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Resumen

La sanidad es uno de pilares fundamentales en la crianza del ganado bovino, junto con la
nutricion y las instalaciones; procura sobre todo un bienestar animal en condiciones fisicas y
psicolégicas adecuadas, para que el animal pueda mostrar un comportamiento natural dentro del
lugar que se desarrolla y, por lo tanto, conllevar a una mejora en el desarrollo de la produccién
agropecuaria. En el presente trabajo de investigacion se desarroll6 en colaboracién con la
hacienda “El Prado”. Se muestrearon 10 terneros en dos muestras (21 y 31 dias) para
comprender la importancia de la relacién de los niveles de hematocrito y cantidad de proteinas
(mg/mL) cuantificados en tres tipos de analisis (refractometria, espectrofotometria y &cido
bicinconinico) presentes en suero sanguineo con relacion a la cantidad de coliformes en las
heces (UFC/g), bajo un disefio observacional; para ello se ha realizado una correlacion
Spearman de los valores a través del programa InfoStat.

Se encontré una correlaciéon nula entre la cantidad de proteina y las UFC de coliformes (r =
0,4985; r = - 0,3343; r = 0,585; en sus respectivos analisis), por lo tanto, se concluye que los

valores no tienen relacion y son independientes.

Palabras clave: TERNEROS, SUERO, COLIFORMES, INMUNOGLOBULINA.
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Abstract

Health is one of the fundamental pillars in raising cattle, along with nutrition and facilities; above
all, it seeks animal welfare in adequate physical and psychological conditions, so that the animal
can show a natural behavior within the place where it develops and, therefore, lead to an
improvement in the development of agricultural production. In the present research work was
developed in collaboration with "El Prado" farm. 10 calves were sampled in two samples (21 and
31 days) to understand the importance of the relationship between hematocrit levels and amount
of protein (mg/mL) quantified in three types of analysis (refractometry, spectrophotometry and
bicinchoninic acid) present in blood serum in relation to the amount of coliforms in feces (UFC/g),
under an observational design; for this, a Spearman correlation of the values has been carried
out through the InfoStat program.

A null correlation was found between the amount of protein and the CFU of coliforms (r = 0,4985;
r =-0,3343; r = 0,585; in their respective analyses), therefore, it is concluded that the values do

not have relationship and are independent.

Keywords: CALVES, SERUM, COLIFORMS, IMMUNOGLOBULIN.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Antecedentes

Para el afio 2022 en Ecuador, la poblacion de bovinos es de 3'860.493 para la
produccion de carne y leche, de los cuales el 25,50% pertenece a ganado vacuno de menos de
1 afio de edad (Instituto Nacional de Estadistica y Censos [INEC], 2023); que por sus bajas
defensas en el sistema inmunolégico en el momento del parto pueden padecer enfermedades
infecciosas como la colibacilosis que causa diarreas acuosas amarillentas y signos de
deshidratacién (Gaggianesi, 2016).

La mayoria de las pérdidas de terneros ocurren durante el parto y en los primeros 7 dias
de vida. Algunos estudios demuestran que las pérdidas para hatos bovinos de carne varian del
3 al 8% (Campero, 1998).

Para ello, las inmunoglobulinas juegan un papel fundamental en el encalostramiento y
son esenciales para la salud del ternero recién nacido. Los terneros al nacer presentan una
nula cantidad de inmunoglobulinas en su suero sanguineo y dependen del calostro para
adquirir inmunidad y proteccion frente a las diferentes enfermedades (Altemeier y Hernandez,

2020).

Justificacion

En los sistemas de produccion bovina, la repercusién por enfermedades digestivas en
rumiantes lactantes es de suma importancia, ya que puede generar costos para mantencién de
la buena salud del animal, y en los productos que genera la industria como carnes y productos
lacteos.

Los terneros recién nacidos son muy susceptibles a infecciones ambientales y pueden
desarrollar enfermedades como la onfaloflebitis y la diarrea neonatal. Estas enfermedades son

las mas comunes y pueden tener altas tasas de mortalidad. La salud del animal y la produccion
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de la granja pueden verse comprometidas si estas enfermedades no se tratan adecuadamente

(Gomes, 2022).
Objetivos

Objetivo General

e Estimar la cantidad de coliformes e inmunoglobulinas en terneros machos y hembras

de 21 hasta 40 dias de edad.

Objetivos Especificos
e Determinar la carga bacteriana de coliformes presente en muestras de heces de
terneros mediante placas Petrifilm 3M.

e Analizar el nivel de inmunoglobulinas presentes en suero sanguineo de terneros

mediante tres métodos analiticos refractometria, espectrofotometria y BCA.
e Determinar si existe una relacién entre la carga microbiana de heces y el nivel de

inmunoglobulinas en terneros de 21 y 31 dias de edad.
Hipotesis

Ho: No existe asociacion entre cantidad de coliformes e inmunoglobulinas en la salud de
los terneros de 21 y los 31 dias de edad.

Hi: Existe asociaciéon entre cantidad de coliformes e inmunoglobulinas en la salud de los

terneros de 21y los 31 dias de edad.
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

Transferencia de inmunidad pasiva

Los bovinos recién nacidos se inmunizan por medio del calostro suministrado de la
madre, siendo un mecanismo complejo, limitado en cantidad y tiempo; y la falla en la
transferencia de inmunoglobulinas se refleja por una concentracion sérica menor a 10 mg/mL
(Valdivia y Martinez, 1996).

La trasferencia inadecuada de inmunoglobulinas muestra bajas ganancias de peso, en
los primeros meses de vida, desarrollo de enfermedades vy, por lo tanto, mayores tasas de
mortalidad. Estas condiciones afectan también la productividad a largo plazo, bajando la
cantidad de leche en una primera y segunda lactancia, por lo tanto, en mayor descarte de
vacas (Elizondo, 2016).

La placenta de los rumiantes no permite el paso de inmunoglobulinas (lgs) desde la
sangre de la vaca, hacia el ternero, el cual nace hipogammaglobulinémicos dependiendo
enteramente de los anticuerpos suministrados en el calostro, quienes combaten infecciones de

patdgenos durante las primeras horas de vida (Blanco et al., 2021).

Desarrollo del sistema inmune en las primeras semanas de vida

El rumen de los terneros se encuentra estéril al momento del parto y la fuente de los
microorganismos que la componen, proceden de varias fuentes como es el contacto con el
medio ambiente y el alimento (calostro), entre ellas son: enterobacterias, E. coli, Enterococcus,
Bacillus esporulados, Clostridium perringens (Palencia et al., 2005).

Después del primer dia de vida del ternero, la absorcion intestinal cambia, impidiendo la
entrada de inmunoglobulinas y de igual manera evitando la entrada de energia, proteinas,

vitaminas y minerales que ayudan a la eliminacion del meconio (Chavez, 2023).
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Composicion sérica de los terneros

Proteinas Totales

Las proteinas son sustancias complejas que tienen un papel vital en la estructura y
funcidén de las células vegetales como animales; son formadas por compuestos nitrogenados
llamados aminoacidos (Brandan et al., 2008).

Las proteinas estan disueltas en el plasma sanguineo, y al medir la concentraciéon se
puede obtener informacidén sobre los estados de la enfermedad (Busher, 1990).

En la Tabla 1 se presenta, el andlisis de proteina total en suero medido por
refractometria digital y la concentracion de IgG cuantificado mediante el ensayo de
inmunodifusién radial en 397 muestras de sangre bovina.

Tablal

Estadistica descriptiva de muestras de suero con relacion a la cantidad de inmunoglobulinas G

] _ Desviacion _ _
Item Media i Maximo Minimo
Estandar (SD)

Proteina Total en suero (g/dL) 6,0 0,8 8,8 4.4

1gG (g/L) 24,1 10,0 59,1 2,1
Nota. Adaptado de Deelen et al., (2014).

Fibrindgeno

Componente de la sangre que se forma en el higado y juega un papel importante en la
coagulacion sanguinea, esta es liberada cuando el organismo sufre una lesion, y que junto a
las plaquetas se adhieren a los tejidos lacerados para impedir o limitar el sangrado (Sociedad

Espafiola de Medicina de Laboratorio [SEQC], 2021).

AlbUmina
Es el componente mas abundante en el plasma, responsable de la presion coloide-

osmotica del plasma y también transporta 16 sustancias que se unen a ellas como hormonas,
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vitaminas, bilirrubina, medicamentos, etc., esta representa el 50% de todas las proteinas en

sangre (Brandan et al., 2008).

Globulinas
Proteinas producidas principalmente en el higado y en los linfocitos, insolubles en agua
ni en soluciones salinas muy saturadas; se encuentra 3 tipos (Clinica Universidad de Navarra,
2023):
e a (alfa): transportadoras del angiotensindégeno, de las vitaminas liposolubles y del cobre.
e [ (beta): transportadora de transferrina, vitaminas y hormonas.

e vy (gamma): son anticuerpos predecesores de la respuesta inmune.

Inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas (Igs), definidos también como gammaglobulinas, son proteinas
fundamentales para el torrente sanguineo y en otros fluidos bioldgicos, como las lagrimas, la
saliva y en el liquido sinovial influyendo directamente en el equilibrio del sistema inmunitario
(Biotest, 2023).

Las inmunoglobulinas (Igs), son compuestos producidos por las células terminales en la
diferenciacion de los linfocitos B conocidas como células del plasma, tienen un papel
importante en la inmunidad humoral, soluble en liquidos biol6gicos o unido a la membrana de
los linfocitos B; estas existen 5 clases: Inmunoglobulina G (IgG), inmunoglobulina A (IgA),
inmunoglobulina D (IgD), inmunoglobulina E (IgE) y la inmunoglobulina M (IgM). La mas
abundante de las cinco es la IgG (85%), con un peso molecular de 150 kDa que esta presente
en el suero (Pefia, 2023). En la Figura 1, se muestra los componentes basicos de un

anticuerpo.
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Figura 1

Estructura de una inmunoglobulina o anticuerpo

Cadena
ligera

Puentes
disulfuro

Cadena
pesada

Nota. Adaptado de Merino y Noriega, 2020.

El papel que desempefian es evitando la union de antigenos que destruyen células del
organismo, para lo cual recubren y aglutinan estos compuestos favoreciendo la fagocitosis por
macrofagos y neutréfilos (Villasante, 2021).

La estructura de las inmunoglobulinas son proteinas globulares que presentan un gran
peso molecular, formadas 2 cadenas pesadas H (heavy) y dos cadenas ligeras L (light), unidas

por dos puentes disulfuro entre cadenas H y una entre cadena H y L. Existen dos tipos de

cadenas L (A y K) y cinco tipos de cadenas H («, v, W, dy €), lo que da como resultado los
cinco is6topos de inmunoglobulina disponibles (A, D, E, G y M) (Junta de Andalucia, 2020).

Relacién de los niveles de inmunoglobulinas en terneros y la salud de los terneros

La ingesta de un calostro de calidad mejora el estado de salud de los recién nacidos y
su posterior supervivencia a lo largo de sus primeros dias de vida, depende meramente de la
cantidad de inmunoglobulinas presente en sangre, siendo considerado como valores éptimos

de 10 g/L, tomandose como minimo 8 g/L (Galias y Harguindeguy, 2004).
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Inmunoglobulina G

Es la molécula mas importante producida por los linfocitos B y se distribuyen al torrente
plasméatico como anticuerpos (RumiNews, 2020). Representa un 75% del total de
inmunoglobulinas en el organismo, y su funcién principal es la identificacién y neutralizaciéon en
el especio tisular de las células (ReactLab, 2019). El anticuerpo apoya a la proteccion contra
infecciones bacterianas y viricas, pero se demora un tiempo en formarse después de una
infeccién o vacunacion (Hirsch, 2020).

Segun Buczinski et al., (2018) se usa una concentracion de 10 g/L de IgG mediante

inmunodifusién radial o inmunoensayo turbidimétrico como estandar minimo de referencia.

Inmunoglobulina A

Es un tipo de inmunoglobulinas que se encuentran en los recubrimientos en el sistema
digestivo como en las vias respiratorias, esta evita que los patdégenos (virus y bacterias)
penetren en el plasma, actdan uniéndose a los antigenos inhibiendo su instalacién en las

mucosas (Hirsch, 2020).

Inmunoglobulina M

Son anticuerpos que se encuentra entre la primera linea de defensa producida en
respuesta a una infeccién, estas representan aproximadamente del 5 al 10% del total de
inmunoglobulinas y son de gran peso molecular (Healthwise, 2022). Estas moléculas no
atraviesan las membranas biol6gicas activamente y solo son encontradas en la superficie de

los linfocitos B (Pefia, 2023).

Precipitaciéon por sulfato de amonio

Es un método utilizado para la purificacién de proteinas que se fundamenta en separar
estas moléculas, al alterar su solubilidad de la solucién por una concentracion de sal de sulfato
de amonio (NH4NO2), esto debido a que aumenta la fuerza i6nica del suero sanguineo y por

tanto concentra las proteinas, conocido coloquialmente como “salazén” es una forma cémoda y
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sencilla de separar proteinas complejas. Cabe recalcar que, se debe procurar no saturar el
compuesto (mas del 100%) ya que se puede contaminar el precipitado con sal (Laboratorium
Discounter, 2023).

La sal tiene un comportamiento que generalmente se expresa en funcion del porcentaje
de saturacion, esta se determina con una curva logaritmica de solubilidad (mg/mL), frente a la
saturacion de sulfato de amonio (%). En la metodologia el sulfato de amonio se incrementa

poco a poco, Yy las proteinas se aislan en cada lavado (Duong-Ly y Gabelli, 2014).

BSA (Acido Bicinconinico)

Es un método de analisis de proteinas, que se fundamenta en un compuesto capaz de
formar un complejo purpura intenso con la adicion de iones Cul* en presencia de medio
alcalino (Fernandez y Galvan, 2023). La técnica fue desarrollada en 1985 y esta catalogada
como un ensayo colorimétrico a 562 nm al final de dos reacciones, (i) la formacion de
complejos cobre — proteina y (ii) la formacion del quelato Cu-BCA; los rangos de concentracion
que puede medir son entre 20 a 2000 pg/mL (Abyntek, 2023). En la Figura 2, se muestra la
reaccion quimica realizado por la proteina, la molécula de cobre y el acido bicinconinico para
forma el complejo Cu-BCA.

Figura 2

Complejo Cu — BCA en la prueba de andlisis de proteinas

Protein + Cy* = Cu + 2 — Cu

(Biuret Reaction)

Bicinchoninic Acid (BCA) Cu/(BCA), Complex

Nota: Adaptado de Productos Bio-LAgicos, 2016.
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Hematocrito

También conocido como el volumen de células empaquetadas (PCV, por sus siglas en
ingles), mide la cantidad de glébulos rojos que esta presente en una muestra de sangre
anticoagulada (Haldeman et al., 2022). A través de esta prueba, se puede detectar anemia por
la falta de eritrocitos para transporte de oxigeno y es expresada en porcentaje (%), o también
en términos de volumen de sangre (mL/dL), después de que se haya separado de su fase

liguida (Haldeman et al., 2022).

Coliformes

Son bacterias gramnegativas, en forma de bastén que no se reproducen por esporas, y
que forman acido y gas cuando son incubadas a 35 o 37°C. Se pueden encontrar en el agua,
suelo, vegetacién y en mayor cantidad en los animales homeotermos (bioMérieux, 2023).

La mayoria de las especies de bacterias coliformes, son inofensivos para la vida
humana, siendo pocas las cuales se trasmiten por el agua y pueden causar enfermedades
graves (Swistock y Clemens, 2020).

Estas bacterias se han utilizado como indicadores de condiciones insalubres en la
manufactura de alimentos y bebidas (3M, 2023) como también se pueden multiplicar fuera del
intestino (Camacho et al., 2009).

Los coliformes son bacterias ampliamente distribuidas en el medio ambiente y pueden
colonizar el tracto digestivo de los terneros a través del contacto con el suelo, agua, alimentos o
de la propia madre. Estos tienen la capacidad de fermentar lactosa, lo que significa que pueden
utilizar este azucar presente en la leche y otros alimentos como fuente de energia. Durante la
fermentacion de la lactosa, los coliformes producen acido y gas, lo que puede contribuir a la
acidez en el tracto digestivo y la formacion de gases. Aunque algunos coliformes son parte

normal del microbiota intestinal, ciertas especies pueden volverse patdgenas y causar
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enfermedades gastrointestinales, especialmente en condiciones de estrés, inmunosupresion o

desequilibrios en la microbiota (Franco, 2011).

Cultivo de coliformes

En la industria, se utiliza placas de recuento de coliformes 3M™ Petrifim™ CC (6410),
el cual contiene nutrientes de VRB (Bilis Rojo Violeta), un agente gelificante y un indicador de
tetrazolio que ayuda a la enumeracién de colonias (3M, 2022). En la Figura 3, se muestra
placas de laboratorio para cuento rapido de coliformes.
Figura 3

Placas Petrifim™ 3M™ CC (6410)

Nota: Adaptado de 3M,
2022.

Factores que influyen en la contaminacion de coliformes en terneros
Los coliformes son bacterias que se encuentran en el intestino de los animales y las
personas, y pueden indicar la presencia de patégenos o contaminacién fecal en el agua o el
suelo. Algunos factores que pueden influir en la contaminacién de coliformes en terneros de
lecheria son:
e Lacalidad del agua que beben los terneros, que puede estar contaminada por
coliformes termo tolerantes de origen humano o animal.
e La higiene de las instalaciones donde se alojan los terneros, que pueden albergar

coliformes totales y fecales en el suelo o el estiércol.
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e Lasalud de la madre y el manejo del calostro, que pueden transmitir coliformes a los
terneros si estan infectadas o si el calostro no esté bien conservado (Molina y Jiménez,

2017).

Consecuencias de la exposicion a coliformes en terneros jovenes

La exposicién a coliformes en terneros jévenes puede tener consecuencias negativas
para su salud y su desarrollo. Algunas de estas consecuencias son: la infeccion por Escherichia
coli, una bacteria que puede causar diarrea, deshidratacion, fiebre y dafio renal; como también
la alteracion del equilibrio ecolégico de los ecosistemas acuaticos donde se vierten las aguas
residuales de las lecherias, que puede favoreciendo la propagacion de microorganismos

patdgenos (Mayo Clinic, 2022).

Factores que afectan la carga bacteriana de coliformes en terneros
Algunos factores que pueden afectar la carga bacteriana de coliformes en terneros son:

e Laradiacion solar, la temperatura ambiente, la humedad y la precipitacion, que pueden
influir en la supervivencia y el crecimiento de los coliformes en el ambiente.

e La calidad del calostro que reciben los terneros, que puede estar contaminado por
coliformes si no se pasteuriza adecuadamente o si se almacena en condiciones
inadecuadas (Fuccz et al., 2006).

e La presencia de onfalitis en los terneros, que es una inflamacién del ombligo causada
por bacterias que pueden entrar por el cordon umbilical y provocar infecciones
sistémicas (Cardona et al., 2011).

e La higiene de las superficies de contacto con los terneros, que pueden contaminarse

por coliformes si no se limpian y desinfectan correctamente (Gonzélez et al., 2013).
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

Ubicacion del lugar de investigacion

La presente investigacion se realizé en la hacienda ganadera de las instalaciones de la

Carrera Agropecuaria IASA |, de la Universidad de las Fuerzas Armadas - ESPE.

Ubicacion politica.
La investigacion se ubico en la provincia de Pichincha, canton Rumifiahui, parroquia

San Fernando, en la Hacienda el Prado (IASA ).

Ubicacion geogréfica

Geograficamente el area de estudio se encontré en las coordenadas de las
instalaciones de la Carrera de Ingenieria Agropecuaria IASA |, son latitud 0°23' 20" S, longitud
78°24' 44" E, altitud 2748 m.s.n.m.
Figura 4

Vista aérea del lugar de la investigacién

Nota: Adaptado de Google Maps, 2023.
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Ubicacion ecoldgica
Las instalaciones de la Carrera de Ingenieria Agropecuaria IASA | estan localizadas en
el piso altitudinal montano bajo, regién latitudinal templada, zona de vida bosque humedo,

temperatura promedio de 13,96°C y precipitacion anual de 1332,72 mm (Arce, 2009).

Condiciones generales

El estudio se realizé entre los meses de mayo y julio del 2023 en los predios de la
hacienda “El Prado” en los terneros de un rebafio lechero. Los mismos fueron mantenidos en el
predio de nacimiento por un periodo de 3 dias, para posteriormente ser trasladados a las cunas
en dénde se los mantiene hasta los 2 0 3 meses de edad.

La alimentacién de ocho de los terneros seleccionados en el estudio, se encalostraron
de forma natural, y dos se encalostraron con asistencia, dentro de las 3 horas de nacido;
después, pasando 3 dias, fueron llevados al area de cunas y fueron alimentados con 2 L de
leche; para posteriormente suministrarles agua a voluntad y concentrado, de acuerdo con las

politicas de la hacienda.

Determinacién del tamafio de muestra
Para conocer la cantidad de terneros a muestrear se utilizd la formula de estimaciones
por promedio poblacional para muestras finitas. Lopez-Roldan (2015), considera que una

poblacién finita esta conformada por menos de 100000 elementos.

B N x Z2% x (CV%)?
T E2x (N —1)+ Z2 x (CV%)?

n

En donde:
n: tamafio o nimero de la muestra
N: tamafio de la poblacién

Z: nivel de confianza 95% = 1.96

CV%: Coeficiente de Variacion
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E: error maximo tolerable = 8,8%.

Al reemplazar los valores en las formulas anteriores obtenernos que se obtuvieron 10

muestras de terneros.

Obtenciéon de muestras

La obtencién de las muestras sanguineas y fecales fue en terneros, dependiendo de la

fecha de nacimiento, sin distincién del sexo, en un rodeo Holstein x Montbéliarde en la

hacienda “El Prado”, entre los 21 y 31 dias de edad; esto segun el calendario de partos del

predio. El estudio comenz6 con el nacimiento de los terneros y se finalizé con el seguimiento

hasta las 4 0 5 semanas de vida. Los terneros que nacieron con problemas al parto (bajo peso

y distocicos) fueron incluidos dentro del analisis.

Materiales, reactivos y equipos utilizados

e Botas de caucho

e Overol

e Reqgistro

e Etiquetas

e Tubos Vacutainer, tapa roja (sin

anticoagulante)

e Tubos Vacutainer, tapa lila (con

anticoagulante - EDTA)

e Agujas Vacutainer N°21 G x 1”

e Gradilla para tubos

e Guantes de nitrilo desechables

e Capuchdén Vacutainer (soporte de

aguja)

Frasco para deposicion de material
corto punzante

Fundas de basura

Papel Higiénico

Cooler de espumaflex

Jeringuillas

Cinta de embalaje y masking.
Frascos

Tubos Eppendorf

Alcohol 70%
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Obtencién de muestras sanguineas

Se realizé una limpieza con alcohol al 70% en el sitio de puncién, y realizando una
obstruccién del flujo sanguineo en la vena yugular externa y mediante una aguja calibre 21 G x
1” (Zhejiang Kangkang Medical — Devices Co., Ltd.), se extrajo 15 mL de sangre en tubos
vacios Vacutainer (10 mL, sin anticoagulante y 5 mL con EDTA), finalmente se etiqueto con el

cédigo del ternero muestreado y fecha (Figura 5.a).

Obtencién de muestras fecales

Se realizé la estimulacién de la porcién recto anal de los terneros haciendo movimientos
con un dedo, con el fin de que el animal defecard, obteniendo una muestra adecuada.
Subsecuentemente, se colocd 1 g de heces en tubos Eppendorf para los andlisis en el
laboratorio (Figura 5.b).
Figura 5

Toma de muestras sanguineas y fecales en terneros

Nota: Autoria Propia

Trabajo de Laboratorio
El trabajo de laboratorio se realiz6 en el Laboratorio Mejoramiento Genético y Sanidad

Animal de la Carrera Agropecuaria IASA — 1, en el Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la
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Carrera de Biotecnologia y en el Centro de Nanociencia y Nanotecnologia de la Universidad de

las Fuerzas Armadas - ESPE, en el cantén Rumifiahui de la provincia de Pichincha.

Obtencién de suero sanguineo

Materiales, reactivos y equipos

e Mandil e Gradillas

e Guantes de nitrilo e Centrifuga

e Tubos Eppendorf e Micropipeta con rango de 10 a 100
e Congeladora pL

Procedimiento

Para obtencion de suero sanguineo, las muestras de sangre en tubos de ensayo de
vidrio sin anticoagulante (KANG JIAN), se centrifugaron en el equipo (Spinplus, Topscien)
durante 7 minutos a 4000 rpm. Después, se extrajo el suero, colocandolo en los tubos plasticos
Eppendorf para ser etiquetados correctamente y conservados a -4°C.

Las muestras séricas se llevaron al laboratorio de Inmunologia y Virologia de la
Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, para la cuantificacién de inmunoglobulinas; para
ello, se coloco alrededor de 2 mL de suero y se transfirié a tubos de centrifugacién de 15 mL,
colocando 3 mL de una solucién saturada de sulfato de amonio gota a gota con agitacion
continua a pH 7,8. Se lo dejé incubar durante 10 min con hielo a 4 °C. Después se centrifugo la
mezcla a 6500 rpm durante 15 min a 4 °C y se suspendi6 el precipitado en el mismo volumen
de PBS 1X, agitando y manteniéndolo siempre en hielo (Figura 6). Luego se afadié % partes
de la solucién de sulfato de amonio y se lo mantuvo otros 10 min en hielo o a 4 °C, por ultimo,
se centrifugd a 6500 rpm por 15 min a 4 °C y se descartd el sobrenadante. Finalmente, el
precipitado re suspendié en 1 mL de PBS 1X y se almacené las muestras para una cuantificar a

4 °C.
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Figura 6

Purificacién de proteinas mediante sulfato de amonio

Nota: Autoria Propia

Prueba del Hematocrito

Materiales, reactivos y equipos
e Capilares
e Guantes
e Mandil
e Microcentrifuga
e Sellador de capilares

e Tabla de lectura de hematocrito

Procedimiento

Para la prueba de hematocrito, se utilizé las muestras de sangre en tubos de vidrio con

anticoagulante (EDTA) (VanTubo®), a partir de ello, se cargd en 2 capilares (Micro hematocrito

sin heparina, EUROPA LABWARE) esto para realizar el analisis por repetido, luego se taparon

con plastilina en la tabla de sellado (Bré-seal).
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Seguidamente se colocaron en el equipo de microcentrifuga (TG12M Centrifuge, Madell
Technology Corporation) durante 5 minutos a 10000 rpm, finalmente el analisis se lo realizé en
la carta de lectura de hematocrito (Figura 7) y se lo anoto en la hoja de registro.

Figura 7

Carta de lectura de hematocrito

Nota: Autoria Propia

Prueba de Proteinas Totales

Materiales, reactivos y equipos
e Guantes e Papel absorbente
e Mandil e Destornillador de calibracion
e Agua destilada
e Micropipeta 1000 pL
e Puntas auto clavadas 1000 pL
e Frasco de cortopunzantes

e Refractémetro

Procedimiento
A partir del suero obtenido en el apartado anterior, se tomé de 200 L
(aproximadamente 3 a 4 gotas) y se lo colocé en el refractémetro (RHC - 300ATC), y con

direccion a una fuente de luz, se realiz6 la lectura de proteinas totales por refractometria.
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Coprocultivo de heces

Materiales, reactivos y equipos

e Balanza e Camara de flujo laminar
o Palillos e Placas Petrifilm

e Papel Aluminio e Dispensador

e Tubos de ensayo con peptona e Micropipeta de 1000 pL
e Mechero de Alcohol e Puntas de 1000 pL

e Gradilla de tubos
e Rotulador

e Vortex

e Muestra de Heces
e Incubador

e Tanque de gas

e Alcohol potable

e Agua peptonada (0,1%)

Procedimiento para coprocultivo de coliformes

En primer lugar, se tomé la muestra de heces del tubo Eppendorf, y se pesd 1 g para
realizar una solucién madre en 10 mL de peptona, para posteriormente se realice una dilucién
seriada. La solucién madre fue puesta en el vortex para hacer una solucién homogénea.
Seguidamente, en la camara de flujo laminar, previamente desinfectada, se diluy6 con la
micropipeta de 1mL en los tubos de ensayo de 9 mL de peptona, esta dilucién se la realizé
hasta — 4. Teniendo ya todos los tubos listos, se inoculd 1mL de la solucion en las Placas
Petrifilm 3M para el crecimiento de coliformes. Finalmente, se etiqueto la placa y se dejo

incubar durante 24 horas a 37°C.
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Anélisis estadistico

La inferencia estadistica descriptiva y los graficos de correlaciones de Spearman para
determinar el grado de asociacién entre coliformes (UFC/g) y proteinas totales (mg/mL)
cuantificadas con diferentes métodos (refractometria, espectrofotometria y acido bicinconinico)
son realizados con el programa InfoStat v. 2020e y asi, analizar los resultados especificados en

los objetivos de la investigacion. Se analizaron un total de muestras de 10 terneros.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 2, se presenta la cantidad de terneros muestreados y su clasificacion sexual

con su respectivo porcentaje equivalente.

Tabla 2

Numero de muestras por sexo

Sexo muestras porcentaje
Machos 4 40
Hembras 6 60

Total 10 100

Nota. Autoria Propia

Se muestra dos diagramas de dispersion entre la cantidad de coliformes (Logl0 _UFC/q)

y el nivel de hematocrito (%). En la Figura 8.a, se presenta que la prueba de hematocrito tiene

una media de 41,40% (SD * 6,22) con un rango de 34 a 56% y en la Figura 8.b, fue de 40,3%

(SD = 6,29) con el mismo rango anterior.

Figura 8

Asociacién de la cantidad de coliformes respecto a los niveles de hematocrito
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Nota. Muestra tomada a los 21 y 31 dias respectivamente (n=10). El nimero dentro de la gréfica
representa el codigo del animal en la hacienda. Autoria Propia.

Solo una de las muestras (cédigo 2321) en la primer y segundo andlisis se establecié

fueran de los limites ideales de hematocrito que segin Nufiez y Bouda, (2007), menciona que
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valores atipicos altos se pueden dar por eritrocitosis relativa por hemoconcentracion
(deshidratacion). Ademas, cabe resaltar que, estos valores tienen una cantidad importante de
variantes en su resultado, y se debe concluir con respecto al nivel de proteinas totales,
enfermedades bacterianas o viricas detectadas, cardiopatias, enfermedades pulmonares o
renales o disminucion del volumen plasmatico. No se encontraron valores por debajo de limite
inferior marginal (20%), que segun Garcia, (2019) indica que los animales no presentan
anemia. Los coeficientes de correlacion entre los niveles de hematocrito y la cantidad de
coliformes (r = 0,0828 y r = - 0,1890, respectivamente al tiempo de muestreo); nos revelan que
presentan una escasa o nula relacion lineal (Martinez et al., 2009).

En la Figura 9.a se presenta la correlacién del nivel de proteinas medidos por
refractometria en donde la media la primera prueba fue 80 mg/mL (SDz 8,69) con un rango de
68 a 92 mg/mL. En el segundo muestreo la media fue 77,10 mg/mL (SDx 12,03) con un rango
de 58 a 93 mg/mL (Figura 9.b).

Figura 9
Asociacién de la cantidad de coliformes respecto a la cantidad de proteinas totales mediante

refractometria
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Nota. Muestra tomada a los 21 y 31 dias respectivamente (n=10). El nimero dentro de la gréfica
representa el codigo del animal en la hacienda. Autoria Propia.
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Los coeficientes de correlacion son nulos entre la cantidad de proteinas totales y de las

coliformes sonr =-0,3343 y r = - 0,0424 (respectivamente al tiempo de muestreo). Sin

embargo, la cantidad de proteinas totales séricas en todos los terneros se encuentra en un

rango aceptable, que segun Buczinski et al., (2018) y Zakian et al., (2018) valores <52 mg/mL
medidos con refractometria digital presentan una falla en la transferencia de la inmunidad
pasiva, asi como la asociacién con la presencia de enfermedad del sistema nervioso central,
ileo o emergencia abdominal (Trefz et al., 2017) y podrian ser susceptibles a enfermedades
provocadas por el grupo de coliformes.

Figura 10

Asociacién de la cantidad de coliformes con la cantidad de proteinas mediante

espectrofotometria
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Nota. Muestra tomada a los 21 y 31 dias respectivamente (n=10). El nidmero dentro de la gréfica
representa el codigo del animal en la hacienda. Autoria Propia.

En la Figura 10.a se presenta la cantidad de proteinas purificadas por sulfato de amonio
alos 10 dias y cuantificadas mediante espectrofotometria digital donde la media fue 20,72
mg/mL (SD+ 9,39) con un rango de 5,63 a 43,95 mg/mL. La muestra tomada a los 31 dias fue
26,66 mg/mL (SD+ 12,15) con un rango de 7,94 a 47,75 mg/mL (Figura 10.b). Segun Schagger,

(1994), la precipitacién de inmunoglobulinas de los sueros sanguineos se da con la adicién de
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40 — 45% de sulfato de amonio para precipitar IgG, que puede purificarse ain mas mediante
cromatografia de intercambio aniénico y que la precipitacién por sal es la que mas se ha
utilizado para fraccionar proteinas de membrana.

Las dos variables presentan coeficientes de correlacion r = 0,4985 y r = 0,3212,
(respectivamente al tiempo de muestreo); presentan una débil relacion entre estas dos
variables. Ademas, cabe recalcar que, segin Deelen et al., (2014) la relacién de proteinas tiene
un grado de asociacién con inmunoglobulinas G de (r=0,93).

Figura 11
Asociacién de la cantidad de coliformes con la cantidad de proteinas mediante 4cido
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Nota. Muestra tomada a los 21 y 31 dias respectivamente (n=10). El nidmero dentro de la gréfica
representa el codigo del animal en la hacienda. Autoria Propia.

Los coeficientes de correlacion entre las proteinas medidas por 4cido bicinconinico con
las coliformes fueron r = 0,0585 y r = - 0,2454, (respectivamente al tiempo de muestreo); por lo
tanto, se asume que tiene una relacion lineal nula. El promedio de la muestra a los 21 dias
(Figura 11.a) (n=10) fue 0,09 mg/mL (SD+ 0,07) con un rango de 0,04 a 0,24 mg/mL vy el
promedio de la segunda muestra (n=10) de la prueba fue 0,18 mg/mL (SD+ 0,09) con un rango

de 0,06 a 0,28 mg/mL (Figura 11.b).
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Figura 12

Correlacion entre de la cantidad de proteinas medidas por espectrofotometria y refractometria
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Nota. Muestra tomada a los 21 y 31 dias respectivamente (n=10). El nimero dentro de la gréfica
representa el cédigo del animal en la hacienda. Autoria Propia.

En la Figura 12, los coeficientes de correlacién entre las proteinas medidas por

espectrofotometria con aquellas que se midid por refractometria son r=-0,0667 y r = - 0,7091,

(respectivamente al tiempo de muestreo); por lo tanto, se asume que en la Figura 12.a que

tiene una relacion lineal nula, mientras que en la Figura 12.b presenta una relacién negativa

entre estas dos variables.

Los coeficientes de correlacion entre las proteinas medidas por acido bicinconinico con

las que midio por refractometria fueron r=-0,0491 y r= 0,1963, (respectivamente al tiempo de

muestreo); por lo tanto, se asume que tiene una relacién lineal nula (Figura 13).
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Figura 13

Correlacion entre de la cantidad de proteinas medidas por &cido bicinconinico y refractometria
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Nota. Muestra tomada a los 21 y 31 dias respectivamente (n=10). El numero dentro de la gréfica
representa el codigo del animal en la hacienda. Autoria Propia.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

¢ No existi6 asociacién entre la cantidad de coliformes (UFC/g) y el nimero de
inmunoglobulinas presente en suero sanguineo medidos con refractometria,
espectrofotometria y acido bicinconinico, ya que todos los bovinos se encontraron
dentro del disefio muestral del estudio, conviven bajo similares condiciones de manejo,
climéaticas y sanitarias.

e Sin embargo, existi6 una correlacion lineal moderada y negativa (r = - 0,7091) entre
métodos cuantitativos de refractometria y espectrofotometria de proteinas totales.

e Se atribuye la baja prevalencia de enfermedades por coliformes al protocolo de
alimentacion con calostro; donde se le administro 2 litros de calostro fresco de buena
calidad (concentraciones de IgG >50mg/mL) dentro de las 2 horas posteriores al

nacimiento.

e Las pruebas estadisticas de coeficiente de correlacion de Spearman en el campo de la

veterinaria nos ayudan con una respuesta cuantificable y confiable a la relaciéon que hay

entre las variables, por lo que propone un analisis predecible para problemas practicos

de sanidad y bienestar animal.
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Recomendaciones

Estandarizar métodos de diagnéstico (BCA) para inmunoglobulinas en sus clases (IgG,
IgM, 1gA) que sean utilizados como una pre-identificacién de animales positivos a
enfermedades causadas por la familia Enterobacteriaceae.

Realizar pruebas diagndsticas continuas para garantizar el estatus sanitario de los
animales evitando propagacion de enfermedades propiciadas por el grupo de bacterias
coliformes.

Se recomienda un plan de manejo sanitario preventivo para los lugares donde se
encuentren los animales hacinados (limpieza de corrales, manejo de la humedad
ambiental y utilizacion de productos quimicos) para evitar que sean focos de contagio
de los bovinos y otras especies que conviven con ellos.

Ampliar la informacién epidemiol6gica y econémica para enfermedades trasmitidas por
coliformes que tengan relacién con problemas en el manejo sanitario en las haciendas
enfocadas en la produccion bovina, estableciendo correlaciones e identificando los

factores de riesgo que influyen en el contagio y pérdidas econémicas anuales en finca.
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