmunitarias, por lo que es fundamental proveer al animal de un calostro de calidad que tenga
un contenido alto de inmunoglobulinas (Lorenz, 2021).

La salud del becerro es imprescindible durante el crecimiento y rendimiento de un hato
ganadero, ya sea como objetivo final de carne o leche, por lo que es importante considerar
gue las enfermedades causan un impacto econdmico alto, si no se le da el cuidado adecuado
al animal, por ende las operaciones ganaderas y viabilidad se verian afectadas directamente
para lo cual es necesario conocer la carga bacteriana que posee el animal o si se encuentra
expuesto a diversas afecciones que puedan afectar su viabilidad (Bohlen y Rollin, 2018).

Existen componentes como los leucocitos, hormonas, oligosacaridos y microARN que
intervienen directamente en la maduracion y desarrollo del intestino, permitiendo de esta
manera que el animal sea capaz de digerir y absorber nutrientes brindados por el calostro,
por lo que es importante un correcto desarrollo de la microbiota del intestino para evitar
futuras infecciones intestinales que generen un incremento de la carga bacteriana etiolégica
(Lorenz, 2021).

La falla de trasferencia pasiva (FPT) de las inmunoglobulinas por medio del calostro,
es considerado un factor causal de la susceptibilidad de los terneros ante la presencia de
patdégenos, mientras que otras enfermedades como la diarrea y enfermedad respiratoria
bovina (BRD) se las relaciona con un manejo inadecuado de calostro antes de ser

proporcionado al ternero (Kertz et al., 2017).
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Objetivos
Objetivo General

Estimar coliformes e inmunoglobulinas en terneros machos y hembras recién nacidos
hasta los 20 dias de edad en la Hacienda "El Prado".
Objetivos Especificos

Cuantificar coliformes presentes en heces de bovinos recién nacidos hasta los 20 dias
de edad en placas Petrifilm.

Medir inmunoglobulinas presentes en suero bovino de recién nacidos hasta los 20 dias
de edad con sulfato de amonio.
Hipotesis

Ho: El contenido de carga bacteriana e inmunoglobulinas no difiere en terneros machos
y hembras recién nacidas hasta los 20 dias de edad.

Hi: El contenido de carga bacteriana e inmunoglobulinas difiere en terneros machos y

hembras recién nacidas hasta los 20 dias de edad.
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CAPITULO II
REVISION DE LA LITERATURA
Nacimiento

Durante el ultimo mes de la etapa gestacional de los bovinos la madre evidencia un
balance energético negativo generado por una alta demanda de nutrientes por parte del
ternero sumado a esto el traslado de nutrientes hacia la glandula mamaria para la sintesis del
calostro que es consumido por el ternero (Ybalmea, 2015).

Los sintomas evidentes que el parto esta proximo son principalmente el flanco
derecho del vientre de la vaca aumenta de tamafio, la ubre se observa llena con los pezones
rigidos de un color rojizo, la vulva se observa inflamada y enrojecida con presencia de liquido
mucoso de color opaco, viscoso y sanguinolento (Guerra, 2023).

Figura 1

Nacimiento del ternero en el IASA

Nota. Autoria propia.

El nacimiento se genera por una serie de eventos que desencadenan la expulsion del
feto, por medio de la activacion del eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenales el cual genera un grado

de estrés activando la corteza adrenal con descarga de cortisol (corticoides) el cual estimula
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la placenta para convertir la P4 (progesterona) en E: (prostaglandina) y esta a su vez estimula
la descarga de PgF; (luteolésis) y relaxina la cual dilata en canal con la aparicion de
receptores de oxitocina, seguido del efecto de Férguson ocasionado por la presién que
realiza el ternero al cérvix, mediante sefiales dirigidas hacia el hipotdlamo-hipofisis para el
desencadenamiento de las contracciones del miometro para posterior expulsion del feto
(Vela, 2022).

Figura 2

Proceso hormonal del nacimiento del ternero
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Nota. El proceso del parto es iniciado por el
ternero causado por el estrés fetal,
seguidamente de una liberacion de hormonas.
Recuperado de (Estill, 2023).

Carga bacteriana

Se puede definir la carga bacteriana como una cantidad medible dentro de un objeto o
cuerpo de un animal. El estiércol bovino posee gran cantidad de microorganismos
considerados altamente patégenos como bacterias, virus y parasitos (Heras et al., 2016). La

cantidad de carga bacteriana que contiene un animal depende de varios factores como el
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tiempo de transporte rapido a través del duodeno y yeyuno, presencia o ausencia de
secreciones como la bilis y fluidos pancreéticos, que contiene el intestino delgado, y la
cantidad de IgA secretada (Bertram et al., 2013).
Coliformes

Se las puede definir como bacilos anaerobios facultativos, gramnegativos, no forman
esporas y son fermentadoras de la lactosa convirtiéendola de esa manera en &cido y gas a una
temperatura entre 35£2°C en un periodo aproximado de 24 a 48 horas (Heras et al., 2016).
Comunmente son denominados como organismos indicadores pues nos permiten conocer la
potencialidad de las bacterias causantes de enfermedades en el agua (Swistock y Sharpe,
2022). Esta compuesto por diversas bacterias, entre las que se mencionan: Enterobacter,
Klebsiella, Escherichia coli y Citrobacter (Vivanco, 2022).
Coliformes totales

Bacterias gram negativas fermentativas de lactosa produciendo acido y CO, sean
estas aerobias o0 anaerobias facultativas que poseen oxidasa negativa, con una actividad
enzimatica de B-galactosidasa; ademas constituyen el 10% de microorganismos intestinales
de todos los animales, como Citrobacter, Enterobacter y Klebsiella (Castafio y Bernal, 2015).

Son bacterias presentes en el tracto digestivo y heces de todos los animales, incluyen
bacterias existentes en el suelo, agua y desechos humanos o animales; ademas se
encuentran directamente influenciadas por el agua superficial que tiene su recorrido en
haciendas ganaderas, pues este se convierte en un agente de transmision de esta bacteria
(Swistock, 2020).
Coliformes fecales

Se encuentran especificamente en el intestino de los animales y en las heces de los
animales de sangre caliente incluyendo a los humanos, son consideradas como
microorganismos mas especificos de contaminacion dentro de un area o predio especifico
(Novello, 2023).
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Segun son microorganismos indicadores de la inocuidad alimentaria, principalmente
por Escherichia coli, y con menos frecuencia Citrobacter freundii y Klebsiella pneumoniae.
Son capaces de vivir en temperaturas extremas sobre los 45°C (Castafio y Bernal, 2015).
Coprocultivo

Un coprocultivo es un examen de laboratorio, el cual consiste en la siembra de una
muestra de materia fecal para después de un tiempo poder encontrar algin organismo
causante de alguna enfermedad o sintoma de caracter gastrointestinal. Esta técnica se
realiza mediante la toma de 1 g de muestra de heces diluida en una solucién para proceder a

sembrarla en algun medio de crecimiento bacteriano (Phillips, 2022).

Segun Fecteau et al., (2002) el recuento bacteriano de coliformes de muestras fecales
de ternero se encontraron en un rango de 0 y 3x10° bacterias/ml, con un promedio de 2,3x10*
(15135 a 34674) bacterias/ml.

Técnicas de coprocultivo e identificacion de carga bacteriana
Agar MacConkey

Medio selectivo para aislamiento y diferenciacion de bacilos Gram negativos, aerobios
y anaerobios facultativos, coliformes y Enterobacteriaceae a partir de muestras de heces
fecales, orina, aguas negras y diversos alimentos. Su medio peptonado le brinda nutrientes
esenciales para su desarrollo, la lactosa actiia como hidrato fermentado de carbono, y la
mezcla de sales biliares con el cristal violeta actian como agentes selectivos inhibiendo
crecimiento de bacterias Gram positivas, el agar es agente solidificante, su incubacién debe
ser de 33-37°C por 18-48 horas, y puede observarse la formacion de colonias rosadas-rojizas
(Rossi, 2021).

Agar Endo
Medio ligeramente selectivo, para aislamiento y diferenciacion de bacterias de la

familia Enterobacteriaceae y Gram negativos a partir de muestras fecales o liquidas. Su
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selectividad se basa en la combinacién de sulfito de sodio con fucsina bésica formando la
supresion parcial de los microorganismos Gram positivos, en este sentido las coliformes se
encargan de la fermentacion de la lactosa generando colonias rosas oscuro a rojizo con brillo
metalico verdoso generado por la creacion de acidos aldehidos. La incubacion se debe
realizar de 18-24 horas a 35+2°C (Dickinson, 2013).

EMB (Eosina Azul de Metileno)

Se usa para el aislamiento selectivo de bacilos Gram negativos con un desarrollo
rapido y con pocos nutrientes, para crecimiento de microorganismos de la familia
Enterobacteriaceae, la peptona ayuda al desarrollo microbiano, la eosina y azul de metileno le
permiten tener una diferenciacion entre organismos capaces de usar lactosa o sacarosa,
diferenciando de esta manera unos de otros puesto que estos componentes ejercen un efecto
inhibitorio entre Gram positivas. Las colonias presentan caracteristica de un brillo metalico
con centro azulado o rosado. La incubacion se debe realizar en anaerobiosis a 33-37°C por
18-24 horas (Rossi, 2023).

LB (Luria-Bertani) AGAR

Empleado para crecimiento y mantenimiento de cepas recombinantes de Escherichia
coli y otras bacterias, en medio sélido, rico en nutrientes, constituido por NaCl (cloruro de
sodio), triptona y extracto de levadura (Garboza et al., 2011). EI NaCl ayuda a mantener el
equilibrio osmdético, la triptona le brinda nitr6geno, vitaminas, minerales y aminoacidos
esenciales; y la levadura actia como fuentes de vitaminas B 6ptimos para el desarrollo
bacteriano, se debe incubar a 35+2°C por 18-24 horas (Atlas y Parks, 2022).

Placas de Petrifilm ™ 6466 para Coliformes Totales

Son placas que contienen un medio liofilizado listo para usar, brindando resultados
fiables y veraces; pues permiten la automatizacion de interpretacion de resultados con una
mejor precision, uniformidad y velocidad de recuento de crecimiento de colonias bacterianas.
Son consideradas amigables con el medio ambiente pues generan un impacto menor por su
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bajo gasto de energia y agua, baja emision de gases de efecto invernadero y menor
residualidad (Roca, 2020).

En un estudio realizado por 3M™ relacionado al impacto medioambiental, comparando
placas Petrifiim™ frente a placas tradicionales de agar, concluyeron que son una solucién

sostenible, pues presentan las siguientes caracteristicas:

76% menos uso de energia.
- 79% menos gasto de agua.
- 75% menos emisiones de gases de efecto invernadero.
- 66% menos residuos. (Roca, 2020)

Las placas de Petrifiim™ para recuento de Coliformes poseen un indicador
cromogénico el cual tifie las colonias de un color rojo, y su cubierta superior tiene la
capacidad de atrapar el gas generado por la respiracién de las colonias, ayuda que en 24
horas de incubacion tengamos resultados confiables (Brochure, 2015).

Contiene nutrientes de violeta roja biliar (VRB), un agente gelificante que es soluble en
agua fria y adicional un tetrazolio que actia como indicador y facilitador para el conteo de
crecimiento de colonias (3M, 2022).

Para la siembra de la muestra en estas placas se pueden usar como medio de
crecimiento buffer de agua peptonada, solucion salina 0,85-0,90%, triptona, agua destilada.
Para el recuento de Coliformes vélidas se deben considerar varios factores como: crecimiento
de burbujas, visualizacién de la colonia, barrera de espuma y niamero de colonias validas

(3M, 2017).
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Figura 3

Recuento de Coliformes

Figura 4

Nota. Rango de recuento para la
poblacion total en placas Petrifilm
de crecimiento de colonias.
Recuperado de (3M, 2017).

Crecimiento de burbujas en la placa de Petrifilm™

Nota. Patrones de burbuja que

pueden evidenciarse en la placa,
burbujas 1 y 2 colonias
cuantificables, burbuja 3 no se
cuenta porque no tiene
crecimiento de colonias. Tomado
de (3M, 2017).
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Varios expertos recomiendan que un recuento de aerobios en una placa debe ser
inferior a 100000 UFC/ml, mientras que para el recuento de coliformes debe ser inferior a
10000UFC/ml, pue se considera que valores superiores son causantes de un alto indice de
morbilidad y mortalidad neonatal causada por bacterias fecales. Ademas, es recomendable
usar umbrales de 24000 UFC/ml para recuento en placa y 4000 UFC/ml para coliformes, con
diluciones 10 un recuento <24000 colonias en aerobios y < 4000 colonias de coliformes en
terneros se considera normal (Morin et al., 2021).

NUumero Mas Probable (NMP)

Se fundamenta en la fermentacion de la lactosa con ayuda de coliformes incubadas
durante 24-48 horas a 35°C, obteniendo como resultado una fermentacién de acido y gas, por
medio de dos fases: fase presuntiva, usa el caldo lauril sulfato de sodio permitiendo la
reparacion de microorganismos dafiados para que puedan usar la lactosa como fuente de
carbono; en la fases confirmativa se usa como medio de cultivo el caldo lactosado bilis verde
brillante, que es un medio selectivo (Castafio y Bernal, 2015).

Calostro

Se considera como la primera secrecion lactea generada después del periodo de
secado e involucién mamaria, siendo la misma una parte esencial para la sobrevivencia del
becerro recién nacido, pues le proporciona nutrientes esenciales que ayudan en el
metabolismo y estimulacién del sistema digestivo, siendo una fuente de proteccion
inmunolégica pasiva; adicionalmente se considera que un buen calostro deberia contener el
doble de materia seca y minerales y cinco veces mas proteina a comparacion a la leche
entera, con un bajo contenido de lactosa lo que reduce la incidencia de diarrea en el becerro

(Coleen y Judio, 2022).
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Tabla 1

Composicidn tipica del calostro y leche de transicion

NUmero de NUmero de NUimerode NuUmero de

ordefio ordefio ordefio ordefio

Variable 1 2 3 4

Solidos (%) 23,9 17,9 14,1 12,9
Proteina (%) 14,0 8,4 51 3,1
IgG (mg/ml) 32,0 25,0 15,0 0,6
Grasa (%) 6,7 54 3,9 4,0
Lactosa (%) 2,7 3,9 4.4 5,0
Minerales (%) 1,1 1,0 0,8 0,7
Vitamina A (ug/dL) 295,0 190,0 113,0 34,0

Nota. Recuperado de (Coleen y Judio, 2022)

Numerosos estudios han demostrado que la baja o nula transferencia pasiva de Ig por
medio del consumo del calostro (IgG sérica < 10g/L) aumenta en gran medida la mortalidad y
morbilidad en bovinos de carne y leche recién nacidos (Lorenz et al., 2011).
Inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas, también conocidas como glicoproteinas, se encuentran
formadas por cadenas polipéptidas agrupadas segun el tipo de péptido que esta posea, las
cuales estan unidas entre si por cadenas polipetidicas de disulfuro y otras uniones
covalentes; estas se encargan de proteger al organismo contra infecciones por medio de la
identificacion y destruccion de patdgenos, siendo asi parte importante del sistema inmune de
los seres vivos (Paez, 2015).

Estas se encuentran presentes en el plasma sanguineo y otros fluidos biol6gicos
como la saliva, lagrimas o liquido sinovial. Su presencia en el plasma sanguineo es un
indicativo de la respuesta inmunoldgica conocida como respuesta humoral especifica, siendo

la principal defensa frente a agentes patdgenos (Creek, 2022).
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Tipos de inmunoglobulinas

De forma general se conocen 5 tipos de Inmunoglobulinas, representadas por
diferentes letras, y con funciones distintas dentro del organismo, dentro de las cuales se
encuentranla A, D, E, Gy M.

Inmunoglobulina G

El contenido de Inmunoglobulinas G (IgG) lo constituye el 80 al 85% del total de
inmunoglobulinas (Ig) del calostro bovino, cuya funcién principal radica en la identificacion y
destruccién de patdégenos causantes de infecciones; y éstas a su vez se dividen en la I9gG; e
IgG., las cuales son la fuente principal de transmision de inmunidad pasiva proporcionada al
ternero a través del consumo de calostro (Paez, 2015); ademas participan en la opsonizacion
celular y en la citdlisis de las bacterias (Arauz et al., 2011).

Segun Flores y Romero, (2013) es la Unica capaz de poder atravesar la placenta lo
gue permite que se realice el paso de inmunidad pasiva proporcionada por parte de la madre
al ternero durante la etapa gestacional, adicional esta inmunidad es proporcionada por medio
del consumo del calostro durante 3 dias consecutivos, hasta que el ternero sea capaz de
sintetizar por si sélo anticuerpos que le permitan hacer frente a diferentes enfermedades que
se puedan presentar durante su vida.

Inmunoglobulina D

Tiene una concentracién baja del 1%, esta principalmente asociada a los linfocitos B,
teniendo como principal funcion de detectar antigenos para las células B, pudiéndose
detectar a la misma en el plasma sanguineo. Participa en la transicion de estado de
susceptibilidad al inducir tolerancia en las células B (Padullés et al., 2013).

La concentracién de esta en el suero es muy baja, pues se considera que constituye
el 0.2% del total de Ig, con una vida media de 3 dias, aunque su funcién no es aun clara se la
asocia como un receptor antigénico en la activacion y supresion de linfocitos B (Castell,
2023).
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Inmunoglobulina A

Tiene la capacidad de neutralizar las toxinas de origen bacteriano (Castrillon, 2020).
Isotipo abundante en las personas, participa en defensa contra infecciones, desarrolla
tolerancia inmune en las mucosas (Franco et al., 2020); como saliva, lagrimas y secreciones.
Representa el 13% del total de las inmunoglobulinas, con presencia de dos subclases, IgA; e
IgA., diferenciandose por la ausencia de una secuencia de 13 aminoacidos en la region en
bisagra de la IgA. (Padullés et al., 2013).

Posee un molécula denominada “pieza secretoria”, por lo que esta primero es
absorbida hacia el torrente sanguineo para posteriormente pasar a las membranas mucosas
del organismo, por lo que no posee una proteccion significativa dentro de la mucosa del
intestino, pues se encuentra presente en el primero ordefio con una duracion de 5 dias, pues
su produccion en el becerro inicia a partir del dia 56 de vida, por lo que es importante
mantener una adecuada sanidad para evitar causar enfermedades al animal (Loo, 2022).

Son inicialmente liberados en el plasma y posteriormente son integrados en la
membrana celular de otras células como los mastocistos los cuales participan activamente en
las reacciones de hipersensibilidad. Ademas, participan en procesos alérgicos y frente a
respuesta inmediata a parasitos (Padullés et al., 2013).

Inmunoglobulina M

Representa el 6% del total, es capaz de neutralizar virus por la anexién a las mucosas
corporales; ademas, esta se caracteriza por tener la capacidad de precipitar, aglutinar, fijar y
activar la respuesta inmune, con la diferencia que no tiene la capacidad de atravesar de
forma activa las membranas biolégicas del utero (P4ez, 2015).

Esta protege al animal frente a las septicemias, con una duracién de 7 dias en el

torrente sanguineo del organismo (Loo, 2022).
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Técnicas de identificacién de inmunoglobulinas
Inmunodifusién Radial (IDR)

Esta técnica permite cuantificar de forma sencilla inmunoglobulinas G, My A
presentes en muestras bioldgicas. Esta técnica se basa en la difusion del antigeno a medir
dentro de una matriz semisélida de agar dentro del cual se encuentra el anticuerpo
especifico, mediante la difusion se genera la relacion Ag-Ac permitiendo la formacion de
precipitados, para posteriormente realizar la medicién del radio el cual es proporcional a la
concentracion de antigeno, y finalmente se realiza una curva de calibracion con ayuda de
muestras conocidas (Ruiz, 2019).

Reacciones de aglutinacién

Se basa principalmente en la reaccién antigeno-anticuerpo, entendiendo como
antigeno aquella sustancia que puede ser parcialmente metabolizada por los “macréfagos”
generando una respuesta inmune frente a un organismo extrafio; por otro lado, el anticuerpo
es una glicoproteina generada por los linfocitos B activos en respuesta a un antigeno. Dentro
de las ventajas de este técnica se puede mencionar que tienen un alto grado de sensibilidad y
posee variedad de substancias identificables por medio de particulas cubiertas por antigenos
0 anticuerpos (Aguilar, 2004).

ELISA (Enzime Linked ImmunoadSorbent Assay)

Se usa para determinar la presencia de sustancias como proteinas (anticuerpos y
antigenos), hormonas proteicas o marcadores tumorales; pues esta aprovecha la
especificidad de la unién de los Ac como una amplificacion producida por las enzimas
catalizadoras frente a una reaccion el cual se adsorbe a una superficie liquida (Rubio, 2018).

El kit Elisa in vitro de IgM esta disefiado para medir de forma cuantitativa la IgM en
plasma, suero, orina, saliva, leche liquida, liquido cefalorraquideo y sobrenadantes de cultivos
celulares, para determinacion de Igs se colocan las muestras en los pocillos y se agrega el
anticuerpo especifico de IgM, se realiza el lavado con el tampon y posteriormente se afade el
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conjugado de estreptavidina-peroxidasa, para visualizar con ayuda del TMB el cual actia
como catalizador generando de una coloracién azul a amarilla pudiendo determinar la
cantidad de IgM segun la intensidad de coloracion del amarillo (Abcam, 2023).
Purificacion y cuantificacién con Sulfato de Amonio

Es un método que consiste en la separacion de los anticuerpos del inmunosuero,
basandose en la formacion de puentes de hidrégeno por parte de las proteinas solubles hacia
las moléculas de agua por medio de los grupos polares que estas poseen, con ayuda de altas
concentraciones de amonio y sulfato se forma una competencia con las moléculas proteicas
por el agua, de esta manera las proteinas disminuyen su solubilidad generando de esta
manera su precipitacién. La concentracidén de sulfato de amonio que se necesita para
precipitar las inmunoglobulinas va a variar segun la especie animal, considerdndose como
una solucién éptima al 50% (Zufiiga, 2014).

Esta técnica permite la concentracion y precipitacion de la proteina deseada, este
principio se basa en “salar” las proteinas que contiene la solucion evitando que formen
enlaces de hidrégeno con el agua, pues la sal interacciona para formar agregados que
precipitaran fuera de la solucion (Grodzki y Berenstein, 2010).

Para la cuantificacion de las proteinas se realiza mediante dos reacciones; la primera
consiste en la reducciéon de iones clpricos Cu?* a iones cuprosos Cu'* por medio de los
enlaces peptidicos, y la segunda reaccién consiste en la deteccién colorimétrica altamente
selectiva y sensible de los cationes cuprosos BCA-Cu'* de coloracién purpura, siendo un
producto soluble en agua con una absorbancia de una longitud de 562 nm, midiendo de esta
manera la concentracion proteica por medio de la longitud de absorbancia coloreada
comparandola con una curva estandar (Torres, 2023).

Inmunidad

Se refiere a la capacidad que tiene un hospedador para resistir ante la presencia de

un hospedero; es decir, otro microorganismo que de una u otro manera llegaran a afectar su
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sistema inmunitario; ademas, se considera al sistema inmune de los mamiferos como un
complejo que lleva a cabo procesos bioquimicos que le permiten una deteccién temprana de
un patégeno en su organismo (Moredo et al., 2018).
Tipos de inmunidad

La inmunidad se puede clasificar en dos tipos, segun las funciones de defensa del
hospedador, sea esta inmunidad natural o resistencia innata e inmunidad adaptativa.
Inmunidad innata

Moredo et al., (2018) lo mencionan como gran conjunto de mecanismos que posee el
organismo como primera linea de defensa de accién inmediata ante una afeccién bacteriana,
la cual se genera dentro de las 4-96 horas posterior al contacto, considerada como co-
evolucionada con caracter inespecifico por medio de mecanismos bioquimicos, fisicos,
celulares, quimicos y humorales.
Inmunidad adaptativa

Es de caracter especifico, pues es capaz de distinguir diferencias significativas entre
elementos, ademas tiene la capacidad de generar un “chip” de memoria para recordar un
contacto anterior y responder de forma rapida y eficiente en una futura afeccion, tarda de 3 a
4 dias en crear lineas de defensa ante esos microorganismos. Presenta diversos
mecanismos de defensa fisicos, como barreras naturales del epitelio de piel y mucosas,
pelos, cilias y secreciones; y quimicos, como pH estomacal, sales y lipidos de la piel (Moredo
et al., 2018).
Salud del recién nacido

La contaminacion de un recién nacido es inevitable, pues al momento de su
nacimiento se encuentra expuesto al medio ambiente, ya que éste viene de un ambiente sano
y aséptico a un ambiente contaminado de virus, bacterias, hongos y protozoos que pueden
afectar la salud del animal, para lo cual es importante considerar algunos aspectos como el
porcentaje de hematocrito y el contenido de proteinas de un animal (Arancibia, 2023).
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Pues la salud de un animal es la principal base para un adecuado crecimiento y
desarrollo durante toda la vida del animal, puesto que los primeros dias de vida son
determinantes para una buena calidad de vida y de produccién, ademas establece una linea
de base sanitaria a favor del ganadero y sus animales (Sanchez, 2020).

La vitalidad de un bovino recién nacido se evalla con ayuda de varios factores como
pueden ser los estimulos exégenos, tono muscular, reflejo de succion, tiempo que se demora
en levantar la cabeza y ponerse de pie, considerando que un ternero sano debe tener la
capacidad de intentar ponerse de pie de forma espontanea alcanzando el decubito esternal,
en un tiempo entre 3, 5, 20 y 90 minutos después del nacimiento (Lorenz et al., 2011).
indice de hematocrito

Mide el porcentaje de eritrocitos que contiene un volumen total de sangre, la
concentracion se relaciona directamente con la edad del animal y sexo del mismo, pues un
valor por debajo de lo normal nos da a conocer anemia y un valor elevado es indicador de
policitemia (P4ez, 2010). También se define como el volumen ocupado por los hematies

contenidos en 100 ml de sangre expresado en % (Sigua, 2019).

Los datos que se obtienen estan influenciados por la edad del animal, la forma en que
se alimenta, los diferentes sistemas de alojamiento, la zona geografica, la temperatura
ambiente, la estacion, la raza, y son factores importantes en la interpretaciéon de los
resultados; y principalmente el estado de lactancia y presencia de enfermedades (Hrkovi¢ et
al., 2013).

Tabla 2

Valores de algunos parametros hematolégicos en el plasma sanguineo de terneros

Parametros Terneros Machos Terneros Hembras

Recuento de eritrocitos (10'?/L) 3,71 7,48
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Parametros Terneros Machos

Terneros Hembras

Recuento de leucocitos (10%L) 8,53
Hematocrito (%) 22,78
Hemoglobina (g/L) 33,00

indices hematologicos (pg) 9,28
Hemoglobina celular media (g/L) 148,11
Volumen celular medio (fl) 64,54

7,38
23,30
38,00

5,46

172,70

33,00

Nota. Datos obtenidos de 20 terneros (10 machos y 10 hembras) de 1 mes de edad.

Adaptado de (Hrkovic¢ et al., 2013).

Este valor aumenta durante el desarrollo fetal del bovino, llegando a alcanzar
valores cercanos a los de un bovino adulto, posterior al nacimiento se da una disminucion
durante las primeras semanas seguido de un incremento gradual hasta los 4 meses,
usando como valores referenciales de 28-38 %, adicional en su estudio determiné que

terneros de 1 mes de edad obtuvieron valores de 35,1345 + 7,2 y 39,50 + 4,28 (Moreno et

al., 2008).

Proteinas totales

El perfil proteico animal esta constituido por proteinas totales, y juntamente con las

globulinas, albumina, hemoglobina, urea y enzimas forman las concentraciones sanguineas

de un individuo (Herrera et al., 2018). Los cambios en valores de contenidos proteicos séricos

son indicadores de diferentes procesos patolégicos por lo que este atravesando el animal,

ademas de invadir varios érganos y partes del sistema gastrointestinal pudiendo llegar a

causar alteraciones en la vida del animal (Miceli et al., 2019).

La cuantificacion de proteina séricas nos permite determinar variaciones en la salud

de un organismo, pues su aumento o disminucion pueden asociarse a que el animal este
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atravesando por diversos procesos patolégicos que afecten el desarrollo adecuado (Bottini et
al., 2021).

Se considera como dato confiable relacionado con la IgG obtenido del suero bovino,
pudiéndose determinar por medio del refractometro relacionandolo con la calidad del calostro
gue consume el animal, cuya funcionalidad se da por medio de la medicién de la forma del
paso de luz relacionando que una puntuacién de 22g/dl se correlaciona con un calostro que
contiene minimo 50 g/L de IgG. La medicion de las proteinas totales se debe realizar
principalmente durante la primera semana de vida puesto que es ingerida a traves del
calostro pudiéndose determinar que el nivel proteico va de la mano con la calidad y cantidad
de calostro consumido por el ternero, las proteinas juegan un papel importante dentro de los
procesos fisiolégicos del organismo animal (Yepes y Prieto, 2011).

Segun Cullens, (2017) ha demostrado que la proteina total de 5,2 a 5,5 g/dL indica
gue los terneros logran una transferencia pasiva exitosa de inmunidad, con una concentraciéon
sérica de IgG=10 g/L, datos menores a 5,2 g/dl se consideran fallas de transferencia de
inmunidad correlacionando con IgG sérica menos de 10g/L.

Técnicas de identificacién de proteinas
Refractometria

La refraccion de luz consiste en el desvio de la misma al pasar por sustancias
transparentes, con un cambio de direcciéon y velocidad que atraviesa la onda al pasar de un
medio a otro con distinto indice de refraccién, la cual se genera si la onda incide oblicuamente
sobre la superficie de separacién de los dos medios. Para esto se debe colocar una gota de
suero o de muestra (50uL) sobre el prisma para posteriormente dirigir el refractdmetro hacia
una fuente de luz para proceder a realizar la lectura, observado a través del ocular del mismo
dos secciones, una oscura y una clara, y la interseccion entre estas es el punto de lectura del

refractometro (Rodriguez et al., 2018).

36



Transferencia Pasiva

El bovino recién nacido esta desprovisto de inmunoglobulinas lo que lo hace
vulnerable y susceptible a enfermedades virales, bacterianas y parasitarias, por lo que el
consumo de calostro es un elemento esencial en los rumiantes para la conferencia de
inmunidad y proteccion; ademas, esta permite que factores anti proteoliticos contra la tripsina
y quimiotripsina para proteger el tracto intestinal del animal (Casas y Canto, 2015).

Segun Péez, (2010) los becerros nacen desprovisto de inmunoglobulinas, es decir son
individuos agamaglobulinemicos (carecen de globulinas), pues el tipo de placenta
cotiledonaria no permite el paso de las mismas hacia el interior el utero.

Las inmunoglobulinas son absorbidas por micropinocitosis de las células del epitelio,
por medio de las vacuolas, las cuales llegan al tejido linfatico para posteriormente pasar al
conducto tor4cico y sangre, lo cual ayuda a una mejor distribucion. La deteccion de este tipo
de inmunidad es detectable entre 80-120 minutos después del consumo del calostro,
posterior a las 24 de consumo las células epiteliales fetales son reemplazadas

completamente por otras que son incapaces de absorber inmunoglobulinas (Paez, 2015).
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CAPITULO 1ll
METODOLOGIA

Ubicacion del lugar de investigacién

La presente investigacion fue realizada en la provincia de Pichincha, parroquia
Sangolqui, barrio San Fernando en las instalaciones del Taller de Ganaderia en el area de
maternidad juntamente con el laboratorio de Mejoramiento Genético y Sanidad Animal de la
Carrera de Ingenieria Agropecuaria IASA 1, y laboratorio de Biotecnologia Animal, de la
Carrera de Biotecnologia, del Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura de la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.
Ubicacion geogréfica

El area de estudio se encontro en las coordenadas de las instalaciones de la Carrera
de Ingenieria Agropecuaria IASA |, son latitud 0°23'04.56"S, longitud 78°24'57.20"0, altitud
2719 m.s.n.m.
Figura 5

Vista aérea del lugar de investigacion

Laboratorio de
Mejoraimiento Genético
y Sanidada Animal

Nota. Tomado de (Google Eart, 2023)
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Ubicacion Ecoldgica

La estacion meteoroldgica de la Carrera de Ingenieria Agropecuaria, proporcioné los
siguientes datos, lo cuales pertenecen a la Hacienda “El Prado” IASA |, misma que se ubica
en un piso altitudinal: montano bajo, con un clima templado, temperatura promedio de 14,2
°C, precipitacién promedio de 1575 mm anuales, humedad relativa de 68,4% y doce horas de
luminosidad.
Métodos
Fase de campo
Toma de muestras

Las muestras fueron tomadas en 3 edades del ternero; 0, 24 y 72 horas de nacido el
bovino, una vez que haya nacido el animal se realiz6 la sujecién del mismo para limpiar la
zona de puncién y extraccion de sangre (vena yugular) con alcohol al 70% y papel; se tomé
aproximadamente 10 mL de sangre con ayuda de la vacutainer en tubos de vidrio al vacio de
tapa rojay 5 mL de en tubos de tapa lila con EDTA.
Figura 6

Toma de muestra de sangre del bovino recién nacido

Nota. Autoria propia.
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Posteriormente se estimul6 el esfinter anal del animal con el dedo indice realizando
movimientos circulares para generar la accion de expulsion de las heces para obtener una
muestra de aproximadamente 50 g de heces en frascos estériles, previamente etiquetados.
Figura 7

Toma de muestras de heces

Nota. Autoria propia.

Transporte de muestras

Las muestras de sangre y heces obtenidas fueron colocadas en una gradilla dentro de
una caja de espuma flex que contenia un refrigerante, para mantener en condiciones
adecuadas las muestras, para ser trasladadas al laboratorio de Mejoramiento Genético y
Sanidad Animal para su procesamiento.
Fase de laboratorio
Coprocultivo

Para el crecimiento de coliformes totales se preparé medio peptona al 0.1%, la cual
consistié en pesar 1 g de peptona para diluir en 1 litro de agua destilada, misma que fue
autoclavada y dispensada en tubos de ensayo con 10 mL y 9 mL de medio, cada uno.

Las muestras de heces fueron previamente preparadas en area de coproparasitologia
para ser trasladadas al area de microbiologia del Laboratorio de Mejoramiento Genético y

Sanidad Animal; para lo cual se tomé una muestra en un tubo eppendorf mismo que fue
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trasladado al &rea de microbiologia y se peso 1 g de la muestra, la cual fue colocada en un
tubo de ensayo con 10 mL de peptona al 0.1% (Solucién madre).

Una vez que se tuvo la muestra en el tubo de ensayo se colocé en el vortex por 15
segundos para homogenizar la muestra, y se trasladoé la muestra diluida a la camara de flujo
laminar dentro de la cual se realizé una dilucién de 10?; dilucién que se homogeniza en el
vortex por 15 segundos, posteriormente se sembré 1 mL de cada una de las diluciones en
placas Petrifilm para coliformes totales, de igual manera de la soluciéon madre. Y se dejé
incubar por 24 horas para poder realizar la cuantificacion.

Figura 8

Siembra de la muestra

Nota. Autoria propia.

Inmunologia

Las muestras de sangre que fueron recolectadas se procesaron de la siguiente
manera, en primer lugar, se obtuvo el suero sanguineo de cada una de las muestras por
medio de la centrifuga a 4000 revoluciones por minuto (rpm) durante 7 minutos, procurando

gue cada tubo que vaya en direccion al otro este con el mismo nivel de liquido, caso contrario
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se generara un dafio en la centrifuga. Una vez que se obtuvo el suero se procedi6 a colocar
en tubos eppendorf previamente etiquetados, con la ayuda de una micropipeta, para
posteriormente usarlos en la medicion de inmuglobulinas.

Figura 9

Muestras de suero bovino

Nota. Autoria propia.

Hematocrito

Las muestras de sangre de la tapa lila se usaron para realizar la prueba de
hematocrito (HCT) en sangre, mediante el uso de capilares no heparinizados, la cual se
realizo en la micro centrifuga a 10000 rpm por 5 minutos. Se tomé una muestra de sangre en
los capilares con una inclinacion de 45° hasta completar por gravedad 8/10 del capilar, para lo
cual se cubrié la parte superior de capilar con el dedo indice para evitar que la sangre salga
del capilar por gravedad y se procedio a tapar la parte inferior con plastilina y se coloco en la
micro centrifuga. Una vez que se obtuvo el resultado se midio en la tabla de porcentaje de
hematocrito de manera que el principio de la sangre coincida con la linea cero (0) y la linea

final del plasma coincida con la linea del 100 de la tabla.
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Figura 10

Materiales usados en el procedimiento de hematocrito

Nota. Autoria propia.
Proteinas Totales
Las proteinas totales fueron valoradas con ayuda del refractdbmetro, mismo que debia
estar calibrado con agua destilada en cero (0), para lo cual se necesité 30 pL de suero el cual
fue colocado en la placa y se procedi6 a observar por el ocular y cuantificar.
Figura 11

Refractbmetro usado en el estudio

Nota. Autoria propia.

Valoracion de Inmunoglobulinas
Precipitacion de proteinas
Se utilizé solucién saturada de sulfato de amonio, el cual tenia una concentracién del

60%, con un contenido de 60 g/100 mL de agua destilada, para lo cual se pes6 360 g de
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sulfato para un volumen de 600 ml de agua, se colocé la solucién granulada poco a poco en
un vaso de precipitacion para que se vaya agitando y disolviendo para obtener una solucién
concentrada de sulfato de amonio, una vez que se tuvo la solucién disuelta se midi6 el pH
para ajustar a 7,8.

Figura 12

Medicion del pH de sulfato de amonio

Nota. Autoria propia.

En un tubo falcon de 15 mL se colocé 2 mL de suero, adicionalmente se colocé 3 mL
de sulfato de amonio, previamente saturado, con ayuda de una pipeta graduada, dejando
caer reactivo gota a gota directamente en la solucion.

Posteriormente se lo puso a incubar con hielo los tubos con la solucién durante un
tiempo de 10 minutos, seguidamente se llevaron cada una de muestras a vortex por un

tiempo de 5 segundos.
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Figura 13

Solucién de suero con sulfato de amonio

Nota. Autoria propia.

Con ayuda de la centrifuga refrigerada, la cual debia estar a 4490 rpm, se colocaron
las muestras durante 15 minutos a una temperatura de 4°C, una vez que se terminaron de
centrifugar las muestras se procedi6 a retirar el sobrenadante y se resuspendié el mismo
volumen del precipitado PBS 1X.

Posteriormente colocarlo en el tubo y agitarlo en el vortex durante 5 segundos. Se
afadio ¥ partes de la solucion saturada; es decir, si contiene un volumen de 4 mL se afiadié
3 mL de sulfato de amonio, con ayuda de la pipeta graduada, el contenido es colocado gota a
gota.

El hielo en las muestras se mantuvo por un tiempo de 10 minutos y se colocé las
muestras en la centrifuga, retirando de igual manera el sobrenadante y se colocé el resultado
del precipitado en 1 ml de medio PBS 1X. Finalmente se almacenaron las muestras en tubos

eppendorf con su respectiva etiqueta para la cuantificacion a una temperatura de 4°C.
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Figura 14

Sobrenadante de la solucion sulfato de amonio

Nota. Autoria propia.

Ensayo de proteinas por medio de acido bicinconinico (BCA)

Las diluciones del estandar BSA (albumina de suero bovino) fueron preparadas de
acuerdo a las instrucciones del fabricante para posteriormente ser colocadas en la microplaca.
Se preparo la solucién de trabajo que se uso en el estudio en base al nimero de estandares y
muestras a cuantificar usando la siguiente férmula:

Volumen WR requerido
= (#estandares + #incognitas) * (#réplicas) » (volumen de WR por muestra)

En este caso se usaron 30 muestras, cabe mencionar que los estdndares y las muestras
se calcularon por duplicado.

La solucion WR se prepar6 con el reactivo A 'y con el reactivo B del Kit, con una relacion
50:1. Posteriormente en una microplaca se agregaron 10 pL de cada uno de los estdndares
junto con la muestra a cuantificar por duplicado. Se agregaron 200 pL de la solucién WS, se
mezclé la placa con ayuda de un agitador de placas a 250 rpm por 30 segundos, se tapa la

placay se dej6 incubar a 37°C por 30 minutos. Una vez que se cumplié el tiempo de incubacion
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se dejo enfriar. La medida de la absorbancia fue de 562 nm, y posteriormente la curva de

calibracion de los estandares de BSA con el calculo de la concentracion de muestras.
Disefio experimental

Factores de estudio

Los factores de estudio fueron: concentracion inmunoglobulinas (proteinas totales) y

carga bacteriana (coliformes totales).
Relaciones

Se obtienen relaciones entre carga bacteriana, proteinas totales y transferencia de
inmunoglobulinas, durante tres edades del ternero 0, 24 y 72 horas después de nacido el
ternero; es decir, 10 unidades experimentales con 3 tomas, con un total de 30 muestras.
Analisis estadistico

El experimento se dispuso bajo un disefio completamente al azar (DCA) con 3
repeticiones, adoptando el siguiente modelo matematico.

Yij = u+ Ai+ ¢ij

Donde:
Yij= Variables a evaluar: proteinas totales, carga bacteriana e inmunoglobulinas.
M= media general
Ai= Variacién de la iésima edad sobre los valores no paramétricos.
€ij = Error experimental.
Caracteristicas de las unidades experimentales

Se contd con 10 unidades experimentales, cada una con 3 repeticiones (0, 24y 72
horas) de sangre y heces, para evaluacion de parametros de salud (proteinas totales e

inmunoglobulinas) y carga bacteriana (coliformes totales), respectivamente.
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Andlisis funcional

Los datos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANAVA) a un nivel de
confiabilidad del 95% (p<0,05) entre las variables en el software estadistico INFOSTAT,
mediante un analisis estadistico descriptivo.
Variables evaluadas
Carga bacteriana

El crecimiento bacteriano fue visualizado en placas de Petrifilm™ posterior a 24 horas
después de la siembra de las muestras, con ayuda de aglutinometro, las mismas que fueron
contadas en una diluciéon 102, pues en esta dilucién se podia realizar un conteo mas factible
con un crecimiento visible. El inserto del producto de Petrifilm™ daba como indicacién que un
conteo es valido a partir de 15 UFC hasta 150 UFC dentro de la placa, valores inferiores o
superiores no son aceptables como datos validos.
Figura 15

Crecimiento de colonias bacterianas

Nota. Autoria propia.

Porcentaje de hematocrito
Se obtuvo mediante la lectura del capilar (una vez que fu procesado en la
microcentrifuga) sobre la tabla de porcentaje de hematocrito observando que las lineas

superior e inferior del capilar coincidan con las lineas de la tabla.
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Figura 16

Lectura de hematocrito

Nota. Autoria propia.

Proteinas Totales

La concentracién de proteinas totales fue obtenida con ayuda del refractometro,
observando por medio del ocular la linea que se forma en el tablero del instrumento, siendo
esta una linea blanquecina u opaca que se puede diferenciar de forma facil y rapida.
Cantidad de Inmunoglobulinas (lg)

Las concentraciones de inmunoglobulinas se obtuvieron con ayuda del
espectofometro, con la purificacién de proteinas usando como medio de soluto el sulfato de
amonio que contiene iones de amonio (NH4") y sulfato (SO42) generando la precipitacion de

proteinas, en su mayoria inmunoglobulinas.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
Las muestras analizadas fueron las crias de 10 vacas gestantes; es decir, 10 bovinos
recién nacidos. Mediante el analisis estadistico descriptivo se determiné si cada una de las
muestras tienen algun grado de asociacién en cada uno de los parametros evaluados de
hematocrito, proteinas totales, carga bacteriana e inmunoglobulinas.
Tabla 3

Numero de muestras nacidas segun el sexo

Sexo namero porcentaje
Hembras 6 60%
Machos 4 40%

Total 10 100%

Nota. Autoria propia.
Los datos obtenidos fueron evaluados en 3 tiempos; 0, 24 y 72 horas después de su
nacimiento. Los parametros evaluados fueron, proteinas totales (g/dL), inmunoglobulinas
(g/L) y carga bacteriana (UFC/q).

Tabla 4

Datos obtenidos de cada variable

# arete Sexo HCT (%) Proteinas (g/dL) Ig (g/L) Carga bacteriana (UFC/Q)
Edad 0 24 72 24 72 0 24 72 0 24 72
2317 Hembra 50 39 43 8 8,7 4,56 14,36 9,74 1900 3100 3900
2318 Hembra 50 42 22 4,5 7,5 8,5 2,552 14,9 11,26 1200 1700 2300
2319 Hembra 33 43 39 7,8 8,5 8,6 6,48 5,32 10,3 1600 2700 4700
2320 Hembra 46 43 41 7,6 8,8 9 2,764 49 10,66 1700 1900 2200
M617 Macho 40,5 37 37 6,7 9,1 8,6 7,92 7,98 13,6 1400 1600 2600
M618 Macho 43 38 38 5,7 7,6 7.3 7,12 10,04 11,22 1700 2300 3500
2321 Hembra 52 52 45 6 7,4 7,7 10,88 59 11,76 1700 2100 2400
M619 Macho 38 345 32 7,8 7,1 8 10,1 2,95 15,32 1900 2800 3100
M620 Macho 44 385 36 4,1 52 6,6 8,16 11,6 13,06 2100 2600 4500
2322 Hembra 49 46 45 6,2 6,8 7,3 9,904 8,068 11,35 1700 2400 4300

Nota. Autoria propia.
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Porcentaje de hematocrito

Para el analisis de la variable indice de hematocrito, se evalué mediante el test de
Tukey (p= 0,05) en el cual se puede observar que la ternera 2321 obtuvo un indice de
hematocrito mayor que el resto de los individuos con una media de 46,67%, mientras que el
ternero M619 presento una media inferior al resto de individuos evaluados correspondiente a
34,83%, datos detallados en la Tabla 5.
Tabla 5
Promedio y error experimental de indice de hematocrito en terneros machos y hembras recién

nacidos hasta los 20 dias de edad

N° arete Promedio (%) Error experimental
2321 49,67 a 3,21
2322 46,67ab 8,33
2317 44,00 ab 2,91
2320 43,33 ab 1,45
M618 39,67 ab 2,33
M620 39,50 ab 1,20
2319 38,33 ab 1,17
M617 38,17 ab 1,67
2318 38,00 ab 1,74
M619 34,83 b 2,36

Nota. Medias con distinta letra son estadisticamente diferentes
(p>0,05) con n=3. Autoria propia.

En la figura 17 se observan diferencias significativas entre los individuos 2321 y M619, con un
error experimental de 3,21 y 2,36 respectivamente, donde el individuo M619 obtuvo una media
de indice de hematocrito menor a las otras unidades experimentales; sin embargo, entre los
individuos 2322,2317, 2320, M618, M620, 2319, M617 y 2318 no se encontraron diferencias

significativas.
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Figura 17

Comportamiento de medias del indice de hematocrito

53,12

45,08 T 1

40,84 I

34,70

28,56
2317 2318 2318 2320 Mg17 Me18 2321 M&19 M&20 2322

N* ARETE
Nota. Autoria propia.

En la Tabla 6 se puede observar que el porcentaje de hematocrito de 10 bovinos recién nacidos
fue disminuyendo conforme trascurria el tiempo después del nacimiento, con una disminucion
de 7,29% entre 0 y 24 horas, y del 8,47% entre 24 y 72 horas después del nacimiento.

Tabla 6

Promedio y error experimental de 10 terneros durante 3 edades (0, 24, 72 horas después del

nacimiento).

Edad (horas) n Promedio (%)  Error experimental

0 10 44,55 a 1,92
24 10 41,30 ab 1,60
72 10 37,80 b 2,18

Nota. Medias con distinta letra son estadisticamente diferentes
(p>0,05) con n=3. Autoria propia.

Proteinas totales

Con respecto al andlisis del contenido de proteinas totales, se realizo la evaluacion
por medio del test de Tukey al 5% (p>0,05), en el cual se puede observar que los individuos
2320, 2319, M617, M619 y M620 mostraron diferencias significativas en relacion a los otros

terneros. La informacién detallada se encuentra en la Tabla 7.
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Tabla 7

Promedio y error experimental del parAmetro proteinas totales en 10 individuos neonatos.

N° Arete Promedio Desviacién estandar

2320 8,47 a 1,13
2319 8,30 a 1,20
M617 8,13 a 0,25
M619 7,63 a 0,44
2317 7,23 ab 0,52
2321 7,03 ab 0,32
M618 6,87 ab 0,73
2318 6,83 ab 0,59
2322 6,77 ab 0,27
M620 530b 0,72

Nota. Medias con distinta letra  son
estadisticamente diferentes (p>0,05) con n=3.
Autoria propia.

En la Figura 18 se visualiza la dispersién de la concentracion de proteinas totales (g/dL) en
30 muestras de suero de 10 animales en estudio, evidencidndose que la calidad de calostro
consumido por el animal es diferente entre las madres que se encuentran en las mismas
condiciones ambientales y sanitarios, bajo los mismaos protocolos.

Figura 18

Gréfica de distribucion de la concentracion de proteinas totales (g/dL) en las muestras de

suero de los animales en estudio

9,12

5,55 ’

PROTEINAS TOTALES (g/dL)
[=>]
=
}

4,36

ME17  M618  MB19  M620 2317 2318 2319 2320 2321 2322
IDENTIFICACION

Nota. Autoria propia.
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En la Tabla 8 se observa las medias de 10 muestras tomadas segun el rango por edad de los
individuos, el cual demuestra un aumento del 23,78% entre las 0 y 24 horas, y del 5,65%
entre 24 y 72 horas posterior al nacimiento, demostrando una diferencia significativa entre
este Ultimo intervalo.

Tabla 8

Promedio y error experimental en relacion al tiempo de toma de la muestra de suero

sanguineo
Edad (horas) n Promedio (g/dL) Error experimental
72 10 8,03 a 0,43
24 10 7,60 a 0,36
0 10 6,14 b 0,25

Nota. Medias con distinta letra son estadisticamente diferentes
(p>0,05) con n=10. Autoria propia.

En la Figura 19 se observa el aumento de la concentracion de proteinas en relacion al tiempo
de toma de las muestras, evidenciandose que durante las 3 edades se da un aumento del
contenido.

Figura 19

Comportamiento de la distribucion de proteinas segin la edad de toma de la muestra
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Carga bacteriana

La carga bacteriana en los terneros, se evalué mediante el analisis de Tukey al 5%,
pudiendo determinarse que la carga bacteriana es independiente de la edad del animal.
En la tabla 9 se puede observar que existe una correlaciéon entre la edad del ternero y el
conteo de carga bacteriana (UFC/g), contadas en placas de Petrifilm™ en una dilucién 102 en
un medio peptona al 0,1%.
Tabla 9

Correlacion entre la variable carga bacteriana y edad de la toma de la muestra.

Carga bacteriana Crecimiento (UFC/g); Edad

102 37°C/24h (horas)
Carga bacteriana 102 1,00 0,00 0,00
Crecimiento (UFC/qg);
37°C/24h 1,00 1,00 0,00
Edad (horas) 0,75 0,75 1,00

Nota. Autoria propia.

En la Tabla 10 se puede observar que la variable nimero de las frecuencias de carga
bacteriana no muestran diferencias significativas entre individuos.

Tabla 10

Promedio y error experimental de 10 individuos en relacién a la cantidad de colonias

bacterianas encontradas en 30 muestras.

N° arete Promedio Error experimental
M620 3066,67 581,19
2319 3000,00 317,98
2317 2966,67 907,38
2322 2800,00 145,30
M619 2600,00 202,76
M618 2500,00 776,75
2321 2066,67 371,18
2320 1933,33 529,15
M617 1866,67 360,56
2318 1733,33 731,06

Nota. Medias con distinta letra son estadisticamente
diferentes (p>0,05) con n=3. Autoria propia.
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En la figura 20 se visualiza la distribucion de medias en relacion a las variables carga
bacteriana (UFC/g) en muestras de heces de 10 individuos, observando que es independiente
del nimero de partos de las madres, puesto que los individuos 2317 y M620; 2320, M618,
2321, M619, 2322; 2318 y M617; y 2319, provienen de madres de 1, 2, 3y 4 partos.

Figura 20

Disposicion de carga bacteriana en cada individuo, con media de 3 repeticiones por individuo
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En la Tabla 11 se puede observar la cuantificacion de carga bacteriana de los individuos son
estadisticamente diferentes, con un aumento del 37,28% entre las 0 y 24 horas, y del 44,39%
entre 24 y 72 horas, posteriores al nacimiento, determindndose aumento exponencial de las
colonias bacterianas conforme aumentan los dias de vida.

Tabla 11

Promedio y error experimental de 30 muestras tomadas de 10 individuos, en 3 intervalos de

edad
EDAD n Promedio Error experimental
72 10 3350,00 80,90
24 10 2320,00 156,20
0 10 1690,00 304,14

Nota. Medias con distinta letra son estadisticamente
diferentes (p>0,05) con n=10. Autoria propia.
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En la Tabla 12 se puede observar el crecimiento de colonias bacterianas de coliformes
totales, dividido en sexo y edad de la toma de muestras, determinandose comparaciones
entre sexos y edad del individuo, evidenciandose que, a la edad de 0, 24 y 72 fue mayor
en machos con un contenido de crecimiento bacteriano promedio de 1775, 2325 y 3425
UFC/g, respectivamente.

Tabla 12

Promedio de crecimiento bacteriano (UFC/g) por sexo y edad.

Edad Sexo n Promedio Error experimental
0 Hembra 6 1633,33 95,45
0 Macho 4 1775 149,3
24 Hembra 6 2316,67 213,57
24 Macho 4 2325 262,6
72 Hembra 6 3300 459,71
72 Macho 4 3425 402,85

Nota. Relacién de crecimiento bacteriano (UFC/g) en 3 edades de
terneros, dividido segun el sexo. Autoria propia.

En la figura 21 se observa la distribucion de medias de carga bacteriana relacionando la edad
y sexo con la carga bacteriana, con un crecimiento mayor en machos en todas las edades de
los individuos en estudio.

Figura 21

Distribucion de promedios segun la edad de la toma de muestra y sexo del individuo
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Inmunoglobulinas

Para la variable cuantificacion de inmunoglobulinas, se realiz6 la evaluacion mediante el test
de Tukey con un nivel de confiabilidad del 95%, pudiéndose determinar que durante los
tiempos evaluados el contenido de inmunoglobulinas no presento diferencias estadisticas
significativas entre muestras de la poblacion. En base a la tabla 13 se puede determinar que
el contenido medio méaximo de inmunoglobulinas de las 10 unidades en estudio es de 12,26
g/L y un minimo de 4,19 g/L.

Tabla 13

Promedio y error experimental de 10 unidades experimentales con 3 tiempos

N° arete Promedio (g/L) Error experimental
2320 12,26 a 2,56
2319 10,69 ab 1,42
M619 9,88 ab 0,75
2317 9,38 ab 1,56
2321 8,70 ab 1,87
M617 8,37 abc 1,79
M620 8,24 abc 1,34
2318 7,74 bc 1,42
2322 6,51 bc 1,84
M618 4,19 c 2,65

Nota. Medias con distinta letra son estadisticamente
diferentes (p>0,05) con n=3. Autoria propia.

En la figura 22 se puede visualizar la distribucién de medias de 10 individuos en 3 tiempos
diferentes, bajo las mismas condiciones, sin distincién de sexo, y la misma edad fisiol6gica.

Sin relacién de adquisicion de Ig segun el nimero de partos de la madre.
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Figura 22
Distribucion de medias en gréafico de barras en relacion a variables de individuos respecto a

inmunoglobulinas
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Nota. Autoria propia.

En la tabla 14 se muestran medias y error experimental de 10 muestras, tomadas en 3 dias
rangos de edad (0, 24 y 72 horas después del nacimiento), con un maximo de 11,63 g/L y un
minimo de 6,09 g/L.

Tabla 14

Promedio y error experimental en 3 intervalos de edad, de 10 individuos con 3 dias de edad

Edad (horas) Medias (g/L) Error experimental

72 11,63 a 0,77
24 8,07 b 0,87
0 6,09 c 0,74

Nota. Medias con distinta letra son estadisticamente
diferentes (p>0,05) con n=3. Autoria propia.

En la Tabla 15 se observa el promedio de inmunoglobulinas dividido segun el sexo y la edad
de toma de las muestras, evaluado en 3 tiempos. En el caso de las hembras se obtuvieron 6

unidades experimentales y en el caso de los machos fueron 4 unidades experimentales.
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Tanto hembras como machos obtuvieron un promedio de contenido mayor de

inmunoglobulinas a las 72 horas. Pero en comparacion en sexos el contenido de
inmunoglobulinas fue mayor en hembras, con un promedio de 13,15 g/L, y en el caso de

machos fue de 11,83 g/L, evidencidndose una transferencia de inmunidad dentro de los

rangos.

Tabla 15

Contenido de inmunoglobulinas segun la edad y sexo

SEXO Edad

Promedio (g/L)

Error experimental

Hembras

Hembras

Hembras
Machos
Machos
Machos

72
24
0
72
24
0

n
6
6
6
4
4
4

13,15a
10,8 a
6,76 b
11,83 a
9,12 a
429b

0,77
0,27
0,59
0,97
0,81
1,66

Nota. Medias con distinta letra son estadisticamente diferentes (p>0,05).

Autoria propia.

En la figura 23 se puede observar la distribucién de medias, dividida segun la edad y sexo de

los individuos en estudio, evidenciandose que las hembras bovinas en las 3 edades presentan

un contenido de inmunoglobulinas superior a los machos bovinos.

Figura 23

Distribucion de la estimacién de inmunoglobulinas segun la edad y sexo
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En la Figura 24 se observa la distribucion de la concentracion de inmunoglobulinas de 10
individuos durante los 3 tiempos, evidenciandose que entre el intervalo de 0y 24 horas el
contenido aumenta significativamente en los animales, y a las 72 horas se ve una leve
disminucion debido a que el animal ya no es provisto de una alta concentracién de proteinas.
Figura 24

Comportamiento del aumento de la concentracion de inmunoglobulinas de 10 individuos
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Nota. Autoria propia.

En la Tabla 16 se evidencia la distribucion de medias segun la edad de los individuos estudio,
denotandose que en hembras tiene una mayor concentracion de inmunoglobulinas, con una
diferencia de concentracion del 17,87% entre sexos.

Tabla 16

Promedios del parametro inmunoglobulinas, distribuido por sexos

Sexo n Promedio (g/L) Error experimental
Hembras 18 10,24 a 0,84
Machos 12 8,41l a 1,03

Nota. Medias con distinta letra son estadisticamente diferentes (p>0,05).
Autoria propia.
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Discusion

El contenido de hematocrito permite evaluar el estado animico del animal con la
concentracion de eritrocitos en la sangre. Segun Moreno, (2008), determiné en su estudio que
terneros de 1 mes de edad obtuvieron valores de 35,1345 + 7,2 y 39,50 + 4,28; sin embargo
en el presente estudio se obtuvieron 2 valores de 50 y 52 % a la edad de 0 dias lo que se
podria determinar que es causado por un alto contenido durante transferencia de sangre
evidencidndose que desde la madre no hay perdida de glébulos rojos por enfermedades y por
el estado fisiol6gico del animal; por otro lado, el promedio de porcentaje de hematocrito de los
3 tiempos evaluados, con una maxima de 49,67 % y una minima de 34,83 % (Tabla 5), que
se encuentran dentro del rango normal mencionado por (Palacios y Narvaez, 2018) en su
estudio.

El contenido proteico (Inmunoglobulinas) del bovino es un parametro importante en el
metabolismo del animal, pues un valor éptimo se encarga de dar mantenimiento al
crecimiento muscular. Segun Cullens, (2017) ha demostrado que la proteina total de 5,2 a 5,5
g/dL indica que los terneros han logrado una transferencia pasiva exitosa de inmunidad.
Adicional Luna, (2015) en su estudio demostré valores minimos y maximos de 5,6 g/dL y 11,6
g/dL, concordando con los datos obtenidos en el presente estudio, el cual presento una media
minima 5,30 g/dL y una media maxima de 8,47 g/dL en un periodo evaluado de 3 edades (0,
24y 72 horas) (Tabla 7).

Los terneros son individuos carentes de anticuerpos durante el periodo de gestacion,
pues los mismos son adquiridos mediante el consumo del calostro, el cual les genera
inmunidad frente a organismos patdégenos. Morin et al., (2021) mencionan que un recuento en
placa de <4000 UFC/mL en coliformes como valores normales en el estado de salud del
neonato, lo que concuerda con el presente estudio pues se presentan valores maximos de
3066,67 UFC/mL (UFC/g) y un valor minimo de 1733, 33 UFC/mL (UFC/g), demostrando que
los terneros durante los primeros dias de vida no se ven afectados por bacterias que afecten
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su estado de salud, adicional durante el periodo de estudio ningiin animal presento ninguna
enfermedad (Tabla 8).

La inmunidad pasiva adquirida por parte del ternero proviene del consumo del
calostro, el mismo que al tener cantidades de inmunoglobulinas altos le confiere una alta
inmunidad al recién nacido para que pueda hacer frente a infecciones a los que se encuentra
expuesto tras su nacimiento. En estudios realizados por Lorenz et al., (2011) y Cullens,
(2017) demostraron que la transferencia pasiva de Ig=10 g/L se considera una transferencia
de inmunidad adecuada para el animal, ademas de relacionarlo con el contenido de
proteinas, mismos que denotan que un contenido de proteinas superior a 5,2 g/dL se
relaciona con una transferencia de inmunoglobulinas adecuado; en el presente estudio se
demostré que existe una relacion entre la inmunoglobulina y proteinas totales debido a que
mantienen un correlacion positiva, con un valor maximo de 12,26 g/L y minima de 4,19 g/L
(Tabla 13).

El contenido de inmunoglobulinas en machos fue menor al de las hembras con un
valor de 11, 83 g/L y 13, 15 g/L en hembras, a las 72 horas de nacido; sin embargo, no
demostraron diferencias significativas, por lo que determina que la transferencia de inmunidad
fue adecuada (Tabla 15). Adicional se puede observar el comportamiento del contenido de
inmunoglobulinas a las 24 se observa una diminucién de la misma en referencia al valor
inicial, para posteriormente subir a un valor que se encuentra dentro del rango, denotando
gue a las 24 horas el ternero absorbe proteinas, pero no se no se reflejado vy,
metabdlicamente el animal usa las proteinas las cuales se evidencian a las 72 horas con un

restablecimiento de las mismas y por consiguiente se evidencia un aumento (Figura 24).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

La estimacion de coliformes totales se encontraba por debajo del umbral de dafio
puesto que el contenido promedio es de 2453,33 UFC/g denotando una carga
bacteriana baja que no afecta el estado de salud del becerro; adicional, el contenido
de inmunoglobulinas en los individuos evaluados en promedio fue de 11,63 g/L valor
gue se encuentra dentro del rango optimo, evidenciandose que el calostro consumido
por los neonatos era adecuado, ademas de proveerlo de inmunidad pasiva.

La cuantificacion de carga bacteriana en heces de bovinos neonatos tomados durante
3 intervalos tuvo un promedio de 1690 UFC/g a las 0 horas, 2320 UFC/g a las 24
horas y 3350 UFC/g a las 72 horas; con un error experimental de 3.04, 1.56 y 0.81,
respectivamente, sin demostrar diferencias significativas entre machos y hembras.

El contenido de inmunoglobulinas en machos y hembras no difirio, pero si present6
un aumento significativo entre edades, ademas el contenido promedio a la edad de 24
horas en machos se encuentra por debajo del rango adecuado; sin embargo, para las
72 horas de nacido en ternero el contenido de inmunoglobulinas fue adecuado,

evidenciandose una adecuada transferencia de inmunidad pasiva.

Recomendaciones

Usar metodologias mas sensibles como el método ELISA o Inmunodifusion Radial
(IDR) para determinacion de inmunoglobulinas en suero sanguineo con una alta
especificidad para obtener valores correccionales con la cantidad de proteinas

obtenidas en las muestras de una poblacion.
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Realizar un seguimiento en rangos de edad de 40-60 dias después del nacimiento
para evaluar el aumento o disminucion de inmunoglobulinas y su relacién en el estado
de salud del animal, y contenido de carga bacteriana de los individuos en estudio.
Considerar un nimero de animales mayor para poder tener un error minimo entre los
resultados, puesto que un numero bajo de individuos no nos ayuda a obtener una

variabilidad de resultados.
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