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Resumen

El objetivo de este estudioc fue en

establecer el método mAs sensible

concentraciones de gamaglobulinas (gg) séricas,

técnicas de precipitacién por el

precipitacién por el sulfito de sodioc (PNa) y

el glutaraldehido (CGl),
evaluacién de la transferencia pasiva
Se determindé en 30 vacas préximas al
media de gg comparandola con la de no
y s& evaludé la TPI inespeci{ fica a sus

de electroforesis (EF) y PiIn.

con la finalidad de

Asi también se establecieron

primer términao, el de

para determinar minimas
las

(PZn),

empleando

sulfato de zinc

coagulacién por

aplicarla en 1la

de la inmunidad (TPI).
concentracién

parto 1la

gestantes (10 animales),
terneros por los métodos

las

variaciones en la concentracién de gg del calostro bovino
durante su conservacién por congelacidén y fermentacién Acida
natural, por la técnica de EF.

En un sequndo experimento se determind la TPI especifica
conferida por el calostro a 1los terneros, mediante la
vacunacién de 30 hembras gestantes con una bacterina de
Salmonella dublin, evaluando la proteccién pasiva a travées de
la infeccién experimental de los terneros. La respuesta inmune
(RI) mediada por anticuerpos (Ac) contra 1los antigenos (Rg)
flagelares (H) y somaticos (0), se evalué por la técnica de
microaglutinacién en placa.

Los resultados obtenidos, demostraron que la técnica de PIn es
mas sensible y eficaz gue las otras dos técnicas empleadas.

Se hallaron diferencias significativas (p < 0,05 y p < 0,023)
en la concentracidén de gg séricas entre vacas gestantes y no
gestantes. En 26 terneros las diferencias en los valores de gg
con las de sus madres no fueron significativas Yy en
consecuencia la TPl adecuada. En los 4 restantes, los
resultados arrojaron diferencias significativas y la TPI

insuficiente;

presentaron cuadros infecciosos en

las

su crecimeinto y desarrollo no fueron naormales vy

primeras semanas de



vida.

Los valores del calostro fresco vy del conservado por
fermentacidn presentaron diferencias significativas (p <
0,001), tanto en las proteinas totales (PT) como en las gg, en
cambio, tales diferencias no resultaron significativas para 1la
congelacidén, constituyendo esta técnica una forma eficaz de
conservar el calostro.

En la determinacidén de la transferencia pasiva de Ac contra 5.
dublin a los terneros, los resultados arrojaron diferencias
significativas (p < 0,001) frente al lote testigo. Los terneros
fueron desafiados con 5. dublin patdgena por via oral; los
procedentes de vacas inmunizadas no presentaron sintomas
clinicos de enfermedad ni mortalidad, en contraposicién al lote
testigo que evidencid diarreas, fiebre, anorexia y decaimiento,
no se observaron muertes pero eliminaron microrganismos por
materia fecal durante 10 dias. Los resultados sugieren el valor
de inmunizacidén de los terneros contra la salmonelosis en el

momento en que son mas vulnerables a la infeccidn.

II



Summary

The aim the present thesis was, firstly, to establish the
most sensitive technique to detect the minimal concentrations
of serum gammaglobulins by means of zinc sulfate precipitation,
sodium sulfite precipitation and clotting by glutaraldehide in
order to evaluate the passive transference in immunity.

The increase in the serum gammaglobulin concentration was
determined in 10 non—pregnant cows; it was compared to those
values corresponding to 30 cows close to parturition, and the
passive transference of non—-specific immunity of their calves
was evaluated by electrophoresis  and zinc sulfate
precipitation. Also, those variations 1in the gammaglobulin
concentration of bovine colostrum were determined during
freezing and natural acid fermentation.

In the second experiment, 30 cows were immunized 60 days before
parturition using a bacterina of Salmonella dublin; and the
passive protection given to their calves through colostrum was
determined by infecting them experimentally. The immune
response, mediated by antibodies in cows and calves, was
evaluated by means of the microaggutination technique.

The results obtained showed that the zinc sulfate precipitation
technique was most sensitive and effective.

Significant differences were found (p < 0,05 y p € 0,025)in the
serum gammaglobulin concentration corresponding to pregnant and
non—-pregnant cows. In 26 calves, the differences found in
gammaglobulin values when compared with those of their mother
were not significant.Consegquently, the passive transference of
immunity was adegquate. Regarding the other 4, the results
evidenced significant differences, and the passive transference
of immunity was not enough. Their growth and development were

not normal and they presented infections during the first weeks

ITI



of life.

Values of fresh and fermentation—kept colostrum showed
significant differences (p < 0,001) either in total proteins or
in gammaglobulins. On the other hand, such differences were not
significant for freezing, being this one effective method +to
maintain colostrum.

When determining the passive transference of antibodies against
S. dublin in calves, the results obtained evidenced significant
differences (p < 0,001) when compared to the control group.
Calves were challenged orally with pathogenic S. dublin; those
coming from immunized cows showed no clinic symptoms of
mortality or disease. In contrast, the control group evidenced
diarrhea, fever and weakness. They did not die but
microorganisms were eliminateﬁ in feces for 10 days. These
results suggest the importance of calf immunization against

salmonelosis when they are more susceptible to infections.



1.- Introduccisn:

Si consideramos enfermedad infecciosa a las complejas
interacciones entre hospedador y parasito, ambos tratando de
sobrevivir en un determinado ecosistema (141), es decir, el
resultado de un fendmeno de asociacién biolégica en el que cada
uno de sus integrantes pone en Juego diversos factores de
agresi$n o de reaccidén, condicionados por el medio, podremos
comprender la importancia que para todo ser humano o animal
reviste disponer del sistema inmune (SI) en aptitud de
respuesta para desequilibrar a su favor el resultado de tal
interaccidn.

El ternero recié¢n nacido posee su SI desarrollado, aunque no lo
suficientemente apto como para producir una RI de la magnitud
requerida, para hacer frente, con buenas posibilidades de
¢xito, a la variada flora microbiana con la gque contactara
desde su primer di a de vida extrauterina (8989). Esta situacion
propia del periodo neonatal, aquel que ocupa las primeras
semanas que siguen al parto, es un momento crucial para la vida
de los individuos (95), caracterizado por el brusco cambio de
habitat y acompafiado de un proceso adaptativo acelerado que
implica la adecuaci$n del organismo a nuevas condiciones de
vida,en un medio ambiente potencialmente hostil, es decir,
soportar cambios cardiovasculares; ingerir, digerir y asimilar
nuevos nutrientes; regular su temperatura; asumir el control
hormonal de su organismo, etc. Estos cambios conllevan un gasto
metabslico importante que puede afrontar y sobrellevar con
éxito, pero a esta aptitud hay que respaldarla con el manejo
racional de las variables que inciden en este critico momento
de la vida, entre las mis relevantes, agquellas relacionadas con
su situacién inmunitaria (98). Con la finalidad de conocerla,
interpretamos prudente y necesario su estudio, a partir de la
ontogenia inmune y sus eventuales expresiones desde 1la vida
fetal, lo que nos permitira valorizar adecuadamente la



importancia de la TPl materna para la sobrevida del neonato.

Ontogenia inmune

La ontogenia del §SI, siguiendo el orden cronolégico de
aparicion de sus distintos componentes, encuentra en la
deteccion de los foliculos en el timo de su primera expresién
alrededor de los 47 dias de vida fetal, luego se observan: el
bazo a los 65 dias; los ganglios linfaticos entre los 60 y 130
dias, y las placas de Peyer a los 150 dias (117).

Las c¢lulas inmunes se detectan tempranamente en la vida
embrionaria: las c®lulas troncales linfocitarias entre los 5 y
los 10 di as, migrando al hi gado entre los 10 y 1los 45 dlas,
para luego encontrarse en sangre y alcanzar el timo desde los
42 dias, distribuyé¢ndose por la misma via localizéndose en el
bazo y en la m*dula és8ea a los 55 dias. Finalmente acceden a
los ganglios linfaticos a los 59 dias y s8e establecen en el
intestino cerca de 1los 175 dias de vida intrauterina.(98)
(117).

La produccién de Acs especi ficos se inicia alrededor de los 118
di as de vida fetal (40) (48). Entre 1los H9 y 80 dias de
desarrollo, es posible detectar 1la presencia de ctlulas
productoras de inmunoglobulinas (Igs) del isotipo M, entre los
90 v los 145 dias del isotipo Gl; demostrandose la presencia en
sangre de ambos isotipos entre los 130 y 135 dias de vida
fetal respectivamente.(92) (106)

Respuesta inmune fetal:

La RI a componentes extrafios al medio ambiente i1interno fetal
depende del Inmundgeno (Img), edad gestacional y especie (108).
En el feto bovino, s8i ella existe entre los 4 y 9 meses de
gestacién, es de escasa duracidn, y de poca intensidad, es mAs,



con frecuencia el SI es sobrepasado y con pequefias dosis de Img
se inducen fendmenos de tolerancia inmunitaria (95).

El feto con capacidad para montar RI lo hace tanto mediado por

celulas (IMc) y por Acs (IMAc).
IMAc:
La RI fetal a diferentes Img, como asi mismo los dias de

gestacidn en que se detectan 1los efectores humorales, se

informan a continuacion (72) (89) (90) (130):

Parvovirus bovino 130 di as
Anaplasma marginale 141 di as
Virus IBR inactivo 150 df as
Leptospira saxkoebing 162 d4di as
Virus PI 3 163 di as
Virus diarrea bovina 200 dtas
Vibrio fetus 235 dias
Chlamydia 243 di as
Virus lengua azul 282 dias \
Escherichia colil Z28Z dias | a termino
Brucella abortus 282 dras /

La inoculaci®n de Img a fetos bovinos entre los 4 vy 9 meses de
gestacidn conduce a la biosintesis de IgM.,o sea wuna respuesta
de tipo primario, pues las IgM son precoces y desaparecen muy
répido, por que su vida media es 4 a 5 veces maAs corta que la
de IgG (89) (95).

La RI de tipo secundario parece inexistente en el feto, y ello
estd ligado a la ausencia de fen®menos de cooperacién entre los
linfocitos T (LT), B (LB) ¥y macrdfagos, por lo tanto, 1los LT
colaboradores no inducen la translocaci®n gertica para 1la
biosi ntesis por parte de los LB de IgG y que en consecuencia no

se expresa en esta etapa de la vida (92) (95).



IMc:

Fetos bovinos inoculados a los 130 dias de gestaci®on con
parvovirus bovino presentaron elevaci®n en el numero de
linfocitos en comparaci®n con los controles a los 10 dlias de su
aplicaci®n, la mayoria de ellos se comportaron como LT porque
formaron rosetas espontineas frente a glébulos rojos de carnero
v por su marcada blastogénesis frente a las lectinas como
concanavalina A v fitohemaglutinina (72). Igualmente
demostraron ser capaces de montar respuestas de IMc ante la
inoculacién de Mycobacterium bovis, Brucella abortus y toxoide
tetanico entre los 168 y 248 d{as de gestacidn, evaluado luego
del nacimiento.(111)

En fetos de 190 a 235 dias de gestaci®n se ha revelado buena
respuesta al test de linfoblastog®nesis; en cambio, 15 dias
antes del nacimiento y en reci¢n nacidos, fue insignificante;
lo que demuestra que la IMc estd comprometida en el periodo
prenatal (57), corroborado, asi mismo, por la incapacidad para
rechazar injertos de piel (92).

Otra experiencia que demuestra la disminucién de los fenSmenos
de IMc se desarroll® mediante 1la inoculacidn intrauterina a
fetos bovinos de 20 a 123 dias de gestacién con una mezcla de
Mycobacterium bovis, toxoide tetdnico y ferritina, en adyuvante
completo de Freund, estableci¢ndose la expresién de
hipersensibilidad retardada por tests cutaneos, cuyas
reacciones fueron superiores a los 21 di as de vida extrauterina
que las detectadas en el dia del parto (112). Las
caracteri sticas de ambos tipos de RI (IMc y 1IMAc) estan

condicionadas por la relaci®n materno-fetal.

Relacién materno—fetal:

Si bien la gestaci®n conlleva el desarrollo en el claustro

materno de un ser inmunoldgicamente diferente, con



caracteri sticas antigénicas propias y exclusivas vy otras
heredadas de sus progenitores, la prefiez llega a t¢rmino y el
ternero nace normalmente (23) (70). Esta situaci®n depende de
los efectos de una serie de sustancias activas durante el
periodo gestacional originadas en la madre y en el feto entre
las que se citan: progesterona, alfafetoproteina, LT
supresores, etc.; los que actian suprimiendo la RI y evitan 1la
expulsién del feto (23) (52) (57) (70).

Por otra parte, los efectos de los corticoides plasm2ticos,
cuya concentracién se eleva en los 15 dias que preceden al
parto y de cuya induccién son responsables, producen una serie
de modificaciones en el numero, tipo v comportamiento
celulares, responsables de la no RI en el reci¢n nacido a
estimulos inmunogénicos, de la magnitud deseable, a lo gque debe
sumaree la hipotermia fisiol®gica propia del periodo neonatal y
la pobre presentaci®n de Img por parte de los macréfagos,
dependiente de la falta de expresi®n de los Ags de clase II del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (128).

La consideraci®n de las situaciones hasta aqui analizadas
condicionan la relevancia de TPI de origen materno por las vias

calostrointestinal y lactea.
Transferencia de la inmunidad:

En los rumiantes y por su placentacién epiteliocorial, 1los
efectores inmunitarios maternos se transfieren por 1las vias
calostral y lactea (9) (15) (140) (141), en consecuencia, el
ternero recién nacido es hipo o agamaglobulirémico (33) (80)
(140). Tal situacién hace necesario adoptar medidas conducentes
a la prevencién de las enfermedades infecciosas prevalentes en

las primeras semanas de vida (Tabla 1).



Tabla 1: Asociacion entre edad de los terneros y prevalencia de

enfermedades diarreicas.

Agente Edad
Patdgeno < 7 dias 7 a 28 dias > 3 meses
Virus
Coronavirus +/- ++ +
Rotavirus +/- ++ +/-
Protozoarios
Coccidios - + -
Crystosporidium - ++ -
Bacterias
E. Coli ++ +/~ -
Clostridium sp. + + -
Salmonella sp. + ++ +

Saif, L.S., 1992 (114)

Considerando al calostro como via para transferencia de 1la
inmunidad en el bovino, debemos tener en cuenta que la
transmisién de c¢lulas por su intermedio es cualitativamente
importante, aunque su rol como expresién de la IMc de origen

materno en la proteccién del ternero no es ain =suficientemente

conocida (95).
Calostro:

En las horas que preceden y siguen al parto hay una verdadera
trasudacion de protel nas sfricas,en particular Igs que formarén
parte del calostro (32} (136). Su importancia ha sido
demostrada en la prevencién de diarreas neonatales, septicemias
vy afecciones respiratorias de diversas etiologias (43) (62)
(119), existiendo correlacién entre 1la concentracién de Igs



s2ricasen el ternero y la incidencia de diarreas (96) (134).
Por su composicidn, el calostro reviste importancia desde dos
puntos de vista: por un lado, en los primeros dias de 1la vida
del ternero representa el Unico y principal alimento, y por el
otro, contiene una elevada cantidad de proteinas lacteas ¥y
rlasmaticas (61).

Entre estas ultimas 8e destacan los tres isotipos de Igs
presentes en el calostro: G, M y A (Tabla 2), la mayor parte de
los Ac calostrales son de origen e2rico, la gldndula mamaria
jJuega un rol de filtro sangulneo v realiza ast una
concentracién de los mismos; llamada esta inmunidad
transmamaria (60) (10) (51).

Otros Ac calostrales son sintetizados localmente en el sistema
linfdtico mamario, al existir una estimulacién antig®nica
adecuada; denominada esta inmunidad local (19) (20) (83) (115).

Tabla 2
Igs % mg/ml
G1 81 47,6
G2 5 2,9
M 7 4,2
A 7 3,9
Total 100 58,6

Butler, J.E. 1983 (16)
Inmunidad transmamaria:

La transferencia y la concentracidn en la mama de los Acs de
origen s2rico, varia segin la clase de Ig. Asi, la IgG1 es
seleccionada preferentemente y volcada a la secrecién por un

mecanismo de receptores especificos para su fragmento Fc,



ubicado sobre las membranas celulares del acino mamario (10)
(47). Este isotipo representa entre 70 y el 80 X de las
Igs calostrales totales (81).

La transferencia de IgG1 del suero a la secrecién mamaria
depende de una regulacién hormonal. La administracién durante
siete dias de un complejo estrégeno-progesterona, a dosis
préximas a las que existen en el momento del parto, produce
desarrollo de la glindula mamaria y la formacién de un 1 quido
semejante en su composicién al caloetro (21).

Inmunidad local:

Su origen se fundamenta en 1la aparicién precoz de Ac
especi ficos en la secrecién mamaria, luego de la inyecci®n de
Img en la glandula. Ellos aparecen en el suero liActeo a las 24
hs pero en la sangre luego de 5 6 6 di as de la inoculaci¢n (19)
(60).

La mayor parte de la IgA es sintetizada localmente. Ksta,
desprovista de 1la pieza secretoria, es producida por los
plasmocitos subepiteliales, muy abundantes en la mama antes vy
despu¢s del parto (12). Durante el pasaje a traves del
epitelio, se combina con la misma, sintetizada en ese lugar
(135).

La fuente de Inge IgM, proviene esencialmente, en condiciones
naturales, de la concentraci®n de Ac sa®ricos a nivel de 1la
glandula (65).

En el calostro se encuentran ademas, otros factores de tipo
inespeci fico, entre ellos: lisozima, lactoferrina, complemento
v el complejo lactoperoxidasa/tiocianato/agua oxigenada (109).
La concentracién de Igs en el calostro alcanza el méximo en los
4 6 5 dlas que preceden al parto (91), su persistencia es
efimera y desciende abruptamente despues del nacimiento
llegando al 50X entre las 8 y 12 horas y al 85 X a las 48 horas
post—-parto; descenso ligado a la importancia de la absorcidn de

las Igs por parte del ternero y al aumento de 1la actividad

el



funcional de la glandula, que al elevar su nivel de secreci®n,
produce una dilucién de las Igs (95) (Tabla 3).

Tabla 3: Composicién del calostro bovino al nacimiento, 24 yv 72

horas posteriores.

Calostro e/kg
Nacimiento 24 hs 72 hs
Casel na 56 42 36
Inmunoglobulinas 145 26 11
Grasa 65 36 39
Lactosa 21 42 46
Minerales 14 10 10

Fallon, R.J., 1992 (38)

Una vez ingerido el calostro, las Igs son absorbidas por las
c®lulas epiteliales del intestino delgado, principalmente en el
yveyuno (35) (73), por un proceso de pinocitosis mediante el
cual atraviesan la placa estriada de las c¢lulas epiteliales ¥y
se dirigen a su base para acceder a las vias linfaticas (36).

Ta absorcicn de Igs es de tipo selectivo, +odas se absorven,
aunque el isotipo G parece hacerlo con mayor intensidad,
alcanzando las tasas s®ricas del adulto (20 a 30 mg/ml)} entre
las 6 y 24 horas siguientes a la primera toma de calostro (73).
Una parte de la IgG y la IgA, luego de permanecer algunas horas
en la sangre, son volcadas a las secreciones respiratorias ¥y
digestivas (106), fen®meno gque debe ser tomado en cuenta para
la proteccién del neonato mediante la inmunizacién de la hembra
gestante (30) (78) (105) (106) (107). La permeabilidad de 1la
pared intestinal, para el pasaje de las Igs es de corta
duracién y decrece un 50% a las 12 horas, para ser nula a las



36 horas, como consecuencia de la renovaci$n del epitelio
intestinal del ternero en su totalidad entre las 36 y 48 horas
(37). La permeabilidad intestinal depende de factores
inherentes al tubo digestivo (disminuci®n de la acidez gastrica
vy de la tasa de enzimas digestivas que reducen el coeficiente
de destruccién de las proteinas calostrales y en particular la
permeabilidad de la mucosa intestinal a las macromoléculas
calostrales (15); y al calostro: fuerte poder tamp®n, poder
inhibitorio sobre la tripeina gistrica, resistencia a la IgG1 a
la digesti®n enzimAtica (79).

La persistencia de 1la inmunidad calostral en el neonato,
depende de varios factores: raza y peso del ternero al nacer,
lugar de nacimiento, cantidad y calidad del calostro ingerido,
tiempo de toma, vida media de Igs, estré¢s y diluci¢n de Acs por
el crecimiento (38) (Tabla 4).

La inmunidad materna persiste aproximadamente hasta la octava
semana y luego decrece lentamente para desparecer al cuarto o
quinto mes. Los Acs propios comienzan a sintetizarse
aproximadamente a la segunda semana, cuando disminuyen los
efectos de los factores que inmunosuprimi an al neonato (95). El
peri odo de maxima susceptibilidad a las enfermedades se halla

entre la sfptima y novena semana de vida.

Tabla 4: Parametros de persistencia de la inmunidad.

IgG IgM IgA
Vida media (dias) 21 2 4
Cese de absorcién
intestinal (horas) 27 22 16
Sintesis propia
(di as post-nacimiento) 14 7 7

Fallon, R.J. 1992 (38)

10



Falla de la transferencia de la inmunidad:

La falla de la TPI por 1la via calostrointestinal es 1la
inmunodeficiencia més comin de los animales domésticos (106) vy
se produce cuando el ternero no obtiene niveles e2ricos
importantes de Igs (103), lo que disminuye sus probabilidades
de vida al quedar expuesto a variadas patologias neonatales,
contra las cuales no han recibido defensa a través del calostro
(9) (15) (66) (69) (8B0). Como causas responsables de esta
alteracién se citan: no ingestion de calostro en el momento
adecuado; por tradiciones, que por otra parte tienden a
desaparecer, las que evitan el contacto entre la madre y el
ternero hasta 12 horas despu®s del parto, donde la ingestién de
calostro es tardia y la capacidad de absorcidén estid disminuida
(91); falta de Igs en el calostro, causa comin y producida
luvego de una lactacién prolongada, de un nacimiento prematuro,
o cuando el manejo antes del parto provoca la eliminacidén de
Acs acumulados en la glindula, como as! tambi®n afecciones de
la vaca de diversa localizacidn (mastitis, metritis, etc.), que
pueden igualmente disminuir el tenor de Igs (29).

El calostro puede no contemplar en su contenido de Igs a 1la
flora microbiana ambiental, ya que cada lugar puede ser
considerado como un ecosistema, donde impera un equilibrio
microbioldgico, siendo suficiente la introduccién de un nuevo
animal portador de microorganismos antignicamente diferentes,
rara inducir la ruptura del citado equilibrio (49); absorcion
insuficiente de Igs. sea por bloqueo de las c¢lulas epiteliales
del intestino delgado, al saturarse por absorber
accidentalmente proteinas del 1ligquido amni¢tico (41), o por 1la
ausencia de un factor de absorcidén necesario para el pasaje del
calostro a travts de las c¢lulas intestinales y que estaria
ligado a la presencia de una fraccidn proté¢ica no coagulable
ror el calor (5). Tambi¢n se cita el rol de la histamina, de

11



elevada concentracién en el calostro, como factor de absorci®n
(45) (144). Finalmente se asigna participacién en el fendmeno a
la tiroxina, el cortisol y la temperatura ambiente.

La tiroxinemia y la temperatura ambiente al nacimiento
presentari an una correlacién negativa con la duraci®n de los
peri odos de absorcidn de IgG1 e IgM en el intestino del neonato
(17). Cabe acotar gque las situaciones estresantes deprimen las
absorcién de 1Igs calostrales no habi¢ndose determinado
categdéricamente el rol de los corticoides en este hecho (126).
A pesar de la ingestién correcta de calostro, el 90X de 1los
terneros neonatos que padecen enfermedades infecciosas en los
aparatos respitatorio y digestivo, son deficientes en Igs,
debido a su insuficiente absorcién (28) (41) (55).

Dichas patologias constituyen las principales causas de
mortalidad o, en el mejor de 1los casos, de atraso en su
crecimiento y desarrollo; todo 1lo cual se traduce en
importantes pfrdidas econ®micas para la explotacién pecuaria.
Esta situaci®n, no ha mejorado en nuestro pais a pesar del uso
de quimioterdpicos y antibidticos (elevando 1los costos de
produccién, dificultando su comercializacién internacional por
la presencia de residuos en las carnes, etc.).

De lo expuesto, surge la necesidad de implementar los medios
conducentes a optimizar las condiciones sanitarias de los
terneros y disminuir su mortalidad, la cual, en funcién del
peri odo de vida involucrado, lo podemos agrupar en : (120)

- Mortalidad perinatal: se produce en las primeras 24 hs de
vida y considerandose que el 85X de los casos se deben a 1la
anoxia por partos demorados, con més de 270 di as de gestacion.
- Mortalidad neonatal: entre las 24 y 48 hs de vida. En éste
peri odo, reviste gran importancia la TPI vy el nivel de Acs en
el ternero luego de la toma de calostro en tiempo, cantidad ¥
calidad adecuadas, de los que depende la proteccion contra las
enfermedades infecciosas.

- Mortalidad de terneros mayores (de 29 a 182 dias de vida):
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En los que las pérdidas son producidas por enfermedades
respiratorias (IBR, pasteurelosis) y digestivas (salmonelosis,

colibaciloseie enteropatdgenas, parasitosis).

En el segundo experimento, tratamos la TPI especi fica, inducida
por la Salmonella dublin, mediante 1la inmunizacién de vacas
gestantes, y la proteccién conferida a su descendencia, que no
ha recibido hasta la presente adecuada consideracidn.

A tal fin, creemos conveniente analizar cada wuno de 1los
componentes de la asociaci®n bilégica que generamos en la
vacunacién, pero desde la perspectiva de la infecci®n natural,
va que ello nos permitird, si estamos convencidos que la mejor
vacuna es aquella gque se desarrolla a partir del conocimiento
de la patogenia de la enfermedad que 8e desea prevenir,

traducir el acto mecanico de la vacunaci®n en inmunizacién
efectiva (99) (100) (10Z2).

Enero Salmonella
a.— Apectos microbioldgicos

El género Salmonella incluye gran variedad de especies, ?

patégenas para elhombre y los animalese que s5lo pueden
identificarse por m®*todos serlégicos (22) (33). Se trata de
bacilos Gram negativos pequefios (2 a 3 © de largo por 0,4 a 0,6
~# de ancho), no forman esporas, son moviles a flagelos
peritricos, aerobios o anaerobios facultativos, capsulados ¥y
con fimbrias (31) (7). Presentan Ag superficiales conocidos
como O (somaticos), H (flagelares) y Vi (capsulares), presentes
en forma marcada en fase S (31) (141). Los tres primeros
permiten la clasificacién bacterina segin el esquema de
Kauffman y White (31).

Para su aislamiento € identificaci®n, s8e puede utilizar el

esquema siguiente: (22)
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Muestra (tejidos)

Agar sangre (37 C 24-48 he)

l

Colonias sospechosas a TSI

Pruebas bioqui micas

J

Examen seroldgico

Glucosa con prod. gas +
Lactosa -

S +
Motilidad +

Ureasa -

Citrato +

Lisina decarboxi. +
Ornitina decarboxi +
Manitol +

Sorbitol +

Indol -

Muestra (materia fecal o intestino)

J

I 5
Agar Mc Conkey (37 C 24-48 hs)
Agar verde brillante
Agar sulfuro de bismuto

|

]
Caldo selenito

Caldo Rappaport Vassiliadis

(41°C 18 hs)
J

l

Colonias sospechosas a TSI

l

Pruebas bioquimicas

l

ExAmen seroldgico
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b.- Patogenia

La patog®nesis de las infecciones bacterianas digestivas en
funcién del grado de invasi¢®n de las mucosas, 8e divide en
cinco grupos (71)

1.- Adherencia a las mucosas y produccién de enterotoxinas:
pertenecen a ¢ste grupo Vibrio cholerae y KEscherichia coli
enterotoxigtnica. Afectan la porci®n proximal del intestino
delgado, produciendo exotoxinas; no destruyen el ribete en
cepillo de la mucosa y no 1la invaden ni causan lesiones
histopatoldgicas reconocibles.

2.— Adherencia a 1las mucosas y disolucién del ribete en
cepillo: caracteristica de Escherichia coll enteropatdgena. Se
adhiere a la mucosa del intestino delgado y grueso y causa
lesiones histopatoldgicas patognomdnicas (evidentes a la
microscopi a electrénica) que se expresa por la disoluci®n del
ribete en cepillo de los enterocitos en el lugar de ataque.

3.- Invasi®n de la mucosa con proliferacidn en las c¢lulas
epiteliales: responden a este patron, especies de Shigella sp
que invaden los enterocitos del intestino delgado en su porcidn
distal y el colon; se multiplican en s8u interior y causan
disfuncién y muerte celular. Generalmente quedan en el nivel
citado, B8in embargo, algunas bacterias pueden alcanzar la
l4mina propia y raramente los ganglios linfaticos mesentéricos.
4.- Translocacién de la mucosa con proliferacién bacteriana en
la l2mina propia y ganglios mesentéricos: propia del grupo
Salmonella sp., Campylobacter Jjejuni y Yersinia enterocolhtica.
Salmonella sp.: invade los enterocitos y atraviesa las c¢lulas
en ves!l culas pinoci ticas alcanzando la lamina propia donde
producen efectos auimiotécticos sobre los polimorfonucleares
neutréfilos. Desede alli acceden a los ganglios 1linfaticos
mesentéricos, desde donde pueden originar bacteriemia.

5.—- Translocaci®n de la mucosa seguida de infeccién

generalizada: integrado por Salmonella typhi y paratyphi A y B.
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Atraviesan la mucosa como en el modelo anterior, pero en la
lamina propia atraen macréfagos que los vehiculizan a 1los
ganglios linfaticoes mesentéricos, a los que abandonan por las
vias linfaticas llegando al conducto torécico y 1la corriente
sangui nea, de donde son removidos por el sistema
reticulendotelial del bazo, médula e hi gado. En los
hospedadores no inmunes, Salmonela sp permanece viable en esas
c®¢lulas y luego de un periodo de incubaci®n de 10 a 14 dias,
dan lugar al sindrome clinico conocido como <fiebre entérica
(tifoidea o paratifoidea) que se acompafia de bacteriemia.

La Salmonella dublin es una de las cepas aisladas con mayor
frecuencia en terneros de nuestro medio (4) (86) (131). Su
importancia, reside en que’ ademis de los efectos directos que
producen sobre la sanidad de 1los terneros y los aspectos
productivos, en sus caracteri sticas epidemiolSgicas que
determinan la progresiva diseminacidén del agente etioldégico en
las diferentes categorias bovinas que componen el sistema
productivo. Este aspecto adgquiere especial relevancia en las
explotaciones intensivas (4).

La salmonelosis de los terneros comienza con la infeccidén de
los mismos en las primeras 72 hs de vida y alcanza su pico de
mortalidad entre la tercera y la cuarta semana de vida. El
cuadro clinico es esencialmente diarreico (63).

La puerta de entrada es oral, desde donde acceden al intestino
y se adhieren a las microvellosidades de las mucosas, contando
para ello con dos factores:

- Pilis de tipo 1 (fimbrias): estructuras filamentosas de 1la
superficie bacteriana, involucradas en la adherencia a las
c¢lulas entéricas, aunque su rol en la patogenicidad de las
Salmonellas sp parece limltado (42).

- MRHA (hemaglutinina manosa resistente): sustancia secretada
por algunas especies de Salmonella sp que tiene la propiedad de
aglutinar los glébulos rojos. Este factor es de fundamental
importancia en S. typhimurium y S. enteritidis pero no en S.
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dublin.

Luego de su adherencia, las bacterias ingresan a las c#lulas
por un precesgo de endocitosis (més exactamente por endocitosis
mediada por receptores), donde la naturaleza de los componentes
que lo inducen no se conocen aun (139). Ubicada en la vesicula
endoci tica, migra hacia la ldmina propia donde es liberada,
produciencdo un fendmeno inflamatorio localizado, desde ahi , se
generan influjos quimiotidcticos sobre macréfagos que endocitan
la Salmonella y permiten su bproliferacién intracelular. En
consecuencia la virulencia de las mismas, reside en su
habilidad para sobrevivir en el interior de las c¢lulas, donde
permanecen protegidas de los Acs (11).

c.—- Factores de patogenicidad

Ente los factores que condicionan el poder patdégeno de
Salmonellas sp encontramos:

-Toxinas:

a.—- Enterotoxinas: producen diarreas profusas al afectar 1la
adenilciclasa de las membranas celulares entéricas elevando el
AMPC. El movimiento de electrolitos en la c®lula a través de la
membrana citoplasmica depende de la bomba de s8odio y esta
controlado por el AMPc; su incremento produce una disminucién
de la entrada de electrolitos a la c®lula y por lo tanto de 1la
absorcién de agua. En el intestino normal, todo este proceso es
regulado de manera gque la absorcién supera a la sercrecion. Sin
embargo, las enterotoxinas originan niveles elevados de AMPcen
las c®lulas epiteliales , lo que se traduce en una mayor
secrecién intestinal por alteracién de los mecanismos normales
de control (27).

b.- Citotoxinas: se trata de un componente no lipopolisacarido
(LPS) identificado sobre la membrana celular de Salmonellas 8p;
inhibe la sintesis proteica y tiene gran actividad citotéxica,
es parcialmente destruido por el calor. Su rol es la
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patogenicidad no estd totalmente definido (42).

c.— Endotoxinas: el LPS es un componente determinante de la
patogenicidad en Salmonella, est:2 compuesto por tres partes:
el lipido A, un potente téxico de gran actividad, donde 1la
mayor parte de estos efectos es debido a la interacci®n de 1la
endotoxina con macréfagos 4 linfocitos, provocando su
activacién y resultando la liberacidén de factores con efectos
biol¢gicos como fiebre, leucocitosis o hipotensi®n (con peligro
de shock); el centro o nucleo vy la cadepa Q de oligosacaridos,
la cual est2 adherida a la estructura central y envuelta por el
lipido A (42).

\
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laterales
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Figura 1:
Estructura basica de un LPS de la pared celular.
KDO: Acido cetodesoxioctdnico. L A: Lipido A. Tizard, 1981.

(128)

-LPS: est2 involucrado en 1la adherencia e invasion de la
Salmonella c¢lulas epiteliales. Tambi¢n contribuye a la
sobrevida intracelular de la bacteria en el macréfago. Otro rol
que s8e le atribuye, es 1la activacién del sistema del
Complemento por la via alternativa. La patogenicidad de 1la
Salmonella 8p esta inversamente relacionada con la
suceptibilidad a la fagocitosis y a su habilidad para la
activacién del sistema del Complemento (42) (116).

-Flagelos: los flagelos de la Salmonella &s8p ademas de la

18



motilidad, contribuyen a su patogenicidad. Algunos autores
(42), demuestran que el flagelos no se requieren para la
colonizacidn del tracto gastrointestinal, pero 8l son
necesarios para la sobrevida y desarrollo en el bazo e higado,
contribuyen con la resistencia a la muerte por parte de 1los
macrofagos y participan en su multuplicacién en ellos (137).
—-Sideréforos: son sustancias secretadas por la bacteria, con
capacidad para tomar hierro de las proteinas qgque 1lo portan
(lactoferrina, transferrina) y llevarlo al interior del soma.
Hay dos tipos de sideréforos, enterochelina (enterobactina) ¥y
aerobactina, la Slamonella sp presenta el sistema enterochelina
(42) (6).

- Plasmidos: son esenciales en la patogenia de muchas especies
de Salmonellas. En cepas de S. typhimurium; el plismido 60 Md
es importante, en la invasién celular, pero no en la
interaccién inicial con la mucosa. Otro posible mecanismo de
induccién de patogenicidad del plasmido, incluye la
colonizacién de las placas de Peyer, 1la invasién de 1los
ganglios linfAticosmesentéricos y bazo, resistencia a las
fagocitosis y muerte en las ctlulas del sistema
reti culo—endotelial (42).

Inmunidad e inmunizacién

Tres son las ramas del sistema inmune involucrado en 1la
proteccidn de los individuos: secretoria o de las mucosas,
mediada por Ac y por c¢lulas (26).

La inmunidad secretoria, estd representada primariamente, por
la Iga A secretoria, presente en las secreciones de las
superficies mucosas. Su rol se efectiviza por intermedio de
varios mecanismos: blogqueo de la adherencia y colonizaci¢n de
las superficies mucosas (138);, citotoxicidad celular
anticuerpo dependiente (64), actividad antitdéxica (77) )4
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neutralizacvién viral (88). El sistema inmune de las mucosas

tiene una importante participacién frente a los agentes

patégenos que penetran al organismo 1luego de colonizar las

mucosas.

La IMAc expresada fundamentalmente, por las IgG y M que

facilitan 1la fagocitosis y 1la citotoxicidad complemento

dependiente, ambas conducen a la muerte de los microorganismos

sensibles, a la actividad antitdxica y a 1la neutralizacién
viral. Precisamente en el bovino, la IgG1 es la principal Ig en
el calostro, y al poder inducir su produccidn mediante wvacunas
aplicadas a la vaca gestante (por ejemplo contra Salmonella
8p), ¢s8te se convertirda en el vehiculo mis adecuado para
transferir inmunidad especifica al ternero luego de su
absorcién a nivel intestinal.

La IMc se efectiviza mediante varias expresiones: en primer

t¢rmino, la respuesta de hipersensibilidad retardada, con la
estimulacién macrofiagica por parte de los LT, para eliminar a
las bacterias endocitadas; segundo, es la produccién de LT

citotéxicos, que eliminan a las c¢lulas endoparasitadas con el

agente patégeno y por ultimo por 1la producci¢n de c#¢lulas

naturales asesinas (26).

La IMc, es importante en infecciones producidas por Dbacterias,

parasitos y virus de vida intracelular.

La inmunizacién por via parenteral con bacterias vivas

atenuadas o modificadas en su poder patdégeno, poseen ciertas

ventajas: capacidad de no alterar sus Img esenciales, poder

cubrir variaciones antigfénicas, no requerir adyuvantes, rapida

RI mediada por Ac y/o c#lulas, inducir protecci¢n con una sola

dosis. Sus inconvenientes radican en la posible patogenicidad

residual y/o potencial reversién al poder patégeno original,

presencia eventual de virus adventicios, imposibilidad de

empleo en hembras prefiadas, incremento en la inmunosupresién de
animales estresados y posibilidad de diseminacién por parte de

animales vacunados (97).
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En las vacunas a bacterias muertas (bacterinas) el substrato ha
perdido la capacidad de multiplicarse , pero conserva su poder

inmunogénico; por lo tanto una buena vacuna inactivada debe
contener Img de superficie debidamente concentrados,
purificados ¥y libres de sustancias adventicias que pueden
traer asociados efectos colaterales adversos (100) (102).

Entre sus ventajas podemos enumerar la posibilidad de
elaborarlas a partir de cepas muy patdgenas; carecer de
patogenicidad residual, ser seguras y sin riesgo de
diseminacién y pueden aplicarse a hembras prefiadas (97).

Los inconvenientes que presentan, son su lenta RI,
generalmente mediada por Ac efricos y escasa induccion de

inmunidad a nivel de mucosas, proteccidén de corta duracidn, por
lo que deben aplicarse varias dosis, y requieren de adyuvantes
para aumentar la RI (97).

El empleo de adyuvantes en la formulaci®n de las vacunas, tiene
la finalidad de incrementar inespeci ficamente al RI a Img
especti ficos, ya sea prolongando la eficacia de la inmunizacién
v/0 evitando la repetici®n de inoculaciones, reduciendo 1la
dosis de Img y disminuyendo los efectos colaterales y el costo
(50).

Los adyuvantes poseen diferentes mecanismos de accidén:

a) Efecto “"depot"” (dep®sito) cuyo rol es el secuestro del Img,
mateni®ndolo en el sitio de inoculacién liberédndolo lentamente,
fenSmeno conocido como goteo inmunogénico. Kste efecto 4denera
también una respuesta inflamatoria aumentando la afluencia de
c¢lulas inmunocompetentes.

b) Presentaci¢n del Img a las c#lulas inmunocompetentes, qgque
conllevan a la amplificacién de los mecanismos de interaccién
celular relacionados con la RI.

c) Incremento en la producci®n de mediadores celulares: se
producen por la expansién de los LT colaboradores inducidos por
la alteracién de los mecanismos reguladores de la RI como
consecuencia del contacto del adyuvante con las ¢ lulas
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presentadoras.

En la fabricacié®n de vacunas se agregan diferentes adyuvantes
de acuerdo a la finalidad que se persigue.

En el segundo experimento de esta tesis, nosotros empleamos el
hidréxido de aluminio en la vacuna de Salmonella dublin. Su
efecto radica en la adsorcién del Img a la sal de aluminio. Kl
hidréxido lo hace mds eficazmente que los fosfatos y actda
liberando lentamente el Img, prolongando su interaccién con las
células presentadoras. La produccidn de Ig se incrementa por el
goteo inmunogenico, lo que origina sucesivas respuestas
secundarias. Inducen principalmente IMAc y escasa IMc, sus
mejores efectos se ejercen sobre la RI primaria (50).

En la inmunizaci¢n por vi a parenteral, 1la caracteristica mas
importante es la produccidn de Ac circulantes, eficaz en
enfermedades en las que el agente etiolégico o sus productos se
vehiculizan por plasma u otros 1li quidos organicos, pero poseen
escaso poder para inducir RI a nivel de mucosas (97).

En las enfermedades infecciosas en 1las que el periodo de
incubaci®n es superior a los 3 dias, como es el caso de 1la
samonelosis bovina, la induccion de memoria es suficiente para
estimular una inminizacién duradera; la misma persiste gracias
a la prolongada vida media de los LT y LB de memoria, sin
necesidad de refuerzos continuos. Asi con el uso de vacunas
inactivadas parenterales inductoras de IMAc, se dispondrid de Ac
opsonizantes que facilitan la endocitosis, Ac neutralizantes de
virus y toxinas, Ac li ticoe por activacién del sistema del
Complemento y Ac inmovilizantes de bacterias. En general,
otorgan buena memoria inmune, que se traducird ante un nuevo
contacto en una respuesta inmune de +tipo s8secundaria o de
memoria (143).

Los efectos de la vacunacién de las madres para proteger a sus

terneros contra las enfermedades neonatales prevalentes en las

poblaciones son significativos (78).
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Numerosos estudios (14), desmuestran que la vacunaci¢n de las
vacas prefiadas, 6 y 3 semanas antes del parto, c¢on vacunas
inactivadas con adyuvante contra Kscherichia coli, rotavirus y
coronavirus, resulta en el incremento del titulo de Acs en el
calostro, contra esos agentes patdgenos y que son transferidos
pasivamente al ternero durante la toma, disminuyendo
notablemente la incidencia de diarreas (78).

El periodo en que el ternero estd protegido por los Acs
calostrales, se halla dentro de las primeras 3 ¢ 4 semanas de
vida; la observacién clinica, no revela 1la ocurrencia de
diarreas despues de ese tiempo, cuando va comienza a
desarrollarse la inmunidad activa (78).

Los titulos de Ace neutralizantes contra rotavirus en suero
calostral de vacas vacunadas, determinan una diferencia
altamente significativa (p < 0,001) con los de vacas no
vacunadas (78).

El uso de vacunas incativadas contra rotavirus con adyuvantes
oleosos en vacas prefiadas, demuestra ser antigénicamenete
eficiente y es preferible a la aplicacidn de vacunas a virus
vivo, las cuales ©por problemas de contaminaci®n con otros

virus, representa un problema potencial (85).
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2.- Objetivos:

El objetivo general del presente trabajo, fue evaluar mediante
los m®todos y técnicas mis convenientes, la concentracién de Igs
s¢ricas del ternero Jluego de haber ingerido el calostro,
correlacionando su concentraci®n con una adecuada TPI, para

permitirle al neonato una mayor sobrevida y un mejor desarrollo.

Para el logro del mismo se procedi® a:

- Estudiar la sensibilidad comparativa de los diferentes

t2cnicas para detectar Igs s®ricas.

- Determinar la concentraci®n de proteinas s¢ricas en vacas

gestantes en el preparto.

- Determinar la TPI inespeci fica en los terneros.

— Determinar las variaciones en la concentraci®n de gg en el

calostro durante su conservacién.

- Evaluar la TPI especifica en los terneros consecuente de

vacunacién con Salmonella dublin a vacas gestantes.
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3.~ Materiales y m*todos:

3.1.- Animales de experimentacidn:

Se enmplearon durante 3 afios, 10 vacas no gestantes, 30 wvacas
gestantes y sus respectivos terneros de raza Holando Argentino,
pertenecientes al tambo de Santa Catalina, propiedad de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLP. Todos los bovinos,
con edad superior a los 3 afios y en produccion lechera en su

ambiente habitual.
3.2.- Disefio experimental:

En el primer experimento y en una primera etapa, se pusieron a
punto las tfcnicas de PZn, PNa y CGl, con 1la finalidad de
determinar la sensibilidad comparativa de cada una para la
deteccion de gg s¢ricas en las muestras de suero de las vacas no
gestantes.

En una segunda etapa, se determin® la concentraci®n de gg s®rica
en vacas gestantes antes del parto, para establecer diferencias
con el suero de vacas no gestantes, tomadas como patrén de
referencia.

Posteriormente, y para establecer 1la transferencia pasiva
inespeci fica,Be evaluw’ en los sueros de las vacas proximas al
parto, y en sus respectivos neonatos 1la concentracién de gg
s2ricas, correlacionando su importancia con la sanidad del
ternero. Simulténeamente, se obtuvo calostro de 1las vacas al
momento del parto, y s8se estudié las variaciones en la
concentracidn de gg, durante su conservacién por congelacién y
fermentacion 4cida natural.

En el segundo experimento, se determin® la transferencia pasiva
especi fica, posterior a la aplicacién de una vacuna experimental
inactiva de Salmonella dublin a vacas en diferentes periodos de
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gestacién, titulando el nivel de Ac en los sueros de vacas Yy
terneros como asi tambi¢n en los sueros calostrales.

Se evalw la eficiencia de 1la inmunizaci®n, mediante el
desafi 0o experimental con una cepa patdgena de S. dublin a los

terneros presuntamente protegidos.

3.3.- Primer experimento:

3.3_.1.- Estudio de la sensibilidad comparativa de las diferentes

t¢cnicas para la detecci®n de gg sfricas.

Muestras de suero procedentes de 1las vacas no gestantes se
diluyeron en serie hasta 1:32 en PBS y se 1le practicaron las
siguientes t#cnicas:

— Precipitacidén por sulfato de zinc (76)

Se prepar® una solucién con 208 mg de SO4Zn (7(H20) en 1.000 ml
de agua destilada. Se colocd a ebullicién durante 15° para
desalojar el CO2 y Be envas® en recipiente hermético. Para su
desarrollo se coloc® en un tubo +tipo hemdlisis 6 ml de la
solucié$n, agregindose 0,1 ml de Buero. Se agitd y s8B8e dejo a
temperatura ambiente durante 60°. Se leyw a ojo desnudo, por
turbidez u opacidad y por espectrofotédmetro a 498 nm, los
resultados se expresaron en unidades de sulfato de zinc (U
SO4Zn). Estas unidades se fijaron por medio de un estandar de
sulfato de bario, preparado con 3 ml de una soluci®n de ClzBa al
1,15% que se llev® a 100 ml con una solucién de 4cido sulfurico
0,2N.

Segin Mc Ewan (76), la lectura por espectrofotémetro de este

estandar, equivale a 20 U soézn.
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Interpretacion de la técnica de PZn en sueros neonatales

U SO4Zn Grado de TPI

absorcién intestinal

0-3 Minimo Falla total
4-7 Moderado Falla parcial
7-10 Bueno Adecuada
> 10 Muy bueno Muy buena

— Precipitaci®n por el sulfito de sodio (94) (124)

Se utilizaron soluciones de SOSNa2 al 14; 16 y 18X en agua
destilada. Se coloc® en cada uno de 1los tres tubos, tipo
hemtlisis, 1,89 ml de cada solucidn y se les agregd 0,1 ml de
suero, se agité y se dejoé a temperatura ambiente durante 60°.

Se leyd a ojo desnudo considerandose como positivo desde wuna
ligera opacidad a un precipitado leve o marcado. La
interpretaci®n de los resultados se realiz® segin el esquema

adjunto:

Concentraci®on de gg Sol . de SOsNa2
mg/ml 14% 16% 18%
menos de 5 — ~ X
de 5 a 15 — X X
mas de 15 X X X

— Coagulaci®n por el glutaraldehido (127)
Se utilizd una solucidn de glutaraldehido al 10%¥ en agua

destilada. En un tubo tipo hem*lisis s8e colocaron 0,5 ml de
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suero y se le agregd 0,05 ml de 1la solucion y sBe agité
suavemente. La reacci®n se observ® entre los 6 y 10° ¥y 1luego
cada 10" hasta los 60°. Se consider® positiva cuando el coagulo
es firme y adherente (TPI adecuada); fue incompleta si se
formaba un gel semis®lido (Falla parcial de la TPI) y negativa
cuando no se observaba ninguna de las reacciones citadas (Falla
total de la TPI).

3.3.2. Determinacidn de protel nas s2ricas

La concentracién de PT expresada en g %, de las muestras de
suero de las vacas no gestantes, vacas gestantes y terneros se
determin® por el m*todo de Biuret, por EF (24) (53) y por
densitografia se separaron y cuantificaron cada una de las
diferentes fracciones proté¢icas.

La concentracié®n de gg s®*ricas fue determinada por las t2cnicas
de EF y Pin.

3.3.3.—- Tratamiento de las muestras de calostro

Las muestras de calostro fueran extraidas dentro de las 72 hs
que circundan al parto, por ordefie manual, forméandose un pool
de los 4 cuartos, el que se conserv® congelado a -15 C hasta su
procesamiento. Debido a que la concentracidn de gg calostrales
desciende abruptamente luego del primer ordefie, es indispensable
su extracci®n en la proximidad del parto. Cada wuna de las
muestras de calostro fresco, fue dividido en alicuotas de
aproximadamente 40 ml para s8u conservacién en la siguiente
forma: por congelaci¢n a —-15 C durante 6 meses (Tramiento I: T
1), por fermentacién adcida natural por 45 dias, una refrigerada
a 5°C (Tratamiento II:T II) y la otra a 15 C (Tratamiento III:T
II1).

Ive T II y T II1 permiten 1la accién de Lactobacillus

acidophylus, bacteria presente normalmente en leche y calostro.
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En este ultimo se produce la fermentacidén dcida, que favorece vy
acelera el desarrollo de las propias bacterias. A los cinco di as
de conservaciton el éH se estabiliz® (4-4,5), impidiendo la
proliferaci®n de microorganismos patdégenos para el ternero,
conservandose en buen estado en forma natural y a temperatura
ambiente.

Una alicuota del calostro fresco se destin® para realizar
determinaciones que obraron como patrén de referencia. Todas las

muestras se mantuvieron en envases de poliester cerrados pero

s8in vacio.
3.3.4.- Obtencién de suero calostral (84) (118)

L.os sueros calostrales se obtuvieron mediante la coagulacidén de
la caseina con una sclucién de renina al 10% y su precipitaci®on
por centri fugaci®n, quedando en la fase acuosa las gg. Estos

sueros se conservaron congelados a -15°C hasta su procesamiento.
3.3.5.- Determinaci®n de proteinas en suero calostral

La concentraci®n de PT expresada en g %, 8Be realiz por el
mctodo de Biuret. Se utilizaron las técnicas de EF v
densitografi a para separar las diferentes fracciones proté¢icas y

cuantificar las gg (24)(53).

3d.4.- Segundo experimento
3.4.1.—- Vacuna experimental de S. dublin y plan de vacunacién

La cepa de S. dublin con la que s8e elaboré la vacuna, fue
provista por el Servicio Nacional de Sanidad Animal (SENASA).
Luego de 1los controles de viabilidad y pureza y de su
tipificaci®n, se cultiv® en caldo tripticasa soja, incubindose a
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37°C durante 18 hs, para exaltar su movilidad. Con 4 ml de 1la
suspensi¢n de cultivo, se sembraron cada una de las botellas con
agar tripticasa soja empleados, que incubaron a 37°C durante 24
hs. Luego de controlar su pureza se cosecharon con PBS y se
filtraron por gasa y algoddn, obteni¢ndose la suspensién madre.
Luego se inactivé con formol al 0,5%, manteniéndose a 37 C
durante 72 hs; se realizaron los controles de inactivacién por
siembra de la suspensi®n madre en caldo tioglicolato y agar
tripticasa soja, incubAndose a 37 C durante 96 hs.

La suspensi¢n madre se llev® a una concentracién final de 2 X
109 salmonellas por ml con PBS determinada por m* todo
nefelom®trico. Se utiliz® como adyuvante hidréxido de alumnio
(93).

La vacuna s8e inocul® en 1los animales prefiados por vi a
subcutinea, detras de la escipula, en una dosis total de 5 ml.
Siguiendo 2 esquemas: 10 animales a los 60 y 30 dias antes del
parto (lote experimental 1 - LK1l) ¥y 10 animales a los 30 y 15
di as antes del parto (lote experimental 2 - LE2). Se dispuso de

un lote de animales testigo de 10 animales (LT).
3.4.2.—- Preparacidn de Ag para la titulacién de Ac e2ricos

Se consideraron los Ag H (flagelares) y los Ag O (somdticos).
Para la preparacién de los Ag H, se sembré® en caldo tripticasa
soja una cepa movil de S. dublin, 1incubando durente 24 hs a
37°C.

Luego se transfirieron unas d¢cimas de ml del cultivo a tubos
con agar tripticasa soja en pico de flauta, continuandose la
incubacién a 37°C de 18 hs a 24 hs. El desarrollo del cultivo se
recolectd con 5 ml de PBS formolado al 1,4X. Se agitd y conservd
en refrigerador a 6-8"C. Se inspeccionaron a diario los
controles de inactivacién y se prepararon dilucliones de 1la
suspensi®n para que contengan 1.000 millones de g®rmenes por ml,
por m®todos nefelom®tricos, conservindose finalmente en frascos
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oscuros refrigerados (59) (129) (33).

Para los Ag O se procedi¢ de igual forma, suspendi¢ndose el
desarrollo del cultivo en PBS formolado al 0,5X%. Despues de
agregar la mitad de volumen de alcohol absoluto a 1la solucitén
anterior, se incub® a 37°C 18-24 hs, comprobdndose luego la
esterilidad de la suspensi®n. se lleww a la concentraci¢n de
1.000 millones de gé¢rmenes por ml, con una concentracion
alcoh®lica entre el 2,5 y el 4% (59) (129) (33).

3.4.3.—- Muetreo de vacas y terneros

Las vacas se sangraron 60; 30 y 10 di as preparto y a los 30 y 45
di as postparto, y los terneros en las prmeras 96 hs de nacidos y
luego a los 15; 30 v 45 dias de vida.

Las muestras de calostro se obtuvieron en el momento del parto
en cantidad de 150 ml aproximadamente por animal y se procesaron
para cobtener los sueros.

En envases esteriles, se recogieron muestras de materia fecal de
los terneros que integraron el lote de desafio, diariamente y
durante 10 dias. La presencia y concentracion de S. dublin se
determin® por cultivo. Se realizaron diluciones en serie de la
materia fecal en agua peptonada y se sembro 0,1 ml en agar S5 ¥y
Verde Brillante, para identificar y cuantificar las colonias de
S. dublin que luego fueron tipificadas por pruebas biogquimicas y

confirmadas por serologia en el Instituto Carlos G. Malbran.

3.4.4.- Evaluacién de la TPI y Ac especi ficos.

Para establecer la TPI en los terneros, se empled la técnica de
PZn, aplicado en el suero materno y filial simultaneamente.

La titulacion de Ac especi ficos contra Ag H y Ag O en todas las
muestras de sueros sanguil neos y calostrales, se realiz® por la
tecnica de microaglutinacién en placa, para la cual se
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utilizaron 8 pocillos para cada determinaci®n. En el pocillo N 1
se colocaron 80 #1 de PBS v en los 7 restantes 50 #1, luego se
agregaron en €l primero 10 x1 de suero problema ¥y con
micropipeta de 50 pl se realizaron diluciones seriadas,
desechando los Ultimos 50 pl. Seguidamente 8e colocd en cada
posillo 50 1 del Ag logréandose las siguientes diluciones: 1/20;
- 1/40; 1/80; 1/160; 1/320; 1/640; 1/1280 y 1/2560 vy se incubd a
37°C durante 2 horas.

La lectura se realiz® verificando el Ultimo pocillo en el que
aparece un entramado o el primero gque presenta un botén neto en
el fondo.

Como testigo se empled un suero control positivo producido por
hiperinmunizacidén de 2Z conejos con una bacterina de Salmonella
dublin (realizada segin la técnica expresada en el punto 3.4.1),
en 4 dosis aplicadas con intervalos de 15 dias, realizdndose
sangri as periddicas, hasta hallar un titulo de Ac H de 1/320 vy

0O de 1/40.
3.4.5.—- Desafio de los terneros y control clinico

Tres terneros provenientes de LK1 y LE2 y 3 del LT, fueron
inoculados en la mafana del quinto dia de vida con
aproximadamente 1010 unidades formadoras de colonias (UFC) de S.
dublin como dosis total, establecida por el patrén internacional
de opacidad y corroborada por conteo viable. El1 indculo fue wuna
dilucién de un cultivo de 18hs a 37 C en caldo tripticasa soja v
suspendido en 20 ml de una solucibén antidcida de 5 g de
bicarbonato de sodio, 5 g de carbonato de magnesio en 100 ml de
agua destilada y administrado en la boca con jeringa (63).

Ios terneros fueron examinados clinicamente durante 10 dlas
Juego del desafio, verificando la aparici®n de signos de
salmonelosis (pirexia, diarrea, anorexia, abatimiento, etc.). Se
control® bacterioldégicamente la excrecién de salmonellas por

materia fecal.
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3.5.— Evaluacié®n estadistica de los resultados

. as supuestas diferencias en la concentracion de gg séricas,
entre las vacas gestantes y no gestantes, asi como también las
supuestas variaciones en el nivel de gg del calostro durante su
conservacidén fueron sometidas al analisis mediante el test de

Student.

Las supuestas diferencias de titulos de Ac séricos Yy
calostrales contra 5. dublin, de los lotes de vacas vacunadas Yy
no vacunadas, de los diferentes 1lotes de terneros vy las

diferencias de estos con sus madres, fueron sometidas al

analisis mediante el test de Student.
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4_- Resultados

Primer experimento:

— Estudio de la sensibilidad comparativa de 1las diferentes

t4cnicas para detectar gg efricas.

Con la puesta a punto de las t2cnicas empleadas se determin® la
sensibilidad comparativa de cada wuna para la detecci¢n de
valores minimos de gg en los sueros puros y diluidos. Los
resultados alcanzados 8Be expresan en la Tabla I. De su
ansdlisis, establecimos que la PZn es la t4cnica mAs sensible.
En tal sentido, la evaluacidén por espectrofotometria, expresada
en sus unidades correspondientes, permitié determinar gque aun
en la dilucidén 1:32 8e observaron resultados positivos. En
contraposici®n, la prueba de precipitacidn por el PNay 1la CGl
pierden sensibilidad a partir de 1la diluci®n 1:4 y 1:2,

respectivamente.

— Determinacién de protei nas s2ricas en vacas no gestantes

L.a concentracién de PT en las vacas no gestantes y 1la
cuantificacién de sus diferentes reacciones. arrojaron los
resultados que figuran en la Tabla II, y cuyos valores medios

obraron como patr¢n de referencia para las vacas de la zona.

—~ Determinaci®n de protei nas sfricas en vacas gestantes en el

preparto

La determinaci®n de PT s¢ricas y de cada una de las fracciones
de globulinas se expresan en la Tabla III. Se obrseva, para la
fracci®n gg un valor promedio de 3,130 * 0,730; que en sBu

comparacién con el hallado en las vacas no gestantes, con un
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valor promedio de 2,466 * 0,615, nos indic® una diferencia
significativa (p > 0,00) entre ambos resultados.

En la Tabla IV se indican los resultados observados luego de la
aplicaci®n de la prueba de PZn a los sueros de las vacas no
gestantes. Su interpretaci¢n ratifica lo hallado en la Tabla
I1I, ya que la mencionada técnica arroj¢ un valor promedio para
las gg s®ricas en vacas no gestantes de 8,250 * 0,991; que en
comparacién con el valor promedio de 10,393 * 1,761; de las
gestantes, arroj® diferencias significativas (p < 0,025).

-Determinaci®¢n de la TPI inespeci fica en los terneros

Los valores de proteinas es®ricas de 1los +terneros neonatos
figuran en la Tabla III; de un total de 30 evaluaciones, 26
presentaron una concentraci®n de gg que se encontraba dentro de
los valores medios ( 9,195 * 1,162 para la EF y 9,195 * 2,712
para la PZn), no evidenciaron manifestacines clinicas de
enfermedad y su desarrollo fue optimo, en cambio, los 4
animales restantes, arrojaron valores inferiores a 1 g& * 0,3
(falla total de la TPI1), con evidentes cuadros de
deshidrataci¢n, diarreas e infecciones respiratorias que
condicionaron un crecimiento vy desarrrollo inferior al
alcanzado por los terneros con TPI adecuada.

Dada la importancia, para el neonato, de la toma de calostro
como medio para dotarlo de las defensas +transferidas por su
madre, hemos realizado los graficos 1 y 2 donde se observa la
confirmacién de lo expuesto precendentemente por la lectura
densitografica de las corridas electroforéticas de los sueros
neonatales antes y desputs de la ingestidn de calostro. En el
mlemo, establecemos un marcado incremento en la fraccién gg en

el suero postcalostral y su ausencia en el precalostral.

- Determinaci®n de las variaciones en la concentracién de gg en

el calostro durante su conservacisn
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En la Tabla V se presenta la concentraci®n de PT del calostro
fresco y conservado por diferentes metodos.

Hallamos diferencias significativae entre el calostro frasco y
el TI (p<0,005); el T II (p < 0,001) yelTIII (p < 0,001),
con un porcentaje de reduccion menor en el T I en comparacién a
los otros dos.

En la Tabla VI se presenta la concentracién de gg del calostro
fresco y conservado, no Bse observaron diferencias
significativas en el T I pero si con €l T II (p > 0,001) yel T
I1II (p < 0,001). Las reducciones porcentuales en el T I (8,4),
en el T II (22,1) vy en el T 1I]I1 fueron similares a los de PT
(9,6; 20,7 v 29,5 respectivamente).

En la lectura densitogréafica de las corridas electroforéticas
de los sueros calostrales se observaron comoc minimo tres picos:
el que corresponde a las gg es faAcilmente identificable ya que
se desplaza mAs lentamente y queda en la proximidad del 4nodo;
representa la fraccién més importante (80,2% de la PT) (Grafico
3). En el caso del T I, la reduccién comparada con la del suero
calostral fresco, es minima (71,4%) (Grafico 4); en cambio en
el T II (Grafico 5) y el T 11T (Grafico 6) el descenso fue muy
superior (63,8% vy 58,9% respectivamente), en el que
paulatinamente adquieren forma de meseta, 1lo que aumenta el
valor relativo de las demds proteinas correspondientes a 1los
otros dos picos de migraci®n més rdpida en 1la proximidad del

cAtodo y que se identifican como resto de caseina y albimina
(68).

Segundo experimento:

— Evaluaci®n de la TPI especi fica en los terneros, consecuencia
de la vacunacién contra Salmonella dublin a las vacas

gestantes.
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En las 30 vacas se encontraron niveles de gg s®ricas dentro de
los valores normales (10,39 U SO4Zn), (Tabla pag. 27).
Veintinueve animales no presentaron niveles eericos
significativos de Ac Hy O antes de 1la wvacunacidén, en el
restante, se hallaron titulos relativamente altoe H:1/320 ¥y
0:1/30.

Los animales de los LE I y LK II seroconvirtieron en respuesta
a la inmunizacidén con diferencias significativas con el LT (p <
0,001) (Grafico 7), los que no se modificaron a lo largo de la
experiencia. Los miximos niveles (H X:1/352 y O X=1/46 para el
LE T y HX:1/354 y O X=1/48 para el LE II) se obtuvieron luego
de la segunda dosis, se mantuvieron durante algin tiempo ¥
declinaron paulatinamente despu®s del parto, llegando a los 45
di as postparto al valor de H X:1/288 y O X=1/38 para el LE I vy
H X:1/345 y O X=1/40 para el LE II. No se hallaron diferencias
significativas entre los titulos del LE I y LE II (Grafico 7 Y
Tabla VII).

El titulo de Ac O se mantuveo siempre en niveles m4s bajos que
el H, como se presenta en los graficos 7 y 8; por los gque B8e
considerc a los Ac H como mas representativos.

El ti tulo en suero calostral de los animales de lose LE I y LE
II, no presentaron diferencias significativas entre ellos,
hallando en ambos, altos niveles de Ac (H X:1/672 y O X=1/208
para el LE I y H X:1/608 y O X=1/192 para el LE II). Ambos
lotes presentaron diferencias significativas (p < 0,05) con el
LT. (Grafico 9).

Los titulos de Ac s®¢ricos H (X:1/76) y O (X:1/20) de los
terneros del LT no presentaron diferencias significativas con
los hallados en el suero de sus madres, o fueron aun més bajos
v se mantuvieron sin variacién a lo 1largo de la experiencia
(Grafico 8 y Tabla VIII). Estos titulos 1los consideramos,
presumiblemente, debidos a reacciones heteroespeci ficas
dependientes del lipopolisacirido de la bacteria (101).

37



No se hallaron diferencias significativas de titulos entre el
LE T y el LE II en toda la experiencia, en ambos los niveles de
Ac H (X:1/326 y 1/368 para el el LE 1II) presentaron diferencias
significativas con el LT (X:1/76) (p < 0,001) (Grafico 8 ¥
Tabla VIII).

Los animales empleados del LE I y LE 1II, con TPI adecuada,
procedentes de madres vacunadas no presentaron signos evidentes
de salmonelosis, su alimentacién y desarrollo fue normal; los
ti tulos de Ac H y O se informan en la Tabla IX.

Dos de 1los terneros desafiados excretaron salmonellas por
materia fecal (105 UFC/ml) los 2 primeros di as, negativizandose
al tercer dia; el tercero, con 1igual nivel de excrecién se
negativizd al cuarto dia.

En los terneros del LT el comportamiento fue diferente, si bien
ninguno de ellos muri¢, 2 de ellos manifestaron diarreas
acuosas durante cinco dias, temperaturas superiores a 1los
40,5°C, anorexia y decaimiento. El restante, prolong® su estado
diarr¢ico por 4 dias, la temperatura alcanz® 40,2°C y se
comprob® retraso en el crecimiento y desarrollo. Los titulos de
Ac Hy O al desafio fueron mucho menores que los del LE I y LE
I1. La excrecién de S. dublin en 2 de los terneros fue de 105
UFC/ml durante los 7 dias post desafio, al octavo dia el
recuento desciende a 10:3 UFC/ml y al décimo, s5lo s8e aislaron
escasas colonias. El tercer animal, hasta el cuarto dia
present® un recuento de 105 UFC/ml, al e2ptimo dia

desarrollaron algunas colonias y se negativiz® al décimo dia.
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5.- Discusidn:

La técnica de PZn, resultd ser las méis eficaz y sensible para
dosar las gg s&*ricas; basada en turbidimetria, donde la
correlacién entre la reacci®n y la concentracién de gg es
altamente representativa (76). Estos resultados concuerdan con
los hallados por Pivont (104) y Lacheretz (69), quien compard
esta tfcnica con la inmunodifusién radial, encontrado un
coeficiente de correlacién de 0,97. Conceptos similares fueron
expresados por White (132) (Tabla X), gquien compar¢ diferentes
técnicas, resultando la PZn como un m@¢todo de bajo costo en
equipamiento y drogas, sin necesidad de gran destreza manual vy
de resultados sensibles y rapidos.

Las diferencias significativas (p < 0,05 para EF y p < 0,025
para PZn) en la concentracién de gg o*ricas en las vacas
gestantes aproximadamente 30 di as antes del parto, sobre las no
gestantes, superaron el 30X en coincidencia con 1lo expresado
por otros autores (91) (95). Este incremento lo podemos traducir
como la aptitud materna necesaria para asegurar la secrecién de
un calostro cuyo nivel de Ac sea el adecuado para brindarle al
neonato las defensas necesarias y establecer asi una TPI
efectiva.

Del andlisis estadistico de las Tablas III y IV, que compara los
valores de proteli nas séricas maternas y del ternero, no se
observaron diferencias significativas entre los niveles de gg,
lo que interpretamos como una TPI adecuada, mientras que las
diferencias significativas para los valores de &, B y albuminas
{(p < 0,001; p < 0,001y p < 0,005;respectivamente) hallados,
corresponden a valores presentes en el ternero reci¢n nacido,
modificados fisioldgicamente, y que alcanzaron en forma gradual
la concentracién de los animales adultos, tal como lo expreea en

su trabajo Green y col. (53).
Caldow ¥y col. (18) encontraron un grado de asociacién muy
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significativo entre la baja concentracién de gg v altas tasas de
morbilidad y mortalidad en terneros neonatos. Resultados
similares fueron hallados por White y Andrews (133) vy Fallon vy
Harte (39) y son expresados en las tablas XI y XIII. Davidson vy
col. (30)y Simensen (120) establecieron que la falla en la TPI
se acompafi® con alta mortalidad, sin embargo otros autores (110)
encontraron  para concentraciones adecuadas de gg, ciertos
porcentajes de muerte perinatal.

En este sentido, 1los Ac calostrales, mayoritariamente IgGl,
ayudan en la prevenci¢n de enfermedades entéricas, mis por
acci¢n local en el tracto digestivo que a travs de la
circulacién (18). La IgG1 decrece en las secreciones
intestinales del 95 al 48% entre las 2 y 4 semanas de edad (8).
Sin embargo, White y Andrews (133) establecieron con sus
resultados que en aquellos animales cuyos niveles de IgG1
circulante son altos, disminuye significativamente 1la morbi
mortalidad neonatal (Tabla XII).

En nuestro pais, Odeon (87) utilizando una metodclogi a semejante
a la nuestra, no halld diferencias significativas en los niveles
de gg s¢ricas entre los terneros sanos y enfermos. Estos
resultados se contraponen con nuestra experiencia y la realizada
por la mayoria de los autores en este tema.

En referencia a la conservacisn del calostro a 5 ¢ 15 C durante
45 di as. no serian m*todos adecuados para ser utilizados en
bancos de calostro, nuestros resultados (Tablas Vy VI) fueron
similares a los obtenidos por Maidment (75).

En la congelacid¢n, si bien existe un descenso de 8,4% en el
nivel de gg, las diferencias no fueron significativas. Esta
técnica representa una forma eficaz de conservacién del
calostro, preservando su calidad y composisci®n con minimas
modificaciones.

Otros autores (21) (44) informan que utilizando la técnica de
inmunodifusién radial, se produce un incremento de gg del 16%

despues de 7 dias de almcenamiento a 25°C; sin embargo, no
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explican claramente los motivos de ese aumento, ni describen una
aparente degradaci¢n de la Igs. Estos valores, pueden deberse a
fragmentos de mol¢culas no detectables, que podrian causar un
mayor didmetro de los anillos de inmunodifusién radial. Esta
técnica, al igual que la rocket inmunoelectroforesis, no miden
los anticuerpos en su funcién antigénica (75) por lo tanto,
estos resultados deben ser tomados con precaucion.

La acidez calostral producida en todo mtodo de conservacitn,
reduce la absorcié¢n de Igs aproximadamente en un 20X (44); el
congelado y descongelado deben realizarse en forma lenta, para
minimizarla.

Por lo expuesto, es importante destacar, que el pH del calostro
es fundamental para la absorcién a nivel intestinal. OSnyder ¥y
col. (123), citan una reducci¢n del 65X en la absorcidn de
anticuerpos, cuando el ternero es alimentado con calostro
congelado en comparaci®n con €l suministro de calostro fresco,
lo que derivaria en una falla parcial en 1la TPI.Este alto
porcentaje no se corresponde con lo observado por nosotros en
experiencias previas, ya que si bien, la absorci¢n puede ser
menor cuando se recurre a bancos de calostro, nunca llega a ser
de tal magnitud.

Otro aspecto a remarcar, es que la cantidad del calostro wvaria
considerablemente entre vacas, en consecuencia, a menos qgque la
concentracién de gg sea conocida, el uso de un pool de calostro
es lo indicado, para reducir el riesgo de administrar una
muestra con bajos niveles de anticuerpos.

La fermentacion es probablemente el m®todo indicado cuando se
requieren grandes cantidades de calostro, hasta la alimentacién
de los terneros con sustituto lacteo.

En la investigaci¢n del nivel de gg del calostro conservado, fue
posible establecer que la congelaci®n a -15 C, redujo al minimo
las pérdidas de gg y la acidez, lo que indica que el calostro es
bien conservado y brindaréd la proteccidn pasiva necesaria para

conferir las defensas y evitar fallas en la TPI.
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En referencia al segundo experimento , podemos considerar que el
uso de la inmunizacién activa en los terneros neonatos es
improbable, para prevenir la enfermedad y diseminacién de 1la
salmonelosis (63).

Por lo tanto, la proteccién pasiva de 1los terneros por la
vacunaci®n de sus madres durante la gestaci®n, consiste en una
alternativa a emplear para optimizar la sanidad de wun rodeo.
Varios intentos se han realizado a tal efecto, +tratando de
determinar la vacuna méds conveniente o el régimen de vacunacién
mis efectivo. Un mtodo, es el uso de vacunas a bacterias
muertas por accién del formol, producidas en el laboratorio,
como la desarrollada en esta experiencia, que arroj® una clara
diferencia entre el comportamiento de los terneros testigos vy
los del LE.

Los resultados seroldgicos de la primera prueba realizada en las
vacas gestantes, presentaron titulos bajos, manteni¢ndose sin
sufrir variaciones a lo largo de la experiencia en el LT, lo que
indica una poblacién sin contacto previo con el microrganismo
empleado. En uno de los animales, ge hallé un nivel
significativo de Ac (H:1/320 y 0:1/80) posiblemente adgquirido
por enfermedad o contactos anteriores con Salmonella dublin, el
cual no fue incluido en la experiencia.

Con la inoculaci®n de 2 dosis de vacuna en el LE, obtuvimos una
importante RI, pero no hallamos diferencias significativas en
los titulos de Ac Hy O entre el LE I y LE II (Tabla VI1I), por
lo que dedujimos que no es importante el tiempo antes del parto,
en que estas son administradas, sino buscar en cada caso la
situacién de manejo mAs conveniente.

Los niveles de Ac fueron miximos en la microaglutinacién
realizada aproximadamente 10 di as antes del parto, debido en
gran parte al incremento fisiolégico en la concentracién de gg
s2ricas que ocurre en este periodo, y que pasaran a formar parte
del calostro, representando los Ac que pasivamente obtiene el

ternero con la promera toma.

42



Como es de suponer, el descenso en el nivel de Ac post-parto,
fue paulatino pero mantenié¢ndose con titulos mis altos que los
del LT.

En la determinacién de la TPI inespeci fica de 1los 30 terneros
empleados, slo 2 de ellos sufrieron hipogamaglobulinemia, los
cuales no fueron incluidos en el desafio para evitar resultados
aque confundieran el objetivo de 1la experiencia. Tomando en
cuenta este hecho, hay factores geréticos o asociados con
stress, estacionales o alguna otra condicién (46), que en
algunos terneros provoca deficiencias en la absorcién de gg ¥
por lo tanto, son proclives a contraer salmonelosis cuando no
son vacunadas sus madres.

La utilizacién de terneros con una concentracién de gg dentro de
los valores medios normales (X:2,96 gX), nos llev® a interpretar
el comportamiento del LT despu®s del desafio, 1los animlaes
manfestaron signos evidentes de salmonelosis ¥y excretaron
microorganismos por materia fecal por 10 dias, pero no murieron,
tal vez debido a la proteccidn no especi fica conferida con la
absorci®n de calostro en el tiempo ¥ en la cantidad adecuada
(43) (18) (133). Los titulos de Ac H y O fueron bajos, similares
al de sus madres y s8e mantuvieron estables durante la
experiencia, no atribuy®*ndose por lo tanto un rol en 1la
proteccidén.

Jones (63) no observ® un marcado incremento de Ac H vy O en los
terneros que tomaron calostro de vacas vacunadas, Ppero si una
probada resistencia al desafio con Salmonella typhimurium, a
diferencia de los comprobado por nosotros, donde el incremento
de esos Ac muestra diferencias significativas (p < 0,001) con
los terneros que proveni an de vacas no vacunadas, y un grado de
proteccién o una proteccién total conferida a los animales del
LE que no manifestaron ninguna sintomatologli a de salmonelosis.
La infecci®n provocada por el desaffio con S. dublin, no condujo
a un incremento de Ac H y O en 1los terneros testigos ni

experimentales durante el trabajo; resultado muy similar al
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obtenido por otros autores (63). Solamente se hall® un minimo
descenso en 2 de los animales del lote de desaffio, que podria
ser debido a una parcial neutralizacién por los Ac especificos
transferidos por el calostro.

Se demostr® (113) una reduccién en la excreci¢n de Salmonella
por materia fecal, debido a la proteccién pasiva de los terneros
por administracién de una dosis subletal de S. typhimurium; ¢ste
mismo efecto fue observado con 5. dublin; caracteri stica
importante en 1la difusi®n de la infecci$n por reducir 1la
contaminacién del medio y la posibilidad de la infecci®n humana
por terneros enfermos, en plantas faenadoras.

La vacuna fue preparada con S. dublin muerta por formol, ya que
esta bacteria es la prevalente en terneros del lugar. Podria
darse una proteccidén cruzada con otras especies como ha sido
establecido en una experiencia con S. Typhimurium (63) y otros
serotipos con los que comparte una gran cantidad de
determinantes antig®nicos (13). Se ha reportado (3) que terneros
nacidos de vacas con una elevada infeccidn natural con
Salmonella saintpaul son ma s resistentes al desafio
experimental con Salmonella dublin que los terneros control, 1lo
que demostraria inmunidad cruzada entre diferentes integrantes
del gfnero.

La vacuna y la vacunaci®n pueden ser mejoradas, pero titulos
significativos de Ac H y O son transferidos con el calostro al
ternero. Para algunos auvtores (1) (2} (3) (122) 1los Ac
aglutinantes probablemente no estén involucrados en la
prrotecci®n, pero 1lo innegable es la resistencia a la
enfermedaqd, conferida por 1la vacunaci¢n de la madre. Los
mecanismos puestos en Juego, no han sido especi ficamente
estudiados, pero se incluyen efectos bactericidas o
bacteriostiticos, agregacién u opsonizacién de c¢lulas y
neutralizacién de enterotoxinas o adhesinas (63). Cada mecanismo

merece un estudio detallado que escapa al objetivo de este

trabajo.
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La presencia de Ac maternales podria interferir con la respuesta
a una vacunaci®n activa en los terneros (58) (142) y esto
supuestamente seria una desventaja para la vacunaci®n de las
vacas gestantes, con la finalidad de proteger a 1los terneros
hasta las 4 semanas de edad. Esta falta de respuesta, ocurre
igualmente en los terneros control, este problema va mis alla
del presente estudio, aunque la presencia de Ac maternales,
segin autores (67), no interferiria con 1la respuesta inmune
cuando se aplica la vacuna oral de S. dublin.

Experiencias basadas en la vacunaci¢n de las madres, realizadas
recientemente, en campos de Alemania (54) e Israel (82)
establecen por sus resultados, gque es un mtodo empleado para
controlar los brotes de salmonelosis en los tambos, otorgéndole
resistencia a los terneros neonatos y limitando la infeccidn en

la crianza de animales.
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Tabla II: Valores medios de proteinas sfricas en vacas no gestantes.

Sueros Protei nas totales Globulinas plasmaticas
g % [ 4
o 3 r Albdiminas
X 7,585 0,933 1,416 2,466 2,733
* DS 0,494 0,398 0,581 0,625 0,784
R 6,5-8,0 0,50-1,6 0,8-2,2 1,6-3.,3 2,0-4,2
n 10 10 10 10 10




Tabla III: Valores medios de proteinas

terneros neonatos.

stricas en vacas

Globulinas plasmdticas

gestantes y

Sueros Protei nas totales
g % g%

o 3 b Albiminas
v X 7,543 0,526 0,548 3,130 3,335
A * DS 0,587 0,304 0,264 0,730 0,691
C R 6,4-8.9 0,04-1,2 0,08-1,1| 1,3-4.4 2,1-5,02
A n 30 30 30 30 30
T X 7,878 1,020 1,293 2,960 2,583
E = DS 0,786 0,467 0,365 1,162 0,742
R R 6,4-9,2 0,03-2,1 0,58-2,0f 0,1-4.6 1,46-4,60
N n 30 30 30 30 30

49



Tabla IV: Valores medios de gg s4ricas

en vacas no

gestantes, vacas

gestantes y terneros medidos por la técnica de PiZn.

Unidades Vacas no gestantes Vacas gestantes Terneros
SO4Zn
X 8,250 10,393 9,125
+ DS 0,991 1,761 2,712
R 6,7-9,3 7,60-14.2 1,3-12.,5
n 10 30 30
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Tabla V: Valores de PT en suero calostral (g¥), andlisis estadi stico (p)
vy porcentaje de reduccié$n para cada tratamiento.

Item Calostro Tratamientos
fresco

I II ITI
X 14,260 12,890 11,310 10,050
DE 2,141 2,042 1,123 1,472
Rango 9,8-17,7 9,1-16.4 7,9-14,1 6,9-12,7
n 26 26 26 26
P - < 0,005 < 0,001 < 0,001
% 100 90,4 79,3 70,5
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Tabla VI: Valores de gg en suero calostral (gX), ancdlisis estadi stico (p)
y porcentaje de reducci®n para cada tratamiento.

Item Calostro Tratamientos
fresco

I 11 IT1
X 8,450 7,740 6,580 6,000
DE 1,697 1,592 1,259 1,446
Rango 4,9-11,7 4,2-10,2 3,7-9,2 3,1-8,2
n 26 26 26 26
P - n.s. < 0,001 < 0,001
% 100 91,6 77,9 71,0
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Tabla VII: Valores de Ac H v O en vacas durante la experiencia

LT IE I LE IIX
Sueros
' Ac H Ac O Ac H Ac O Ac H Ac O
pre—vacuna
X 1/80 1/18 1/80 1/22 1/80 1/20
DS 32,65 14,75 46,18 17,51 83,34 24,94
Rango 1/40-1/160 (-)-1/740 1/40-1/160 (-)-1/40 1,/40-1/320 (-)-1/80
n 10 10 10 10 10 10
10 di as pre—parto
X 1/92 1/24 1/352 1/46 1/354 1/48
DS 37,94 12,64 165,24 25,03 164,983 28,59
Rango 1/40-1/160 (-)-1/40 1/160-1/640 1/20-1/80 1/160-1/640 1/20-1/80
n 10 10 10 10 10 10
30 di as post-parto
X 1/66 1/18 1/320 1/42 1/3582 1/44
DS 40,05 14,75 184,75 22,01 165,24 20,65
Rango 1/20-1/160 (-)-1,/40 1/160-1/640 1,/20-1/80 1/160-1/640 1/20-1,/80
n 10 10 10 10 10 10
45 di as post—parto
X 1/66 1/32 1/288 1/38 1/362 1/20
DS 40,05 45,41 147,02 23,90 165,24 24,94
Rango 1/20-1/160 (-)-1/80 1/160-1/640 1/20-1/80 1/160-1/640 1,/20-1/80
n 10 10 10 10 10 10
Calostral
X 1/384 1/128 1/672 1/208 1/608 17192
DS 187,80 41,31 352,16 77,28 280,19 93,90

Rango 1/160-1/640 1,/80-1/160 1/320-1/1280 1/160-1/320 1/320-1,/1280 1/80-1/320

n 10

10 10

10 10

10
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Tabla VIII: Valores de Ac H v O en terneros durante las experiencia

LT LE I LE I

Sueros
Ac H Ac O Ac H Ac O Ac H Ac O

96 hs post—nacimiento

X 1/76 1/20 1/326 1/46 1/368 1742
DS 50,59 16,32 ~ 189,51 25,03 200,26 18,37
Rango 1/20-1/160 (-)-1/40 1/160-1/640 1,/20-1/80 1/160-1/640 1/20-1/80
n 10 10 10 10 10 10

15 di as post—nacimiento

X 1/78 1/18 1/320 1/36 1/326 1/36
DS 48,48 17,51 184,75 20,65 176,08 18,37
Rango 1/20-1/160 (-)-1/40 1/160-1/640 (-)-1/80 1/160-1/640 1/20-1/80
n 10 10 10 10 10 10

30 4di as post—nacimiento

X 1/72 1/20 1/304 1/40 1/320 1/36
DS 36,75 13,33 191,50 23,08 184,75 18,43
Rango 1/40-1/160 (-)-1/40 1/160-1/640 1/20-1/80 1/160-1/640 1/20-1/40
n 10 10 10 10 10 10

45 di as post—-nacimiento

X 1/76 1/22 1/288 1/40 1/304 1/38
DS 35,82 17,51 147,02 23,90 140,09 17,51
Rango 1/40-1/160 (-)-1/40 1/160-1/640 1/20-1/80 1/160-1/640 1/20-1/80

n 10 10 i0 10 10 10




Tabla IX: Titulos de anticuerpos H y O en los terneros del lote teestigo
del lote de desafiados

Lote testigo Lote desafiado
Sueros
1 2 3 1 (LE 1) 2 (LE 1II) 3 (LE III)
Al desafio
Ac H 1/80 1,/80 1/40 1/320 1/320 1/640
Ac O 1/20 1/20 (-) 1/40 1/40 1/80

10 dif as post-desafio

Ac H i/7160 1/160 1/160 1/320 1/160 1/320
Ac O 1/40 1/20 1/40 1/40 1/40 1/40

20 di as post—-desafio

Ac H 1/320 17320 1/160 1/320 1/160 1/320
Ac O 1740 1/40 1/40 1/40 1/40 1/40

45 di as post—-desafio

Ac H 1/320 1/320 1/160 1/320 1/160 1/320
Ac O 1/40 1/40 1/40 1/20 1740 1/40
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Tabla X: Comparacién de diferentes t¢cnicas para evaluar la concentracidn de

88 etricas.
Téecnica Costo de Costo de Destreza Sesibilidad Rapidez
equipamiento drogas mmanual
PZn + + + +++ ++
PNa + ++ + + +
CG1 + + ++ ++ ++
EF +++ +H+ +—+ +++ +
IDR ++ -+ ++ ++ +
++ Alto ++ Moderado + Bajo

White, 1986 (132)
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Tabla XI:Relacion entre concentraci®n de Igs sricas y morbi mortalidad en

terneros.
ConcentraciSn .
de Igs N de terneros % de mortalidad Morbilidad
< 16 g/1 398 13,6 107 (de 355)
> 16 g/1 143 0,7 80 (de 121)

White y Andrews, 1986 (133)
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Tabla XII:Relacié$n entre concentraciéon de IgG1 circulante en sangre y morbi
mortalidad en terneros.

Concentracién .
de IgG1 N de terneros % de mortalidad X morbilidad
< 10 g/1 3603 12,2 46
> 10 g/1 2963 3,3 25

White y Andrews, 1986 (133)



Tabla XIII: Concentracidn de

Igs s2ricas e incidencia de
enfermedades respiratorias y mortalidad en terneros
Friesian.

diarreas,

de

raza

Baja Alta
Igs Igs
N° de terneros 1376 3187
Diarrea (%) 21 14
Enfermedades
respiratorias (%) 36 28
Mortalidad (%) 11 3
Baja: 0-5 U SO Zn4 Alta: 5-10 U SO Zn4

Fallon y Harte,

1887 (39)



GRAFICO 1: Curva densitografica del suero

precalostral.

[ ol N ) . / w ,
(1) (2) (3) (4)
Proteinas totales 6,5 g%

(1) Albumina 5,74g%

(2) Alfaglobulina 0,14g%

(3) Betaglobulina 0,51g%

(4) Gamaglobulina 0,10g%
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GRAFICO 2: Curva densitografica del suero

postcalostral.
AN 7\ J J V]
(1) (2) (3) (4)
Proteinas totales 8,2g%
(1) Albumina 1,91%
(2) Alfaglobulina 0,62g%
(3) Betaglobulina 1.40g%
(4) Gamaglobulina 4.26g%
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GRAFICO 3: Curva densitografica del suero calostral

fresco.

80,2%

Gamaglobulinas
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GRAFICO 4: Curva densitografica del suero calostral
sometido al T I.
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Gamzglobulinas
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GRAFICO 5: Curva densitografica del suero calostral
sometido al T II.
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\ -

Gamaglobulinas
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GRAFICO 6: Curva densitografica del suero calostral
sometido al T III.
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Gamaglobulinas
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a suero

GRAFICO 7 : Valores medios de Ac H v en

vacas vacunadas contra Salmonella dublin.
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GRAFICO B: Valores medios de Ac H v O en suero de

terneros no desafiados.
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GRAFICO 9: Valores medios de Ac H v 0O en suero

calostral.
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