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RESUMEN

Ponce Hernandez J. E., Valdivia Flores A. G., Gutiérrez Chavez A. J., Padilla Ramirez F. J. y Haubi
Segura C.U.

Diversas enfermedades de los bovinos son transmitidas por el calostro, por lo que en establos
tecnificados se ha popularizado el uso de su tratamiento térmico (TT) mediante diferentes protocolos
de tiempo y temperatura recomendados por los fabricantes de equipos; sin embargo, la prevalencia
de enfermedades transmitidas en el calostro no siempre disminuye, por lo que los productores tienen
dudas de su verdadera eficacia en campo. El objetivo fue evaluar en condiciones de campo la
eficacia del TT para conservar la concentracién de inmunoglobulinas (Ig’s) maternas, permitir la
transferencia de inmunidad pasiva (TP) y disminuir la contaminacién por bacterias patégenas. Se
seleccionaron por el método no probabilistico de conveniencia dos explotaciones lecheras
tecnificadas con hatos grandes (>1000 vacas), ubicadas en el Altiplano Central Mexicano, que
practicaban TT de forma rutinaria con equipo similar. Durante un periodo de seis meses se obtuvieron
aleatoriamente 336 muestras de calostro fresco (CF), calostro con tratamiento térmico (CTT) y
calostro en el momento de ser suministrado (CS) Se congelaron las muestras en viales de plastico
(50 mL) identificados y se determind la presencia de microrganismos, mediante cultivo, aislamiento
e identificacion microscépica y molecular; se estimé la concentracion de Ig’s por refractometria e
inmunodifusién radial. Se estim6 la TP mediante la concentracion de proteinas séricas de los
becerros alimentados con calostro, 48 h después de la primera alimentacion. Se confirmé in vitro que
el TT tuvo la capacidad de preservar las Ig’s y de disminuir la contaminacién bacteriana; ya que todos
los géneros de Streptococcus, Staphylococcus, Brucella, enterobacterias y levaduras presentes
fueron eliminados (60 min 60°C). En condiciones de campo la reduccion media de Ig’'s no fue
significativa (5.0+3.0%) por el TT, ni en relacion con el rancho de procedencia de las muestras, mes
0 etapa de proceso CF, CTT o CS (P>0.05); sin embargo, la cantidad de Ig’s séricas se asoci6
(P<0.05) con el rancho de procedencia, asi como con la tasa de morbilidad y mortalidad observada
en los becerros neonatos. Se determiné contaminacién bacteriana por medio de prueba de turbidez
en el medio de cultivo caldo tripticasa soya de las muestras de calostro. Los resultados de esta
prueba indican que el riesgo de contaminacién de calostro es muy alto independientemente de la
etapa de coleccion: 95% de las muestras de calostro fresco fueron positivas a la prueba de turbidez.
También un gran porcentaje, 90% de muestras obtenidas después del tratamiento térmico y al
momento de ser suministrado a la becerra resultaron positivas a la prueba de turbidez. Todas las
muestras con indicacién de crecimiento bacteriano en este cultivo se les dio seguimiento con cultivos
solidos y tincién Gram para la subsecuente identificacion de Brucella. Resultados de estas pruebas
subsecuentes indican que 59 de las 336 muestras obtenidas estaban contaminadas con Brucella.
20 de estas muestras provenian de CF,19 de CTT y 20 de SC. La identidad de 10 muestras aleatorias
de este grupo de muestras positivas a Brucella fue confirmada molecularmente por PCR. Los
resultados obtenidos en este estudio de sondeo indican que el riesgo de contaminacidon microbiana
presente en las muestras del calostro no disminuyo significativamente entre el calostro fresco, tratado
térmicamente y hasta el momento de ser suministrado con biberén. Estos resultados sugieren que
en condiciones de campo la implementacion de practicas de manejo de tratamiento térmico de
calostro bovino para reducir el riesgo de trasmision de Brucella de adultos a becerras de remplazo
es insuficiente para reducir el riesgo de contaminacion en las diferentes etapas de proceso.

Palabras clave: Calostro, Contaminacion Bacteriana, Inmunoglobulinas, tratamiento térmico,
transferencia pasiva de inmunidad.



ABSTRACT

Ponce Hernandez J. E., Valdivia Flores A. G., Gutiérrez Chavez A. J., Padilla Ramirez F. J. y Haubi
Segura C.U.

Some diseases of bovine cattle are transmitted by colostrum, therefore, in highly technified dairy
farms the use of heat treatment (HT) of colostrum has become popular, using different protocols for
time and temperature, mostly recommended by the equipment manufacturers. However, the
prevalence of disease transmitted by colostrum does not always decrease considerably and
producers have doubts about the true efficacy of heat-treated colostrum (HTC) in the field and of
critical risk procedures and sanitary management. The objective of this research project was to
undertake a field survey of the effect of HTC for preserved maternal immunoglobulin (Ig’s)
concentration, passive immunity transfer (PIT) efficiency and pathogenic bacteria contamination. Two
progressive dairy farms milking (> 1000 cows) located in the Mexican central highlands, which
practiced HT with similar equipment, were selected by the non-probabilistic method of convenience.
During a six-month period 336 samples of fresh colostrum (FC), heat-treated (HTC) (60 min 60 ° C)
and supplied at feeding time (SFC) were randomly obtained. PIT was estimated by serum protein
concentration from HTC-fed calves sampled 48 h post-colostrum intake. Colostrum samples were
frozen, identified by plastic vials (50 mL). I|g concentration was determined by refractometry and radial
immunodiffusion. In vitro HT of colostrum succeeded at conserving Ig’s concentration and decrease
bacteria contamination; all Streptococcus, Staphylococcus, Brucella, enterobacteria and yeast were
eliminated (60 min 60°C). Furthermore, under field conditions 1g’s concentration was not significantly
reduced by HT (5.0 g/L £ 3.0%, P>0.05 IgG, independently from the origin of the samples (month or
farm), nor the treatment (FC, HTC or SFC). However, serum Ig’s concentration was associated to
farm origin and to morbidity and mortality rates in newborn calves (P<0.05). Bacterial contamination
was determined through the turbidity test of colostrum samples in trypticase soy broth. The results of
this test indicate that the risk of contamination of colostrum is high regardless of the stage of colostrum
collection, as 95% of fresh samples were positive to the turbidity test. Also, a large percentage (90%)
of HTC and SC samples were positive to the turbidity test. All samples with traces of bacterial growth
in these cultures were followed-up in solid culture and Gram-stained for the subsequent identification
of Brucella, from which 59 of the 336 samples (17.5%) were contaminated with Brucella: 20 samples
came from FC, 19 from HTC and 20 from SFC. From these, 10 random samples were confirmed for
Brucella using PCR. The results obtained in this survey indicate that the use of FC, HTC and SFC
did not significantly reduced the risk of microbial contamination. Furthermore, these results suggest
that under field conditions the implementation of heat-treated bovine colostrum to minimize the risk
of Brucella transmission from cows to replacement heifers is insufficient to reduce contamination risk
and, even more, allow for the vertical transmission of diseases from cow to calf or of infected calf to
contemporary calves.

Key words: Colostrum, bacteria contamination, Ig’s, immunoglobulin, heat treatment, passive
immunity transfer.
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INTRODUCCION

El calostro es la primera secrecion de la glandula mamaria de diferentes especies
de animales mamiferos; proporciona factores inmunitarios y de crecimiento que garantizan
la salud y vitalidad del recién nacido. El manejo adecuado de calostro bovino y el suministro
oportuno es prioritario para proveer a las crias de bovino una dosis adecuada de
inmunoglobulinas y otros compuestos bioactivos para promover el desarrollo y desempefio
rentable de los animales domésticos para produccién en conjunto con el manejo zootécnico
recomendado y disminuir los indices de morbilidad y mortalidad (Malmuthuge et al., 2015).

Se han implementado algunos métodos para el tratamiento de calostro como el
térmico de 60 " por 60 minutos (Godden et al., 2006), asi como el calostro en polvo (Godden
et al., 2009), como herramienta para sustituir y suplementar el consumo en crias de bovino,
asi como en otras especies animales (Donahue et al., 2012). Por lo que en este estudio se
pretende realizar la evaluacion del tratamiento térmico al calostro en campo para
contaminacién bacteriana y concentracién de inmunoglobulinas, al incrementarse el interés
por el mejor uso del calostro y evaluar el conteo bacteriano y la cantidad de inmunoglobulina
en el calostro se compara los parametros antes y después del tratamiento (Godden, et al.,
2006).

La variabilidad en la calidad de calostro toma una relevancia particular debido a que
el mercado de la carne ha llegado a los niveles de precios histéricamente mas altos $ 3.00
délares americanos por libra en pie en Estados Unidos de América (SAGARPA, 2015), asi
como por el interés en disminuir los riesgos de trasmision de enfermedades y la morbilidad
y mortalidad en crias bovinas en la cadena productiva lechera.

El calostro es la primera secrecién de la glandula mamaria de diferentes especies de
animales mamiferos; proporciona factores inmunitarios y de crecimiento que garantizan la
salud y vitalidad del recién nacido. El manejo adecuado de calostro bovino y el suministro
oportuno es prioritario para proveer a las crias de bovino una dosis adecuada de
inmunoglobulinas y otros compuestos bioactivos para promover el desarrollo y desempefio
rentable de los animales domésticos para produccion en conjunto con el manejo zootécnico

recomendado y disminuir los indices de morbilidad y mortalidad (Malmuthuge et al., 2015).
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La calidad del calostro se ha medido tradicionalmente mediante el calostrémetro para
densidad, ademas del conteo bacteriano, el cual se reduce drasticamente con una
pasteurizacién adecuada; por lo que muchos productores tienen gran confianza en este
sistema y no exigen fundamentos de validacion, garantias de la calibracién de equipos
pasteurizadores y el uso adecuado de éstos, ni pruebas bacteriolégicas a cada lote que se
procesa.

Sin embargo; la ausencia de avance en el control de enfermedades trasmitidas por
calostro, como brucelosis y tuberculosis, sugiere que la eficacia bacteriologica de la
pasteurizacion aplicada en el establo puede ser muy variable y en muchos casos,
francamente inadecuado.

En México, la mortandad en becerras en establos comerciales supera en 10% al
reportado como valor promedio 7% en USA, Canada, mientras que supera en 5% a lo
registrado para Europa (Holstein USA, 2014). Esta mortalidad es atribuida a que el manejo
de calostro es muy variable, la calidad y almacenamiento no es homogénea, lo que se
traduce en parametros susceptibles a mejorar considerablemente,

La variabilidad en la calidad en el calostro en la regién del Altiplano Central Mexicano
y los Altos de Jalisco es una condicidon poco registrada por los productores, ya que la
mayoria que cuentan con poca tecnologia para la crianza de becerras. En algunos establos
usan el calostrémetro para identificar la densidad y toman como referencia solo este
parametro, aunque existe la posibilidad de registrar la proteina total del calostro en sitio y
de manera rapida y simple con una prueba de refractometro digital para monitorear (grados
para la cantidad de proteinas disponibles en el calostro y adsorbidas por la becerra.
(Barrington et al., 2002).

En algunos establos se ha iniciado el protocolo de integrar informacién relevante,
desde la identificacién del recién nacido, registro de padres, peso al nacer, tipo de parto,
condicion y sufrimiento fetal, hora de evento, hora de administracion de calostro, volumen
ingerido y calidad o calificacion del calostro (Roth, 2009).

El esfuerzo en mejorar los estandares de crianza de becerras también provoca un
costo adicional, por lo que en un célculo inicial parece disminuir el margen de rentabilidad
economica y tiende a evitarse ante las dificultades evidentes que atraviesa la condicion del
negocio de la leche a nivel local y nacional.

La pérdida de utilidad bruta se agrava por la oferta y demanda de leche fresca al suplir

el abasto con leche descremada en polvo extranjera a un precio muy por debajo del
12



mercado y productos alternos de origen distinto al lacteo. Algunos productores exitosos
mitigan el efecto de esta competencia desleal al contar con el ingreso adicional derivado de
producir vaquillas de remplazo para venta, asi como el gran valor de la carne de los machos
para cria y engorda como parte integral de la explotacién (Roth, 2009).

Derivado del incremento en el nimero de animales criados en los estables, se
incrementa la demanda por calostro y se pone mas atencién en su calidad, oportunidad de
suministro y en los procedimientos de pasteurizacién del calostro. De tal forma que el
tratamiento térmico del calostro bovino se esté volviendo una herramienta general y efectiva
en el incremento de rentabilidad de las explotaciones y la disminucion de los costos por
tratamiento, mortandad y desecho, asi como la mejoria en la capacidad de expresion
genética del ganado (Gelsinger et al., 2015).

El contexto mundial de la produccién ganadera en la lecheria y la carne ha modificado
el comportamiento de los mercados, presionando la rentabilidad al globalizar el comercio
de productos a la mayoria de paises, tanto productores como consumidores, generando el
intercambio de materia prima, asi como productos especializados entre todos los actores;
lo que beneficia a algunos desarrollados y presiona la rentabilidad de produccién en paises
deficitarios como México. En estos paises donde el balance entre produccién y consumo
se suple por la importacion, se ha establecido una brecha entre sistemas de produccion
tradicional y tecnificada, en la que el sistema productivo especializado tiene la mayor
aportacién de producto, pero también mayores costos que el sistema de pastoreo. Debido
a la globalizacién de la economia agropecuaria mexicana, la produccion lechera de paises
gue tienen excedentes lecheros y costos inferiores compite con la produccion local. El
riesgo de quiebra econdmica de la lecheria mexicana solo tiene como expectativa
estratégica realizar acciones que tiendan a mejorar e incrementar la rentabilidad de la
produccién de leche y carne bovinas. En este contexto, el calostro ha sido identificado como
una herramienta eficaz para mejorar e incrementar la rentabilidad econémica por medio del
alcance de objetivos de crianza y salud de reemplazos. En México la perspectiva del
negocio de la leche ha sido incierta y cambiante, el mercado y los precios internacionales
determinan el avance o retroceso de la rentabilidad de la actividad, asi como el agravante
de las politicas publicas de los gobiernos federal y estatales que en vez de desarrollar una
politica de produccién y autosuficiencia alimentaria, estimulan la importacién de productos
muy baratos e inclusive con precio dumping, para limitar el crecimiento inflacionario general

y provoca colapso para la industria lechera, asi como la polarizacion de sistemas
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productivos generando una gran presion para los productores medianos que tienden a
abandonar la actividad lechera con facilidad.

El entorno econdmico ha beneficiado la economia de escalas, generando el
crecimiento de los establos grandes (>250 vacas en ordefia), que cada vez son mas
grandes y, por otro lado, los establos muy pequefios productores (<20 vacas en ordefia),
de economia familiar y crecimiento limitado; por lo que la trasferencia de tecnologia se ve
limitada de la misma forma, obstaculizando el avance homologado en toda la cadena
productiva; sin embargo, todos los productores progresistas demandan herramientas
tecnolégicas para hacer mas eficiente el proceso de produccién, optimizar los recursos
para ser mas eficientes y lograr la mayor rentabilidad y bienestar para sus familias (Romo
et al., 2014).

Algunas enfermedades infecciosas de los bovinos como brucelosis y tuberculosis han
incrementado su incidencia y prevalencia en las cuencas lecheras mexicanas, ademas de
la emergencia de otras enfermedades relativamente nuevas como la paratuberculosis,
diarrea viral bovina y rinotraqueitis infecciosa (Herrera et al., 2010). Todo lo cual indica la
ocurrencia de un fracaso de las campafias nacionales de control y erradicacion por parte
del gobierno, sin una estrategia clara y rentable. Todo ello ha generado la demanda de
acciones y herramientas tecnolégicas viables para que los productores implementan el
control y la satisfaccién de las exigencias de las plantas procesadoras que compran el
producto es una preocupacion real para los propietarios y responsables de los establos, asi
como para todos los trabajadores y prestadores de servicios, ya que genera pérdidas
importantes que ponen en riesgo la estabilidad y persistencia de la actividad lechera.

En el Altiplano Central Mexicano se agudiza la problematica por la situacion especial
gue presenta la region al manejarse los precios mas bajos de la Republica, ademas de

contar con diferentes sistemas de produccion predominando los establos medianos.

14



Tabla 1 Produccién de leche por estados en México

Porcenta

Valor de la

Produccic’m e de Precio produccion Superficie Produccic’m

Estado (rr|1_|les de participa (pe;os (miles de (km?) (m|les dtza
itros) cion por litro) pesos) litros/km?)
Aguascalientes 372,252 3.47 5.48 2,038,515 5,471 68.04
Tlaxcala 109,978 1.03 4.20 462,266 3,997 27.52
Guanajuato 784,770 7.32 4.67 3,663,253 30,607 25.64
Jalisco 1,991,577 18.57 4.63 9,217,110 78,588 25.34
México 482,082 4.50 5.85 2,818,976 22,351 21.57
Hidalgo 398,540 3.72 4.67 1,861,814 20,813 19.15
Querétaro 195,147 1.82 4.84 943,678 11,699 16.68
Puebla 404,132 3.77 5.27 2,128,674 34,306 11.78
Veracruz 723,106 6.74 4.98 3,600,983 71,826 10.07
Distrito Federal 13,784 0.13 8.92 122,989 1,495 9.22
Coahuila 1,275,065 11.89 4.94 6,301,657 151,595 8.41
Durango 997,155 9.30 5.03 5,018,326 123,317 8.09
Colima 36,059 0.34 8.45 304,721 5,616 6.42
Michoacan 339,389 3.16 4.91 1,666,405 58,599 5.79
Chiapas 402,583 3.75 4.26 1,712,987 73,311 5.49
Morelos 20,890 0.19 4.85 101,237 4,879 4.28
Tabasco 101,522 0.95 3.91 396,987 24,731 411
Chihuahua 930,020 8.67 4.86 4,515,255 247,460 3.76
Baja California 181,190 1.69 4.92 891,214 73,909 2.45
Zacatecas 172,867 1.61 4.75 821,089 75,284 2.30
Nayarit 60,104 0.56 5.06 304,331 27,857 2.16
San Luis Potosi 128,772 1.20 5.02 646,344 61,137 2.11
Sinaloa 105,875 0.99 491 519,417 57,365 1.85
Oaxaca 147,933 1.38 5.87 868,943 93,757 1.58
Guerrero 83,764 0.78 6.85 573,650 63,596 1.32
Campeche 36,364 0.34 6.86 249,586 57,507 0.63
Sonora 112,055 1.04 5.5 616,365 179,355 0.62
Nuevo Leodn 37,790 0.35 441 166,564 64,156 0.59
Baja Cal. Norte 41,144 0.38 6.94 285,377 71,450 0.58
Tamaulipas 29,666 0.28 5.62 166,791 80,249 0.37
Quintana Roo 5,562 0.05 4.89 27,188 44,705 0.12
Yucatan 3,153 0.03 5.36 16,912 39,524 0.08
Nacional 10,724,288 100.00 4.94 53,029,602 1,960,512

Fuente: Elaboracion propia con datos de SIAP y SAGARPA 2016.
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Los establos grandes son los que mejor desempefio presentan y menores costos de
produccién, accediendo con mas facilidad a el uso de tecnologia y en especial de
tratamiento y mejora de la calidad del calostro que les permite criar mas eficientemente a
las becerras y ahora también machos incrementando la rentabilidad de estos. Se han
encontrado datos en establos que tienen alta prevalencia de enfermedades la posibilidad
de suponer que existe trasmision de enfermedades de la vaca a la becerra aun con
tratamiento térmico al calostro y siguen presentando casos e incidencia de brucelosis y
tuberculosis en ganado joven y adulto, o que presupone variabilidad en la calidad del
proceso Yy la eficacia para cierto tipo de bacterias. Por lo que es de interés de esta tesis
evaluar el efecto del tratamiento térmico (TT) al calostro bovino empleado en diferentes
establos que presenta variaciones significativas en la eficacia para eliminar la
contaminacién por bacterias patégenas, conservar la concentracion de inmunoglobulinas y
en la transferencia de inmunidad pasiva a las becerras para estandarizar los procesos y
generar eficacia y certeza en el procedimiento y disminuir la prevalencia de enfermedades
en la vida de las vacas.

Para evaluar los efectos del tratamiento térmico al calostro en contaminacion
bacteriana y la concentracion de inmunoglobulinas.

El uso de pasteurizacion para el tratamiento térmico al calostro se ha generalizado
con diferentes protocolos de tiempo y temperatura que han recomendado los fabricantes
de equipos con poca seriedad al no presentar estudios que demuestren la eficacia de este
el unico protocolo serio que se recomienda es el de 60 min a 60°C (Godden et al., 2006),
sin embargo la prevalencia de enfermedades no ha disminuido en los ranchos en los afios
de uso del calostro tratado (Donahue et al., 2012), se menciona que el protocolo no es
seguro para eliminar el agente causal de la Paratuberculosis bovina (Mycobacterium avium
paratuberculosis, Map) en las becerras que recibieron calostro tratado después de
seguimiento por algunos afos (Godden et al., 2015).

En México no se ha hecho un estudio en campo para evaluar el tratamiento térmico
al calostro por lo que la investigacion demuestre la disminucién en contaminacion
bacteriana y la conservacion de la concentracion de inmunoglobulinas en el calostro,
observar la variabilidad de procesos al tomar muestras de calostro fresco, tratado y

suministrado para evaluar el efecto del tratamiento térmico.
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Los resultados que se esperan para esta tesis se centran en dilucidar el efecto
asociado al rancho de procedencia, donde se aplica el tratamiento térmico al calostro, en la
conservacion la concentracion de Ig’s, evitar la falla de transferencia de inmunidad pasiva
y contrarrestar la contaminacién por microrganismos patégenos. Sin embargo, la cadena
de factores de riesgo de cada rancho puede afectar las variables de respuesta.

El crecimiento 6ptimo y rentable de recria de bovinos tanto para leche o carne es
indispensable para asegurar ingresos suficientes para garantizar la produccion pecuaria
para alimentacion tanto local, regional y mundial de alimentos sanos y nutritivos (Roth,
2009).
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1. ESTRUCTURA DEL TRABAJO

La estructura de esta tesis se organiza de acuerdo con los lineamientos y Procedimientos
institucionales vigentes! establecidos para la para la elaboracion de tesis o trabajo practico
para la obtencion de grado los estudios de nivel posgrado en la UAA. El sistema de citas es
el recomendado por la Revista Investigacién y Ciencia, EI documento inicia con una
introduccion que presenta y contextualiza el proyecto bajo estudio.

En el capitulo 2 se incluye el planteamiento del problema en el marco de una revision
de los principales estudios previos relevantes para la construccion y delimitacion del objeto
de estudio. Derivadas de los planteamientos anteriores, se presentan las hipoétesis, las
preguntas de investigacion y los objetivos que guian el estudio. También se integra una
justificacion que destaca la relevancia e importancia que representa el estudio dentro del
Sistema Agropecuario Nacional. Diversas enfermedades de los bovinos son transmitidas
por el calostro, por lo que en establos tecnificados se ha popularizado el uso de su
tratamiento térmico (TT) mediante diferentes protocolos de tiempo y temperatura
recomendados por los fabricantes de equipos; sin embargo, la prevalencia de enfermedades
transmitidas en el calostro no siempre disminuye, por lo que los productores tienen dudas
de su verdadera eficacia en campo.

En el capitulo 3, Marco Tedrico, se presentan las aportaciones de diversos autores
para la construccion del objeto de estudio, desde las perspectivas tedricas y practicas. El
objetivo fue evaluar en condiciones de campo la eficacia del TT para conservar la
concentracién de inmunoglobulinas (Ig’s) maternas, permitir la transferencia de inmunidad
pasiva (TP) y disminuir la contaminacién por bacterias patégenas, ya que otros estudios en

México solo han sido realizados en laboratorio.

En el capitulo 4, Materiales y Métodos, se presenta el disefio de investigacion
empleado, asi como las técnicas, instrumentos, formas de recoleccion de los datos y tipo de

andlisis de la informacién, que permitieron la integracion analitica y metodolégica requerida.

lUniversidad Auténoma de Aguascalientes (2011). Manual de Lineamientos y Procedimientos de Posgrado para
la elaboracién de Tesis o Trabajo Practico para la obtencion de grado. Direccién General de Investigacion y
Posgrado. Departamento de Apoyo al Posgrado Cadigo. Sistema de Gestién de la Calidad de la UAA: DI-
040200-29, Revision: 00, Emision:  21/02/11. 27 pp. Consultado en mayo 2014:
https://docsgc.uaa.mx/archivosuser/archivos.php
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Se seleccionaron por el método no probabilistico de conveniencia dos explotaciones
lecheras tecnificadas con hatos grandes (>1000 vacas), ubicadas en el Altiplano Central
Mexicano, que practicaban TT de forma rutinaria con equipo similar. Durante un periodo de
seis meses se obtuvieron aleatoriamente 336 muestras de calostro fresco CF, con
tratamiento térmico CTT y en el momento de ser suministrado CS. Se congelaron las
muestras en viales de plastico (50 mL) identificados y se determind la presencia de
microrganismos, mediante cultivo, aislamiento e identificacién microscépica y molecular; se
estimd la concentracion de Ig’s por refractometria e inmunodifusion radial. Se estimo la TP
mediante la concentracién de proteinas séricas de los becerros alimentados con calostro, 48
h después de la primera alimentacion. Se confirmé in vitro que el TT tuvo la capacidad de
preservar las Ig’s y de disminuir la contaminacion bacteriana; ya que todos los géneros de
Streptococcus, Staphylococcus, Brucella, enterobacterias y levaduras presentes fueron
eliminados (60 min 60°C).

En el capitulo 5, Resultados y Discusion, se presenta una caracterizacion de los
resultados que se obtuvieron los parametros de comportamiento de acuerdo con los
tratamientos y factores incorporados en el estudio, en las magnitudes y proporciones que
refieren estudios comparables. Se integra la Discusion en este capitulo porque la
interpretacion de los resultados se enriquece al integrar investigaciones comparables para
expresar una reflexién acerca del significado estudios y resultados similares o antagénicos
para entender las diferencias y el valor de los resultados de forma practica, clara y
sustentada. En condiciones de campo la reduccién media de Ig’s no fue significativa
(5.0£3.0%) por el TT, ni en relacién con el rancho de procedencia de las muestras, mes o
etapa de proceso CF, CTT o CS (P>0.05); sin embargo, la cantidad de Ig’s séricas se asocid
(P<0.05) con el rancho de procedencia, asi como con la tasa de morbilidad y mortalidad
observada en los becerros neonatos. Se determind contaminacion bacteriana por medio de
prueba de turbidez en el medio de cultivo caldo tripticasa soya de las muestras de calostro.
Los resultados de esta prueba indican que el riesgo de contaminacién de calostro es muy
alto independientemente de la etapa de coleccion: 95% de las muestras de calostro fresco
fueron positivas a la prueba de turbidez. También un gran porcentaje, 90% de muestras
obtenidas después del tratamiento térmico y al momento de ser suministrado a la becerra
resultaron positivas a la prueba de turbidez. Todas las muestras con indicacion de

crecimiento bacteriano en este cultivo se les dio seguimiento con cultivos sélidos y tincion
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Gram para la subsecuente identificacibn de Brucella. Resultados de estas pruebas
subsecuentes indican que 59 de las 336 muestras obtenidas estaban contaminadas con
Brucella. 20 de estas muestras provenian del calostro fresca (CF),19 de Calostro con
tratamiento térmico (CTT) y 20 de calostro al momento de del suministro a las becerras (CS).
La identidad de 10 muestras aleatorias de este grupo de muestras positivas a Brucella fue

confirmada molecularmente por PCR.

En el capitulo 6, Conclusion, se evaluo la aceptacion o rechazo de la hipétesis y el
cumplimiento aceptable de los objetivos, asi como las implicaciones tedricas y productivas
derivadas directamente de las evidencias mas relevantes producidas por el estudio y la
aplicacion practica del estudio. Los resultados obtenidos en este estudio de sondeo indican
que el riesgo de contaminacion microbiana presente en las muestras del calostro no
disminuy6 significativamente entre el calostro fresco, tratado térmicamente y hasta el
momento de ser suministrado con biberén. Estos resultados sugieren que en condiciones de
campo la implementacion de practicas de manejo de tratamiento térmico de calostro bovino
para reducir el riesgo de trasmision de Brucella de adultos a becerras de remplazo es
insuficiente para reducir el riesgo de contaminacién en las diferentes etapas de proceso.

En la Bibliografia se enlistan las referencias mencionadas en todos los apartados
referidos para la elaboracién de este informe. También se incluyen diversos Anexos que
detallan de manera pormenorizada las técnicas instrumentales que seran aplicadas para la

obtencion de la informacién.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1. ORIGEN, EVOLUCION Y ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA

El uso de la pasteurizacion para el tratamiento térmico al calostro se ha generalizado con
diferentes protocolos de tiempo y temperatura que han recomendado los fabricantes de
equipos. Sin embargo, las recomendaciones usualmente no se basan en estudios que
demuestren la eficacia de los protocolos de tratamiento térmico. Existen alrededor de 50
articulos cientificos en los Ultimos afios que proponen y revisan métodos y manejo
especializados en calostro para criar mas eficientemente los remplazos en los establos y el
ganado que se destina al abasto en razas productoras de leche como en especializadas en
carne. Una forma de verificar si la trasferencia de inmunidad pasiva fue efectiva es revisar
la proteina total en sangre por refractometro de 24 a 48 h después de suministro (Quezada,
et al., 2014).

En México no se han hecho suficientes estudios en campo para evaluar el tratamiento
térmico al calostro por lo que la presente investigacion traté de estudiar la eficacia en la
disminucion en contaminacibn de bacterias patégenas y la concentracion de
inmunoglobulinas en el calostro, asi como demaostrar la ocurrencia de una gran variabilidad
de procesos como cadena de riesgos, al tomar muestras de calostro fresco, tratado y
suministrado para evaluar el efecto del tratamiento térmico.

La cinética de destruccion bacteriana en diferentes medios o productos se realiza por
exposicion a un agente letal fisico o quimico, que reduce progresivamente el numero de
bacterias 0 agentes, en forma de curva de sobrevivencia en funcion del tiempo con un
exponencial decreciente. Las condiciones ambientales que afectan fundamentalmente la
cinética de destruccion son (Vignoli, 1986):

1) La concentracion del agente o bacteria.

2) El tiempo de exposicion.

3) El pH del medio o producto.

4) La temperatura

5) La presencia de materiales extrafios o contaminacion.

6) La resistencia propia del microorganismo.
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Para leche o calostro se utiliza comunmente el método de desinfeccién por
temperatura y tiempo por calor humedo; el mecanismo de accién por esterilizaciéon térmica
destruye a los microorganismos en forma gradual por la suma de distintos eventos
complejos que se van sucediendo a medida que aumenta la temperatura por lo que el efecto
final de la esterilizacién por calor himedo a 121 °C es la desnaturalizacién y coagulacion
de las proteinas, por lo que para la leche o calostro en particular existen protocolos de
pasteurizacion o TT especificos para cada producto.

El primer efecto letal del calor es la produccion de rupturas de la cadena del ADN, lo
que provoca la muerte celular por activacion o liberacién de enzimas con actividad de
endonucleasas. La capacidad de resistencia de la célula es su capacidad para reparar la
lesiébn en ADN, funcion que depende del estado genético y fisiolégico de la bacteria. A
medida que aumenta la temperatura se agregaria la pérdida de la integridad funcional de la
membrana citoplasmica, lo que produciria interferencias en el intercambio con el medio
externo, los procesos respiratorios y la sintesis proteica.

También, las temperaturas mas elevadas activan las ribonucleasas que degradando
el ARNr producen la pérdida de viabilidad de las células expuestas, lo que provoca la
destruccion de gérmenes patdgenos, con resistencia térmica similar o inferior a Brucella y
Salmonella y Mycobacterium bovis, M. avium y M. tuberculosis. Las temperaturas a la cual
puede usarse el calor humedo son:

Tratamiento térmico <62 °C

Pasteurizacion, 65°C a < de 100 °C,

Ebullicion y Tindalizacién =100 °C,

Esterilizacion con autoclave > 120 °C.

Los métodos recomendados para pasteurizacion son a) 65 °C por 30 sy 72 °C por 15
s enfriando rapidamente la temperatura a menos de 10 °C. Esta técnica se utiliza
fundamentalmente en la descontaminacion de la leche y bebidas. La ebullicion consiste en
mantener un objeto o sustancia en un bafio a 100 °C a nivel del mar durante 30 min (en
Aguascalientes el punto de ebullicién es de 94 °C). Aplicado asi, destruye la mayoria de las
formas bacterianas vegetativas, hongos y virus lipidicos (e.g. Herpesvirus y HIV); no es
efectivo para la destruccion de esporas y virus desnudos. La repeticién de este proceso
durante tres dias consecutivos constituye la tindalizacién. Su fundamento tedrico esta dado
por la destruccion de las formas vegetativas durante los periodos de ebullicion, permitiendo

que las esporas germinen durante el reposo volviéndose susceptibles al préximo
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calentamiento. La autoclave es el Unico método de esterilizacion, ya que todos los
anteriores sélo reducen exponencialmente el nimero de bacterias. La autoclave utiliza
vapor de agua a 121 °C durante 15 min 6 20 min. Esta temperatura se logra si se obtiene
una presion de una atmésfera relativa (dos atmdsferas absolutas), ya que el aumento de la
presidn provoca aumentos proporcionales en el punto de ebullicion del agua.

Se ha recomendé emplear un protocolo de TT al calostro bovino de 60 min a 60 °C
(Godden et al., 2006), aunque reconoce que la prevalencia de enfermedades no ha
disminuido en los ranchos en los afios de uso del calostro tratado (Donahue et al., 2012).
(Godden et al., 2015), (Tabla 2) menciona que el protocolo no asegura la eliminacién de
Mycobacterium avium en las becerras que recibieron calostro tratado después de
seguimiento por algunos afos (Godden et al., 2015).

Tabla 2 Tratamiento térmico y recuperacién de Mycoplasma bovis, Escherichia coli O157:H7,
Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes y Mycobacterium avium (Map).

Duracion a 60°C (min)

Especie bacteriana

-30 -30 0 15 30 45 60 75 90 105 120 120
(dosis de inoculacion, (202 (20)* 60 60 60 60 60 60 60 60 60 38
UFC/mL)
M. bovis (1 x 108) ND G ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
E. coli O157:H7 (1 x 106) ND G G ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S. enteritidis (1 x 106) ND G G G ND ND ND ND ND ND ND ND
L. monocytogenes (1 x 106) ND G G G ND ND ND ND ND ND ND ND
M.a. paratuberculosis (1x 10%)  ND G G G G G ND ND ND ND ND ND
Map lote 1 C c G G G G G ND ND ND ND ND
Map lote 2 c c G ND G ND ND ND ND ND ND ND
Map lote 3 ND G G G ND G ND G G ND ND ND
Map lote 4 ND G G G ND G ND ND ND ND ND ND

1Los Resultados son promedios de cuatro réplicas. Para Map, se presentan valores promedio e individuales.
C = contaminado; G = crecimiento detectado; ND = no se detecta crecimiento.

2P Muestra de preinoculacion (control negativo); —30 representa un tiempo de 30 min antes de que se
alcanzara la temperatura prevista.

3P Muestra postinoculacién (control positivo); =30 representa un tiempo de 30 min antes de que se alcanzara
la temperatura prevista.

Fuente: (Godden et al., 2006)

La importancia de la recria se acentua por el cuidado mas intensivo, derivada del alto
precio de la carne y la baja rentabilidad en la produccion de leche a nivel mundial. Una
adecuada rentabilidad depende de la eficiencia en el sistema de produccién de leche, tanto

en la reproduccion, sanidad, genética, alimentacion, manejo de instalaciones en ganado en
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produccién, sin embargo, en la recria se considera que es mas importante ya que es el

reflejo de la proxima generacion de reemplazos para el establo (Romo et al., 2014).
2.2. CONDICIONES LOCALES QUE PERMITEN ABORDAR EL PROBLEMA

En los establos del altiplano central mexicano encontramos diferentes esquemas de manejo
de recria; algunos en jaulas de madera individuales, otros en naves de jaulas contiguas,
elevadas y en piso, asi como en corrales de lactancia o becerras amarradas
individualmente. Cada sistema tiene ventajas y desventajas, tanto en la ventilacion como
en la limpieza, contaminacion y contagio; algunos cuentan con la ventaja de la luz solar
como un método de desinfeccion natural, mientras que otros utilizan la limpieza a base de
chorro de agua y el ambiente controlado; también representa alguna ventaja la cama de
tierra y la crianza individualizada, pero tiene como desventaja la facilidad de contagio y
brotes de enfermedades por contacto directo o por medio de vehiculos y vectores,
dificilmente controlados por los métodos usuales de higiene y manejo el estiércol y
humedad.

El factor comun de mayor variabilidad es la calidad del calostro producido por la
vacas, la contaminacién por bacterias patégenas, la concentracion de inmunoglobulinas, la
transferencia de inmunidad pasiva, y la colonizacion por inoculacién precoz de bacterias
(Figura 1) o flora intestinal benéfica pro-digestiva o patdégena, lo que significa la presencia
0 ausencia y gravedad de enfermedades y se refleja en morbilidad, mortalidad, crecimiento
y ganancia diaria de peso de las becerras, parametros por los cuales evaluamos el
desempefio de la recria en las explotaciones. En el altiplano central mexicano el porcentaje
de mortandad en becerras al destete fluctta entre 2.0 a 30 % con un promedio de 18 % en
los establos y granjas sin que se tenga claro el origen del problema (SAGARPA, 2015).
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Figura 1 Becerro al momento del parto mostrando particulas de materia fecal en la lengua
sugiriendo una contaminacién precoz del recién nacido

2.3. HIPOTESIS DE INVESTIGACION

El tratamiento térmico en campo al calostro bovino empleado en diferentes establos
presenta variaciones significativas en la eficacia para conservar la concentracion de
inmunoglobulinas evitar la falla de transferencia de inmunidad pasiva a las becerras y

contrarrestar la contaminacion por bacterias patégenas.

2.4. OBJETIVOS

2.4.1. Objetivo general

El objetivo del estudio es evaluar las variaciones que existen en la eficacia del tratamiento
térmico de calostro en condiciones de campo para conservar la concentracion de
inmunoglobulinas evitar la falla de trasferencia de inmunidad pasiva y contrarrestar la

contaminacién por bacterias patégenas.

2.4.2. Objetivos especificos

2.4.2.1. Evaluar el efecto del tratamiento térmico en condiciones de campo en la

conservacion de la concentracién de inmunoglobulinas en el calostro bovino.

2.4.2.2. Estimar la falla de transferencia de inmunidad pasiva de las becerras mediante la

prueba de refractometria de proteina total del suero sanguineo a 48 horas de suministro.
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2.4.2.3. Evaluar la eficacia del tratamiento térmico en condiciones de campo al calostro

bovino, para contrarrestar la contaminacion por bacterias patdégenas.

2.5. JUSTIFICACION

2.5.1. Importancia del estudio

El uso de la pasteurizacion para el tratamiento térmico al calostro se ha generalizado, sin
embargo, la prevalencia de enfermedades no ha disminuido en los afios de uso del calostro
tratado (Donahue et al., 2012). También se ha incrementado el uso de calostro bovino en
polvo como herramienta para sustituir y suplementar el consumo en crias de bovino, asi
como en otras especies y algunos humanos. La variabilidad en la calidad de calostro toma
una relevancia porque el mercado de la carne llega a precios muy altos, lo cual incrementa
el interés por disminuir los riesgos de trasmision de enfermedades y la morbilidad y
mortalidad en crias vacunas (Carrisoza, 2104).

Existe una relacion inversa entre la eficacia bacterioldgica e inmunoldgica, se reporta
que la temperatura maxima para proteger la integridad, cantidad y eficacia de la
inmunoglobulina es maximo 60 °C por 60 minutos, no afectando el tiempo para este
proposito, pero al contario la temperatura afecta gravemente la integridad, cantidad y
eficacia de las inmunoglobulinas hasta en mas de 33 % cuando llega a 63 °C sin importar
el tiempo de permanencia a la temperatura por corto que se mantenga, por lo que la calidad
se disminuye peligrosamente (McMatrtin et al., 2006)

El aumento de temperatura disminuye la cantidad de inmunoglobulinas y afecta la
viscosidad del calostro reportando alteraciones significativas que pueden comprometer el
proceso de transferencia pasiva de inmunidad a la becerra con resultados muy diversos

gue no se han podido estandarizar (Elizondo y Heinrichs, 2008).

2.5.2. Importancia en el ambito cientifico

Estudios anteriores han demostrado que el tratamiento térmico es capaz de reducir el 100%

del crecimiento bacteriano mientras que solamente reduce el 10% de la inmunoglobulina

IgG después del proceso; lo que significa que el calostro se considera aceptable en la carga

bacteriana y en la cantidad de inmunoglobulina IgG para garantizar el aporte minimo

necesario para la supervivencia de la cria de bovino (Godden et al., 2006). Aunque en
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condiciones de campo se aprecia frecuentemente una cantidad importante de becerros que
presentan falla de transferencia de inmunidad pasiva (Deelen et al., 2014) y también es
notorio que la prevalencia de enfermedades no ha disminuido en los ranchos que dan
tratamiento térmico al calostro a pesar de tener varios afos aplicandolo (Donahue et al.,
2012).

Este estudio encuentra en campo presencia de bacterias patdgenas en calostro que
no deberian estar presentes y que pueden ser causa de variaciones en el proceso en campo
que son muy dificiles de controlar y minimizar los riegos de trasmision de enfermedades en
condiciones cotidianas de campo por falta de pruebas rapidas y econémicas para evaluar
la eficacia del proceso térmico.

2.5.3. Importancia en las tecnologias de produccion

El desarrollo de nueva tecnologia y mejores técnicas para el uso de calostro inocuo asegura
la disminucion de riesgo de trasmision de enfermedades de la vaca a la becerra (Gulliksen
et al., 2008.) La prevalencia de las enfermedades disminuye la rentabilidad de los establos.
En México existen diferentes sistemas de produccion de leche y carne de acuerdo a la zona
geogréfica y los recursos hidricos, por lo que los costos de produccién varian notablemente
de una regién a otra, sin embargo, algunas herramientas y tecnologias promueven la
eficiencia de los sistemas buscando la rentabilidad y son adoptadas por los ganaderos
progresistas como innovacion, asi fue la inseminacion artificial hace 50 afios, y actualmente
cualquier establo moderno no duda en usar esa tecnologia como una herramienta
fundamental y cotidiana, el calostro en polvo es usado por ganaderos progresistas que

identifican las ventajas de esta herramienta.

2.5.4. Importancia social

Evitar la trasmisién de enfermedades de la vaca a los hombres y la inocuidad de los
productos de origen animal es el propdsito de la pasterizacion y los tratamientos térmicos
(Grant et al., 2005). El origen de la pasterizacién se remonta para evitar la trasmision de

enfermedades de los productos de origen animal al hombre y evitar las zoonosis.

2.5.5. Importancia econémica
La afectacion directa a la produccion se puede evaluar y cuantificar en pérdidas por alta

mortandad y alta morbilidad y bajo rendimiento en ganancia de peso (Elizondo y Heninrichs,
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2008). El costo que generan lagunas enfermedades como la brucelosis es muy importante
en establos contaminados, son dificiles de cuantificar por los ganaderos, es necesario
contabilizar perdidas por abortos, lactancias incompletas, menos becerras para reemplazo,
perdida de volumen de leche por evento, amortizacion de los activos muebles, semovientes
y fijos, incremento en el uso de medicina y descarte de leche por antibiéticos

El calculo de referencia lo hacen autoridades en la materia, pero son referencias y
estimaciones de los problemas, es necesario contar con herramientas tecnoldgicas y
software que cuantifique especificamente el ingreso y egreso por evento y dia de vida
productiva para observar cuentas reales para andlisis de la rentabilidad de los establos, asi

como la capacidad de competir en el mercado internacional.

2.5.6. Importancia ambiental

El desarrollo ambientalmente responsable de cualquier actividad productiva pecuaria
garantiza el equilibro para la produccion y equilibrio de conservacion del medio ambiente,
cada accion que se realice a favor colabora en cierto grado con péquenos avances y

contribuye a mitigar los efectos por el cambio climatico.
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3. MARCO TEORICO

3.1. ORIGEN DEL CALOSTRO BOVINO

El calostro es la primera secrecién lactea producida por la vaca y consumida por la cria, se
genera al final del preparto, en las tres semanas finales de gestacion y justo hasta el
momento de le parto en bovinos (Zurita, 1994).

El calostro es un producto biolégico muy activo que, ademas, tiene un alto contenido
de nutrientes (Tabla 3). Los compuestos bioactivos incluyen anticuerpos, entre los que se
destacan concentraciones muy altas de inmunoglobulinas (IgG, IgM, IgA), proteinas,
amino&cidos esenciales, acidos grasos, grasa butirica, lactosa, vitaminas y minerales
(Kehoe et al., 2007). Ademas, el calostro contiene activadores celulares y diversas
sustancias bioactivas como promotores de crecimiento, lactoferrina, hormona péptida,
factores de crecimiento, citoquinina, nucleétidos, hormonas esteroides, tiroxina,
poliaminasas y enzimas (Koldovsky, 1989). Asi mismo, el calostro tiene efectos sobre la
motilidad del intestino, de tal forma que, al ser ingerido por el recién nacido, activan los
movimientos peristalticos en el colon ayudando a expulsar el meconio y facilitando el
establecimiento de todos los movimientos normales del intestino (Lazzaro, 2002). También
contiene bacterias que conforman la flora normal del intestino y mucosas del becerro, al

colonizar y reproducirse en el intestino desdoblando azucares para multiplicarse.

Tabla 3 Variacion de la composicién quimica del calostro segiin niamero de ordefios de
calostro

Descripcién Numero de ordefio

1 2 3 Leche
Gravedad especifica 1.056 1.040 1.035 1.032
Sdlidos totales % 23.9 17.9 14.1 12.9
Proteina total % 14.0 8.4 5.1 3.1
Caseina % 4.8 4.3 3.8 25
Inmunoglobulinas G (g/L) 48.0 25.0 15.0 0.6
Grasa % 6.7 5.4 3.8 3.7
Lactosa % 2.7 3.9 4.4 5.0
Ca% 0.28 - - 0.13
P % 0.24 - - 0.11

Fuente: Besser (1985)

El calostro tiene una cantidad de nutrientes mucho mayor que la leche, tanto en
soélidos totales (2x), proteinas totales (4x), inmunoglobulinas (IgG) (24x), inhibidor de
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tripsina (100x), energia y grasas (2x). La grasa y lactosa en un calostro de buena calidad
son de muy facil transformacion en una fuente de energia (Baumrucke et al., 2014). La
grasa es indispensable para la regulacién de temperatura corporal, termogénesis y para la
activacion y estabilizacion del metabolismo de la cria en las primeras horas de vida. Al
carecer o disminuir esta fuente de energia, la cria perdera hasta el 10% de su peso en los
primeros dos dias. Se ha reportado (Davis y Dreckley, 1998) que en sélo 18 horas se agota
el almacenamiento de grasa corporal. En las primeras horas de vida es posible regular la
temperatura hasta en un 15% (Haines y Campos, 2008).

Leblanc revisa el papel del metabolismo de la energia en el periodo de transicion de
la vaca y su impacto en la produccién de calostro de buena calidad. En esta etapa critica
se presentan diversas enfermedades y se alteran los procesos fisiolégicos relacionados con
la reproduccion (Leblanc, 2010).

Todas las vacas en este periodo experimentan cierto nivel de resistencia a la insulina
y desordenes metabdlicos leves y sélo la tercera parte de las vacas presentan desordenes
metabdlicos clinicamente detectables o en grado que comprometa la produccion, eficiencia
productiva y la vida de éstas; por lo que al monitorear los niveles de produccion,
temperatura, consumo de materia seca y tasas de desecho y mortandad tradicional, ahora
se puede monitorear el nivel de 4cidos grasos no esterificaos (NEFA) y beta hidroxybutirato
(BHBA), por lo que son indicadores después del parto para deteccion temprana de
presuntos desordenes metabdlicos y riesgos de enfermedades en las vacas (Leblanc,
2010).

Un nivel alto de NEFA (> 0.4 mmol/L) entre 7 y 10 dias preparto se asocia al
incremento de riesgo para desplazamiento de abomaso, retencién de placenta, desecho
antes de 60 dias, menor produccion de leche en los primeros cuatro meses. La cetosis
subclinica (1.2 a 1.4 mmol/L de BHBA en suero) en la primera y segunda semana post parto
se asocia al riesgo de desplazamiento de abomaso, metritis, cetosis clinica, endometritis,
no-ovulacion post parto, incremento en la severidad de mastitis y menor produccién en la
lactacion temprana. Por lo que existen diferentes métodos para medir y evaluar las
condiciones de NEFA Y BHBA para minimizar riesgos de manera preventiva en campo
(Leblanc, 2010).
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3.2. INMUNOGLOBULINAS MATERNAS

Las inmunoglobulinas son proteinas que protegen e identifican y destruyen patégenos
en los animales (Morin et. al, 2001) Existen tres tipos diferentes de inmunoglobulinas (Ig) en
el calostro materno, la IgG (88%), IgM (7%), IgA (5%). Estas inmunoglobulinas son de
diferente tamafio y configuracion molecular (Hurley et al., 2011). La IgG tiene dos subclases
dos: IgG1 (80% a 90%) y IgG2 (10% a 20%) del total del IgG (Larson et al., 1980).

Light chain

3D structure of immunoglobulin G (IgG)
PDB code: 1IGT

Heavy chain

www.scle X info

‘EEIEMENT © Hil mi Seo, M.D., §f

IgG IgA IgE IgD

Figura 2 Estructura molecular de las inmunoglobulinas. Panel A. Estructura tridimensional

Panel B estructura bidimensional de diferentes tipos de inmunoglobulinas. a) Region hipervariable
(cadena ligera). b) Cadenas de disulfuro c) Cadena J (join) d) Region variable (cadena pesada).
Fuente: The CGSociety (2017) http://hirofumi.cgsociety.org/art/igg-maya-antibody-mental-medical-
ray-pdb-after-effects-python-3d-structure-immunoglobulin-g-1204012
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3.3. TRANSFERENCIA DE INMUNIDAD PASIVA

La transferencia de inmunidad pasiva es el proceso fisiolégico que permite a los rumiantes
adquirir inmunidad que requieren las crias por absorcion de inmunoglobulinas Ig’s en el
intestino en las primeras horas de vida. Esto es necesario porque los bovinos tienen un tipo
de placentacion sindesmocorial, (Godden et al.,2009) lo que incapacita la transferencia
sanguinea de inmunidad desde la madre hacia el producto durante la prefiez, pues se genera
una barrera (sincitio) (Elizondo, et al., 2010), entre madre-producto para las macromoléculas,
gue no pasan al flujo sanguineo de la cria, generando entonces al nacimiento una cria
agamaglobulinémica y sin defensa contra patdgenos (Weaver et. al, 2000), las paredes del
intestino tienen enterocitos que son capaces de absorber grandes moléculas, mediante
absorcion por pinocitosis hasta 24 horas después de haber nacido para transferir
pasivamente Ig’s (macromoléculas) a la cria (Haines y Campos, 2008).

La absorcion de inmunoglobulinas Ig’s es a través de macromoléculas que viajan por
un medio transporte transitorio, el cual no es selectivo en el epitelio de la pared del intestino.
Las Ig’s entran a las células y a la linfa intestinal al conducto torécico para posteriormente
avanzar por el torrente sanguineo (Besser et. al, 1991). Las inmunoglobulinas son
transportadas a través de las células y en los vasos linfaticos por exocitosis (Staley et. al,
1972))

Las Ig’s pueden moverse fuera del torrente sanguineo y avanzar a otras partes del
cuerpo, su funcioén principal es de identificar y ayudar a destruir los patdgenos invasores
(McMartin et al., 2006), previniendo ademas la fijacion de patdgenos, inhibiendo el
metabolismo, la aglutinacién de bacterias, neutralizando virus y bacterias (Liu et al., 2009).
Las IgM son moléculas grandes de IgG que estan encargadas de la primera linea de defensa
en caso de septicemia, las que permanecen en la sangre protegiendo a la cria de bacterias.
Las IgA protegen la superficie mucosa del intestino impidiendo la adhesién patégenos
(Godden et al., 2006).

El mecanismo de cierre del paso de macromoléculas en el intestino a las 24 de nacido
es probable que se deba a la combinacion del agotamiento de la capacidad pinocitosis y el
reemplazo los enterocitos por de las células epiteliales maduras del intestino delgado
(Hompson, 1981)
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Se ha sefialado que el calostro produce un recubrimiento con lactoferrina en la pared
interna del intestino, debido a sus propiedades antimicrobianas protege de bacterias
patdgenas externas que entren al conducto del intestinal, y ademas favorecer el desarrollo
de una flora intestinal beneficiosa (Plaza et al., 2009.).

Existen diferentes métodos para suponer que la transferencia pasiva de inmunidad
es exitosa 0 adecuada para garantizar la supervivencia de las becerras, como es la prueba
de refractometria simple (Deelen et al., 2014), y el refractobmetro Optico, digital y la prueba
de inmunodifusion radial, (Weaver et. al, 2000), en el primero las lecturas de referencia de
proteina total se consideran aceptables de 5.0 a 5.5 g/dL como el minimo indispensable
para la supervivencia y desempefio de la becerra.

3.4. ABSORCION Y TRANSPORTE DE INMUNOGLOBULINAS

Las Ig’s del suero de la glandula mamaria comienzan a producirse varias semanas antes
del parto y su méaxima concentracion ocurre entre 1 a 3 dias antes del parto (Weaver et. al,
2000). Estas se transfieren a la secrecion lactea desde dos fuentes: las humorales,
provenientes de la circulacion sanguinea (IgG) y las otras dos que son sintetizadas por
plasmocitos (IgM, IgA) ubicados junto al epitelio secretor de la glandula mamaria, son
especificas del calostro (Nickerson, 1989).

La concentraciéon de IgG1 en el calostro se ve favorecida por los receptores en las
células epiteliales alveolares de las glandulas mamarias, estas células epiteliales
glandulares dejan expresar el receptor (IgG) al comienzo de la lactancia. (Hurley et al.,
2011).

Las alteraciones de expresion son probablemente provocadas por la respuesta al
aumento en la concentracion de prolactina (Weaver et. al, 2000). La absorcion de Ig’s varia
de acuerdo con la edad de la primera toma, que se recomienda en las primeras horas de
vida y la cantidad de calostro ingerido, ademas de la concentracion de IgG en el calostro
(Besser et. al, 1991). La cantidad de inmunoglobulina transferida en las primeras horas de
vida asegura una transferencia pasiva exitosa y disminuye el riesgo de morbilidad y
mortandad de la cria (Campos y Godson, 2003), la cantidad minima de 1gG para garantizar
la supervivencia es de 1.0 g/dL en las primeras dos horas de vida (Haines y Campos, 2008).

La concentracion en suero sanguineo de proteina total es de 10 g/L (Kehoe, et al.,
2007), la referencia de lectura en refractometro de 5.0 a 5.5 g/dL confirma el éxito de la
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transferencia de inmunidad pasiva compromete el desarrollo y viabilidad de la cria (Weaver
et. al, 2000). Se considera falla de transferencia de inmunidad pasiva cuando el valor de
lectura de Ig’s es inferior. La falla en la transferencia de inmunidad pasiva predispone a
mayor riesgo de morbilidad y mortandad, asi como deficiente desarrollo y crecimiento,
pobre ganancia diaria de peso y dificil recuperacion por enfermedad por colonizacion de
bacterias en el intestino (Gelsinger et al., 2015). La edad y el nimero de lactancia puede
determinar la calidad del calostro en cuanto a la cantidad de proteina total, grasa e Ig’s (Liu
et al., 2009). Algunas practicas para determinar la calidad del calostro son utilizadas para
clasificar y suministrar el calostro de mejor calidad disponible, por lo que la correlacion de
densidad y grados Bx, ayuda a determinar la clasificacion con mas certeza como se observa

en la Figura 3.
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Figura 3 Correlacion entre la densidad y el valor de grados Brix. Elaboracion propia con
datos de Campos, 2003.

La cantidad de absorcion de Ig’s depende de varios factores asociados a la forma de
alimentaciéon de calostro. Un primer factor que influye en la cantidad global de

inmunoglobulinas absorbidas es la concentracion de Ig’s en el calostro y el tiempo
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transcurrido entre el nacimiento y la primera alimentacién. Sin embargo, estos factores son
dificiles de medir en condiciones de campo durante el amamantamiento natural.

La falla en la transferencia de inmunidad pasiva ocurre frecuentemente por no
controlar la cantidad, la calidad y la oportunidad de la ingestién del calostro y dejar
amamantar libremente a la vaca; ya que sélo supone el volumen y la calidad del calostro
ingerido. Sin embargo, este método no funciona en explotaciones con un grado alto de
exigencia productiva y se vuelve una condicién de riesgo de brote de enfermedades

infectocontagiosas (Tabla 4).

Tabla 4 Factores de riesgo para transferencia de inmunidad pasiva e inocuidad
Factor de riesgo
Calidad de calostro
Temperatura
Hora de alimentacién después del nacimiento
Método de alimentacién
Tipo de parto
Sufrimiento Fetal
Numero de lactancia
Distocia
Raza
Volumen ingerido
Numero de veces alimentado
Alimentacién hasta el parto

Factores que afectan la inocuidad del calostro
Edad de la vaca

Salud al secado

Salud de la ubre al secado

Vacunacion al secado

Tipo de ordefio manual o mecdnico

Uso de presello y limpieza de pezdén
Desinfeccion de unidad de ordefio

Uso de guantes por personal

Limpieza de recipientes y tapas para separacion de calostro
Transporte de calostro en recipientes cerrado
Transporte de calostro en movil desinfectado

Otros Factores

Paridero comun o individual

Intervencion de personal

Salud del personal

Presencia de fauna nociva

Presencia de perros y gatos

Limpieza general de la vaca al momento del parto
Manejo de placentas y liquidos intrauterinos

Uso individual de agujas
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Factor de riesgo

Uso de individual de guantes

Limpieza y sanitizacién de equipo para tratamiento térmico
Tiempo de Tratamiento

Temperatura de Tratamiento

Tiempo para llegar a temperatura de protocolo o calentamiento
Tiempo de enfriamiento y envasado

Tiempo de envasado a congelamiento

Temperatura de refrigeracién

Tiempo y temperatura para congelamiento y conservacion

Uso de bitdcora y registros

Tipo de equipo y marca

Suministro oportuno de gas o electricidad

Control de calidad e inocuidad

Uso de diferentes recipientes para calostro fresco y tratado
Tipo de envase para tratamiento térmico desechable o reusable
Tipo de envasado antes de tratamiento o posterior

Uso de guates, tapabocas y cofia por personal

Forma de conservacion refrigerado o congelado

Forma de descongelado y atemperamiento

Tiempo de descongelado y atemperamiento

Tiempo de suministro de atemperamiento a suministro
Sanitizacidon de manos y equipo entre alimentacidn de cada becerra
Forma de agrupar las becerras previo calostreo

Contacto de becerras con madres

Contacto de becerras con otras vacas

Contacto de becerras con otras becerras

Contacto de becerras con personal de ordefia

Contacto de becerras con otro tipo de personal

Desinfeccién de la jaula o corral

Forma de secado de becerra nacida

Flujo de aire y polvo

Adaptado de (Besser, 1985.)
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Dentro de las técnicas utilizadas para controlar la primera alimentacion se encuentran
el uso de biberén y mamila; este método es adecuado técnicamente para medir la cantidad
y el tiempo de suministro; sin embargo, requiere que el becerro responda adecuadamente
mediante el proceso de succion y deglucion, el que incluye el cierre del surco esofagico del
rumen y su depdsito apropiado en el abomaso.

Cuando las crias provienen de un parto dificil o retardado y carecen de la fuerza
necesaria para responder con el reflejo de amamantamiento, entonces se ha empleado el
uso de sonda esofagica; sin embargo, una parte del calostro se aloja en el rumen, lo que
no permite la absorcion de Ig’s, se fermenta produciendo célico e induciendo lesiones e
inflamacién del tracto faringeo-esofagico y riesgo de administrar calostro en vias
respiratorias y generacion de neumonia mecanica fatal o shock respiratorio. Si la técnica es
aplicada por personal bien entrenado, entonces puede funcionar adecuadamente
incrementando la cantidad a compensar el desperdicio ocasionado por el desvio hacia el
rumen (Besser et. al, 1991).

El calostrometro es la forma mas comun para medir la calidad del calostro en campo,
esta prueba mide la densidad y hace referencia a que una mayor densidad a 22 °C, es un
indicador de la cantidad de proteina y grasa sin saber la distribucién de éstas. Otro método
en campo es usar el refractometro digital para medir en grados Brix la cantidad de proteina
total y tener y una referencia con mas certeza.

Los grados Brix (°Bx) sirven para determinar el cociente total de materia seca
(generalmente azucares) disuelta en un liquido. Una solucion de 25 °Bx contiene 25 g de
solido disuelto por 100 g de disolucion total. La calidad del calostro disminuye conforme el
namero de ordefias aumenta. (Deelen et al., 2014).

El tiempo es otro factor que afecta la transferencia pasiva de inmunidad a la becerra
ya que los canales abiertos en el intestino tienden a cerrarse paulatinamente como
transcurre el tiempo, se reporta que hasta las cuatro horas después del nacimiento hay
capacidad de trasferir por absorcién en el intestino las macromoléculas de 1gG, aunque la
eficiencia de suministro entre la primera y segunda hora mejora los indicadores de
desemperfio de la becerra en la crianza (Liu et al., 2009)

La capacidad de absorcion y transferencia de macromoléculas IgG a partir de las seis
horas post parto disminuye considerablemente y paulatinamente hasta las 12 horas
posteriores, cuando se considera que termina practicamente la transferencia pasiva,

comprometiendo la cantidad de IgG minima para la supervivencia de la becerra (Campos,
3/



2000). Se encuentra que aparte de la calidad y cantidad de inmunoglobulina en el calostro
el tiempo es relativamente el mayor importante para realizar la eficaz transferencia pasiva

de inmunidad juntamente con el volumen ingerido (Patel et al., 2014).

3.5. FACTORES QUE AFECTAN LA TRANSFERENCIA DE INMUNIDAD PASIVA.

Existen factores de medio ambiente que comprometen el éxito de la trasferencia pasiva de
inmunidad, como son la limpieza e inocuidad de las instalaciones, el tipo de parto (gemelar,
distocico, prematuro o con sufrimiento fetal), asi como las maniobras ejecutadas por el
personal de asistencia al parto (Weaver et. al, 2000), asi como la temperatura ambiental
tanto frias como calurosas fuera del rango de clima templado y seco entre 10 y 28°C (Liu
et al., 2009).

En el periodo de transicién existen enfermedades que pueden alterar la calidad y
cantidad de calostro y que pueden presentarse con distintos factores nutricionales de riesgo
y tienen la caracteristica de estar relacionadas.

Para minimizar esos factores de riesgo, durante el periodo de transicion hay que
lograr una paulatina adaptacion del rumen a las dietas de alta densidad energética y
proteica que se ofrecen en la lactancia temprana, maximizar la recuperacion del consumo
voluntario que se ve deprimido durante el periparto e implementar una suplementacion
vitaminico-mineral que alivie el estado de inmunosupresion que caracteriza el periodo y que
prevenga las hipocalcemias puerperales clinicas y subclinicas.

Se analizo, ademas, la influencia del balance energético y el ingreso proteico sobre
la eficiencia reproductiva, asi como los factores nutricionales asociados a enfermedades
podales y la importancia de los llamados “nutrientes antioxidantes”.

En el sistema de pastoreo se enfatiza en el manejo diferencial de nutrientes, la
respuesta en comportamiento de ingesta, los mecanismos endocrino-moleculares de la
particibn de nutrientes y su relacion con la fertiidad en vacas lecheras. Se reportan
experimentos que estudian la eficiencia productiva de diferentes biotipos lecheros y razas
(Cavestrany, et al., 2005).

Se describen trabajos en salud que identifican el periodo de transicibn como periodo
de riesgo a enfermedades metabdlicas, infectocontagiosas y traumaticas. Se concluye que

los estudios integrados en problemas de relevancia nacional es la respuesta necesaria a
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sistemas bioldgicos complejos como lo es la vaca lechera durante el periodo de transicion

en pastoreo.

Desordenes metabolicos y enfermedades en la transicion: La mayoria de estas

afecciones ocurren en el peri-parto y tienen la caracteristica de estar fuertemente

relacionadas entre si.

Enfermedades de la produccion:

Desordenes metabdlicos resultantes de deficiencias y/o desequilibrios nutricionales
0 asociadas a fallas en los mecanismos homeostaticos de control

Cetosis clinica

Hipocalcemia puerperal,

Tetania hipomagnesémica

Acidosis ruminal

Meteorismo espumoso

Desplazamiento del abomaso,

Conjunto de afecciones clinicas y subclinicas por cantidad y calidad del alimento
Alteracion del cuadro endocrinolégico

Concepto de entrada (Input) / Salida (Output) de alimento y producto,

Alteracién de los ejes metabdlico-nutricionales que controlan el metabolismo del Ca,
Mg y P y aquellos que regulan el uso de la energia de la dieta,

Partos distécicos,

Mortinatos

Retencién de placenta

Endometritis

Edema de ubre

Mastitis

Cojeras

Predisposicion Genética a alteraciones

Estrés

En Noruega se estudi6 la calidad del calostro recolectado de vacas multiparas y

primalas y se analiz6 la calidad del calostro por la prueba de inmunodifusion radial de

manera individual y mezclando calostro para hacer lotes homogéneos por dia, el contenido

de 1gG en las muestras de calostro vario desde 4 a 235 g/L, con una mediana de 45.0 g de
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IgG/L (Gulliksen et al., 2008.), donde la dosis minima recomendada para la supervivencia
de la cria es de 100 g/L (Barrington et al., 2002).

Sin embargo, el 57.8% de las muestras contenian menos de 50 g/L de IgG como
minimo deseable, ademas se encontrdé que las vacas de cuarto parto 0 mas producian
niveles significativamente mas altos de 1gG por litro de calostro que las vacas de primera y
segunda lactancia como las de menor calidad, sin embargo, en los establos tecnificados en
el altiplano el promedio de lactancias varia entre 2.8 a 3.4 como permanencia de vida por
lo que el nimero de vacas de 4 o0 mas partos es reducido.

La época del afio es otro factor que afecta la calidad del calostro. En un estudio en
Noruega, se observéd que el invierno afecto significativamente la cantidad de 1gG en los
meses de diciembre, enero y febrero comparado con las vacas que parieron en el resto del
afo, posiblemente los requerimientos de energia adicional propician esta condicion, se
correlaciona que a mayor cantidad de células sométicas menor calidad de calostro lo que
puede ser un riesgo para evitar la falla de transferencia pasiva de inmunidad (Gulliksen, et
al., 2008.).

Se ha estudiado que la cantidad de calostro y leche producida en el periodo de
transicion, no tienen relacion con el desempefo de pico de lactancia y produccion total
(Kessler et al., 2014). Otro estudio sefiala que pasa con la vaca no tiene periodo de
descanso o0 seco para recuperacion de la ubre y la produccion de calostro (Baumrucke et
al., 2014). Afirma que la falta de periodo seco en las vacas que se realiza como manejo en
algunos establos, desapareciendo el tiempo de descanso de la ubre con el sistema de
ordefio constante; que no existe diferencia significativa en la cantidad de IgG producida en
calostro con valores entre 44 y 66 g/L, sin embargo, las vacas con periodo seco 0.0 tenian
una variacion en los picos por hora de concentracion de 1gG, mediante un incremento
paulatino en la cantidad de 1gG a partir del sexto dia preparto.

Se atribuye a que la concentracion de Ig’s varia en vacas de ordefio constante por el
flujo de leche a diferencia de la de secado por 60 dias. Sin embargo, el estudio concluye
que si hay diferencia en la produccién de leche por lactancia total a 305 dias (Baumrucke
et al., 2014)

3.6. ENFERMEDADES DE LA BECERRA

Las enfermedades mas frecuentes en las becerras como diarrea y neumonia suelen

aparecer en crias con falla de transferencia de inmunidad pasiva
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Los agentes mas frecuentes que causan diarrea son Escherichia coli, Rotavirus,
Coronavirus, Cryptosporidia, (Garcia et al., 2014) Coccidia y Salmonella sp, con excepcién
de Salmonella y algunos tipos de E. coli, estos organismos estan presentes y son
endémicos en el tracto intestinal de animales maduros en pequefia concentracion y sin
signos clinicos.

El serotipo de Salmonella typhimurium y Salmonella dublin son importantes causas
de diarrea en becerros lecheros y de carne (Barrington et al., 2002).

En el caso de E. coli es la bacteria de mayor presencia en las heces de los animales
de sangre caliente, y por lo mismo en el medio ambiente y las instalaciones. Todos los tipos
de E. coli pueden causar colisepticemia y enfermedad entérica que se clasifican en
enterotoxigénicas,  enteropatogénicas,  enteroinvasivas, enterohemorragicas vy
enteroadherentes (Fecteau, 2002). En particular, el tipo enterotoxigénico es el comun que
se asocia con la diarrea de las crias, y tiene la habilidad de provocar severos brotes de
diarrea, al expresar los factores de virulencia incluyendo adhesinas (Barrington et al., 2002).

Rotavirus es un virus RNA de doble-barrera sin recubrimiento, es la causa mas comun
de las diarreas neonatales en bovinos, la incidencia puede alcanzar el 100 % de los hatos,
cuando una cria infectada se muestra clinicamente, la infeccion usualmente ocurre entre
los 7 y 14 dias de edad.

Coronavirus es un virus RNA de barrera simple con recubrimiento. No es un tan
estable en el medio ambiente como el rotavirus; serolégicamente se ha demastrado que la
prevalencia de anticuerpos de coronavirus en suero se estima el 100% en ganado adulto
de carne y leche.

Cryptosporidium parvum es un parasito protozoario que causa diarrea neonatal con
sangre, en crias entre 7 y 21 dias de edad, raramente producen diarreas antes de 5 dias y
después de 28. Similar al rotavirus y coronavirus la incidencia de infeccion de
Cryptosporidia es frecuenta el 100% en el primer mes de vida. (Garcia et al., 2014)

Eimeria bovis y E. zurnii son especies mas comunes de coccidia que se asocian con
diarrea en las crias con un periodo de incubacion del parasito de 17 dias a la exposicion
porque en crias recién nacidas expuestas pueden presentar diarrea con sangre y anemia
para la tercera semana de vida.

La falla de transferencia de inmunidad pasiva a través de la ingestion de calostro es

el mayor factor de riesgo para el desarrollo de diarrea neonatal en bovinos por
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Staphylococcus spp, Enterobacterias Gram-negativas, coliformes y Streptococcus uberis
(Barrington, et al., 2002).

Se reporta un estudio en 84 muestras de calostro con alto contenido de bacterias
(<100°000 bacterias/mL, y se encontro que el 35.9% se identificaron como contaminadas
con Staphylococcus spp. (57.7%), enterobacterias Gram-negativas (47.9%), coliformes
(44.0%), y Streptococcus uberis (20.5%) (Fecteau, 2002).

Cocos p—— @ Staphilococcus aureus

@ Coagulasa

Catalasa @ Otros Staphilococcus
Micrococcus

B @ Streptococcus Prueba de CAMP
@ Bacillus spp.

\ @ Corinebacierium spp.

Bacilos Gram +

Esporas

@ Coliformes
Colonias rojas en Mac Conkey — Escherichi

Bacﬂos Gram J
\ @ Otros

Figura 4 Identificacién basica de bacterias por método de tincién de Gram

3.7 CALIDAD DE CALOSTRO

El uso de calostrémetro, refractometro e IDR son los métodos empleados para la estimacion
de la concentraciobn de Ig’s. La prueba de inmunodifusion radial que identifica las
inmunoglobulinas especificas IgG en agar en placa que reaccionan con el suero antigeno,
formando un anillo de precipitacion proporcional a la cantidad de inmunoglobulinas (Besser,
1985.)

La concentracion media de Ig’s en el calostro de bovino es de 45 g/L de IgGy 18 %
de grasa (Gulliksen, et al., 2008.).

Existen riesgos que pueden afectar la calidad del calostro en la cantidad producida
por la vaca y la concentracion de Ig’s y grasa.

El periodo de transicion en las vacas lecheras que se conceptualiza como el tiempo
que la vaca se prepara para parir y el periodo postparto donde la vaca arranca la produccion
de leche eficazmente como consecuencia de un parto exitoso, y que garantiza la
supervivencia de la cria y su desarrollo inicial para ser una gran productora de leche.
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Existen diferentes riesgos que afectan la cantidad y calidad del calostro para
consumo por las becerras para generar una trasferencia pasiva efectiva de inmunidad,
como las enfermedades y desordenes metabdlicos, bacterianas, virales y errores de manejo
gue afectan la produccién de calostro en las vacas.

Para el periodo de transicibn en la vaca lechera los avances de técnicas de
alimentacién y formulas han llevado a que la vaca pueda tener un mejor arranque de la
lactancia y mejorar la capacidad de expresion genética, aunque este avance se presume
con mayor potencial del que la vaca presenta por condiciones de explotacion.

La transicion en el ganado lechero del estado prefiada no lactante al no prefiado
lactante es un periodo de cambios drasticos para la vaca, la cual debe adaptar su
metabolismo a las fuertes exigencias que le demanda la produccién, del equilibrio con que
la vaca resuelva este proceso dependera la capacidad de maximizar la produccion y la
calidad de la leche, de evitar enfermedades metabdlicas y asegurar la siguiente prefiez
(Corbelini, 1999.).

La mejora nutricional, la seleccién genética y el manejo animal han aumentado la
produccion de leche en las Ultimas décadas, y esto se asocia a una disminucion del

desempefio reproductivo y al aumento de problemas sanitarios y metabdlicos.

El ciclo productivo de una vaca lechera se divide:

- Primer periodo de vaca seca (3-5 semanas)

- Periodo preparatorio del parto (Ultimas 3 semanas de gestacion)

- Lactancia temprana (3-5 semanas)

- Lactancia media y final de lactancia (después de pico de produccion, los dltimos
90-100 dias de lactancia)

Cada uno se caracteriza por cuadros hormonales e inmunolégicos diferentes,
diferente produccion, capacidad de movilizacién de nutrientes y capacidad de consumo.
En el dltimo tercio de la gestacion existe un requerimiento adicional por el desarrollo
placenta-feto (Corbelini, 1999.).

3.8 TRATAMIENTO TERMICO
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El tratamiento térmico o0 método para pasteurizacion para el calostro es una practica comun
en establos de alta produccion y tamafio medio a grande es un proceso tiene como objetivo
disminuir la cantidad de microorganismos y eliminar los agentes patdégenos que pudrieran
estar presentes en el calostro.

Estudios muestra que la mayoria del calostro recolectado en granja para tratamiento
puede tener una carga bacteriana alta por encima de 100,000 UFC /mL

Se sugiere TT 60 °C por 60 minutos o hasta 120 minutos no afectando el tiempo para
este proposito, al contario la temperatura afecta gravemente la integridad, cantidad y
eficacia de la Ig’s; ya que se reducen hasta en mas de 33 % cuando la temperatura llega a
63 °C (McMartin et al., 2006)

Sin embargo, la combinacion de tiempo y temperatura puede de disminuir la cantidad
de IgG y afectar la viscosidad del calostro reportando alteraciones significativas que pueden
comprometer el proceso de transferencia de inmunidad pasiva a la becerra con resultados
muy diversos que no se han podido estandarizar (Elizondo y Heinrichs, 2008). Este proceso
reporta la ausencia de patégenos como Mycobacterium avium o bovis, Micoplasma,
Salmonela, E coli, Listeria y Virus de la diarrea viral bovina, después de tratamiento térmico
(Godden, et al., 2006);

El proceso de homogenizacion en leche o calostro previo al tratamiento térmico o
pasteurizacion mejora el proceso hasta un 5 % (Elizondo y Heninrichs, 2008)

La razén es que la dispersion de las células de Mycobacterium avium al estar
homogenizado en la leche son mas susceptibles a tratamiento (Grant et al., 2005).

(McDonald et al., 2005). reportan riesgo en la eliminacion de Mycobacterium avium
paratuberculosis en leche con el proceso de pasteurizacion en leche a 72 o 73 °C lo que
cuestiona, y abre la posibilidad de presencia de este en productos lacteos.

Se sugiere la resistencia de Mycobacterium avium o paratuberculosis como mas que
el Mycobacterium bovis, Salmonella, Listeria y Coxiella en leche, lo que se considera como
un riesgo mayor a la inocuidad de los productos (Sung y Collins, 1998). Ademas de

brucelosis (Carrisoza, 2104).
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Figura 5 Pasteurizador de calostro empleados en los ranchos participantes (Dairy Tech 40 L
y Pasteurizadores de Aguascalientes 40 L).

En 2010, se realizo un estudio para determinar la temperatura optima y el tiempo en
que el tratamiento térmico de calostro bovino redujo considerablemente el conteo
bacteriano, con el menor cambio de viscosidad y disminucion de la concentracion de IgG.
Para lo cual, se recolectaron muestras de calostro del primer ordefio con una concentracion
> 50 g de inmunoglobulinas/L (medido por el calostrometro) de 30 vacas Holstein. Todos
los grupos de calostro fueron tratados térmicamente por 0.0, 30, 60 0 90 min a 57, 60 y 63°
C en un bafilo de agua. Las muestras fueron examinadas para viscosidad, 1gG1l y
concentraciones de IgG2, cuenta de bacteriana en placa estandar, para estafilococos
coagulasa negativos, estreptococos ambientales, coliformes, No-coliformes, Gram
negativos, Streptococcus agalactiae, y cuenta de Staphylococcus aureus.

Entre los resultados mas importantes, se pudo observar que todos los tratamientos
de térmicos redujeron significativamente el conteo de todos los grupos de bacterias en
comparacion con las muestras de calostro sin tratar.

Sin embargo, el tratamiento térmico a 260 ° C desnaturaliz6 al grupo de IgG1, en
comparacion con el calostro no tratado; sin embargo, niveles de 1gG2 en calostro no

disminuyeron cuando la temperatura se fij6 a 60° C < 60 min (Elizondo et al., 2010).
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La conclusién es que el tratamiento térmico de calostro bovino en 60° C durante 30 o
60 min reduce el conteo bacteriano, y reduce ligeramente la concentracion de 1gG y no
afecté a viscosidad (McMartin et al., 2006).

Existe otro estudio que evalla y compara el efecto térmico del tratamiento térmico al
calostro y a la leche de hospital con un protocolo de tratamiento térmico a 63 °C por 60
minutos comparado con el tratamiento por rayos ultravioleta ligeros, en el cual se concluye
gue el tratamiento por rayo ultravioleta reduce significativamente el conteo bacteriano con
relacion al tratamiento térmico, sin embargo, la reduccién en la cantidad de IgG es
significativamente mayor, por pérdida con los rayos ultravioleta (Teixeira et al., 2013).

El mayor porcentaje de muertes ocurre en las primeras tres semanas de vida y se
correlaciona que un nivel por debajo de 10 mg/mL en suero de sangre revisado por
refractdmetro a 48 horas de vida se considera falla de transferencia pasiva de inmunidad y
compromete la viabilidad de la cria (Godden., 2008).

El método de conservacién de calostro puede alterar su integridad, calidad y eficacia
ya que el calostro refrigerado hasta por 48 horas sufre alteraciones y degradacion de 1gG
paulatinamente, asi como el incremento de carga bacteriana, aun con un tratamiento
térmico o la adicién de algun conservador quimico que puede ser contraproducente.

El método de congelamiento disminuye el riesgo de degradacion de le calostro y la
IgG, sin embargo, el descongelado incrementa gravemente el riesgo de afectacion a la
integridad de Ig’s, por la gran variabilidad de métodos que usan agua caliente para el
atemperado de este.

El método mas seguro es el bafio Maria y el descongelado por temperatura ambiental
si lo permite el clima, ya que el productor se debe asegurar de disminuir e impedir el
crecimiento bacteriano en el calostro, o considerar el uso de calostro desecado comercial
como alternativa de bioseguridad, y efectiva trasferencia pasiva de inmunidad en cantidad
de IgG, asi como calostro inocuo a la becerra (Godden, 2009).

El manejo es ahora muy importante en establos de mayor tamafio ya que la becerra
es retirada de su madre inmediatamente después del parto y trasladada a una instalacion
para su crianza que debe estar limpia e inocua, asi como el lugar en el que nacio.

Evitar la contaminacion de patdgenos e iniciar el procedimiento de transferencia de
inmunidad pasiva con éxito (Godden et al., 2012).

Para medir el desempefio de la cria tanto en morbilidad, mortalidad, crecimiento y

productividad.
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El manejo es ahora muy importante en establos de mayor tamafio ya que la becerra
es retirada de su madre inmediatamente después del parto y trasladada a una instalacion
para su crianza que debe estar limpia e inocua asi como el lugar en el que naci6, para evitar
contaminaciéon de patégenos e iniciar el procedimiento de transferencia pasiva de
inmunidad con éxito, por lo cual se requiere de calostro de excelente calidad inmunolégica
y bajo conteo bacteriano lo que se logra con el uso de calostro tratado térmicamente o el
uso de calostro desecado inocuo (Godden et al., 2012) asi como medir el desempefio de la

cria tanto en morbilidad, mortalidad y crecimiento y peso.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. UBICACION DEL ESTUDIO

El estudio se desarroll6 en el Altiplano Central Mexicano, en la Mesa Central, valle de
Zacatecas/ Aguascalientes, a 1900 metros sobre el nivel del mar con una precipitacion
promedio anual de 550 mm con lluvias principalmente de junio a septiembre.

Se seleccionaron dos establos por el método no estadistico de conveniencia, de
tamafio y funcionamiento comparable, tecnificados, para produccién de leche, con ordefio
mecanico automatizado, con carrusel de 40 unidades marca Westfalia, con alta produccion,
usan inseminacion artificial para vacas y vaquillas exclusivamente, cuentan con corrales de
tubo negro con sombras de tejaban de lamina a 5 metros de altura de altura en pesebre y
cama de composta de estiércol, con produccién de leche, lactancia corregida a 305 dias de
9,000 kg por vaca, con intervalo entre partos de 14 meses y tasa de prefiez de 24%; tasa

de desecho de 35% anual.

4.2, POBLACION BAJO ESTUDIO

Para este estudio se convino con los propietarios de las siguientes explotaciones: Rancho
1, ordefia 2,369 vacas Holstein. Rancho 2, ordefia de 1,005 vacas Holstein (tabla 4). Ambos
contaban con pasteurizador de calostro y se usé cotidianamente. Ambos contaban con
pasteurizador de calostro y se us6 cotidianamente. El manejo pre, durante y post parto es
similar en los dos ranchos.

Las vacas se secan a los 7 meses de gestacion, y permanecen en el corral de secas
hasta 21 dias antes del parto, con dieta de 14 % de proteina a base de ensilaje de maiz,
heno de avena y concentrado para secas 85% materia seca y 15 % de concentrado, se
aplica la vacuna virales 6 mas 5 leptospiras y clostridium, tres semanas antes del parto se
cambian a preparto para preparacion con alimentacion especial con minerales y
concentracion de nutrientes dieta preparto 17% proteina, 55% fibra 45% concentrado, se
aplica el refuerzo de la vacuna virales 6 mas 5 leptospiras y la vacuna RB51 para Brucella,

al parto son separadas aun corral de para su evaluacion y atencion de parto, si es necesario
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la intervencién del personal se autoriza por el encargado en turno, para minimizar la perdida
de becerras nacidas muertas.

La cria es retirada de la madre inmediatamente al nacimiento, se traslada al cunero
de transicion a jaulas, se pesa y registra el tipo de nacimiento, la hora, asistencia y
condiciones de viabilidad. Se suministra el calostro con mamila y biberén, dentro de las dos
primeras horas después del parto, se ofrecen dos litros inicialmente, si se los termina, se
ofrecen otros dos, por lo general se toman tres litros y se ofrece una tercera toma de dos
litros seis horas mas tarde. El calostro se colecta cuando las vacas se van a ordefia en el
turno siguiente se colecta mediante la misma rutina de ordefio general del establo solo
desviando el calostro a jarras de piso.

Se entrega a el encargado, lo evalu6 con calostrometro para clasificar en dos
categorias mas de 80 grados en densidad como numero 1 y menos como numero 2 y lo
somete a TT, dos lotes por dia donde junta el calostro de todas las vacas paridas en ese
turno. Se procesa con el protocolo de 60 °° por 60 min, se enfria a 37 *° y se evalué con el
calostrémetro, se clasifico verificando la densidad para etiquetar como categoria
correspondiente, y se procedié a envasar a y congelar para su conservacion, después se
descongela a bafio maria a 45°C y se ofrece a la becerra.

Se observé que no existe el procedimiento por escrito, hay diferentes personas
involucradas en el proceso, no existe bitacora de control, proceso de limpieza y sanitizacion
no documentado, no encontré termémetros algunas veces, si hay bitacora de entrada de
becerras a jaulas con hora de nacimiento, quien atendi6 el parto y a qué hora.

El riesgo de contaminacion por agentes patdgenos externos no es controlado ya
gue el proceso de rutina con dos tratamientos por dia que satura las actividades del

personal y no existe control por un tercero para cada proceso (ver Tabla 5).

Tabla 5 Comparacion de parametros productivos por rancho durante el estudio (feb-ago.
2016).

RANCHO 1 RANCHO 2
Vacas Produccion 2369 1005
Vacas Secas 378 138
Becerras y Vaquillas 1759 912
Machos 122 435
Produccion vaca/lactancia 305 dias 9,134 9,533
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Relacion forraje/concentrado 45/55 55/45

Dias en Leche 166 154
Periodo Seco 73 65
Intervalo entre partos 14.5 14.2
Dosis de concepcién 3.8 2.5
Tasa de Prefiez % 21 25
Trampas en comedero + +
Tejaban en comedero y echadero + +
Echaderos con cama comun + +

4.3. TOMA DE MUESTRAS
Muestras de calostro

El calostro se colecté cuando las vacas se van a ordefia en el turno que les corresponde
después del parto siguiendo la misma rutina de ordefio general del establo incluyendo
desinfeccion, limpieza de la teta, secado despunte y colocacion de pezoneras. El calostro
se desvia a jarras de piso que se usan como contenedor de traslado al area donde se
encuentra el equipo parael TT.

El calostro colectado se clasificé en 2 categorias usando un calostrémetro; lectura de
mas de 80 en densidad como categoria 1.0 y menos de 80 como categoria 2.0. El calostro
ya clasificado se sometié a TT, dos lotes por dia donde junta el calostro de todas las vacas
paridas en ese turno usando el protocolo indicado por el fabricante que corresponde a un
tratamiento de 60 °° por 60 minutos, y se enfria a 37 °°. Después del TT el calostro se
evallo con el calostrémetro una vez mas para verificar la densidad y etiquetar como
categoria correspondiente.

Después de la verificacion el calostro se envaso en biberones de 2.0 L de capacidad
y se congeld a— 18 " para su conservacion. Antes de ser usado los biberones con calostro
congelado se descongelaron en bafio maria a 45°C.

Para este estudio se colectaron un total de 336 muestras de calostro a diferentes
etapas del proceso y todas las muestras se colectaron en viales estériles de 50 ml que se

almacenaron en congelamiento hasta el momento de ser procesados. Las 112 muestras
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de la primera etapa del proceso (muestras A) se colectaron directamente de las jarras de
piso.

Las muestras de la segunda etapa (muestras B) se colectaron del biberén antes de
ser congelados, y las muestras de la dltima etapa (muestras C) también se colectaron de
los biberones al momento de la alimentacion de las becerras.

Se evaluo la proteina total de suero de sangre por refractémetro tomando la muestra
a las 48 horas de vida.

Figura 6 Almacenamiento de muestras en congelacion.

4.4, EVALUACION DE LA CONSERVACION DE LA CONCENTRACION DE
INMUNOGLOBULINAS:

A todas las muestras se les identificd y se hicieron pruebas de refractometria en grados
Brix, ademas de la prueba de inmunodifusion radial (RID).

4.4.1. Refractometria

Se utilizé un refractémetro digital para grados Brix, se tomd una muestra homogénea del
contenedor de 50 mL, en la cdmara de presion negativa para evitar contaminacion
ambiental y en presencia de mechero para un vial de 1cm, se agito y se procedié a tomar
una muestra de 0.05 mL con micropipeta para colocarla en el refractémetro y observar la
lectura en grados Brix, se registro la lectura de la muestra identificada por rancho y fecha

en la bitacora.
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4.4.2. Inmunodifusiéon Radial

La prueba de inmunodifusién radial (RID, por sus siglas en inglés) es una prueba de
laboratorio considerada como el “Estandar de Oro” para la medicion funcional de IgG en el
calostro, es costosa, con mano de obra intensiva y tarda 18 horas para mostrar resultados
(fuente); es una técnica de analisis inmunoldgico de tipo semi-cuantitativo que detecta la
cantidad de anticuerpos en liquidos biolégicos, en este caso la concentracion de IgG que
hay en el calostro bovino, el anticuerpo en suspensién se mezcla con agar impregnado en
antigeno ya solidificado.

Con este propésito se hacen pozos o pocillos que contendran la muestra de
calostro, se deja incubar para que la IgG permee por la placa de agar y reaccione con el
antigeno presente en la placa después de 18 a 24 horas se observé el precipitado, producto
de la reaccién entre antigeno e IgG que se muestra en la placa como una linea blanca
rodeando los agujeros, el diametro del circulo es la correlacion de la concentracion de IgG
que tendréa la muestra de calostro (Tizard, 1989), de modo que a mayor didmetro, mayor
concentracion de este anticuerpo (Hurley et al., 2011).

Inmunodifusién Radial Simple — SRID KITS (Cada placa es de 24 pocillos, 3 pocillos
son para sueros de referencia Triple J Farms, USA). Bovino IgG 1 placa Ref. 728411.

Se tomo la muestra de 0.01 ml, con micropipeta de la misma forma que para
refractometria del mismo vial en camara de presion negativa, se estandarizo a dilucién 4 a
1 con agua estéril en vial de 1 mL, se colocé la dilucion en los pozos del plato agar con
antisuero IgG, se conservé a 5° C por 24 horas y después de hizo la lectura de medicion
de diametro para calcular la relacion de respuesta de acuerdo a tres estandares del kit en
los platos para calcular la curva de medicion se registré la lectura de la muestra identificada

por rancho y fecha en la bitacora.
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Figura 7 Ejemplo de respuesta para prueba Inmunodifusién radial

4.5. ESTIMACION DE FALLA DE TRANSFERENCIA DE INMUNIDAD PASIVA:

Se realiz6 la prueba de refractdbmetro 6ptico para estimar la concentracion de proteina total
en suero de sangre a las 48 h después de la ingestion de calostro.

Se tomaron muestras de sangre mediante tubo con vacio y aguja para cauda a las
becerras nacidas y alimentadas con calostro, se realiz6 la prueba mediante la extraccion
de suero con micropipeta y colocarla en el refractometro para observar la lectura en grados

Brix se registro la lectura de la muestra identificada por rancho y fecha en la bitacora.

4.6. EVALUACION DE LA CONTAMINACION POR BACTERIAS PATOGENAS.

Bacteriologia
Para determinar si las muestras de calostro estaban contaminadas se usé prueba de
turbidez en caldo agar tripticasa.

A todas las muestras de calostro se les extrajo suficiente material congelado para
llenar un vial de 1.0 mL usando método de raspado y perforacion con equipo de acero
inoxidable en camara de presion positiva.

El contenido del vial se dejé descongelar y se us6 como inoculo de los tubos de

ensaye con medio caldo agar tripticasa en presencia de mechero.
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Después de 24 horas de incubacion todas las muestras turbias a inspeccion visual
cualitativa como indicador de crecimiento bacteriano en este medio de cultivo se les dio
seguimiento con cultivos sdlidos.

La siembra en cultivos solidos se efectu6é por inoculacion del caldo con asa en
presencia de mechero en camara de presion positiva. Los cultivos solidos empleados en
este estudio incluyen agar tripticasa, agar sangre, y agar Brucella.

Colonias aisladas en cada medio de cultivo se usaron para conducir tincion Gram,
morfologia por microscopio y pruebas bioquimicas de oxidasa y peroxidasa para
identificacion subsecuente de las bacterias aisladas usando estos medios de cultivo.

Las muestras positivas a turbidimetria, identificacion microscépica de colonias por
crecimiento en agar tripticasa Brucella, positivas a color rosado en tincion de Gram, y
positivas a peroxidasa, fueron determinadas positivas a Brucella sp.

Diez cultivos representativos de las muestras positivas por estos métodos
bacteriolégicos para identificar Brucella sp se enviaron a el laboratorio del Comité de
Sanidad Animal de la Laguna para la confirmacion de su identificacion usando la prueba
genética PCR para Brucella sp.

Las 10 muestras representativas resultaron positivas al protocolo de PCR disefiado

para confirmar aislamiento de bacteriano correspondia a Brucella sp.

4.6.1 Caldo Agar Tripticasa

Caldo Tripticasa, es un medio de uso general que se utiliza en procedimientos cualitativos
para el cultivo de microorganismos exigentes y no exigentes a partir de una variedad de
muestras clinicas y no clinicas.

La presencia de microorganismos en las muestras determiné por turbidimetria, en
la prueba de caldo tripticasa, se diluyo e incubd por 24 horas para observar la turbidez por
crecimiento bacteriano a inspeccion visual cualitativa como indicador de crecimiento
bacteriano en este medio de cultivo se les dio seguimiento con cultivos solidos.

Al ser positivo posteriormente se inoculo con este caldo en caja de Petri con
diferentes medios para asilamiento; Se observo la turbidez de manera cualitativa para

proceder al siguiente paso de cultivo toda muestra que se considero positiva a turbidez.
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Figura 8 Ejemplo siembra en agar por dispersion celular. Ejemplo de respuesta para prueba
cultivo en caldo tripticasa (Fuente propia)

es el método mas usado para identificar y contar bacterias.

Se compone de un caldo de cultivo con microorganismos, por lo que cada célula se
dividird en sus multiples alrededores para producir colonias separadas en el agar, a cada
célula se le es llama unidad formadora de colonias (UFC), al pasar las primeras 24 horas
de incubacion, el nimero de colonias se reflejard en el nimero de células UFC
originalmente presentes y asi cada 24 horas para presuponer el tipo de bacterias en

crecimiento.

Figura 9 Ejemplo siembra en agar por dispersion celular. Ejemplo de respuesta para prueba cultivo
en caldo tripticasa (Fuente propia).
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4.6.2. Cultivo siembra agar tripticasa, identificacién por tincion Gram e
identificacion morfolégica por microscopio.
Se reprodujeron y aislaron las colonias de patdgenos en cultivo todas las muestras
positivas a caldo tripticasa con siembra en el medio de cultivo agar tripticasa de soya es
un medio de cultivo recomendado para el desarrollo y aislamiento de toda clase de
bacterias, grampositivas y gramnegativas aerobias.

Se identificaron por observacion colonias con morfologia presumible de Brucella 'y

se procedio6 con la técnica de tefiido Gram para observar por color rosado las colonias que

se tomaron fueron positivas a la identificacion por la técnica.

i

Figura 10 Ejemplo siembra en agar por dispersion celular (Fuente propia).
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Figura 11 Tincién de Gram para identificacion de bacterias por observacion microscoépica
(Fuente propia)

Figura 12 Fotografia de colonias de Brucella con tincion de Gram por observacion en
microscopio 40X, 100X, de izquierda a derecha respectivamente (Fuente propia)
4.6.3. Peroxidasa

La prueba de peroxidasa o catalasa es una enzima que descompone al peréxido de
hidrégeno en oxigeno y agua, esta enzima es similar a la estructura de la hemoglobina.
Excluyendo al género Streptococcus y algunos otros la mayoria de las bacterias aerobias

y anaerobias facultativas tienen catalasa.
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La base de esta prueba es demostrar la presencia de la enzima catalasa,
colocando 2 ¢ 3 gotas de solucién de perdxido al cultivo.

El resultado es positivo si en la colonia hay efervescencia que corresponde a la
reaccion de perdxido de hidrogeno, con la catalasa y liberacion de oxigeno, Catalasa (+):

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas sp. Catalasa (-): Streptococcus

Spp.

Figura 13 Ejemplo prueba Catalasa positiva Gram —

4.6.4. Oxidasa

La prueba de oxidasa: se utiliza para la identificacion de bacterias Gram (-); mediante la
deteccion de la enzima oxidasa.

La reaccioén de la oxidasa se debe a la presencia del sistema de citocromo-oxidasa,
la cual activa citocromos reducidos por oxigeno molecular, por la transferencia de un
aceptor al estado terminal del sistema de transferencia de electrones.

El sistema de citocromos esta generalmente presente en organismos aerébicos. Un
resultado positivo a la oxidasa consiste en una serie de reacciones en las cuales un

componente auto-oxidable del sistema de citocromo es al final catalizado.
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Utilizando un tubo capilar con tetrametil-p-phenylendiamina al 1%, se adiciona una
pequefia cantidad a un cultivo bacteriano colocado sobre un papel filtro y obtenemos las
siguientes reacciones: una reaccion positiva (presencia de oxidasa) se indica por la
apariencia de un color parpura obscuro en el papel, en menos de 10 segundos; al contrario,
una reaccion negativa, que consiste en una ausencia de color purpura, indica segun los
ejemplos:

Oxidasa (+): Pasteurella multocida

Oxidasa (-): Escherichia coli

4.6.5. PCR

Se realiz6 la prueba para Brucella genérico; por la prueba de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés: Polymerase Chain Reaction), que es una técnica
de biologia molecular desarrollada en 1986 por Kary Mullis.

La prueba PCR es un método adicional de deteccién e identificacion de especies de
Brucella. Pese al alto grado de homologia del ADN dentro del género Brucella, se han
desarrollado varios métodos que permiten, hasta cierto punto, la diferenciacién entre
especies y algunos de sus biovariedades.

PCR, el andlisis del polimorfismo de fragmentos de restriccion (RFLP) y la
hibridacion tipo Southern. Se ha desarrollado también una electroforesis en campo pulsante
que permite la diferenciacion entre varias especies de Brucella. Mediante el empleo de PCR
puede biotipificarse Brucella y pueden diferenciarse las cepas vacunales, pero PCR solo ha
tenido una validacion limitada para el diagnéstico primario.

El medio de cultivo agar tripticasa de soya es un medio de cultivo recomendado
para el desarrollo y aislamiento de toda clase de bacterias, grampositivas y gramnegativas

aerobias.

4.7. ANALISIS ESTADISTICO

El modelo estadistico que se utilizo fue un disefio completamente al azar y fue el
siguiente:

Tabla 6 Andlisis Estadistico
Yi=p+Ti+gj=1,2...,t
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Donde:

Y = variable respuesta

u = media general de respuesta

T; = efecto del tratamiento sobre la variable
€ = error aleatorio

Tratamientos (3): Calostro fresco (CF), Calostro tratado térmicamente (CT), Calostro al
suministro (CS)
Ranchos (2) Rancho 1 (1) y Rancho 2 (2)

Los datos de todas las variables cuantitativas que se obtuvieron en los muestreos
realizados fueron capturados y ordenados en una hoja electrénica de Microsoft Excel® para
facilitar su andlisis. Posteriormente, los datos se sometieron a un analisis de varianza
(ANDEVA).

El calculo de la potencia necesaria para determinar la n de la prueba basada en la
variacién detectada en estudios similares (Chamorro, 2015), se estima en un total de 90
muestras en dos ranchos, es suficiente para que el resultado sea estadisticamente

confiable en mas de 95%.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Se estimo la concentracion de Ig’s por refractometria e inmunodifusion radial. Se estimo la
TP mediante la concentracion de proteinas séricas de los becerros alimentados con
calostro, 48 h después de la primera alimentacion. Se confirmé in vitro que el TT tuvo la
capacidad de preservar las Ig’s y de disminuir la contaminacién bacteriana, ya que todos
los géneros de Streptococcus, Staphylococcus, Brucella, enterobacterias y levaduras
presentes fueron eliminados (60 min 60°C). Se determino la presencia de microrganismos
patégenos mediante cultivo, aislamiento e identificacion microscépica y molecular.

En tabla 7 se pueden observar los resultados de la refractometria y la
inmunodifusion radial fueron en promedio 18.9 grados Brix y 47.7 g/L, respectivamente, no
se registraron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos en el proceso

térmico del calostro (p>0.05).

Tabla 7 Estimacion de la concentracién de inmunoglobulinas mediante refractometria en
(grados Brix) e inmunodifusion radial (g/L) en calostro bovino fresco, tratado y
suministrado.

Tipo n Promedio Error Estandar

REFRACTOMETRIA

Fresco 112 19.12 0.26

Tratado 112 19.12 0.23

Suministrado 112 18.62 0.29

Total 336 18.9 0.15
INMUNODIFUSION RADIAL

Fresco 112 50.62 3.0

Tratado 112 46.32 2.4

Suministrado 112 46.32 2.6

Total 336 47.7 1.6

amedias de inmunoglobulinas por tipo de método de determinacién con
la misma literal no presentaron diferencias estadisticas significativas
(Tukey P>0.05).

EnlaTabla 7y en la Figura 8, se observo que la evaluacion de didmetro en la prueba
de inmunodifusién radial no existe diferencia significativa entre los diferentes tratamientos
en el proceso de tratamiento térmico de calostro relacionado con la concentraciéon de Ig’s,

(ver Figura 14).
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Lo anterior sugiere que el TT no alteré la concentracién de inmunoglobulinas como
se demuestra en los resultados en la prueba de inmunodifusién radial (Gelsinger et al.,
2015).

Estudios compararan la eficacia de la prueba IDR con la prueba de E.L.IL.S.A. y
recomiendan el uso de IDR por conveniencia por efectividad, seguridad y sencillez para
medir confiablemente la concentracién de Ig’s para calostro.

Al comparar los resultados en el calostro fresco con media de 50.6 g/L, 46.3 g/L para
calostro tratado y 46.3 g/L para calostro suministrado en este estudio (Gelsinger et al, 2015).

La concentracion de Ig’'s fue aceptable para producir efectiva para la transferencia
de inmunidad pasiva, como se puede comparar con resultados similares en el estudio de
(Godden et al., 2006) asi mismo lo menciona (Donahue et al., 2012) aunque la mayor
disminusion se encontro en el calostro de mejor calidad (50-59.9 mg de IgG/mL).

Los ranchos que tienen un proceso de control y monitoreo de la calidad del calostro
en tratamiento identifican las variaciones en la calidad para evitar el uso de calostro pobre
en la concentracion de Ig’'s después de ser tratado térmicamente (Kehoe et al., 2007).

TRATAMIENTO

Fresco — ¢ — &8 =

Tratado f I { ma @ = m

Suministrado f + | o o

-10 40 90 140 190 240 290
lgs (g/L)

Figura 14.Grafica para Estimacién de la concentracién de inmunoglobulinas
mediante refractometria en (grados Brix) e inmunodifusion radial (g/L) en calostro bovino
fresco, tratado y suministrado.

Estimacion de la concentraciéon de inmunoglobulinas por como una proporcién de
los sélidos totales evaluado mediante inmunodifusion radial en el calostro fresco, tratado y
suministrado. Se muestra la media (+), mediana (linea central) y rangos intercuartilicos
(caja y bigotes), asi como puntos aberrantes.

En la Figura 14 se puede observar claramente la media los rangos y las muestras
fuera de parametro que se observaron en el estudio, similares a estudios anteriores como

lo demuestra (Donahue et al., 2012).
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En la tabla 8 (ver Figura 15) se presentan los resultados de la valoracién de la
concentracion de proteina total en suero de sangre a las 48 h postconsumo de calostro en
estos dos ranchos fue en promedio de 5.4 grados Brix, escala de 5.2 a 5.5 referenciada por
(McGuirk, 2004), manifestando una diferencia significativa entre los ranchos (ver Tabla 8).

Lo que sugiere que, desde el inicio, los dos ranchos fueron diferentes en la
produccién integral y de efecto del calostro.

El éxito para la transferencia de inmunidad pasiva lo podemos relacionar con la
medicion de proteina total en sangre a 48 h post suministro de calostro en el recién nacido
(Donovan et al., 1986).

La eficacia en la trasferencia de inmunidad pasiva de IgG mejora el rendimiento de
en el desarrollo integral de la becerra (Godden et al., 2009).

La méaxima capacidad de expresion genética para la produccién de leche o carne de
los animales inicia con el consumo de calostro inocuo y de calidad adecuada para que la
concentracion de anticuerpos sea absorbida en el intestino y se transfiera pasivamente la
inmunidad (Elizondo et al., 2010).

La eficacia en la transferencia de inmunidad pasiva se correlaciona con la lectura de
proteina total con IgG en suero con refractometro Gptico o digital en grados Brix, (Deelen et
al., 2014)

Tabla 8 Estimacion de la absorcion para transferencia de inmunidad pasiva por refractometria de
proteina total en suero de sangre a 48 h por rancho (g/dL).

Proteina Sérica

Rancho Mu?rs];ras I9G S?L%[?IIE(;S”O Total
g/dL (DE)
1 231 48.12(24.6) 4.92 (0.91)
2 105 46.82(36.0) 6.4°(0.71)
Total 336 47.7 (28.6) 5.4 (1.10)

ab Medias con literal diferente muestran diferencias estadisticamente significativas.

En la tabla 9 se muestran los resultados de la tasa de morbilidad en becerras lactantes
en los establos en estudio.
Se observo que la morbilidad en becerras en periodo lactante tuvo una diferencia

significativa por rancho.
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El manejo de cada rancho puede variar e influir en las diferencias de morbilidad, sin
embargo, la absorcién en la transferencia de inmunidad pasiva muestra una diferencia
significativa que puede influir directamente con la tasa de morbilidad en cada rancho.

Se reporta un estudio en que las becerras enfermas tuvieron una correlacién con 62
% con falla de trasferencia de inmunidad pasiva, el punto de corte para determinarla fue de
< 1000 mg/dL de concentracion de IgG por lo que la determinacion de la concentracion de
IgG en el calostro debe ser mucho mas precisa para prevenir la falla de transferencia de
inmunidad pasiva (Gilles Fecteau, 2013).

Tabla 9 Estimacion de la absorcion para transferencia de inmunidad pasiva por refractometria de
proteina total en suero de sangre a 48 h por rancho (g/dL).

TS TS ClgIGosetrr]o IgG en Suero Absorcién IgG de Falla de
Rancho ) Ibecerra g/L becerra Transferencia Transferencia
9 (DE) % % (< 5.0 g/dL, 48 h)
(DE)
1 231 1453(72.4)  10.132(.14) 35.12A 50.4A
2 105 1402 (108) 12.9°(.11) 67.468 9.88
Total 336 143 (85.1) 10.9 (.20) 45,22 47.8

ab Medias con literal diferente muestran diferencias estadisticamente significativas.
AB Medias con literal diferente muestran diferencias estadisticamente significativas a la
prueba de Xi cuadrada.

Rancho 1 . . r___ , I =

Rancho 2

0 2 4 6 8 10
Absorcion en suero sanguineo en escala de refractometro dptico

g/dL
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Figura 15 Concentracion sérica estimada de Inmunoglobulinas en becerras 48 horas postconsumo
de calostro en dos establos (g/100 mL)

Se muestra la media (+), mediana (linea central) y rangos intercuartilicos (caja y bigotes), asi como
puntos aberrantes.

Tasa de morbilidad y mortandad

Se explica la diferente tasa de morbilidad y mortalidad observada entre ranchos
como lo menciona también (Kehoe et al., 2007) en Pensilvania, se asocia con la medicion
de proteina total en suero de sangre registrada entre ranchos, asi como la tasa de
mortandad asociada también a la medicién diferente y significativa como consecuencia de
éxito o falla de transferencia pasiva de inmunidad en las becerras también en el estudio
publicado por (Patel et al., 2014).

Rancho 1 con promedio de 50.8 y rancho 2 con 33.1, al asociar el resultado con la
medicion de proteina total en suero de sangre el rancho 1 promedia 4.9 g/dL.

Rancho 2 con 6.4 g/dL, lo que podemos relacionar a que la concentracion de Ig’s en
el calostro ofrecido fue diferente y que existen diferencias en la forma o condiciones de
suministro de calostro por condiciones ambientales, de parto, el método de alimentacion y
el tiempo de suministro, se han observado estos mismos resultados como lo menciona
(Donovan, et al., 1986 ;).

El volumen de 3.0-4.0 L de calostro que es aproximadamente el 10% del peso vivo
de la becerra debe ser suministrado antes de las 2 h y no después de las 6 h de nacimiento,
el calostro debe contener >50 g/L de inmunoglobulinas (Ig) con una cuenta bacteriana
<100,000 UFC/mL.

El consumo éptimo no se debe asumir por amamantamiento directo de la vaca, se
recomienda suministrarlo con medidas de volumen y estimando la calidad del calostro.

Al mezclar calostro de varias vacas reduce la calidad del lote e incrementa el riesgo
de transferencia de enfermedades.

Las becerras que no reciben la concentracion minima indispensable de IgG para la
supervivencia de (<10g/L of IgG o <50g/L de proteina total medida en suero sanguineo a
48h) reportan una disminucién de habilidad para contrarrestar el desafio de enfermedades
ambientales, patdgenos por contacto y mala higiene; se incrementa el riesgo de muerte al
no ser eficaces para manejar el stress caldrico o frio y reducir el consumo de alimento (Patel
et al., 2014).
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Tabla 10 Diarrea en periodo de lactante en becerras por rancho (%) (periodo lactante 60 dias)

Diarreas
reportadas por n Promedio Error
Estandar
rancho
Rancho 1 231 50.82 1.41
Rancho 2 105 33.1° 1.60
Total 336 45.3 1.18

ab diferencia estadisticamente significativa; valor P < 0.05, la media de morbilidad entre
un nivel de rancho y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.

En la tabla 11 se muestra la tasa de mortalidad se observo que la mortalidad en
becerras en periodo lactante tuvo una diferencia significativa por rancho. (P<0.05).

El manejo de cada rancho puede variar e influir en las diferencias de mortalidad, sin
embargo, la absorcién en la transferencia de inmunidad pasiva muestra una diferencia
significativa que puede influir directamente con la tasa de mortalidad en cada rancho.

El éxito o fracaso en la crianza de la becerra depende de la calidad del calostro, la
absorcion de inmunidad pasiva y la presencia de microrganismos que por su cantidad o tipo
pueda incrementar la morbilidad y la mortalidad en los ranchos. Se observé que el rancho
1 promedi618.2 % de mortandad y el rancho 2 promedi6 5.7%.

La falla en la transferencia de inmunidad pasiva se asocia con la medicion de proteina
total en suero de sangre y la morbilidad que fue también significativamente diferente entre
ranchos que se relaciona igualmente (Kehoe et al., 2011).

La tasa de 18.2% es muy alta en comparacion de la tasa promedio en ranchos
tecnificados como lo menciona Roth (2009) en establos de Norteamérica y (Fecteau, 2002)
en Quebec.

Podemos asociar la tasa de mortandad a enfermedades como diarrea y neumonia
(Besser, 1985.), con el volumen de calostro y concentracion de IgG consumida, el momento
de alimentacion de la becerra el tipo de parto, dificiles, con sufrimiento fetal y distocia
(Garcia, et al., 2009), las condiciones ambientales estresantes y la técnica de alimentacion,
mamando, con biberdn y con sonda esofagica (Hurley et al., 2011).

Asi mismo como la época del parto, en invierno se observé mejor concentracion de
IgG (Soheila et al., 2017)
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La cantidad de calostro (Barrington et al., 2002), demuestra igualmente que la calidad,
cantidad e inocuidad mejoran las tasas de morbilidad y mortalidad de becerras en establos

productores de leche.

Tabla 11 Mortalidad en periodo de lactante en becerras por rancho (%) en el periodo de 6 meses
del estudio.

Mortandad . Error
n Promedio .
por rancho Estandar
Rancho 1 231 18.2* 1.05
Rancho 2 105 5.7* 0.38
Total 336 14.4 0.79

* diferencia estadisticamente significativa; el valor P < 0.05, entre la media de mortalidad
entre un nivel de rancho y otro.

Contaminacion por microorganismos

En la tabla 11 se integr6 la prevalencia de microorganismos. Se observé el nimero
de muestras de calostro positivo a levaduras, enterobacterias, estreptococos y Brucella por
presencia de estos agentes en calostro fresco, tratado y suministrado. Asi como la
frecuencia de las muestras positivas a cada patégeno, en cada uno de los tratamientos del
calostro. Se muestra que las clasificaciones de fila y columna son independientes y en
casos particulares pudieran no tener relacion con su valor de tratamiento, con una confianza
del 95% (Chi-cuadrada P<0.05).

Los resultados demuestran presencia de microrganismos patdgenos diversos (tabla
11), el nUmero de muestras positivas a diferentes tipos de microorganismos es muy alto, lo
que significa que el TT no fue efectivo o existen muchos riesgos de contaminacion en el
proceso de coleccibn, tratamiento, almacenamiento y suministro a las becerras.

Esto no es nuevo (Donahue et al., 2012) en el articulo sobre tratamiento de calostro
en granjas comerciales en Estados Unidos, que dice que, bajo condiciones controladas en
el proceso térmico, reduce la concentracion de microorganismos patdégenos, pero no los
elimina, si la concentracion inicial es alta disminuye una proporcién exponencial de 10 a la
3 y conserva o disminuye no significativamente la cantidad de Ig’s.

Sin embargo, (Gulliksen et al., 2008.) explica la variacion del TT al no identificar los

puntos de control para garantizar la calidad e inocuidad del calostro y reducir el riesgo de
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trasmision de enfermedades como lo describe (Godden et al., 2006) al mostrar la resistencia
de patdégenos al TT en diferentes niveles de tiempo y temperatura como MAP (ver Tabla 2).

La presencia de estafilococos aureos permite la posible oportunidad de infeccion
latente cuando la becerra haga su primer parto y afecte la productividad y rentabilidad.

La principal via de entrada de Brucella es la oral, por la ingestion de alimento o agua
contaminados por secreciones o restos de abortos de vacas infectadas, o bien por el lamido
de las secreciones vaginales, los genitales, los fetos abortados y los becerros recién
nacidos de vacas infectadas. (Diaz, 2013)

Al encontrar también presencia de Brucella en el calostro 18% de las muestras en el
estudio, en los diferentes tratamientos, fresco, tratado y suministrado, explica la posibilidad
de trasmision vertical de la enfermedad a las becerras en los ranchos donde la prevalencia
de Brucella es alta, podemos observar que no disminuye significativamente al transcurso
de los afios, este mismo caso lo describe (Carrisoza, 2104), en establos en Querétaro,
México, asi como lo trata de relacionar (Melendez et al., 2010) en establos del Altiplano
Central Mexicano.

El protocolo de TT de 60 °° por 60 min es seguro para eliminar la mayoria de los
microrganismos patégenos presentes en el calostro como lo demuestra (Godden et al.,
2006), aunque se observa en los resultados que no siempre es seguro para eliminar
Mycobacterium avium, aun en condiciones de laboratorio. Después de 7 afios de
seguimiento a las becerras alimentadas con calostro tratado y crudo se observé que no
hubo diferencia significativamente en la prevalencia de paratuberculosis en estos animales
(Godden et al., 2015).

Con el éxito o falla de transferencia pasiva de inmunidad en las becerras, también
existen indicios que pueden relacionar la concentracion de Ig’s en el calostro ofrecido y
factores que pueden afectar como, la forma o condiciones de suministro de calostro,
condiciones ambientales, de parto, el método de alimentacién y el tiempo de suministro, asi
como el proceso de alimentacion hasta el destete (Meale et al., 2017).

Para los establos mexicanos es muy importante erradicar la brucelosis, tuberculosis
y paratuberculosis (Cisneros et al., 2012).

Lograr en el Altiplano central y en el estado de Aguascalientes un estatus sanitario
equivalente al requisito mundial sanitario promueve la oferta de productos de origen animal

al mercado mundial, ademas de mejorar la productividad de los establos en México
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(Melendez et al., 2010) al relacionar los abortos y sus causas Yy la baja productividad en

establos.

Tabla 12 Cambio en la prevalencia (Prev) de microrganismos patégenos detectada en muestras de
calostro fresco, tratado y suministrado.

i X Fresco Tratado Cambio Suministrado Cambio
Microrganismos
patégenos (-) (+)  Prev (-) (+) Prev (%) (-) (+)  Prev (%)
(%) (%) (%)

Levaduras 107 5% 4.5 99 13* 11.6 160 104 8* 7.1 60.0
Estreptococos 73 39*  34.8 79 33* 29.5 -15.4 82 30* 26.8 -23.1
Enterobacterias 110 2% 1.8 112 F 0.0 -100 109 3* 2.7 50.0
Brucella 92 20%* 17.9 93 19* 17.0 -5.0 92 20* 17.9 0.0

(-) Muestra sin crecimiento microbiano; (+) Muestra con crecimiento microbiano; P Prevalencia: +/total *100.
Cambio: P en calostro tratado / P calostro fresco * 100; nimeros positivos indican contaminacion en el
proceso.

*Numero de muestras positivas a Levaduras, Enterobacterias, Estreptococos y BR (Brucella) muestra con qué
frecuencia se presentan los 2 valores de agentes con cada uno de los 3 valores de TRATAMIENTO. Las
clasificaciones de fila y columna son independientes con un nivel de confianza del 95.0%. Por lo tanto, el valor
observado de bacterias para un caso en particular pudiera no tener relacién con su valor en TRATAMIENTO
(Chi-Cuadrada P<0.05).

=
o
80 Y f
60 r
Nimero de muestras 40
20 ' ' Suministro
0 ’ Tratado
0 1 TRATAMIENTC
BR = Crudo

0 Negative 1 Positive

Figura 16 Numero de muestras positivas a Brucella (BR) en calostro crudo (Fresco), TT y
Suministrado (biberon).
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(uet propia

Figura 18 Fotografia 2 de colonias de Brucella con tincién de Gram por observacion en
microscopio compuesto y confirmacién por PCR (Fuente propia).

Se observaron variaciones e inconsistencias en el control de factores de riesgo
dentro del proceso de obtencién y suministro de calostro en los dos ranchos como:

- la calidad de calostro,

- la hora de alimentacion,

- distocias,

- sufrimiento fetal,

- volumen ingerido,

- vacas con mastitis al parto,

- parideros comunes sucios,
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- no se retiraron las becerras naciendo y tuvieron contacto con su madre y otras
vacas y becerras,

- presencia de fauna nociva,

- variacion de la temperatura y tiempo de tratamiento térmico,

- uso de los mismos recipientes para calostro fresco y tratado,

- variacion en la calidad de limpieza de equipo, biberones y mamilas,

- falta de registros completos y ninguno lleva bitacora de temperaturas y servicios
al equipo,

- uso de la carretilla de transporte de becerras para diferentes usos,

- no se desinfecto,

- tratamiento diferente al indicado para partos por la noche

- variacion de protocolo para personal de relevo no capacitado.

Los incentivos para que establos mexicanos sean libres de brucelosis han intensificado las
iniciativas que se estan implementando en las lecherias para reducir la prevalencia y
eventualmente erradicar la enfermedad en el hato.

Ha sido bien documentado (Diaz, 2013) que la contaminacién de calostro con B.
abortus puede ser una fuente importante de transmision a becerras recién nacidas por lo
cual muchos establos lecheros han establecido protocolos para efectuar TT que ayuden
mitigar este riesgo. Desafortunadamente no existen pruebas de campo para certificar la
inocuidad del calostro después del TT (Unicamente pruebas tradicionales para bacteriologia
en laboratorio) y en algunos establos existe la percepcion de que la implementacion de esta
practica de manejo no ha tenido impacto en disminuir la prevalencia de brucelosis en el
hato.

En este estudio se realizé un survey de riesgo de contaminacion por patégenos
durante 3 diferentes etapas del manejo de calostro en condiciones de campo en 2 ranchos
y nuestros resultados indican que en condiciones de campo la implementacién de préacticas
de manejo de tratamiento térmico de calostro bovino es insuficiente para reducir el riesgo
de transmision de Brucella sp de adultos a becerras de remplazo.

En este estudio de sondeo encontramos que tanto el calostro fresco, asi como el
calostro después del TT puede estar contaminado con Brucella sp, y esta observacion

puede explicar la observacion en campo de que la prevalencia de brucelosis en ranchos no
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disminuye significativamente al transcurso de los afios, a pesar de la implementacion de
practicas de TT.

Independientemente, de que el TT en condiciones de campo no parece ser efectivo en
eliminar Brucella sp, existen muchos riesgos de contaminacion en el proceso de coleccion,
tratamiento, almacenamiento y suministro de calostro a las becerras.

En granjas comerciales en Estados Unidos, y bajo condiciones controladas en el
proceso de TT reduce la concentracibn de microorganismos patégenos y conserva la
cantidad de Ig’s. (Donahue et al., 2012).

Experimentalmente se demostrd que el protocolo de TT de 60 °C por 60 min es
seguro para eliminar la mayoria de los microrganismos patégenos presentes en el calostro
como lo demuestra (Godden et al., 2006), aunque se observa en los resultados que no
siempre es seguro para eliminar Mycobacterium avium, aun en condiciones de laboratorio.
En condiciones de campo se demostrd, después de 7 afios de seguimiento a las becerras
alimentadas con calostro crudo y con TT 60 grados centigrados por 60 min, que el protocolo
de TT no se observé una reduccion significativa en la prevalencia de paratuberculosis en
estos animales (Godden et al., 2015).

El hecho de que el nimero de muestras contaminadas con Brucella sp aumenté
después del TT en Rancho 2 sugiere que en condiciones de campo pueden existir
oportunidades de contaminacién posteriores al TT, por ejemplo, variacién en la calidad de
limpieza de equipo, usado durante el proceso de transporte, clasificacion y envase del
calostro indicando qué medidas de higiene y bioseguridad tienen que ser implementadas

para evitar contaminaciones secundarias.
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6. CONCLUSION

Al evaluar la eficacia de Tratamiento Térmico en condiciones de campo, se observo
que fue eficaz para conservar la concentracion de inmunoglobulinas en el calostro
bovino empleado en diferentes establos, ya que solamente se detecté un descenso
marginal de 1gG debido a tratamiento.

Sin embargo, existio variacion en la falla de trasferencia de inmunidad pasiva
entre ranchos por manejo, al encontrar diferencias en la forma de alimentacion,
tiempo, condiciones ambientales y la cantidad consumida, evidenciado por la tasa
de morbilidad y mortandad, lo que sugiere que, en condiciones de campo, pueden
existir oportunidades de contaminacién posteriores al TT.

Este estudio de sondeo claramente indica que en condiciones reales existe
un riesgo de que el TT implementado para reducir el riesgo de trasmision de
brucelosis en el hato no estd cumpliendo el objetivo deseado y que el manejo
adicional necesario para implementar esta practica de bioseguridad (clasificacion,
envasado, descongelacion) puede aumentar el riesgo de contaminacion y

trasmision vertical a la becerra.
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GLOSARIO

Absorcion. Proceso por el cual los toxicos cruzan las membranas celulares y entran en la
circulacion sanguinea o sistema linfatico.

Acido desoxirribonucleico (ADN). Molécula compleja, integrante de los cromosomas, que
almacena la informacion hereditaria en forma de variaciones en la secuencia de las bases
de purina y pirimidina; esta informacion se traduce en la sintesis de las proteinas, por lo
gue es determinante de todas las caracteristicas fisicas y funcionales de las células y del
organismo.

Acido ribonucleico (ARN). Acido nucleico de cadena sencilla compuesto por los nucleétidos
adenina, uracilo, guanina y citosina. En las células sirve como intermediario de la
informacién genética ya que copia ésta del ADN y en el citoplasma dirige la sintesis de
proteinas segun su secuencia de nucledtidos.

Alanina aminotransferasa (ALT). Enzima involucrada en la transferencia de aminoacidos. Se
utiliza para evaluar dafio hepatico, principalmente.

Albumina. Proteina que se encuentra en gran proporcioén en el plasma sanguineo, siendo la
principal proteina de la sangre; es sintetizada en el higado.

Aspartato aminotransferasa (AST). Enzima presente normalmente en el suero y en ciertos tejidos
corporales, que actlda sobre la transferencia intermolecular de un grupo amino desde el
acido aspartico al acido alfacetoglutarico, para formar acido glutdmico y acido oxaloacético.

Atrofia. Disminucién importante del tamafio de la célula y del 6rgano del que forma parte, debido
a la pérdida de masa celular. Las células atréficas muestran una disminucién de la funcion,
pero no estan muertas.

Bilirrubina. Pigmento amarillento que se encuentra en la bilis, un liquido producido por el higado.

Biotransformacion. Cualquier transformaciéon quimica de una sustancia producida por
organismos vivos 0 por preparaciones obtenidas de éstos. Conversion de un quimico desde
una forma a otra por un organismo biologico.

Calostro. Primera secrecion lactea después del parto que contiene inmunoglogulinas, hormonas,
factores de liberacion y nutrientes.

Cepa. Conjunto de microorganismos derivados de las multiples divisiones de una célula inicial.
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Cddigo. Conjunto de signos conocidos por quienes establecen una comunicacion.

Cromatografia liquida de alta presién (HPLC). Técnica utilizada para separar los componentes
de una mezcla basdndose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las
sustancias analizadas y la columna cromatogréfica.

Decodificacién. Traduccion de palabras impresas a palabras habladas.

Distribucion es el proceso durante el cual una sustancia quimica absorbida es transferida
desde su sitio de absorcion a otras areas del cuerpo.

ELISA (enzyme-linked immunosorbant assay). Es un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
para la cuantificacion de la presencia de un antigeno usando una enzima enlazada a un
anticuerpo para el antigeno.

Esquemas. Estructura representativa de los conceptos genéricos almacenados en la memoria
individual. Son las estructuras basicas para organizar la informacién; conceptos. Unidad
estructural basica donde se fundamenta todo el conocimiento.

Estrategia. Planeacion general de actividades orientadas a un fin.

Fosfatasa alcalina (FA). Enzima hidrolasa responsable de catalizar la remocién de un grupo
fosforil de varios tipos de moléculas como nucleétidos, proteinas y alcaloides. Los tejidos
con cantidades mas altas de FA abarcan el higado, las vias biliares y los huesos.

Gamma-glutamiltranspeptidasa (GGT). Enzima que cataliza la transferencia de una porcién de
gamma-glutamil de glutation a un aceptor que puede ser un amino&cido, un péptido o una
molécula de agua. Juega un papel importante en el ciclo de la gamma-glutamil, una via
para la sintesis y degradacion de glutation y desintoxicacion de drogas y xenobidticos.

Genotipo. Conjunto de genes caracteristicos de cada especie, vegetal o animal, es decir, son los
genes en formato de ADN que un animal o vegetal recibe de herencia de parte de sus dos
progenitores y que por tanto se encuentra conformado por las dos dotaciones de
cromosomas que contienen la informacion genética del ser en cuestion.

Genotoxicidad. Capacidad para causar dafio al material genético; el dafio puede ser tipo
mutageno o carcindgeno.

Glutatién reducido (GSH). Tripéptido no proteinico; es un antioxidante cuya funcion es la de
mantener la estabilidad de la membrana, reducir los factores de estrés oxidativo y las
especies de oxigeno reactivas que se producen a partir del proceso de peroxidacion de
lipidos.

Habilidades cognitivas. Sistemas de acciones necesarias para resolver una tarea determinada.

82



Habilidades metacognitivas. Capacidad de las personas de adaptarse, consciente o
inconscientemente, a las exigencias de la tarea y de responder a ellas adecuadamente, es
decir, la capacidad autorregulatoria que responde a la intervencion ambiental externa.

Hepatotoxico. Sustancia nociva para las células del higado.

Hibrido. Animal o vegetal que procede de la union de dos individuos de especies diferentes.

Hiperplasia. Incremento del nimero de células de un érgano o tejido.

indice de conversion alimenticia. Kilos de alimento necesario para reponer un kilo de peso vivo.

Inmunosupresor. Sustancia quimica que produce la supresion del sistema inmunitario.

Inmunoglobulina. Anticuerpo especifico para defensa inmunolégica de los seres vivos.

Intoxicacién. Proceso patolégico, con signos y sintomas clinicos, causado por una sustancia de
origen exégeno o endbgeno.

Isoenzimas (isoformas). Enzimas en un organismo que catalizan la misma reaccion, pero difieren
en estructura; estas diferencias pueden tener un rango de uno a varios residuos de
aminoacidos.

Metabolismo. Suma de todos los procesos quimicos y fisicos que tienen lugar en un organismo;
en sentido mas estricto, cambios fisicos y quimicos que sufre una sustancia en un
organismo. Incluye la incorporaciéon y distribucion en el organismo de los componentes
guimicos, los cambios (biotransformaciones sufridas) y la eliminacién de los compuestos y
de sus metabolitos.

Metabolito. Cualquier producto intermedio o final resultante del metabolismo. Término
relacionado. Biotransformacion.

Micotoxina. Metabolito secundario téxico, de composicién variada, producidos por organismos del
reino fungi; suele referirse a sustancias toxicas producidas por hongos que afectan a
animales vertebrados en bajas concentraciones.

Mutagénico. Cualquier sustancia que puede inducir cambios heredables (mutaciones) en el
genotipo de una célula como consecuencia de alteraciones o de pérdida de genes o de
cromosomas o de parte de los mismos. Perturba a la secuencia de bases del ADN y causa
una mutacion; con frecuencia son quimicos, pero pueden también ser fuentes de energia
tales como la luz ultravioleta.

Neurotdxico. Sustancia nociva para las células de los rifiones.

PCR. Prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés: Polymerase
Chain Reaction), que es una técnica de biologia molecular desarrollada en 1986 por Kary

Mullis.
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Proteina. Una macromolécula bioldgica compuesta de un arreglo lineal de aminoacidos unidos por
uniones peptidicas; las funciones de las proteinas en los procesos bioldgicos incluyen
catalisis, transporte y almacenaje, movimiento, soporte mecanico, proteccién inmune, la
generacién y transmisién de impulsos nerviosos y el control del crecimiento y diferenciacion.

Significado. Representacién mental de una realidad o una idea, concepto.

Significante. Medio para expresar un significado, sefial.

Signo. Representacién arbitraria de las palabras. Relacion de un significado y un significante.

Susceptibilidad. Condicién en la que existe una disminucion de la resistencia de un individuo
frente a determinada enfermedad o intoxicacion, y que se experimenta con dosis a
exposiciones inferiores a las habitualmente nocivas para el resto de la poblacion.

Teratogénico. Agente que por administracion a la madre en periodo prenatal induce
malformaciones estructurales o defectos en la descendencia.

Toxicidad. Capacidad para producir dafio a un organismo vivo, en relacién con la cantidad o dosis
de sustancia administrada o absorbida, la via de administracion y su distribucién en el
tiempo (dosis Unica o repetidas), tipo y severidad del dafio, tiempo necesario para producir
éste, la naturaleza del organismo afectado y otras condiciones intervinientes.

Transferencia de inmunidad pasiva. Trasmision de anticuerpos por absorcion intestinal en los
becerros neonatos.

Tratamiento térmico. Tratamiento con calor para calostro 60 grados centigrados por 60 minutos.
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Anexo A PROPUESTA DE ARTICULO PARA PUBLICAR
RESUMEN

Ponce Hernandez J. E, Valdivia Flores A. G, Gutiérrez Chavez A. J, Padilla Ramirez F. J, Campos
M, Haubi C.U. y Luna E.

El objetivo de este trabajo fue hacer un sondeo de riesgo de contaminacién por patégenos durante
3 diferentes etapas del manejo de calostro en condiciones de campo. Para este estudio de sondeo
se seleccionaron por el método no probabilistico de conveniencia dos explotaciones lecheras
tecnificadas con hatos grandes (>1000 vacas), ubicadas en el Altiplano Central Mexicano, que
practicaban el tratamiento térmico (TT) de calostro de forma rutinaria con equipo similares. Durante
un periodo de seis meses se obtuvieron aleatoriamente 336 muestras de calostro A) fresco, B) con
tratamiento térmico y C) en el momento de ser suministrado con biberén. Se congelaron las
muestras en viales de plastico (50 mL) identificados y se determind contaminacién bacteriana por
medio de prueba de turbidez en el medio de cultivo caldo tripticasa soya de las muestras de
calostro. Los resultados de esta prueba indican que el riesgo de contaminacion de calostro es muy
alto independientemente de la etapa de coleccion: 95% de las muestras de calostro fresco fueron
positivas a la prueba de turbidez. También un gran porcentaje, 90% de muestras obtenidas
después del tratamiento térmico y al momento de ser suministrado a la becerra resultaron positivas
a la prueba de turbidez. Todas las muestras con indicacién de crecimiento bacteriano en este
cultivo se les dio seguimiento con cultivos sélidos y tincion Gram para la subsecuente identificacion
de Brucella. Resultados de estas pruebas subsecuentes indican que 59 de las 336 muestras
obtenidas estaban contaminadas con Brucella. 20 de estas muestras provenian del grupo de
muestras A,19 del grupo B y 20 del grupo C. La identidad de 10 muestras aleatorias de este grupo
de muestras positivas a Brucella fue confirmada molecularmente por PCR. Los resultados
obtenidos en este estudio de sondeo indican que el riesgo de contaminacion microbiana presente
en las muestras del calostro no disminuyo6 significativamente entre el calostro fresco, tratado
térmicamente y hasta el momento de ser suministrado con biberén. Estos resultados sugieren que
en condiciones de campo la implementacién de practicas de manejo de tratamiento térmico de
calostro bovino para reducir el riesgo de trasmision de Brucella de adultos a becerras de remplazo

es insuficiente para reducir el riesgo de contaminacién en las diferentes etapas de proceso.

Palabras clave: Calostro, Contaminacion Bacteriana, tratamiento térmico,

Introduccion
La importancia de alimentacion temprana de becerros recién nacidos con calostro de alta calidad ha

sido ampliamente documentada. Los atributos de calostro mas reconocidos incluyen una fuente
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inmediata de la energia para termorregulacion y la transferencia de anticuerpos maternos para la
proteccidn contra enfermedades infecciosas durante las primeras semanas de vida. El calostro
también puede ser una fuente importante de transmision de agentes infecciosos que persisten en
los hatos lecheros y podria ser parcialmente responsable de mantener estable la prevalencia de
infecciones en el hato. La presencia de patégenos en el calostro puede ocurrir por transmision directa
dentro de la glandula mamaria de una vaca infectada o por contaminacion del calostro con heces,
orina u otras secreciones después del ordefio de la vaca. Por lo tanto, el calostro puede
potencialmente estar contaminado con cualquier patégeno presente en la lecheria. Las buenas
practicas de higiene y saneamiento durante la recoleccion de calostro reduciran el riesgo de
transmision debido a la contaminaciéon con algunos agentes infecciosos, pero no tiene efecto sobre
el riesgo de transmision de agentes patdgenos secretadas dentro de la glandula mamaria incluyendo
agentes infecciosos que causan enfermedades que activamente se estan intentado erradicar como
es el caso de la brucelosis en México.

Varios protocolos de bioseguridad para disminuir el riesgo de transmision de Brucella abortus de
adultos infectados a las becerras de remplazo se han implementado en México, uno que se ha
popularizado en establos tecnificados incluye el tratamiento térmico (TT) del calostro utilizando un
método a baja temperatura y tiempo mas largo (60°C durante 60 minutos). Se ha demostrado que
este tipo TT al calostro mantiene la bioactividad de las IgG y las caracteristicas del fluido del calostro,
eliminando o reduciendo significativamente los patégenos importantes incluyendo E. coli, Salmonella
spp, Mycoplasma bovis y Mycobacterium avium Paratuberculosis (MAP). Es importante destacar que
este protocolo TT reduce los conteos bacterianos, pero no esteriliza. Si el calostro estd muy
contaminado, estos pardmetros no eliminaran todos los patégenos. Ademas, el equipo debe
mantenerse cuidadosamente y calibrarse rutinariamente para asegurar la calidad del proceso de TT.
No hay una prueba para evaluar la carga microbiana antes o después del TT en la finca, por lo que
la eficacia de este protocolo de bioseguridad sigue siendo incierta. Muchos establos lecheros han
invertido en equipos comercializados para su uso en campo y han establecido protocolos para
efectuar TT de calostro; sin embargo, en algunos establos existe la percepcion que la
implementacién de esta practica de manejo no ha tenido impacto en disminuir la prevalencia de
brucelosis en el hato. Por esta observacion existe la duda de si el manejo intensivo de calostro
necesario para efectuar el TT provee oportunidades de contaminacién cruzada reduciendo asi la
eficacia en campo de una practica de manejo que de hecho se implement6 para reducir dicho riesgo.
El objetivo de este estudio fue evaluar contaminacion a diferentes etapas de procesamiento de

calostro.
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Materiales y Métodos

El estudio se desarroll6 en el Altiplano Central Mexicano, en la Mesa Central, valle de Zacatecas/
Aguascalientes donde se seleccionaron dos establos tecnificados por el método no estadistico de
conveniencia, pero de tamafio y funcionamiento comparable (Tabla 1). Ambos ranchos usan
ordefio mecanico automatizado, con carrusel de 40 unidades marca Westfalia contaban con equipo
para TT (pasteurizador) de calostro el cual usan cotidianamente. Ambos equipos para TT tienen
capacidad 40 L y el manejo de vaca seca, preparto, parto y post parto es similar en los dos
ranchos. Las vacas se secan a los 7 meses de gestacion, y permanecen en el corral de secas
hasta 21 dias antes del parto. Al momento del parto son separadas a un corral dedicado a partos

para su evaluacion y atencion de parto.

Muestras de calostro:

El calostro se colecto cuando las vacas se van a ordefia en el turno que les corresponde después
del parto siguiendo la misma rutina de ordefio general del establo incluyendo desinfeccion, limpieza
de la teta, secado despunte y colocacion de pezoneras. El calostro se desvio a jarras de piso que
se usan como contenedor de traslado al area donde se encuentra el equipo para el TT.

El calostro colectado se clasifico en 2 categorias usando un calostrémetro; lectura de mas de 80 en
densidad como categoria 1 y menos de 80 como categoria 2. El calostro ya clasificado se someti6
a TT, dos lotes por dia donde junta el calostro de todas las vacas paridas en ese turno usando el
protocolo indicado por el fabricante que corresponde a un tratamiento de 60 °C por 60 minutos, y se
enfriaa 37 °C. Después del TT el calostro se evallo con el calostrémetro una vez mas para verificar
la densidad y etiquetar como categoria correspondiente. Después de la verificacion el calostro se
envaso en biberones de 2.0 L de capacidad y se congelo a — 18 °C para su conservacion. Antes de

ser usado los biberones con calostro congelado se descongelaron en bafio maria a 45°C.

Para este estudio se colectaron un total de 336 muestras de calostro a diferentes etapas del proceso
y todas las muestras se colectaron en viales estériles de 50 ml que se almacenaron en congelamiento
hasta el momento de ser procesados. Las 112 muestras de la primera etapa del proceso (muestras
A) se colectaron directamente de las jarras de piso. Las muestras de la segunda etapa (muestras
B) se colectaron del biberén antes de ser congelados, y las muestras de la Ultima etapa (muestras

C) también se colectaron de los biberones al momento de la alimentacién de las becerras.
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Tabla 1 Comparacion de parametros productivos por rancho durante el estudio (feb-ago. 2016).

RANCHO 1 RANCHO 2

Vacas Produccion 2369 1005
Vacas Secas 378 138
Becerras y Vaquillas 1759 912
Machos 122 435
Produccidn vaca/lactancia 305 dias 9,134 9,533
Relacién forraje/concentrado 45/55 55/45
Dias en Leche 166 154
Periodo Seco 73 65
Intervalo entre partos 14.5 14.2
Dosis de concepcion 3.8 25
Tasa de Prefiez % 21 25
Trampas en comedero + +
Tejaban en comedero y echadero + +
Echaderos con cama comun + +

Bacteriologia
Para determinar si las muestras de calostro estaban contaminadas se us6 prueba de turbidez en
caldo agar tripticasa. A todas las muestras de calostro se les extrajo suficiente material congelado
para llenar un vial de 1.0 mL usando método de raspado y perforacién con equipo de acero
inoxidable en camara de presion positiva. El contenido del vial se dejé descongelar y se usé como
inoculo de los tubos de ensaye con medio caldo agar tripticasa en presencia de mechero.
Después de 24 horas de incubacion todas las muestras turbias a inspeccién visual cualitativa como
indicador de crecimiento bacteriano en este medio de cultivo se les dio seguimiento con cultivos
sélidos. La siembra en cultivos solidos se efectud por inoculacién del caldo con asa en presencia
de mechero en camara de presion positiva. Los cultivos solidos empleados en este estudio
incluyen agar tripticasa, agar sangre, y agar Brucella. Colonias aisladas en cada medio de cultivo
se usaron para conducir tincion Gram, morfologia por microscopio y pruebas bioquimicas de
oxidasa y peroxidasa para identificacion subsecuente de las bacterias aisladas usando estos
medios de cultivo.
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Las muestras positivas a turbidimetria, identificacion microscépica de colonias por crecimiento en
agar tripticasa Brucella, positivas a color rosado en tincion de Gram, y positivas a peroxidasa,
fueron determinadas positivas a Brucella sp. Diez cultivos representativos de las muestras
positivas por estos métodos bacteriolégicos para identificar Brucella sp se enviaron a el laboratorio
del Comité de Sanidad Animal de la Laguna para la confirmacién de su identificacion usando la
prueba genética PCR para Brucella sp.

Las 10 muestras representativas resultaron positivas al protocolo de PCR disefiado para confirmar

aislamiento de bacteriano correspondia a Brucella sp.

Resultados
La presencia de microorganismos en las muestras de calostro colectadas a diferentes etapas del
proceso de manejo de calostro se determind por medio turbidimetria usando la prueba de caldo
tripticasa. Resultados de esta prueba indicaron que de un total de 336 muestras colectadas entre
los dos ranchos 305 (90.8%) estaban contaminadas con algun tipo de bacteria capaz de
multiplicarse en este medio de cultivo. Como se puede observar en la Tabla 2 el nimero de
muestras positivas después del TT disminuyo un poco en Rancho 1 pero no sucedi6 en Rancho 2
indicando que el TT tiene un efecto limitado en eliminar la carga bacteriana en muestras de
calostro y no hay diferencias significativas por rancho o por etapa de coleccion.
Las 305 muestras con indicacion de crecimiento bacteriano en caldo tripticasa se sembraron en
cultivos solidos y subsecuentemente se le sometié a tincion Gram, morfologia por microscopio y
pruebas bioquimicas de oxidasa y peroxidasa para discernir la presencia de bacterias patdgenas
en las muestras de calostro. Resultados de estas pruebas demuestran que cierto porcentaje de las
muestras contenian bacterias potencialmente patégenas (Tabla 3). Organismos identificados como
Brucella sp usando estas técnicas bacterioldgicas fueron aisladas en 20 de 112 muestras de
calostro recolectadas en las jarras de piso (A), en 19 de 112muestras colectadas después del
tratamiento térmico (B) y en 20 de 112 muestras de calostro colectadas al momento de
alimentacion de las becerras (C) lo que sugiere que en condiciones de campo el TT es insuficiente
para eliminar bacterias de la especie la Brucella sp. en calostro o alternativamente el calostro
puede ser contaminado con Brucella sp. en etapas subsecuentes al TT de calostro. En contraste,
Enterobacterias se aislaron en solo 2 de 112 muestras de calostro recolectadas en las jarras de
piso (A), pero no se aislaron en ninguna de las muestras colectadas después del tratamiento
térmico (B) lo que sugiere que el TT fue capaz de eliminar este tipo de bacteria.
Desafortunadamente 3 de 112 muestras de calostro colectadas al momento de alimentacion de las
becerras resultaron una vez més positivas a Enterobacterias (C) lo que sugiere que procedimientos
posteriores al TT proveen oportunidades de re-contaminacion del calostro. Levaduras y
Estreptococos se aislaron en algunas de las muestras durante las 3 etapas de coleccion de
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muestras usadas en este estudio (A, B, y C) lo que sugiere que en condiciones de campo el TT es

insuficiente para eliminar este tipo de organismos o alternativamente el calostro puede ser

contaminado con organismos presentes en el medio ambiente o fomites en cualquier etapa del

manejo de calostro.

Tabla 2 Muestras positivas a crecimiento bacteriano por cultivo Caldo Tripticasa con presencia
activa de microrganismos en calostro fresco, después de tratamiento térmico y suministrado con

biberon.

Tipo de muestra Numero de

muestras

Rancho 1 231

A 77

B 77

C 77
Rancho 2 105

A 35

B 35

C 35
TOTAL 336

Caldo Tripticasa
Positivas

209

74
67
68
96
32
32
32

305

A= Fresco, B= Después de TT, C=Biberén

Porcentaje de

positivas
90.5%
96.1 %
87.0%
88.3%
91.4%
91.4%
91.4%
91.4%

90.8%

Tabla 3 Cambio en la prevalencia (P) de microrganismos patégenos detectada en muestras de

calostro fresco (A), tratado térmicamente (B) y al ser suministrado con biberén (C).

X i A B Cambio C Cambio
Microrganismos

patégenos 0 @ P CECEEE % O P (%)

(%)

Levaduras 107 G 4.5 99 13* 11.6 160 104 8* 7.1 60.0
Estreptococos 73 39% 34.8 79 33%* 29.5 -15.4 82 30* 26.8 -23.1
Enterobacterias 110 2 1.8 112 0* 0.0 -100 109 g 2.7 50.0
Brucella 92 20% 179 93 19* 17.0 -5.0 92 20%* 17.9 0.0

(-) Muestra sin crecimiento microbiano; (+) Muestra con crecimiento microbiano; P Prevalencia: +/total *100.

Cambio: P en calostro tratado / P calostro fresco * 100; nimeros positivos indican contaminacion en el

proceso.

*Numero de muestras positivas a Levaduras, Enterobacterias, Estreptococos y BR (Brucella) muestra con qué
frecuencia se presentan los 2 valores de agentes con cada uno de los 3 valores de TRATAMIENTO. Las
clasificaciones de fila y columna son independientes con un nivel de confianza del 95.0%. Por lo tanto, el valor
observado de bacterias para un caso en particular pudiera no tener relacion con su valor en TRATAMIENTO

(Chi-Cuadrada P<0.05).

Una observacién de interés es la diferencia entre Ranchos en la tendencia del nUmero (porcentaje)

de muestras positivas a Brucella sp. En el Rancho 1 se observ6 una tendencia de disminucion de

muestras positivas a Brucella sp después del TT y en el Rancho 2 se observo lo contrario (Tabla

4). En Rancho 1 el 22.1 % de muestras de calostro fresco fueron positivas a Brucella sp, y ese

porcentaje es menor después del TT a 15.6% y 14.3% en muestras de calostro de etapa B,y C

respectivamente.
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El porcentaje de muestras de calostro positivas a Brucella sp en el Rancho 2 fue menor (8.6%) que
en el Rancho 1 (22.1%) sin embargo ese porcentaje aumento después del TT. El 20.0 % de
muestras de calostro colectadas en la etapa B y el 25.8% de las muestras colectadas en la etapa
calostro resultaron positivas a Brucella sp. Estos resultados pueden indicar que en condiciones de
campo existen riesgos de contaminacion con Brucella sp después del tratamiento térmico (Tabla
4).

Diez muestras representativas de cultivos positivos a Brucella sp por medio de cultivd se usaron
para confirmar la identidad del aislamiento usando PCR especifico para identificar B. abortus. Los
10 aislamientos enviados a confirmacidn resultaron positivos en PCR lo que ayuda a ratificar los
resultados de aislamiento por cultivo de Brucella sp que se presentan en este estudio.

Tabla 4. Comparacion entre Ranchos en el nimero (porcentaje) de muestras positivas a Brucella a

las diferentes etapas de coleccién de muestras.

Origen dela  Numero de Rancho 1 Numero de Rancho 2
muestra muestras + (%) muestras + (%)
CF 77 17 (22.1) 35 3(8.6)
CTT 77 12 (15.6) 35 7 (20.0)
CS 77 11 (14.3) 35 9 (25.8)
TOTAL 231 40 (17.3) 105 19 (18.1)

CF= Calostro Fresco, CTT= Calostro después de TT, CS=Calostro al suministro con Biberén
Discusion

Incentivos para que establos mexicanos sean libres de brucelosis han intensificado las
iniciativas que las lecherias estan implementando para reducir la prevalencia y eventualmente
erradicar la enfermedad en el hato. Ha sido bien documentado que contaminacién de calostro con
B. abortus puede ser una fuente importante de transmisién a becerras recién nacidas por lo cual
muchos establos lecheros han establecido protocolos para efectuar TT que ayuden mitigar este
riesgo. Desafortunadamente no existen pruebas de campo para certificar la inocuidad del calostro
después del TT y en algunos establos existe la percepcién que la implementacion de esta practica
de manejo no ha tenido impacto en disminuir la prevalencia de brucelosis en el hato. En este estudio
hicimos un sondeo de riesgo de contaminacién por patégenos durante 3 diferentes etapas del manejo
de calostro en condiciones de campo en 2 ranchos y nuestros resultados indican que en condiciones
de campo la implementacion de practicas de manejo de tratamiento térmico de calostro bovino es
insuficiente para reducir el riesgo de transmision de Brucella sp de adultos a becerras de remplazo.
En este estudio de sondeo encontramos que tanto el calostro fresco, asi como el calostro después
del TT puede estar contaminado con Brucella sp, y esta observacion puede explicar la observacion
en campo de que la prevalencia de brucelosis en ranchos no disminuye significativamente al

transcurso de los afios, a pesar de la implementacién de practicas de TT.
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Independientemente, de que el TT en condiciones de campo no parece ser efectivo en eliminar
Brucella sp, existen muchos riesgos de contaminacion en el proceso de coleccion, tratamiento,
almacenamiento y suministro de calostro a las becerras. En granjas comerciales en Estados Unidos,
y bajo condiciones controladas en el proceso de TT reduce la concentracion de microorganismos
patégenos y conserve la cantidad de Igs. (Donahue, et al., 2012). Experimentalmente se demostrd
gue el protocolo de TT de 60 °C por 60min es seguro para eliminar la mayoria de la microrganismos
patégenos presentes en el calostro como lo demuestra (Godden, et al., 2006), aunque se observa
en los resultados que no siempre es seguro para eliminar Mycobacterium avium, aun en condiciones
de laboratorio, y en condiciones de campo se demostrd, después de 7 afios de seguimiento a las
becerras alimentadas con calostro tratado y crudo, que dicho protocolo no mitigo hubo
significativamente en la prevalencia de paratuberculosis en estos animales (Godden, et al., 2015).
El hecho de que el nimero de muestras contaminada con Brucella sp aumento después del TT en
Rancho 2 sugiere que en condiciones de campo pueden existir oportunidades de contaminacién
posteriores al TT, por ejemplo, variacién en la calidad de limpieza de equipo, usado durante el
proceso de transporte, clasificacion y envase del calostro indicando que medidas de higiene y
bioseguridad tienen que ser implementadas para evitar contaminaciones secundarias.

En conclusion, este estudio de sondeo claramente indica que en condiciones de campo existe un
riesgo de que el TT implementado para reducir el riesgo de trasmision de brucelosis en el hato no
esta cumpliendo el objetivo deseado y que el manejo adicional necesario para implementar esta
practica de bioseguridad (clasificacion, envasado, descongelacién) pueden aumentar el riesgo de

contaminacion y trasmision vertical a la becerra.
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Anexo B DESCRIPCION DE TECNICAS

Anexo B.1. Fosfatasa alcalina
La fosfatasa alcalina es una enzima que esta presente en la leche cruda y que en condiciones de
tratamiento térmico (pasteurizacion lenta, rapida o ultrarrapida) se inactivase ha demostrado que
esta enzima es mas dificil de destruir que la mayoria de los organismos patogénicos termo-
resistentes que pudieran estar presentes en la leche, como por ejemplo Mycobacterium bovis y M.
avium y Micoplasma bovis (Ramos, 1976), (NMX-F-368-1983, 1983).
Esta prueba es de gran utilidad para decidir si la leche ha sido o no pasteurizada, si la leche
pasteurizada se ha mezclado con leche cruda, o incluso si la pasteurizacién ha sido deficiente y en
este caso el calostro; la prueba de fosfatasa alcalina es una reaccion de una enzima que cataliza la
hidrolisis del enlace éster fosfarico entre un grupo organico y un grupo fosforilo a pH alcalino, lo que
libera fosfato al medio, que se usa para identificar infecciones en sangre o determinar el nivel de
bacterias en leche y crema pasteurizada al ser la fosfatasa sensible al calor, el cual al adquirir un
color determina la cualitativamente la carga bacteriana.
La Norma Mexicana establece el procedimiento para determinar la fosfatasa residual en leche
fluida. Este método se basa en la hidrdlisis del fenil fosfato, que en presencia de la fosfatasa de la
leche libera fenol; éste se determina colorimétricamente haciéndolo reaccionar con 2,6 dibromo-
quinonclorimida (B.Q.C.) obteniéndose un color azul, cuya intensidad se mide con el
espectrofotometro.
C6H50PO3H2 + H20 C6H50H + H3PO4
Listado del material necesario
Reactivos y materiales:
- Reactivos:
- Agua destilada:
- Solucién reguladora de hidréxido de bario - borato, pH 10.6 + 0.15 a temperatura de
298 K (25°C). Disolver en agua 25 g de hidréxido de bario octahidratado (Ba(OH)2-8
H20) no deteriorado y diluir a 500 cm3; por separado disolver 11 g de acido boérico
(H3BO3) y diluir a 500 cm3. Calentar cada una de las soluciones a 323 K (50°C),
mezclar, agitar y enfriar cerca de 293 K (20°C); filtrar y conservar el filtrado en un
recipiente perfectamente tapado. Cuando se use para leche, diluir 500 cm3 de este
regulador con 500 cm3 de agua.
- Solucién reguladora para desarrollo de color, pH 9.8 + 0.15 a temperatura de 298 K

(25°C). Disolver 6 g de metaborato de sodio (NaBO2) y 20 g de cloruro de sodio en
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agua y diluir a un litro con agua. 3.1.1.3 Solucién reguladora para dilucion del color.
Diluir 100 cm3 de la solucion anterior (3.1.1.2) a un litro con agua.

Solucién reguladora patrén para calibrar el potenciometro 0.00996 M, pH 9.183 a
temperatura de 298 K (25°C). Disolver 3.80 g de borato de sodio decahidratado
(Na2B407-10H20) en agua y diluir a un litro (en ningln caso debe de secarse esta sal
en el horno, antes de emplearse). Para evitar contaminacién con el biéxido de carbono
(C0O2), mantener perfectamente tapado el recipiente o protegerlo con un tubo de cal
sodada. Una vez fuera del envase esta solucion reguladora debe utilizarse dentro de
los primeros 10 minutos.

Substrato regulador; para valorar la pasteurizacion. Disolver 0.10 g de fenil fosfato
disédico cristalizado libre de fenol, en 100 cm3 del regulador hidréxido de bario-borato.
El fenil fosfato cristalizado debe conservarse siempre en el congelador del refrigerador
0 en un desecador. En el caso de que el fenil fosfato disddico cristalino
(Na2C6H5P04), no esté libre de fenol, debera, ser purificado como sigue: Disolver 0.5
de la sal en 4.5 cm3 de agua; agregar 0.5 cm3 del regulador hidréxido de barioborato y
dos gotas del reactivo B.Q.C. dejar en reposo 30 minutos; agregar 2.5 cm3 alcohol
butilico y dejar en reposo hasta que se separe el alcohol, con objeto de eliminar el
color. Eliminar el alcohol con gotero o pipeta Pasteur. Diluir 1 cm3 de la solucion
acuosa restante a 100 cm3 con el regulador de hidroxido de bario borato. Calentar la
solucién de fenil fosfato disddico (0.10 g o bien 2 cm3 de la solucién purificada) mas
borato-hidréxido de bario (100 cm3) a 358 K (85°C) por 2 minutos; tapar
inmediatamente y guardar en refrigerador. La solucion es estable por un afio, si se
encuentra bien tapada sin exposicion a la atmésfera. Si se requiere, desarrollar el color
y re extraerlo antes de uso.

Para determinaciones en leche cruda La preparacion del reactivo, se efectlia cono se
ha descrito en la valoracién de la pasteurizacion excepto que se disuelven 0.20 g de
fenil fosfato disddico o bien se utilizan 2 cm3 de la solucion purificada. 3.1.1.6 Reactivo
precipitante de proteinas zinc—cobre Disolver 3.0 g de sulfato de zinc heptahidratado
(ZnS0O4-7H20) y 0.6 g de sulfato de cobre pentahidratado (CuS0O4:5H20) en agua y
diluir a 100 cm3. 2,6-dibromo—quinonclorimida (B.Q.C.) Disolver 40 mg de polvo de
B.Q.C. en 10 cm3 de alcohol etilico absoluto o metanol y conservar esta solucién en un
frasco gotero ambar (manteniendo en el congelador del refrigerador), el reactivo es
estable durante un mes; no debe usarse cuando se torna color café. El B.Q.C. en polvo
debe almacenarse en el congelador del refrigerador o en el desecador. Antes de

usarse los nuevos frascos de B.Q.C. deberan ser comprobados preparando curvas
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patrén con fenol y con los de la solucién en buen estado; hacer esta comprobacion
cuando menos dos veces por afio.
Solucién de sulfato de cobre para patrones (0.5%). Disolver 0.05 g de sulfato de cobre
pentahidratado (CuSO4-5H20) en 100 cm3 de agua destilada. 3.1.1.9 Alcohol butilico
Emplear alcohol butilico normal, de punto de ebullicién 389-391 K (116-118°C). Para
ajustar el pH, mezclar en un litro de alcohol, con 50 cm3 de la solucién reguladora para
desarrollo de color. Conservar en un frasco con tapén de vidrio esmerilado.
Patrones de fenol; Solucion madre pesar exactamente 1.0 g de fenol puro; transferir a
un matraz volumétrico de un litro y diluir hasta la marca con agua, mezclar
perfectamente (cada cm3 contiene 1 mg de fenol) Esta solucion mantenida en el
refrigerador es estable durante varios meses.
Soluciones patrén de comparacién Diluir 10 cm3 de la soluciéon madre a un litro con
agua y mezclar (1 cm3 contiene 10 microgramos, 0.00001 g). Para preparar patrones
mas diluidos, diluir 5, 10, 30, y 50 cm3 en 100 cm3 de agua para que contengan
respectivamente 0.5, 1.0, 3.0, y 5.0 microgramos o unidades de fenol por centimetro
cubico. Estas soluciones patron mantenidas en el refrigerador no se deben emplear
después de una semana. De manera semejante se preparan las soluciones patron que
contengan 20, 30, y 40 unidades por centimetro cubico. Para preparar la escala de
colores proceder en la siguiente forma: en series de tubos (de preferencia graduados
en 5y 10 cm3) medir volimenes adecuados de las soluciones patrén, a fin de obtener
un margen favorable de patrones segun las necesidades. Incluir 0.0 (testigo), 0.5, 1.0,
3.0, 10.0, 20.0, 30.0, y 40.0 unidades. Con objeto de aumentar la intensidad de color
azul y la estabilidad de los patrones, agregar a cada tubo 1 cm3 de la solucion de
sulfato de cobre al 0.05% y a continuacion 5 cm3 de la solucion reguladora para
dilucion de color diluyendo el contenido de cada tubo a 10 cm3 con agua. Agregar 4
gotas de la solucion B.Q.C, mezclar y esperar 30 minutos, a temperatura ambiente
para desarrollar el color. En caso de emplear el procedimiento de extraccién con
alcohol butilico normal, proceder como se indica més adelante. Hacer la lectura de la
intensidad del color con espectrofotdmetro equipado con filtro de 610 nanémetros,
restando el valor, que alcanza la lectura del testigo a la de cada una de las soluciones
patron de fenol correspondientes; finalmente construir la curva estandar (esta curva
debe ser linea recta). Si se pretende efectuar una comparacion visual de los patrones
se conservan en el refrigerador y se prepara una nueva serie cada semana.
Precauciones generales La homogeneizacion de la leche para la determinacién de
fosfatasa es fundamental antes de desarrollar la técnica. Colocar varios cm3 en un
tubo de ensayo pequefio, tapar y guardar en el refrigerador si es necesario el empleo
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de un conservador agregar cloroformo en concentraciones de 1-3%. 3.2 Materiales -
Tubos de ensayo de 15 x 125 mm - Tubos de ensayo con graduacién en cm3 (ml) de 0
a 15 - Pipetas de Mohr graduadas en 0.1, 1.0, 5.0 y 10 cm3 - Embudos de filtracion,

tallo corto - Papel filtro Whatman No. 42 de 9 cm o bien el No. 2 o su equivalente.

Aparatos y equipo:

Balanza analitica con + 0.0001 g de sensibilidad

Espectrofotémetro o fotocolorimetro apropiado para lecturas en la regién visible -
Potenciémetro

Bafio termostatico con agua controlada a 310-318 K (37-45°C)

Placa caliente con control termostatico

Procedimiento:
Medir con una pipeta 1 cm3 de muestra en dos o tres tubos (se necesita un tubo como
testigo y se recomienda preparar dos o mas tubos para determinaciones por
duplicado); en el caso de la leche de cabra, emplear 3.0 cm3 de la muestra; calentar el
tubo testigo en un bafo de agua a ebullicién cubierto, alrededor de un minuto (la
temperatura interna del tubo debe estar entre 358-363 K (85-90°C),.dejar enfriar a
temperatura ambiente. A partir de esta etapa manejar de igual manera el testigo y las
muestras. 5.2 Agregar a cada tubo 10 cm3 de la solucidn de substrato regulador para
valorar la pasteurizacion o para las determinaciones cuantitativas en leche cruda; tapar
los tubos y mezclar (pH 10.0 + 0.15). Este substrato, es adecuado para la leche fresca,
leche descremada y suero obtenido en la preparacion de quesos; para leche vieja o
ligeramente agria se utiliza el substrato preparado en la solucién reguladora hidroxido
de barioborato sin diluir. En el caso de bebidas que contengan chocolate se utiliza el
substrato con hidroxido de bario-borato diluido con 1/4 de su volumen de agua; para
sueros muy acidos obtenidos en la preparacion de mantequilla, con pH menor a 4.5, se
emplea el substrato con solucién reguladora hidréxido de bario-borato, pero
empleando 26 g de Ba (OH)2:8H20 en lugar de 25 g; lo mismo sucede cuando la
muestra proviene de leche de cabra, en cuyo caso emplear este regulador. Para
resultados cuantitativos exactos en muestras desconocidas, ajustar el pH a 10.0-10.05.
Inmediatamente después de agregar la solucidn de substrato incubar los tubos en
bafio de agua durante una hora a 310-311 K (37-38°C), mezclar o agitar
ocasionalmente durante este tiempo. Trasladar los tubos a un recipiente con agua a
ebullicién durante un minuto (la temperatura del contenido de los tubos, controlada con
un termoémetro sumergido en un tubo de tamafio y volumen de contenido igual al de los
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de la prueba, debe ser de 358-363 K (85-90°C.). Dejar enfriar los tubos a la
temperatura ambiente por inmersion en un recipiente de agua fria.
Agregar con una pipeta 1 cm3 de la solucion precipitante de proteinas Zn-Cu, a los
tubos que contienen leche fresca, grasa butirica o suero de queso (para leches viejas o
ligeramente agrias o sueros aridos, substituir el centimetro cubico del reactivo
precipitante de proteinas con otro preparado con una solucién que contenga 6.0 g de
ZnS04+7H20 por 100 cm3. Para bebidas con chocolate emplear 1 cm3 de una
solucién preparada con 4.5 g de ZnS0O4-7H20 y 0.1 g de CuS04:5H20 en 100 cm3;
para leche de cabra usar 1 cm3 de una solucién que contenga 7.5 g de ZnS0O4:7H20 y
0.1 g de CuS04-5H20 a 100 cm3 de agua).
Mezclar perfectamente el contenido de los tubos. El pH de la mezcla debe estar entre
9.0-9.1; filtrar (emplear embudos de 5 cm de diametro y papel filtro; recoger 5 cm3 del
filtrado en un tubo, de preferencia graduado en 5y 10 cm3.
Agregar 5 cm3 de la solucién reguladora para desarrollo de color, el pH de la mezcla
debe estar entre 9.3-9.4.
Agregar 4 gotas del reactivo B.Q.C., mezclar y dejar a temperatura ambiente durante
30 minutos para desarrollo de color. En los casos en que se investigue pasteurizacion
deficiente solo agregar 2 gotas de la solucién de B.Q.C.
Expresion de resultados:
Determinar la intensidad del color azul con cualquiera de los siguientes métodos:
Método espectrofotométrico. Leer las intensidades de color del tubo testigo y de las
muestras (usando el filtro con maxima transmitancia a 610 nanémetros), restar la
lectura del testigo de la lectura del tubo de la muestra y convertir el resultado a
unidades de fenol utilizando la curva patrén. Ordinariamente se hace innecesaria la
extraccion con alcohol butilico cuando se emplea el espectrofotémetro. En los casos
en que se emplee la extraccién con este alcohol como se sefiala en la valoracién de la
pasteurizacion centrifugar la muestra durante 5 minutos a fin de romper la emulsién y
remover el agua suspendida en la capa alcohdlica. Después de centrifugar, con una
pipeta capilar provista de bulbo de hule, separar todo el alcohol butilico. Filtrar
recogiendo el filtrado en la celda del espectrofotémetro y leer con filtro de maxima
transmitancia en la region de 650 nanémetros.
Método visual con escala de patrones Comparar los colores de las muestras que dan
mas de 5 unidades con los tubos de color que contienen patrones de fenol) Para
obtener resultados cuantitativos en aquellos casos en que haya variaciones entre 0.5y
5 unidades de color, hacer la extraccién con alcohol butilico agregando 5 cm3 de
alcohol e invirtiendo lentamente varias veces; centrifugar como se sefiala en el método
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anterior, si fuera necesario, para aumentar la claridad de la capa alcohdlica y comparar
el color con los patrones tratados en igual forma.
- Enaquellas pruebas en las que el desarrollo de color se obtengan resultados
fuertemente positivos (por ejemplo, con 20 unidades o0 mas) y en las cuales no sean
suficientes 4 gotas de la solucion B.Q.C., para reaccionar con todo el fenol, hacer
diluciones colocando nuevos tubos con volimenes conocidos que se diluyen a 10 cm3
con la solucién reguladora de dilucién de color y agregar dos o mas gotas de la
solucién B.Q.C. En cada una de estas pruebas diluir el testigo y tratarlo directamente.
De la misma manera en aquellos casos en los que estas nuevas diluciones produzcan
nuevamente reacciones fuertemente positivas, todavia serd necesario volver a
preparar otras diluciones méas hasta que el color quede comprendido entre los de la
escala o de la curva del espectrofotometro. Para hacer la lectura final, dejar transcurrir
30 minutos a partir del momento de la adicion de la solucién de B.Q.C. a fin de que se
desarrolle totalmente su color. Multiplicar las lecturas de las diluciones por el factor de
dilucién por 2 en caso de haber diluido 5 cm3 por 10, para aquella dilucion 1:9 cm3 'y
por 50, en caso de una dilucion inicial 1:9 cm3, seguida de otra de 2:8 cm3.
- Cuando se emplea 1 cm3 de la muestra y se agregan 11 cm3 de los reactivos (el
volumen total liquido es de 12 cm3, usando 5 cm3 del filtrado) multiplicar el valor de la
lectura por la cifra 1.2 a fin de convertir a equivalentes de fenol en 0.5 cm3 de muestra
(si se desea, los resultados pueden convertirse a equivalentes de fenol por cm3,
multiplicando por 2.4). Los equivalentes de fenol mayores de 2 x 0.5 cm3, 0 4 x.1.0
cm3 de muestra indican una pasteurizacién deficiente en leche de vaca, bebidas con
chocolate, mantequilla y suero de queso; equivalentes de fenol mayores de 1 x 1.5
cm3 de muestra indican una pasteurizacion deficiente en la leche de cabra.
- Equipo
Bafio Maria a 30°C.
Colorimetro ajustado a 405 nm (fototubo normal).

- Material
Pipetas de vidrio (5,0 ml).
Pipeta automatica P-1000 (puntas).
Pro pipeta.
Rotulador para vidrio.
Tubos de ensayo de vidrio (1,5x 16 cm) 16 en una gradilla.
Cronémetro.
Tubos especiales para medir en el colorimetro.

- Reactivos
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Tampdn de ensayo.
Solucién sustrato.
Enzima: fosfatasa alcalina de mucosa intestinal bovina.

Solucién para detener la reaccion.

NO3 NO
Fosfatasa
> + PO,HNa,
20 Fosf:
ONa osfato
0-—- P/ OH disodico
Il ~ONa
0 Paranitrofenol

Parafenil fosfato
disédico

Anexo B.2 Inmunodifusion Radial

La prueba de inmunodifusion radial (RID) es una prueba de laboratorio considerada como el
“Estandar de Oro” para la medicién funcional de IgG en el calostro, es mas costosa, con mano de
obra intensiva y tarda 18 horas para mostrar resultados (fuente); es una técnica de analisis
inmunoldgico de tipo semi-cuantitativo que detecta la cantidad de anticuerpos en liquidos bioldgicos,
en este caso la concentracion de IgG que hay en el calostro bovino, el anticuerpo en suspension se
mezcla con agar impregnado en antigeno ya solidificado. Con este propésito se hacen pozos o
pocillos que contendran la muestra de calostro, se deja incubar para que la IgG permee por la placa
de agar y reaccione con el antigeno presente en la placa después de 18 a 24 horas se observara el
precipitado, producto de la reaccién entre antigeno e IgG que se muestra en la placa como una linea
blanca rodeando los agujeros, el diametro del circulo es la correlacién de la concentracién de IgG
que tendra la muestra de calostro, de modo que a mayor diametro, mayor concentracion de este
anticuerpo (Tizard 1989).

Inmunodifusion Radial Simple — SRID KITS (Cada placa es de 24 pocillos, 3 pocillos son para sueros
de referencia). Bovino 1gG 1 placa Ref. 728411
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Figura 19. Ejemplo de respuesta para prueba Inmunodifusion radial
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Anexo B.3 Pruebas Bacteriolégicas

El conteo bacteriano observo la cantidad de la poblacién total bacteriana, el cual se determind por
diversas técnicas con diferentes tipos de medida: cuenta celular (directamente al microscopio o
mediante un contador electrénico de particulas o indirectamente con la cuenta de colonias), masa
celular (en forma directa pesando el contenido celular del nitrdgeno o indirectamente por
turbidimetria, proporcional al nimero de células) y actividad celular (indirectamente relacionando el
grado de actividad bioquimica al tamafio de la poblacién bacteriana). Existen varios medios
diferenciales, en la préactica rutinaria se usa conteo en caja de Petri; es el método mas usado para
contar bacterias, se compone de un caldo de cultivo con microorganismos que es diluido y
posteriormente las muestras del mismo son distribuidas en la caja de Petri contenedora de agar, por
lo que cada célula se dividir4 en sus multiples alrededores para producir colonias separadas en el
agar, a cada célula se le es llama unidad formadora de colonias (UFC), al pasar las primeras 24
horas de incubacioén, el numero de colonias se reflejara en el niumero de células UFC originalmente

presentes y asi cada 24 horas para presuponer el tipo de bacterias en crecimiento .

Staphiococcus aureus
I Cocos Gram + I @ 5

@ Coagulasa
Catalasa \ O Otros Staphilococcus
Micrococcus

@ Streptococcus | Prueba de CAMP

\ @ Bacillus spp.
Bacilos Gram + Esporas /
| - \ @ Corinebacterium spp.
@ Coliforrr_‘nes
Colonias rojas en MacConkey -/ Escherichi

| Bacilos Gram - I
@ Otros

3ram

108


https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
https://es.wikipedia.org/wiki/Contador_Coulter
https://es.wikipedia.org/wiki/Medio_de_cultivo
https://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismos
https://es.wikipedia.org/wiki/Placa_de_agar
https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
https://es.wikipedia.org/wiki/Unidad_formadora_de_colonias

De forma Pasar este por la Hacer con el In
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esteéril, superficie deunodelos [— cotonete un 375C por
humedecer un utensilios, como si se¢ estriado en placa, s h”p
cotonete con estuviera limpiando. en agar estandar |
sol. reguladora v en EMB r3
Repetir con
los demis
utensilios.

/—>

110 1:100

Calculo: nimero de colonias en la placa x inversa de la dilucién de la muestra = nixmedo de bactoriasiml
(Por ojomplo. i 50 obsorvan 32 colonias an fa pfaca correspondionto a la dilucidn 1/10 000,
ol racuenta es 32 x 10 000 = 320 000 baclerias/mL do muestra.)

Figura. Ejemplo siembra en agar por dispersion celular. Ejemplo de respuesta para prueba
cultivo en agar para UFC (Fuente)
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Anexo B.3.1 Caldo Agar Tripticasa

Caldo Tripticasa, es un medio de uso general que se utiliza en procedimientos cualitativos para el
cultivo de microorganismos exigentes y no exigentes a partir de una variedad de muestras clinicas

y no clinicas

Caracteristicas

Bacto ™ caldo de soya triptica

Apariencia Deshidratada: Beige claro y fluido, homogéneo.

Solucion: solucion de 3,0 %, soluble en agua purificada a calentamiento. La solucién es de color
ambar claro, claro.

Apariencia de preparacién: ambar claro, claro.

Reaccion de 3,0 % Solucién a 25 °C: pH 7,3+ 0,2

BBL ™ ™ Trypticase Soy Broth

Apariencia Deshidratada: Fine, homogéneo, libre de material extrafio.

Solucidn: solucién de 3,0 %, soluble en agua purificada a calentamiento. La solucién es la luz, tan
a amarillo, transparente o ligeramente turbio.

Apariencia de preparacion: Luz, color canela a amarillo, transparente o ligeramente turbio.
Reaccién de 3,0 % Solucion a 25 °C: pH 7,3+ 0,2

Formula

Bacto ™ caldo de soya tripticasa (soya - caseina Resumen Medio) Férmula aproximada * por litro

Digerido pancreatico de caseina ........ 17,09
Papaico Recopilacion de soya .............. 304¢g
DEXIrOSa ..ccvuevvveiiieeieee e 259
Cloruro de Sodio .......cocevvevieiiiiiiiieeieeereenee, 504g
Fosfato dipOtasiCO .......ccevviiieeeiiiiiiieeeee, 25¢g

Modo de Preparacion del producto deshidratado

e Suspender el polvo en 1 L de agua purificada:
Bacto ™ caldo de soya triptica - 30 g;
BBL ™ ™ Trypticase Soy Broth - 30 g;

e Mezclar bien.

e Calentar suavemente hasta disolucién completa.
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e Autoclave a 121 ° C durante 15 minutos.
e Proceder a sembrar con una asada de la muestra con el mechero encendido

e Reposar para cultivo 24 y 48 horas a 37.5 G Celsius

Se observo la turbidez de manera cualitativa para proceder al siguiente paso de cultivo toda

muestra que se consider6 positiva a turbidez.
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72 h

FarmUpibi

Anexo B.3.2 Cultivo siembra Agar Tripticasa, Identificacion por Tincion e
Identificacion Morfologica por Microscopio

Medio de cultivo Agar Tripticasa de Soya

Es un medio de cultivo recomendado para el desarrollo y aislamiento de toda clase de bacterias,

grampositivas y gramnegativas aerobias.

MATERIALES REQUERIDOS
1. Asas Bacteriolégicas

2. Guantes Estériles

3. Tapabocas

4. Estufa a 37°C5.

5. Mechero de Bunsen.
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6. Cajas de Petri
7. Asa.
8. Medio.

METODOLOGIA

Principio del método

El agar tripticasa de soya garantiza el crecimiento de todos los microorganismos de importancia
microbiolégica tanto Gram positivos como Gram negativos, hongos y levaduras, este medio tiene
multiples usos puede ser utilizado para el monitoreo microbioldgico de areas y superficies, para el
mantenimiento de cepas ATCC y para el analisis de aguas y alimentos. El agar tripticasa de soya
contiene caseina digerida con enzimas pancreaticas 5.0 g. caseina digerida con papaina 5.0 g.
Cloruro de Na 5.0 g Agar 15.0 g pH final (7.3 +/- 0.2).

CRITERIOS DE DESEMPENO YLIMITACIONES DEL METODO

El agar Tripticasa de Soya debe permitir el crecimiento abundante de todos los microorganismos
en estudio después de 18 horas de incubacién en atmdsfera de aerobiosis.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

La placa de agar tripticasa de Soya viene lista para ser utilizada.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO YESTABILIDAD DE LOS REACTIVOS

El medio agar tripticasa de soya debe conservarse a T ° de 4-8°C colocando las placas en
posicion invertida para evitar que el agua de condensacién pueda caer sobre la superficie del
medio. Este producto debe manipularse con cuidado evitando movimientos bruscos o caidas que
puedan resquebrajar la capa del medio.

La congelacion arruina totalmente el medio

Conservado en condiciones 6ptimas el medio es estable hasta la fecha de expiracién sefalada.
PROCEDIMIENTO

Cualquier muestra puede ser procesada en este medio y puede sembrarse por diferentes
métodos:

:1- Con asa bacterioldgica estéril trabajando siempre a la llama del mechero, tomar una minima

muestra

.2. Sembrar suavemente sobre la superficie tersa del medio por el procedimiento de agotamiento.

Anexo B.3.3 Tinci6on Gram
1- En una laminilla se colocé una gota de agua destilada
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2- Mezclo en la gota 1 asada de cultivo bacteriano y se extendié para formar una capa
delgada.

3- Se dej6 secar la laminilla a temperatura ambiente.

4- Se pas6 3 veces la laminilla sobre la flama de mechero con la muestra hacia arriba.

5- Se colocé sobre la muestrea cristal violeta y se reposo 2 minutos.

6- Se lavé con H20 corriente y se sacudio.

7- Se coloco Lugol y se reposo 1 minuto.

8- Se lavo con H20 corriente y sacudio.

9- Se coloco alcohol-acetona y se reposo 3-5 segundos.

10- Se lavé con H20 corriente y sacudio.

11- Se colocé Fucsina y se reposo 15 segundos.

12- Se lavé con H20 corriente y se seco el exceso de H20.

13- Se Observé a 100x.

14- Se identificé el color morado de Gram + y color Rosa para Gram -.

15- Se identific6 morfolégicamente la Bacteria coco Brucella.
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Anexo C CONGRESOS Y PUBLICACIONES

Modalidad de Ponencia Ciencias Agropecuarias

CONGRESO

8 INTERNACIONAL

Aguascalientes Ags., a 11, 12 y 13 de Octubre de 2017

Directora General de Investigacién y Posgrado

CONACYT

La Universidad Auténoma de Aguascalientes y el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia

Otorgan la presente

CONSTANCIA

MVZ. JORGE EDUARDO PONCE HERNANDEZ

DR. ARTURO GERARDO VALDIVIA FLORES

CONGRESO Por su participacién en la Modalidad de Ponencia, en la mesa de
INTERNACIONAL Ciencias Agropecuarias.

LA INVESTIGACION

EN EL POSGRADO

“Se Lumen Proferre”

Aguascalientes Ags., 13 de Octubre de 2016

R
| 76

=24

M. en Admén. Mario Andrade Cervantes Dra. Guadalupe Ruiz Cuellar
Rector

Directora General de Investigacion y Posgrado




SALES

IMPACT

COACH
GROWING RAINMAKERS

Tools and Training FOR POWERFUL RESULTS

MOVING THE SALES PROCESS
Suspect to Lead

Lead to Prospect

Prospect to Customer

Presented by:
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Dave Wilens
Impact Sales Coach, Inc.

Loonwoo vbnce Hegoavosz, O OmMpOledeat Sts

YCo s - . t= K ~ |
CL Dol n Lriocenn UIQ&,LV\JV\SJ 1301 o
C Dador= GRFesV2/161012
Aryeuc \cad o i Qe cacs oo
IVI:INe4] impact Sales Coach 2201 Francisco Dr. Suite 140-364  El Dorado Hills CA95762  916-705-21
Impact Sales Coach 2201 Francisco Dr. Suite 140-364 El Dorado Hills CA 95762 916-705-2191
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16c6‘NGREs
" INTERNACIONAL

; % DEMVZ gspecialistas en Bovmos

LA ClACléN DE MEDICOS VETERINARIOS ZOOTECNISTAS
ESPECIALISTAS EN'BOVINOS DE LA COMARCA LAGUNERA, A.C:

Otorga la siguiente

CONSTANCIA

Como ASISTEN!EeneHG’CagtesoIn(@a‘BeMédms
Vetennanos ean‘vm redli lzadolo? dias 9,10y 3

11denoviembmdel2016m 'duvacl de24horas \, Al
” iyt R
5 Q Rt e BN
'7. {}{ vl
!

CONCERVET BV 017/16
Torredn, Coah; a 11 de noviembre de 2014,

Kol &Ar@ ,@lg ) 2.

MVZ. MC. Raméh Alfredo Fernando
Dei%> ado Gonzilez Esteban Zatarain Hernandez Sa’m m’: 0":‘; PC
residente Vicepresidente So UL noa orras
G
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INMUNIDAD PASIVA
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Autores: Manuel Campos, MVZ., MSc.. PhD.. José Maria
Rodriguez Gutiérrez, MVZ., Jorge Eduardo Ponce

y Jesus Eduardo Luna Martinez MVZ . EPA
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Foro Internacional N
Metabdlico Lechero m

Momentos Metabélicos

La siguiente constancia se entrega a

JORGE EDUARDO PONCE HERNANDEZ

Por su participacion en el
2do Foro Internacional Metabdlico Lechero
celebrado el dia
29 de septiembre de 2016

Sede UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA (V)
Red Universitaria de Jalisco tratarblen
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N O VB ENCUENTRO
e (/jl NACIONAL DE

GANADERQS
LECHEROS

otorga la presente

por su asistencia al ciclo de conferencias
realizadas los dias 9,10 y 11 de marzo de 2017.

i 2>

Dr. Pedro Manuel Facio Licera
Director de Extension y Graduados
del Tecnolégico de Monterrey. Campus Laguna

@ Tecnolégico
de Monterrey

Torreén, Coahuila; México
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Foro Internacional
’ Metabolico Lechero

Momentos Metabdlicos

La siguiente constancia se entrega a
JORGE EDUARDO PONCE HERNANDEZ

Por su participacién en el
2do Foro Internacional Metabélico Lechero
celebrado el dia
29 de septiembre de 2016

Sede E UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA C’)
’ Red Unisersitana de Jatsco

tratar bien
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NN COPRMAS O CNSADATERS . AL

OTORGAEL PRESENTE

RECONOCIMIENTO

ALMV.Z JORGE EDUARDO PONCE HERNANDEZ
Por su partcipacion en el curso de Inseminacion Artfiial, con la

PRESIDENTE COOPERATIVA PEDRO EQUEDA
Lo A leLac
MVZ OSCAR DE LUNA MATA
ASESORIA TECNICA UCCA ASESORIA TECNICA COOPERATIVA PEDRO E2QUEDA
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PEDRO _
EZQUEDA:  ~=mrrmoimsicnn

OTORGA EL PRESENTE

RECONOCIMIENTO

AL M.V.Z. JORGE EDUARDO PONCE HERNANDEZ
Por su participacién en el curso de Inseminacién Artificial, con la
ponencia: INTERPRETACION DE CATALOGOS

Sah Juan de los Lagos, Jalisco. Noviembre 2016

DE LOS, _LAGOS

GOBILANO RUNICITAL

'ISAN UAN

oK \\usc P@\u F{'lﬁém&
LC.P. LUIST LOZANO FLORES PT. TOSE FELIX MARQUEZ MUNOZ
GERENTE cooémmw\ PEDRO EZQUEDA PRESIDENTE COOPERATIVA PEDRO EZQUEDA
— 3% !
> Z\gm A Je Lt
MVZ TOBIAS IBARRA ALVAREZ MVZ OSCAR DE LUNA MATA

ASESORIA TECNICA UCCA ASESORIA TECNICA COOPERATIVA PEDRO EZQUEDA

ORI - 2218 AL P A NG N BN

L S o PR A T A ARSI T % T N T T A AN AT OO T SNSRI,

o
1GCONGRESO
INTERNACIONAL

DE MVZ Especialistas en Bovinos
"MVZ Mario Enrique Vazquez Salinas’

LA ASOCIACION DE MEDICOS VETERINARIOS ZO OTECNIST/
ESPECIALISTAS EN'BOVINOS DE LA COMARCA LAGU'NiE

Otorga la siguiente

CONSTANCIA
Jorge Edvardo Pko«a Herndndey

*

Como ASISTENTE el 16° Congreso Intefacional de Médices
 Veterinarios Especialistas en Bovinos realizado los dias 9, 10 y
1 { 11de noviembre del 2016 con una duracion de 24 horas. 9

L4
y h W
CERTIFICADO POR

CONCERVET BV 017/16

Torredn, Coah; a 11 de noviembre de 2016,

S 0 fibyodoh. @-r% 2z

BlFemando MVZ. MA. Artulp C.
MZME S steban Zatarain Harnindez Sanchez Mejorada Porras

residente Vicepresidente Secretario
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