UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA
FACULTAD DE VETERINARIA

DETERMINACI’C')N DE LEUCOCITOS EN CALOSTRO BOVINO Y SU
RELACION CON LA SOBREVIDA DE LOS TERNEROS

por

Maria Valeria CHAVEZ VELEZ

TESIS DE GRADO
presentada como uno de los
requisitos para obtener el
titulo de Doctor en Ciencias
Veterinarias
Orientacion: Produccion
Animal
0 O
FV-33123 MODALIDAD: Ensayo
experimental

MONTEVIDEO
URUGUAY
2017




PAGINA DE APROBACION

Tesis de grado aprobada por:

Presidente de mesa:

Segundo miembro (Tutor):

Tercer miembro:

Cuarto miembro:

Quinto miembro:

Fecha:

Autor:

33123

Dr. German Antunez.

Dra. Elena DeTorres.

(\

ernando Vila.

Dr./Pedro Martino.

15 de Diciembre del 2017

"\ZQ&/J%A’W

Maria Valeria Chavez Vélez.



Agradecimientos

A mi familia, que me acompano y apoy6 incondicionalmente durante todos
estos anos de esfuerzo.

A Santiago, por ser mi mejor amigo y siempre impulsarme a seguir.
A Jimena, mi traductora personal.

A mi tutor, Dr. Carlos Morén, y a mis co-tutores, Dr. Pedro Martino y Dr.
Fernando Vila, por apoyarme en este trabajo y por dedicarme su tiempo, sus
conocimientos y su trabajo.

A los propietarios y al personal de los establecimientos, por su
disponibilidad, amabilidad y ayuda durante la realizacién de este trabajo.

Al Laboratorio de Analisis Clinicos de la Facultad de Veterinaria, por la
infraestructura y los materiales proporcionados.

Al personal de la Biblioteca de la Facultad de Veterinaria, por su dedicacion
en la busqueda de materiales.

Al personal de Comisién de Tesis de grado, por su buena disposicion y
amabilidad.



Tabla de contenido

Pagina
1.PAGINA OE APRIIBBUCICIN. .. . i« - - coamninns s s anamssns ses sustnss s wsmss 53 Smsnis s 4558 2
2. AGRADECIMIENTOS......coveetuvueeesssesssnesses st csssssse sis et sesesesssseses et ess e sbs et s e sss e s sbssnssessnsnseseses 3

3. LISTA DE TABLAS Y FIGURAS.......ootteereeeer et st st st ns v sss s sassssnss snssnsssssnssssssssnessnnens O

T RESUMEN ..o 7
2. SUMMARY ..ottt e et e e e e e s et e e e e e e e e e e e a bbb bbbt e et e et et e e e e et e e e e aeaeaeaeaa i 8
3. INTRODUCCION ..ottt e e e e e e e e e e e e e et e st eas 9
3.1. Composicion del CaloStro ............oooeviiiiiiiiiii e 9
3.1.1. InmunOGIObUlINGS ......ooviiiiiieii e 9
3.1.2. Factores de crecimiento ..............oooviiiiiiiiiiiiiii e 10
3.1.3. LACtOfEITING .......ovviiiiiiiiiiiie e e 10

K Tt O B [~ ¥4 | 1 - OO PRT U 10
3.5, LOCIOPEFONIABEE .. nceinesnsnmscmns sasmss s smm smswanms mss wsssa s ose 5 s s s s s 10
3.1.8. Inhibidores des DS .oouem s s s vussmmsnssnn s svsmmsn s s s ion o oo 11
BV LIBUICTIGIIIE o a0m 0 s i s s s 20 5593 7055 40 A 5 50 S Y WS 11

A, REVISION BIBLIOGRAFIGA. . s sososnsn snss svon susmsssn ssss smsnssns ssss swnsassys s ones £os sanss 5453 52 12
4.1. El SiStemMa iINMUNE .........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e 12
4.2. Inmunidad innata e inmunidad adaptativa ...............ccccoooi 12
4.3. Células del sistema INMUNE ...........ccooiiiiiiiiiiii e 13
4.3.1. FAQOCIOS ...coiiieiiieiiiie et 13
4.3.1.1. NGUITOTHOS ........covoevvoeisnrensisns susssins vmss swnsvisusuns siav wowss spsabansvoss ssviss 13
4.3.1.2. Fagocitos monoNUCIEAres ....................ccoeueeeeeeiiiiiaieeeeiiiaaeeeeeaee 14
4.3.2. Mastocitos, baséfilos y eosinéfilos ... 14
4.3.2.1. MASIOCIIOS .....ccccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 14
4.3.2.2. BASOFlOS ............oeeeeeieeeeeeeeeeeeee e 14
4.3.2.3. EOSINOAlOS ...........coveeeeieeeeeeeeeee e 14
4.3.3. Células presentadoras de antigenos .................cccoeeiiiiiiiiiiiiecininnn.. 14
4.3.3.1. Células dendriticas ...............c.cccceeeiieeeeeieeieiieiiiiieee e 14

B DM LINTOBIROSE: s cos swnsmson noss smummsmon s oo o nmss sousisams oo i vess 0oseh W6 354533 REES 5508 15
4.4. Organos del SiIStema iNMUNE .............ccoovooveoeeeeeeeeeeee e 15



4.4.1. Organos linfoides PriMarios ...........c.ccccveveeeeeieeeeeeieeeeeeeieeeee e, 18

BFAE T T TUHITUD s et s e s e s 50 B TGS SV VE D 15

T 2. FIEOES T BB . unsssn s vites sass K50 imms s s s a5ess T s S8 L A asei 15
4.4.1.3. MEAUIA OSEA ... 15
4.4.2. Organos linfoides SECUNdarios ................ccccoovveeveeeeeeeeeeeeeeea, 16
4.4.2.1. Ganglios INfALICOS .............cc.uuueeiiiieeeeeeeieieieee e 16
4.4.2.2. BAZO ... 16

4.5. Desarrollo del sistema iNMUNE .........cccoooiiiiiiiiiiiiie e 16
4.5.1. El sistema inmune de 10S terneros ..............ccooevieieiiiiiieiiiiiiiieeeeees 16
4.6. Transferencia de inmunidad de la madre a la descendencia ................. 17
4.6.1. Secrecion y composicion del calostro ..............cccevvveviiiiiiiiiiii. 18
4.6.2. Absorcion del caloStro .............oooiiiiiiiiiiiii e 19
4.7. Inmunidad mediada por células ................ccoeeiiiii 19
5. HIPOTESIS ..ot s 20
I AU S — 21
6.1. Objetivo general................ooviiiiiiiiiiiiiiiiieee e 21
6.2. Objetivos €SPEeCIfICOS ..........uuiiiiiiiie i 21
7. MATERIALES Y METODOS ......ovviiieeeiiiiieeeeiineeeesaniseaeaeaaasnssseeeaaasaaassnnseseeeasannenees 22
T L. Oblencion e IIUBISIIRE . oo s s s s o s oo s s s 23
7.2. Procesamiento de MUESIIAS ..............eeevvriemuiiuiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeninnnns 23
7.3. Elaboracidon de registros ...........ccooeieiiiiiiiiiiiiiiei e 23
7.4. Analisis eStadiStiCO .............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 24
8. RESULTADOS ...ttt ittt e e e e e e ettt e e e e e ettt e e e e e e e eeaaaeaaa e s s e e s eeeanenananne 25
8.1. NUMEro de partos ...........cooeiiiiiiiiiiiiiiie e 29
8.2. TIPO @ PAMO ... 30
8.3. SeX0 delterNEIO ......ccooiiiiiiiiiiiieeee e 31
8.4. Sobrevida del terNero ..............oovviiiiiiiiiiiiiiie e 32
B.5. PO SOGO ..ccnuusvsomsim s cxsomesssin mtamesinsss s swassims i sias s kessuoss ssssicinss 33
O. DISCUSION ...ttt e ettt e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e sbbearaeaeeas 34
VO, CONBELIBICHNES 1 csmmsininisss s sk s s 1m0 5858 3884 S A S AR 005 04 A 35
11. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....oceiiiiiiieiiiiiiieeaeesiiniieeeeeassnteseeeeeeeenirneeeeaens 36
AANEXOS ..ot e e e e et e et e e e e tatnbantnnenas 38



Lista de figuras y tablas

Figuras Pagina
Figura 1. Frotis de calostro.............cccoiiiiiiiiiiiiiii e 25
Figura 2. Frotis de Sangre ..o 26
Figura 3. Media de concentracion de leucocitos por establecimiento .............. 28
Figura 4. Media de densidad por establecimiento...................cccc...o 28

Figura 5. Media de concentracién de leucocitos segun numero de partos ...... 29

Figura 6. Media de densidad segun nimero de partos............ccccceeevieeeeeeenenn, 29
Figura 7. Media de leucocitos segun tipode parto...............ccoeeeeiiiii e, 30
Figura 8. Media de densidad segun tipode parto................coooeiiiiiiieeeeeeeenn. 30
Figura 9. Media de leucocitos segun sexo delternero........................c....oes 31
Figura 10. Media de densidad segun sexo delternero ..................ccccoooeeeee. 31
Figura 11. Promedio de leucocitos segun sobrevida del ternero...................... 32
Figura 12. Promedio de densidad segun sobrevida del ternero...................... 32
Tablas

Tabla 1. Concentracion relativa y actividad de las principales inmunoglobulinas

presentes en el calostro bovino ... 10
Tabla 2. Composicion de calostro, leche de transiciéon y leche entera ............. 18
Tabla 3. Descripcion de los establecimientos....................ccviiieiee 22
Tabla 4. Resultados por establecimiento....................coccviiiiiiiiie s 27



1. Resumen

El calostro es la secrecién de la glandula mamaria durante las primeras 24
horas después del parto, y es, ademas, fuente de factores nutricionales, de
crecimiento y de componentes inmunolégicos para el ternero recién nacido. La
ingesta de calostro por parte del ternero condiciona su estado de salud y de
supervivencia en sus primeros dias de vida. A su vez, el calostro esta
compuesto por diferentes células, como linfocitos, macrofagos, neutréfilos y
células  epiteliales, cuyos componentes inmunolégicos incluyen
inmunoglobulinas y citoquinas y un gran numero de leucocitos. El rol que
cumplen las inmunoglobulinas del calostro en el neonato ha sido extensamente
estudiado, aunque poco se sabe de la importancia de los leucocitos calostrales
asi como la funcién biolégica de estas células en el neonato. El principal
objetivo de este estudio fue determinar la concentracién de leucocitos en el
calostro de hembras bovinas de raza Holando, primiparas y multiparas.
También se correlacioné la concentraciéon de leucocitos con la sobrevida de los
terneros a los 30 dias de edad, ademas del tipo de parto, del nimero de partos
de la vaca, de los dias de secado y del sexo del ternero. Para esto se utilizaron
un total de 120 animales, 20 en cada uno de los 6 establecimientos
muestreados: se muestre6 el calostro de cada vaca, y se determind la
concentraciéon de leucocitos y su densidad. En esta linea, la concentracién de
leucocitos se determind utilizando el aparato Huma Count, mientras que la
densidad lo fue por medio de un densimetro, lo que dio como resultado que el
promedio de la concentracion de leucocitos y la densidad en el calostro de los
animales muestreados fue de 263408.33 células/microlitro y de 1.071 g/cm?,
respectivamente. Se encontraron diferencias significativas en la concentracion
de leucocitos (p<0.006) y en la densidad del calostro (p<0.004) entre los
establecimientos: asi, el tambo numero 4 fue el que presenté una mayor
concentracion de leucocitos y una mayor densidad promedio. Analogamente,
se encontré correlacién entre las medias de densidad y el nimero de partos
(p<0.00086): las vacas de tres partos fueron las que tuvieron una mayor
densidad de calostro. De todas maneras, no se observo correlacion entre la
concentracién de leucocitos y la sobrevida del ternero, ni entre el nimero de
partos y el tipo de parto o el sexo del ternero. Tampoco hubo asociacién entre
la densidad del calostro y la sobrevida del ternero, ni entre su sexo y el tipo de
parto, asi como tampoco la hubo entre la concentracion de leucocitos y la
densidad, ni entre la concentracién de leucocitos y los dias de secado, o entre
la densidad y los dias de secado.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo se concluye que: es posible
determinar la concentracion de leucocitos en el calostro de primer ordefie a
través del equipo Huma Count, Human GmbH, Wiesbaden, Germany. Existe
una gran variabilidad en la concentracién media de leucocitos y en la densidad
media de calostro entre tambos. No fue posible establecer asociacion entre la
concentracidon de leucocitos y la sobrevida de los terneros.



2. Summary

Colostrum is the secretion from the mammary glands during the first 24
hours after calving and is an important source of nutritional, growth, and
antimicrobial factors for the calf. It influences the health and the survival rate of
calves in the first days of life. The colostrum consists of different cells such as
lymphocytes, macrophages, neutrophils and epithelial cells whose
immunological components include immunoglobulins, cytokines and a great
number of leukocytes. Although several studies have investigated
immunoglobulins function in the calf, more information is required to investigate
function of colostrum leukocytes and the biological role of those cells in calves.
Therefore, the main objective of this experiment was to quantify the
concentration of leukocytes in colostrum harvested from primiparous and
multiparous Holando cows. Another objective was to identify any relation
between concentration of leukocytes, survival rate of 30 days calves, type of
calving, number of calving dry days of cows and calf sex. Colostrum samples
were collected from 120 (primiparous and multiparous) Holando cows at 6
different dairy farms, 20 cows per farm. Both concentration and density of
leukocytes were determined in colostrum samples using the Huma Count
machine and densimeter, respectively. Average leukocyte concentration and
density in colostrum were 263408.33 cells/microlitre and 1.071 g/cm?
respectively. Significant differences were found in both leukocyte concentration
(p<0.006) and density (p<0.004) in colostrum samples. Moreover, dairy farm
number 4 showed the highest leukocyte concentration and density in colostrum
samples. There was a correlation between density and number of calvings
(p<0.00086). Cows with three calvings showed the highest colostrum density.
However, no interaction correlation was determined between leukocyte
concentration, survival rate of calves, number and type of calving, and calf sex.
Similarly, no effects of colostrum density on survival rate of calves, sex and type
of calving were found in the study. There was not a significant correlation
between leukocyte concentration and density, between dry days of cows and
leukocytes and density vs dry days.

Based on the results obtained in this work it is concluded that it is possible to
quantify the concentration of leukocytes in first milking colostrum using the
Huma Count, Human GmbH, Wiesbaden, Germany. There is a great variability
in the concentration of leukocytes and colostrum density between dairy farms. It
was not possible establish correlation between leukocyte concentration and
survival rate of calves.



3. Introduccidén

El calostro es la acumulacion de secreciones lacteas y constituyentes del
suero sanguineo en la que predominan inmunoglobulinas y otras proteinas; a
su vez, se produce en la glandula mamaria durante las ultimas semanas de la
gestacién bajo la influencia de los estrégenos y de la progesterona (Abul y col.,
1996). A estas secreciones se las conoce como leche de transicion hasta que
se tornan completamente en leche normal (es decir, entera); para los neonatos
el gran valor del calostro radica en el potencial de nutricién, de proteccién y de
hidratacién que brinda al recién nacido (Campos y col., 2007).

En este sentido, el calostro proporciona al animal recién nacido una fuente
importante de energia, de grasa, de vitaminas liposolubles y de minerales con
altos contenidos de calcio, de magnesio y de fésforo, al tiempo que también
tiene un efecto laxante que ayuda a la eliminacion del meconio y al
establecimiento de los movimientos intestinales (Campos y col., 2007). Cuenta,
ademas, con altos niveles de inmunoglobulinas que proveen al ternero una
proteccion inmunolégica humoral durante las primeras semanas de vida
mientras se desarrolla su propio sistema inmune (Elizondo, 2007). El calostro
contiene un gran numero de linfocitos, neutrofilos, macrofagos, factores de
crecimiento y hormonas, como la insulina y el cortisol. Todos ellos juegan un rol
importante en la estimulacién del desarrollo del tracto gastrointestinal y de otros
sistemas del recién nacido (Le Jan, 1996).

La placentacion de los rumiantes es sindesmocorial, es decir, el epitelio
coridnico esta en contacto directo con el endometrio, sin llegar a tocar los
vasos sanguineos de la madre: por lo tanto, no hay paso transplacentario de
macromoléculas de la madre al feto (Tizard, 2009). Es precisamente por ello
que los neonatos requieren de transferencia de inmunidad pasiva (anticuerpos
y linfocitos especificamente sensibilizados contra la mayoria de los
microorganismos de su entorno), que es transferida por la madre a través del
calostro hasta que el ternero desarrolla su propia inmunidad activa (Tizard,
2009).

3.1. Composicién del calostro

El calostro posee un alto porcentaje de agua, de energia, de proteinas, de
vitaminas, de minerales, de factores de crecimiento, de elementos protectores
de la mucosa del intestino (aglutininas, interferén, interleucinas) y de
inmunoglobulinas que aseguran el desarrollo del sistema inmune, ademas de
ser una proteccion contra bacterias entéricas y de permitir un adecuado
crecimiento del ternero (Campos y col., 2007). Por su parte, las sustancias
bioactivas presentes en el calostro tienen efectos beneficiosos en la salud de
los terneros, en el crecimiento morfolégico y la maduracion funcional del tracto
gastrointestinal, asi como en el estatus enddcrino y metabdlico (Ontsouka y
col., 2016).

3.1.1. Inmunoglobulinas

El calostro contiene una gran cantidad de inmunoglobulinas; las de mayor
importancia son las de tipo G, M y A. Las de tipo G identifican y ayudan a
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destruir invasores: puesto que son las de menor tamafo, se pueden desplazar
mas facilmente por el torrente sanguineo; las de tipo M son la primera linea de
defensa del organismo en caso de septicemia, por lo que se trata de moléculas
grandes que se ubican en la sangre y que protegen al ternero de las bacterias;
finalmente, las de tipo A protegen las superficies mucosas del intestino para
que no se adhieran patégenos y causen enfermedades (Campos y col., 2007).

Tabla 1. Concentracion relativa y actividad de las principales
inmunoglobulinas presentes en el calostro bovino

Tipo % total Funcidn

IgG 80-85 Destruye
microorganismos
nocivos, principalmente a
nivel de tejidos.

IgA 8-10 Protege las membranas
que recubren los 6rganos
(intestino) y previene que
antigenos ingresen a la
sangre.

IgM 5-12 Destruye
microorganismos
nocivos, principalmente a
nivel de la sangre.

Fuente: Basurto (2010)

3.1.2. Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento presentes en el calostro aumentan la mitosis de
las células y el crecimiento de los tejidos al estimular la sintesis de ADN y ARN;
asimismo, aceleran el proceso de cicatrizacibn de heridas, al tiempo que
estabilizan los niveles de glucosa, disminuyen la necesidad de insulina, y
aumentan el crecimiento 6seo y muscular, ademas de estimular la oxidacion de
las grasas (Campos y col., 2007).

3.1.3. Lactoferrina

A pesar de su baja concentracién, proporciona propiedades bacteriostaticas
y bactericidas al unirse al hierro (Galias y Harguindeguy, 2004).

3.1.4. Lisozima

Puede interactuar con la IgA, con la lactoperoxidasa y con el acido
ascérbico para lisar bacterias; su concentracion es baja (Galias y
Harguindeguy, 2004).

3.1.5. Lactoperoxidasa

Provoca la inactivacion de proteinas por medio de su halogenaciéon (Galias
y Harguindeguy, 2004).
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3.1.6. Inhibidores de tripsina

Impiden la digestion de proteinas en el intestino. En el neonato, esto es
beneficioso porque evita la degradacién de proteinas importantes, como las
inmunoglobulinas, la lactoferrina y otras proteinas relacionadas a la inmunidad
(Galias y Harguindeguy, 2004).

3.1.7. Leucocitos

Estan presentes en las secreciones de la ubre, incluyendo el calostro. Su
cantidad varia de acuerdo a la salud de la ubre, pudiendo exceder facilmente el
1.000.000 de células/ml. Los leucocitos del calostro estan compuestos en
forma primaria por linfocitos (>23 %), neutréfilos (>38 %) y macréfagos (>40 %)
(Quigley, 1999).

Debido a la falta de proteasas en el tracto intestinal del ternero durante las
primeras 24 horas después de nacer y a la presencia de inhibidores de
proteasas como la tripsina, los leucocitos del calostro pueden sobrevivir
(Quigley, 1999). La principal ruta de absorcién de los leucocitos del calostro a
través de la barrera intestinal son los foliculos asociados a las Placas de Peyer,
en yeyuno e ileon (Riedel-Caspari y col., 2002), mientras que una porcién de
los leucocitos del calostro es absorbida intacta a través de la barrera intestinal
(Schnorr y col., 1984). Antes de entrar en circulacion sanguinea, los leucocitos
maternos transitan entre los tejidos no linfaticos y los tejidos linfaticos
secundarios, desapareciendo de la circulaciébn neonatal entre las 24 y las 36
horas posteriores a su ingesta (Reber y col., 2006).

La importancia funcional de los leucocitos del calostro para los terneros no
esta totalmente esclarecida, pero existe evidencia que sugiere que mejoran la
respuesta a mitdbgenos no especificos y que aumentan la fagocitosis y la
habilidad para matar bacterias, ademas de estimular la respuesta inmune
humoral (Le Jan, 1996).

Los efectos inmunolégicos de los leucocitos del calostro han sido evaluados
en varios estudios. Asi, Riedel-Caspari (1993) inocul6 terneros con E. coli y los
alimenté con calostro con y sin leucocitos viables (los leucocitos fueron
removidos del calostro por centrifugacién): los terneros alimentados con
calostro sin leucocitos excretaron mas bacterias que los alimentados con
calostro con leucocitos. Duhamel (1986), por su parte, obtuvo leucocitos de
vaquillonas inmunizadas con y sin Mycobacterium bovis muertas, y agregd
estas células a calostro libre de células provenientes de vacas tuberculinas
negativas,; el calostro se suministro a los terneros de estas vaquillonas. Los
leucocitos obtenidos de la sangre de los terneros fueron analizados para ver su
habilidad de respuesta a Mycobacterium bovis: los terneros alimentados con
calostro con linfocitos de vaquillonas inmunizadas desarrollaron una respuesta
a M. bovis entre los 3 y 21 dias, mientras que los terneros alimentados con
calostro proveniente de vaquillonas control no desarrollaron dicha respuesta.
Estas investigaciones indicaron que los linfocitos provenientes del calostro
juegan un importante papel en la inmunidad celular de los terneros durante su
primer mes de vida (Quigley, 1999).

11
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4. Revisioén bibliografica

4.1. El sistema inmune

El sistema inmune es esencial para la vida, ya que protege al animal de las
infecciones (Tizard, 2009). Asimismo, su funcion fisiolégica es la defensa
contra los microbios infecciosos, aunque sustancias extranas no infecciosas
pueden también desencadenar respuestas inmunitarias (Abbas, 2012).

Existen multiples mecanismos que aseguran la ausencia de enfermedad;
entre ellos se hallan las barreras fisicas, que excluyen a los patogenos, la
inmunidad innata, que proporciona una proteccion inicial rapida, y la inmunidad
adquirida, que otorga una proteccion prolongada efectiva (Tizard, 2009).

4.2. Inmunidad innata e inmunidad adaptativa

La primera linea de defensa del organismo es la inmunidad innata (natural
o nativa), que cuenta con mecanismos de defensa celulares y bioquimicos que
existen antes incluso de la infeccion y que pueden responder con rapidez a
ella. Dichos mecanismos reaccionan con los microbios y con los productos de
las células danadas, y responden de una forma practicamente idéntica a
infecciones repetidas (Abbas, 2012).

En la inflamacién, el organismo animal concentra sus mecanismos innatos
de defensa en los lugares de invasion microbiana, en los cambios o en danos
de los tejidos producidos por esa invasion, que al mismo tiempo ocasiona un
incremento del flujo sanguineo y la consecuente acumulacion de células, que
pueden atacar y destruir al patégeno. Estas células, junto a las enzimas, que
son activadas por la presencia de patdgenos, pueden destruir la mayoria de los
organismos invasores y asi evitar su diseminacion a lugares no infectados del
organismo (Tizard, 2009). Por otra parte, el sistema inmune innato no tiene
memoria: por lo tanto, la intensidad y la duracién de los procesos como la
inflamacién se mantienen inalterados, independientemente de la frecuencia de
aparicién de un mismo patoégeno. Pero, en contrapartida, siempre esta listo
para actuar (Tizard, 2009).

Al contrario de la inmunidad innata, la inmunidad adaptativa surge como
respuesta a la infeccion y se adapta a ella. Las respuestas de la inmunidad
adaptativa son estimuladas por la exposicién a microorganismos infecciosos, o
que aumentan en magnitud y en capacidades defensivas con las sucesivas
exposiciones. El sistema inmunitario adaptativo es capaz de distinguir entre un
gran numero de sustancias microbianas y de otro tipo, ademas de reaccionar a
ellas; por ello es que también se denomina inmunidad especifica. Los
principales componentes de la inmunidad adaptativa son los linfocitos y sus
productos de secrecion (Abbas, 2012).

La inmunidad adquirida, a diferencia de la innata, se desarrolla lenta pero
muy efectivamente. En efecto, cuando se desarrolla una respuesta adquirida
frente a un patdgeno, las posibilidades de una infeccion exitosa se reducen
considerablemente y el animal puede ser completamente inmune. La
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inmunidad adquirida, entonces, constituye el ultimo nivel de defensa del
organismo (Tizard, 2009).

La inmunidad adquirida permite que se establezca una memoria de cada
encuentro con un organismo, de manera que, si el animal vuelve a encontrarse
con el mismo organismo, la inmunidad adquirida respondera rapidamente y de
forma aun mas eficaz. La inmunidad adquirida posee dos ramas principales,
humoral y celular. La primera de ellas esta constituida por proteinas llamadas
anticuerpos, que ayudan a destruir los patégenos extracelulares o exoégenos,
debido a que los anticuerpos se encuentran en los fluidos organicos (humores);
este tipo de respuesta inmune se denomina humoral. La otra rama del sistema
inmune se dirige contra los patégenos intracelulares o endégenos, y esta
constituida por células que destruyen células infectadas o anémalas. Este tipo
de reaccién se conoce, por tanto, como respuesta inmune mediada por células
(Tizard, 2009).

4.3. Células del sistema inmune

Las células de los sistemas inmunitarios se encuentran en la sangre y en la
linfa, en forma de células circulantes; en los 6rganos linfaticos, en forma de
grupos definidos por criterios anatoémicos y, en casi todos los tejidos, en forma
de células dispersas (Abbas, 2012). Los leucocitos, incluyendo los neutréfilos,
monocitos, linfocitos y células dendriticas, derivan de células madre mieloides
(localizadas en la médula 6sea) y todos intervienen en la defensa del
organismo (Tizard, 2009).

4.3.1. Fagocitos

Los neutréfilos y los macréfagos son dos tipos de leucocitos especializados
en destruir y en ingerir microorganismos invasores. Los neutrofilos responden e
ingieren a los organismos invasores rapidamente, pero no pueden sostener una
actividad fagocitica mantenida, mientras que los macrofagos se mueven mas
despacio, pero son extremadamente efectivos y capaces de repetir el proceso
fagocitario. La principal funcién de los fagocitos es identificar, ingerir y destruir
los microbios (Abbas, 2012).

4.3.1.1. Neutrdfilos

También denominados leucocitos polimorfonucleares, son la poblacién mas
abundante de leucocitos circulantes e intervienen en las primeras fases de las
reacciones inflamatorias. Se originan en la médula ésea, en una misma linea
con los fagocitos mononucleares. Ademas, tras la entrada de microbios, los
neutréfilos se desplazan a los lugares de infeccion en unas horas; después de
entrar en los tejidos, actuan durante un tiempo y luego mueren (Abbas, 2012).

Entre un 20 y un 30 % de los leucocitos en la sangre de los bovinos son
neutréfilos. Estos, generalmente, circulan con otras células en el torrente
sanguineo, pero frente a una invasibn microbiana pueden abandonar la
circulacion sanguinea y dirigirse hacia los tejidos, de manera de actuar como
mecanismo de defensa, ingiriendo y destruyendo las particulas extrafas
mediante la fagocitosis (Tizard, 2009).
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4.3.1.2. Fagocitos mononucleares

La principal funcién de las células mononucleares es la fagocitosis. Las
células de este sistema se originan en un precursor comun en la médula ésea,
circulan en la sangre y maduran y se activan en varios tejidos. Las funciones de
los macréfagos, en la defensa del anfitrién, son ingerir y matar microbios,
ingerir células apoptoésicas antes de que estas puedan liberar su contenido e
inducir respuestas inflamatorias, ademas de ingerir células muertas como parte
de un proceso de limpieza (Abbas, 2012). Son tres las células adicionales que
participan en las respuestas inmunitarias.

4.3.2. Mastocitos, basofilos y eosindfilos

4.3.2.1. Mastocitos

Estas células derivan de la médula 6sea y se encuentran en la piel y en el
epitelio mucoso; los mastocitos maduros son parte constitutiva de los tejidos
sanos, junto a vasos sanguineos pequenos y nervios. Analogamente, poseen
abundantes granulos en su citoplasma: cuando el contenido de estos granulos
es liberado, se producen cambios en los vasos sanguineos, que llevan a la
inflamacién. A su vez, actuan como defensa contra los helmintos y también son
responsables de los sintomas de las enfermedades alérgicas (Abbas, 2012).

4.3.2.2. Basdfilos

Son granulocitos sanguineos que constituyen menos del 1% de los
leucocitos sanguineos. Los baséfilos derivan de la médula 6sea, maduran en
ella y circulan en la sangre; aunque normalmente no estan presentes en los
tejidos, pueden ser reclutados en algunas zonas inflamatorias (Abbas, 2012).

4.3.2.3. Eosinofilos

Derivan de la médula é6sea y son granulocitos sanguineos que se
encuentran normalmente en los tejidos periféricos; en el marco de una
inflamacién, su numero puede aumentar por reclutamiento desde la sangre.
Sus granulos citoplasmaticos contienen enzimas lesivas para las paredes
celulares de los parasitos, pero estas también pueden dafar los tejidos del
anfitrion (Abbas, 2012).

4.3.3. Células presentadoras de antigenos

Las ceélulas presentadoras de antigenos (APC) se especializan en la
captura y en la presentacién de antigenos microbianos y de otros tipos a los
linfocitos; ademas, también producen sefales que estimulan su proliferacion y
su diferenciacion. Las APC se consideran componentes de los dos sistemas
inmunitarios (Abbas, 2012).

4.3.3.1. Células dendriticas

Son las células presentadoras de antigeno mas importantes, pues activan a
los linfocitos T virgenes. Al igual que los macrofagos, reconocen moléculas
producidas por los microbios y no por células de los mamiferos, y responden
secretando citosinas. Cuando son activadas por los microbios, adquieren
movilidad, migran a los ganglios linfaticos y muestran antigenos microbianos a
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los linfocitos T. Las células dendriticas actuan en las respuestas inmunitarias
innatas y adaptativas (Abbas, 2012).

4 .3.4. Linfocitos

Existen tres tipos principales: las células asesinas naturales (NK), que
tienen un rol importante en la inmunidad innata; los linfocitos T, que regulan la
inmunidad adquirida y la inmunidad de base celular, y los linfocitos B, que son
responsables de la produccion de anticuerpos (Tizard, 2009). Los linfocitos son
las células mas caracteristicas de la inmunidad adaptativa (Abbas, 2012), y se
distribuyen por todo el cuerpo, diseminados bajo las superficies mucosas, en la
sangre y en los 6rganos linfaticos (Tizard, 2009).

4.4. Organos del sistema inmune

Se clasifican en érganos linfaticos primarios o centrales, tambiéen llamados
generadores; dentro de estos se encuentran la médula 6sea, para los linfocitos
B, y el timo, para los linfocitos T. Los 6rganos linfaticos secundarios, también
llamados periféricos, son el bazo, los ganglios linfaticos, el sistema inmunitario
cutaneo y el sistema inmunitario mucoso (Abbas, 2012).

4.4.1. Organos linfoides primarios

Se desarrollan en estadios fetales tempranos y son los encargados de
regular el desarrollo de los linfocitos. Asi, los linfocitos inmaduros migran desde
la médula ésea hacia los érganos linfaticos primarios, donde maduraran, al
tiempo que los 6rganos linfoides primarios no aumentan en respuesta a una
estimulacion antigénica (Tizard, 2009).

4.4.1.1. Timo

El timo es el lugar de maduracién del linfocito T (Abbas, 2012) y la mayor
fuente de linfocitos T en el neonato. Asimismo, alberga las respuestas inmunes
mediadas por células, que son principalmente desarrolladas por estos linfocitos
(Tizard, 2009).

Los linfocitos del timo son linfocitos T en varios estadios de maduracion:
estos linfocitos crecen en la medula ésea a partir de células mieloides
comunes, entran en la circulacion y se alojan en la corteza del timo, donde
sufren una maduraciéon adicional. Mientras tanto, los linfocitos T maduros, que
salen del timo, entran en la sangre y en los tejidos linfaticos periféricos (Abbas,
2012).

4.4.1.2. Placas de Peyer

Son érganos linfoides que se localizan en las paredes del intestino delgado;
en rumiantes del 80 al 90 % se encuentran en el ileon. Estos son sitios de
rapida proliferacion de linfocitos B; aunque la mayoria sufren apoptosis, los
supervivientes se liberan a la circulacién (Tizard, 2009).

4.4.1.3. Médula ésea e
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Es el lugar de generacién de la mayoria de las células sanguineas
circulantes maduras. Los eritrocitos, los monocitos, las células dendriticas, las
plaquetas y los linfocitos B, T y NK se originan de una célula mieloide comun.
De esta manera, la mayor parte de la maduracién de los linfocitos B se produce
en la medula 6sea, pero puede completarse en los érganos linfaticos
secundarios, en especial en el bazo. La maduracion del linfocito T se produce
completamente en el timo y la maduraciéon del linfocito NK tiene lugar
completamente en la médula 6sea (Abbas, 2012).

4.4.2. Organos linfoides secundarios

Se originan durante la vida fetal tardia y persisten en el individuo adulto;
ademas, los érganos linfoides secundarios, a diferencia de los érganos linfoides
primarios, aumentan de tamafio como respuesta a una estimulacién antigénica.
Ejemplos de 6rganos linfoides secundarios son el bazo, los nédulos linfaticos,
las amigdalas y otros tejidos linfoides en los tractos intestinal, respiratorio y
urogenital (Tizard, 2009).

4.4.2.1. Ganglios linfaticos

Los ganglios linfaticos son érganos linfaticos secundarios cuyas
caracteristicas anatdbmicas favorecen el inicio de respuestas inmunitarias
adaptativas frente a antigenos que son transportados por los vasos linfaticos
desde los tejidos (Abbas, 2012).

4.4.2.2. Bazo

Su principal funcién es eliminar células sanguineas, viejas y danadas, y
particulas de la circulacién, e iniciar respuestas inmunitarias adaptativas frente
a antigenos de transmisién hematica (Abbas, 2012). Las respuestas inmunes
ocurren en la pulpa blanca del bazo, que es rica en linfocitos (Tizard, 2009).

4.5, Desarrollo del sistema inmune

El timo es el primer 6rgano linfoide que se desarrolla, seguido por los
organos linfoides secundarios. El feto, por su parte, es capaz de responder a
los antigenos casi inmediatamente después de la formacién de los érganos
linfoides. Todas las respuestas inmunes adquiridas en el recién nacido son
primarias y de desarrollo lento, dado que el sistema inmune nunca ha sido
utilizado (Tizard, 2009).

4.5.1. El sistema inmune de los terneros

El sistema inmune del ternero se forma en las fases tempranas del
desarrollo fetal: alli, el timo fetal es reconocible a los 40 dias de gestacién, la
médula 6sea y el bazo aparecen a los 55 dias, mientras que los nodulos
linfaticos a los 60 y las placas de Peyer no se observan hasta el dia 175
(Tizard, 2009).

Por otro lado, los linfocitos de la sangre fetal son capaces de responder a
los mitégenos entre los dias 75 y 80: como resultado de los altos niveles
séricos de esteroides, esta capacidad se pierde temporalmente en el momento
del nacimiento. Las subpoblaciones de linfocitos T estan presentes en niveles
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comparables a los del adulto, pero los recuentos de linfocitos B aumentan
significativamente durante los primeros seis meses de vida (Tizard, 2009).

Al nacimiento, los terneros tienen todos los componentes esenciales del
sistema inmune que necesitan como futuros adultos; sin embargo, se requiere
entre 2 y 4 semanas para que estos componentes sean totalmente funcionales.
El sistema inmune no madura completamente hasta que el animal tiene entre 5
y 8 meses, lo que no implica que terneros algunos jévenes (menores a 8
meses) no puedan responder a antigenos: en estos casos, su respuesta es
mas débil y lenta que cuando el sistema inmune ya esta maduro (Gonzalez y
Dus Santos, 2017).

4.6. Transferencia de inmunidad de la madre a la descendencia

La estructura de la placenta determina la via por la que los anticuerpos
maternos llegan al feto. Asi, en los rumiantes el epitelio coridnico esta en
contacto directo con los tejidos uterinos (placenta sindesmocorial); en este tipo
de placentacion no hay paso transplacentario de moléculas de inmunoglobulina
y los recién nacidos dependen totalmente de los anticuerpos recibidos a través
del calostro (Tizard, 2009). El sistema inmune se desarrolla durante el periodo
fetal bajo la proteccion de la placenta, sin estimulos antigénicos externos;
aunque el sistema inmune de los terneros neonatos es inmaduro, también es
capaz de montar respuestas inmunes al momento del nacimiento (Reber y col.,
2005).

Como el ternero nace con un sistema inmune inmaduro, la madre produce
calostro para proporcionarle proteccion temporal y para ayudarlo en el
desarrollo de la inmunidad. El calostro permite la transferencia de
inmunoglobulinas, que constituye la parte humoral del sistema inmune
neonatal, y proporciona anticuerpos especificos contra patégenos del medio
local; también ayuda a establecer la parte celular del sistema inmune neonatal,
pues es fuente de leucocitos y de citoquinas (Reber y col., 2008).
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4.6.1. Secrecidn y composicion del calostro

Tabla 2. Composicién del calostro, de la leche de transicion y de la leche
entera

Numero de ordeiios postparto (dias)
Componentes Calostro Lech.e .d’e Lachs
transicion entera
Dia1 Dia 2 Dia 3 Dia11
Sdlidos totales (%) 23.9 17.9 14.1 12.5
Grasa (%) 6.7 54 3.9 3.2
Proteina total (%) 14.0 8.4 5.1 3.2
Caseina (%) 4.8 4.3 3.8 2.5
Albumina (%) 0.9 1.1 0.9 0.5
lnmunogzc;bulmas 6.0 49 24 0.09
IgG (g/dl) 3.2 25 1.5 0.06
Lactosa (%) 2.7 3.9 44 49
Calcio (%) 0.26 0.15 0.15 0.13
Potasio (%) 0.14 0.13 0.14 0.15
Sodio (%) 0.14 0.13 0.14 0.15
Vitamina A (pg/dl) 295 190 113 34
Vitamina E (ug/g) 84 76 56 15

Fuente: adaptado de Davis y Drackey (2002)

La calostrogénesis es la transferencia de componentes celulares y no
celulares desde la circulacién sanguinea materna al calostro dentro de la
glandula mamaria. En los rumiantes, la calostrogénesis comienza 2-3 semanas
antes del parto y finaliza abruptamente algun tiempo antes de que este tenga
lugar (Gonzalez y Dus Santos, 2017).

El calostro contiene proteinas transferidas activamente desde la circulacion
sanguinea bajo la influencia de los estrégenos y la progesterona, asi como las
secreciones de la glandula mamaria acumuladas durante las ultimas semanas
de gestacién (Tizard, 2009). En la glandula mamaria de una vaca clinicamente
normal, los macréfagos son el tipo predominante de células, representando
entre un 35 % y un 79 % del total (Gonzalez y Dus Santos, 2017).

Asi, pues, en los mamiferos hay mas de 1.000.000 de células en el calostro
por mililitro. Esta cantidad y el tipo de células varian de acuerdo a la especie, al
tiempo de lactacién y al estado fisiolégico e individual de los animales; de esta
forma, por ejemplo, el recién nacido recibe un nimero significativo de células a
través de las secreciones de la glandula mamaria. Cuatro tipos de células
caracterizan las secreciones de la glandula mamaria: los linfocitos, los
macréfagos, los neutréfilos y las células epiteliales (Le Jan, 1996). Cabe
destacar, también, que el calostro contiene grandes cantidades de nutrientes y
hormonas importantes para el desarrollo, asi como componentes
inmunolégicos fundamentales, tales como citosinas, anticuerpos maternales y
un importante numero de leucocitos (Reber y col., 2005).

Por otro lado, el calostro cuenta con grandes cantidades de
inmunoglobulinas, que son transferidas desde el torrente sanguineo de la
madre; entre ellas, se destacan tres: las G y sus isbmeros G1y G2, las M y las
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A. La distribucion de las diferentes clases de inmunoglobulinas en el calostro es
variable entre vacas, aunque la mayoria de las inmunoglobulinas del calostro
bovino son de la clase G. Dichas inmunoglobinas tienen aproximadamente un
70 o un 80 % de IgG, un 7 % de IgM y un 5 % de IgA. A su vez, el 60 % de la
IgA se sintetiza en la glandula mamaria, la IgG procede del suero de la madre y
la IgM se origina en ambas partes (Elizondo, 2007).

De la IgG, en el calostro es la IgG1 la que esta presente en mayor
proporcion. La IgG1 y la IgG2 son llevadas desde la sangre hasta el calostro
por medio de un transporte altamente especifico, proceso que comienza
aproximadamente 8 semanas antes del parto y que se acentiaalas 2o alas 3
semanas antes del mismo. La IgA y la IgM son sintetizadas por los plasmocitos
de la glandula mamaria (Flores y Romero, 2013).

Mientras tanto, los leucocitos componentes del calostro son
predominantemente macréfagos (entre un 40 y un 50 %), los restantes
leucocitos del calostro son linfocitos (entre un 22 y un 25 %) y neutréfilos (entre
un 25 y un 37 %). Los linfocitos calostrales consisten en linfocitos B (de un 2,5
a un 3,5 %), linfocitos T (de 88 a un 89 %) y linfocitos NK (de un 5 a un 15 %)
(Reber y col., 2005).

4.6.2. Absorcion del calostro

En los neonatos, la actividad proteasa en el tracto digestivo es baja y los
inhibidores de tripsina presentes en el calostro la reducen aun mas; por lo
tanto, las proteinas calostrales no se degradan y alcanzan intactas el intestino
delgado (Tizard, 2009). La principal ruta de absorcién de los leucocitos del
calostro a través de la barrera intestinal son los foliculos asociados a las placas
de Peyer, en yeyuno e ileon (Riedel-Caspari y col., 2002).

Asimismo, resulta claro que existen células viables en el calostro, y estas
células maternales del calostro entran a la circulaciéon del neonato dentro de las
primeras 24 horas después del nacimiento (Donovan y col., 2007).

4.7. Inmunidad mediada por células

El calostro bovino contiene aproximadamente 1001 linfocitos/ml, de los
cuales la mitad son linfocitos T. Los linfocitos calostrales pueden sobrevivir
hasta 36 horas en el intestino de los terneros recién nacidos, y algunos
penetran por la pared intestinal a través del epitelio de las placas de Peyer y
alcanzan los vasos quiliferos o los nédulos linfaticos mesentéricos (Tizard,
2009).
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5. Hipoétesis

Las hipétesis de este trabajo fueron:

Que los terneros que consumen calostro con una mayor cantidad de
leucocitos tienen una mayor sobrevida.

Que las vacas multiparas tienen mayor cantidad de leucocitos en su
calostro.

Que el calostro con mayor concentracién de leucocitos tiene una
mayor densidad.

Que las vacas con un mayor periodo seco producen calostro con
una mayor cantidad de leucocitos.
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6. Objetivos

6.1. Objetivo general

El objetivo general del trabajo fue determinar la cantidad de leucocitos en el
calostro de hembras bovinas de raza Holando, primiparas y multiparas, y su
relacion con la sobrevida de los terneros.

6.2. Objetivos especificos

Los objetivos especificos fueron dos:

» Realizar una puesta a punto de la técnica para determinar leucocitos
en el calostro bovino;

=  Determinar la sobrevida de los terneros en relacion a la cantidad de
leucocitos que ingieren con el calostro.

21




7. Materiales y métodos

La puesta a punto de la técnica se realizé6 en el mes de octubre del ano
2016 en 2 establecimientos comerciales del departamento de Florida, cuyo
rubro principal es la lecheria. El ensayo se llevé a cabo en 6 establecimientos
comerciales del departamento de Florida, pertenecientes a las seccionales
policiales 3.%® 7.™ y 9." cuyo rubro principal es la lecheria, entre febrero y
marzo del afo 2017. Se muestred el calostro hembras bovinas de raza
Holando, primiparas y multiparas

Los establecimientos muestreados contaban con

la refrendacién anual

vigente y con buenos resultados de recuentos de células somaticas, asi como
con un adecuado manejo de los animales durante el periodo seco.

Tabla 3. Descripcién de los establecimientos

- Vacas en | Sanidad en periodo Alimentacién en periodo
Establecimiento ordeiie S SEEG
Campo natural; reserva de silo
de sorgo
1 230 No inmunizan Sorgo grano humedo, 1,5kg
Cascarilla de soja, 1,5kg
2 120 Y Campo natural; reserva de silo
de sorgo
. Campo natural; silo de sorgo
2 ael Leplospira de planta entera
Saguaypicida Campo natural
Vacunas virales Fardo seco
4 Leptospira Silo de sorgo, 20kg
Vitaminas A, D, E. .
859 Fosforo Racion, 1kg
Pasteurella multocida Cascarilla de soja, 1kg
Salmonella dublin DDGS
Escherichia coli K99
Mannheimia
haemolytica
Vitaminas A, D, E. e U ——
Fosforo P
5 Pasteurella multocida | Silo de sorgo de planta entera
350 Escherichia coli K99 Fardo seco
Mannheimia
haemolytica
Salmonella dublin
Saguaypicida Afrechillo
6 Fosforo Silo de maiz o sorgo
220 Pasteurella multocida Fardo seco
Escherichia coli K99
Mannheimia
haemolytica
Salmonella dublin
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7.1. Obtencidn de muestras

El trabajo comprendié un muestreo de 120 animales, 20 en cada uno de los
6 establecimientos. Las muestras fueron tomadas de animales clinicamente
sanos, con la refrendacién anual vigente, sin alteraciones a nivel general, ni en
la ubre, ni en su secrecién.

Se procedié a la toma de una muestra de 100 ml de calostro proveniente de
los 4 cuartos del animal, dentro de las primeras 24 horas postparto. Al
momento de obtener la muestra se recogian los siguientes datos: numero de
identificacion de la donadora, tipo de parto, numero de lactancias, dias de
secado, sexo del ternero y su numero de identificacion.

Las muestras de calostro fueron conservadas en heladera a 4° C por un
periodo maximo de 6 dias y, posteriormente, fueron analizadas en el
laboratorio de analisis clinicos de la Facultad de Veterinaria.

7.2. Procesamiento de muestras

En el laboratorio se determiné la cantidad de leucocitos presentes en cada
muestra a través del Equipo Huma Count, Human GmbH, Wiesbaden,
Germany; ademas de la densidad de las mismas mediante densimetro.

El Huma Count es un instrumento disefiado para contajes hematoldgicos,
que basa su lectura en los cambios de impedancia que producen las células al
pasar por los lectores. Este equipo en particular posee un software para
veterinaria que permite trabajar con animales de diferentes especies.

Luego de esto, se procedio a la toma de una alicuota de cada una de las
muestras y se las llevé a bafio Maria a 37°C durante 15 minutos, con el fin de
fluidificar la grasa. Posteriormente se tomé 1 ml de este calostro a 37° y se lo
colocd en un tubo con 4 ml de Buffer fosfato salino (PBS). El PBS se utiliza a
los efectos de realizar una dilucién que permita a la muestra entrar en el rango
de lectura del instrumento, para efectuar la correccién por dilucién.

Por otra parte, tubo con calostro diluido fue llevado al Huma Count, que
llevé adelante la lectura de los leucocitos presentes. Con ello se determiné la
densidad de cada muestra, a una temperatura entre los 20 y los 25° C, con
densimetro. Se utilizd una dilucién 50% con agua destilada para facilitar la
lectura por el instrumento, y finalmente se efectué la correspondiente
correccion por dilucion.

7.3. Elaboracién de registros

Se confeccionaron las planillas utilizando Microsoft Office Excel con los
datos recabados al momento de recoger las muestras de calostro (nimero de
identificaciéon de la donadora, tipo de parto, niumero de lactancias, dias de
secado, sexo del ternero y su numero de identificacion). Posteriormente, a
estas planillas se les agregd los datos obtenidos luego de procesar las
muestras en el laboratorio.
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7.4. Analisis estadistico

Se realiz6 una estadistica descriptiva de todas las variables mediante
tablas, graficas, medidas de tendencia central y medidas de dispersién. Las
variables respuesta fueron cantidad de leucocitos y la densidad, mientras que
las variables factor fueron el nimero de partos, los dias de secado, el tipo de
parto, el sexo y la sobrevida del ternero, y tambo.

Con respecto a la estadistica inferencial, se realizd ANOVA para la
comparacién de medias de mas de 2 grupos para todas las variables
numeéricas. Asimismo, se recurri6 al test de Fisher para determinar si las
varianzas eran iguales; también se realiz6 un test de medias 2 grupos (t para
varianzas iguales) para todas las comparaciones de 2 grupos. Se trabajé en
general con un nivel de confianza del 95 %.

24



8. Resultados

Aqui se observan leucocitos en un frotis de calostro:

Figura 1. Frotis de calostro
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Aqui se observan leucocitos en un frotis de sangre:

Figura 2. Frotis de sangre
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Tabla 4. Resultados por establecimiento.

Leucocitos (cel/ul) Densidad (g/cm3)
Tambo Media DE Ccv Media DE CVv
1 195888 154653 79% 1.068 0.012 1.1%
2 223965 102741 46% 1.066 0.016 1.5%
3 242848 107045 44% 1.068 0.018 1.7%
4 329500 107045 32% 1.084 0.018 1.6%
5 317400 167497 50% 1.069 0.018 1.7%
6 270850 128541 47% 1.077 0.021 2.0%

La concentracion promedio de leucocitos fue de 263408.33/microlitro, con
un rango de 35.300 a 685.000 leucocitos/microlitro. A su vez, la densidad
promedio fue de 1.071 g/cm?, con un rango de 1.040 a 1.120 g/cm?. Se estimé
con un nivel de significacion del 95 %.

Existen diferencias significativas entre las medias de cantidad de leucocitos
de cada tambo (p= 0.006); el tambo numero 4 es el que tiene mayor cantidad
de leucocitos promedio.
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Figura 3. Media de concentracion de leucocitos por establecimiento
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Leucocitos por microlitro de calostro

Existen diferencias significativas entre las medias de densidad de cada
tambo (p= 0.004); el tambo numero 4 es el que tiene la mayor densidad
promedio.

Figura 4. Media de densidad por establecimiento
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No se encuentra asociacion entre la cantidad de leucocitos y la densidad. El
coeficiente de correlacién fue de r=0.12475448, con un coeficiente de
determinacion de R*=0.016.
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8.1. Numero de partos

No existen diferencias significativas en la cantidad de leucocitos segun el
nuamero de partos.

Figura 5. Media de concentracion de leucocitos segun el niumero de partos
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Existen diferencias significativas entre las medias de densidad segun el
numero de partos (p= 0.00086); las vacas de 3 o mas partos son las que tienen
mayor densidad.

Figura 6. Media de densidad segun numero de partos
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8.2. Tipo de parto

No existen diferencias significativas en la cantidad de leucocitos segun el
tipo de parto.

Figura 7. Media de leucocitos segun el tipo de parto

Media de leucocitos

» Asistido = Normal
No existen diferencias significativas en la densidad segun el tipo de parto.

Figura 8. Media de densidad segun tipo de parto

Media de densidad

m Asistido = Normal
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8.3. Sexo del ternero

No existen diferencias significativas en la cantidad de Leucocitos segun
sexo del ternero.

Figura 9. Media de leucocitos segun el sexo del ternero

Media de leucocitos

» Hembra = Macho

No existen diferencias significativas en las medias de densidad segun sexo del
ternero.

Figura 10. Media de densidad segun el sexo del ternero

Media de densidad

= Hembra = Macho
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8.4. Sobrevida del ternero

No existen diferencias significativas en la cantidad de leucocitos segun la
sobrevida del ternero.

Figura 11. Promedio de leucocitos segun sobrevida del ternero

Promedio de leucocitos

<

s Vivos = Tratados = Muertos

Figura 12. Promedio de densidad segun sobrevida de los terneros

Promedio de densidad

e

u Vivos = Tratado = Muerto

No existen diferencias significativas, pero hay una tendencia que indica que
el calostro de mayor densidad fue consumido por los terneros vivos, sin
problemas, pero los n son muy diferentes (p=0.10).



8.5. Periodo seco

No se encuentra asociacion entre la cantidad de leucocitos y los dias de
secado (coeficiente de correlacién r= -0.0458994). Tampoco se encuentra
asociacion entre la densidad y los dias de secado (coeficiente de correlacion r=
0.01022949).
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9. Discusion

Las hipétesis con las que se comenzd el trabajo planteaban que los
terneros que consumen calostro con mayor cantidad de leucocitos tienen una
mayor sobrevida, hecho que no pudo ser comprobado, ya que no se
encontraron diferencias significativas en la sobrevida de los terneros segun la
cantidad de leucocitos ingeridos con el calostro. De todas maneras, las vacas
multiparas tienen una mayor cantidad de leucocitos en su calostro, esto
coincide con lo estipulado por varios autores (Campos y col., 2007; Elizondo,
2007; Godden, 2008); sin embargo, en el presente trabajo no se encontraron
diferencias significativas en la concentracién de leucocitos segun el numero de
partos.

Por otra parte, también fue hipétesis que el calostro con mayor
concentracion de leucocitos tuviera una densidad mayor. En el presente trabajo
esto no pudo comprobarse, puesto que no se encontré asociacion entre la
concentracion de leucocitos y la densidad. Lo mismo ocurrié en cuanto a que
las vacas con mas periodo seco producen calostro con mayor cantidad de
leucocitos, dado que no se encontrd asociacion entre la concentracion de
leucocitos y los dias de secado; esto difiere con los trabajos realizados por
Campos y col. (2007) y Elizondo (2007). Tampoco se encontré asociacidén entre
la densidad y los dias de secado, concordando con Morin y col. (2001).

El promedio de concentracion de leucocitos fue de 263408330/ml, valor no
coincide con lo estipulado en la bibliografia, que habla de 1.000.000 leucocitos
por mililitro (Le Jan (1996); Quigley (1999); Chase y col. (2008); Godden
(2008); Gonzalez y Dus Santos (2017). Existen muy pocos trabajos realizados
durante el primer dia postparto como para poder realizar comparaciones; de
todas formas, en el trabajo realizado por Kutscher (1998) también se encontrd
un elevado recuento celular en el primer dia postparto. La vaca esta en una
situacion de estrés en el preparto y también existe una inflamacién fisioldgica
de la glandula mamaria, hecho que puede aumentar la cantidad de leucocitos
que pasan a la ubre y, por ende, al calostro, disminuyendo su concentracion en
los siguientes dias, tal como expresa Kutscher (1998).

El aparato que se utilizé para realizar las mediciones (Huma Count) es un
instrumento disefado para contajes hematolégicos, que basa su lectura en los
cambios de impedancia que producen las células al pasar por los lectores. Es
un aparato muy sensible y pequefias particulas que se parezcan a células
pueden ser medidas, por ejemplo, pequefios coagulos y microgldbulos grasos,
alterando los valores finales.

Finalmente, en cuanto a la densidad de calostro, se encontraron diferencias
significativas al relacionarlo con el numero de partos. Las vacas de 3 partos
son la que tienen la mayor densidad promedio, esto concuerda con resultados
expuestos por Morin y col. (2001), donde la densidad del calostro de vacas de
primera y de segunda lactancia es menor que la de vacas de 3 o0 mas
lactancias. Segun Fortin y Perdomo (2009), la mayor densidad del calostro se
obtuvo en vacas de 2 y 3 partos, lo que difiere un poco con los datos
encontrados en este trabajo, ya que la mayor densidad del calostro fue en
vacas de 3 partos y luego en vacas de 4 o mas partos.
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10. Conclusiones

En base a los resultados obtenidos en este trabajo se concluye que:

Es posible determinar la concentracion de leucocitos en el calostro de primer
ordene a través del equipo Huma Count, Human GmbH, Wiesbaden, Germany.

Existe una gran variabilidad en la concentracién media de leucocitos y en la
densidad media de calostro entre tambos.

No fue posible establecer asociacion entre la concentracién de leucocitos y la
sobrevida de los terneros.
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Tabla 1. Analisis de varianza para concentracién de leucocitos por tambo

Analisis de varianza de un

factor
Resumen
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Tambo 1 20 3917750 195887.5 2.3917E+10
Tambo 2 20 4479300 223965 1.0556E+10
Tambo 3 20 4856950 242847.5 1.1459E+10
Tambo 4 20 6590000 329500 8719815789
Tambo 5 20 6348000 317400 2.4805E+10
Tambo 6 20 5417000 270850 1.6523E+10

Analisis de varianza

FV Sc Gl Mc Fc Prob Ft
Entre grupos 2.77523E+11 5 55504696883 3.469775 2.2939112
Dentro de
grupos 1.82362E+12 114 15996627125
Total 2.10114E+12 119

Tabla 2. Analisis de varianza para densidad por tambo

Analisis de varianza de un

factor

Resumen

Grupos Cuenta Suma  Promedio Varianza

Tambo 1 20 21.34 1.067 0.00012737

Tambo 2 20 21.315 1.066 0.00026388

Tambo 3 20 21.3565 1.068 0.00031704

Tambo 4 20 21.684 1.084 0.00027175

Tambo 5 20 21.37 1.069 0.00033184

Tambo 6 20 21.545 1.077 0.00044599
Analisis de varianza

FV Sc Gl Mc Fc Prob Ft
Entre grupos 0.005407542 5 0.001081508 3.69143654 2.293911
Dentro de los
grupos 0.03339945 114 0.000292978

Total

0.038806992 119
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Tabla 3. Analisis de varianza para concentracién de leucocitos segun numero de
partos

Analisis de varianza de un

factor
Resumen
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
1 37 9474250 256060.811 3.0084E+10
2 22 6003500 272886.364 1.7827E+10
3 35 8763250 250378.571 1.333E+10
4 0 mas 28 7897500 282053.571 8149135913

Analisis de varianza

FV sC Gl MC FC Prob Ft
Entre grupos 1.965E+10 4 4912481283 0.26976026 |G 242920211
Dentro de los
grupos 2.1306E+12 117 1.8211E+10
Total 2.1503E+12 121

Tabla 4. Analisis de varianza para densidad segun numero de partos

Analisis de varianza de un

factor
Resumen
Grupos Cuenta Suma Promedio  Varianza
1 37 39.385 1.064 0.00026637
2 20 21.319 1.066 0.00034963
3 35 37.775 1.080 0.00026639
4 o mas 28 30.13 1.076 0.00030992

Anaélisis de varianza

FV SC Gl MC Fc Prob Ft
Entre grupos 0.00514985 3 0.00171662 5.91635635 2.68280941
Dentro de los
grupos 0.03365714 116 0.00029015
Total 0.03880699 119

Tabla 5. Prueba de t para densidad entre vacas de primer y segundo parto

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas
iguales
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1 2

Media 1.064459459 1.06595
Varianza 0.000266366 0.00034963
Observaciones 37 20
Varianza agrupada 0.00029513

Diferencia hipotética de las
medias 0

Grados de libertad 55

Estadistico t 0.312619231
P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas) 2.004044783

Tabla 6. Prueba de t para densidad entre vacas de tres y cuatro o mas partos

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas

iguales

3 4 0 mas
Media 1.07928571 1.07607143
Varianza 0.00026639 0.00030992
Observaciones 39 28
Varianza agrupada 0.00028566
Diferencia hipotética de las
medias 0
Grados de libertad 61
Estadistico t 0.75007686
P(T<=t) dos colas _
Valor critico de t (dos colas) 1.99962358

Tabla 7. Prueba de t para densidad entre vacas de dos y tres partos

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

2 3
Media 1.06595 1.079285714
Varianza 0.00034963 0.000266387
Observaciones 20 35
Varianza agrupada 0.00029623
Diferencia hipotética de las
medias 0
Grados de libertad 23
Estadistico t -2.7642084
P(T<=t) dos colas
Valor critico de t (dos colas) 2.005746
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Tabla 8. Prueba de t para concentracion de leucocitos segun tipo de parto

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas
desiguales

Asistido Normal

Media 306433.33 257261.90
Varianza 3.137E+10 1.5675E+10
Observaciones 15 105
Diferencia hipotética de las

medias 0

Grados de libertad 16

Estadistico t 1.03878773

P(T<=t) dos colas _

Valor critico de t (dos colas) 2.1199053

Tabla 9. Prueba de t para densidad segun tipo de parto

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas
iguales

Asistido Normal

Media 1.073 1.072
Varianza 0.00046381 0.00031057
Observaciones 15 105
Varianza agrupada 0.00032875

Diferencia hipotética de las

medias 0

Grados de libertad 118

Estadistico t 0.21122798

P(T<=t) dos colas .

Valor critico de t (dos colas) 1.98027225

Tabla 10. Prueba de t para concentracion de leucocitos segun sexo del ternero

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Hembra Macho
Media 260387.50 270456.94
Varianza 19320744812 14141772450
Observaciones 84 36
Varianza agrupada 17784608942
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 118
Estadistico t -0.379038758

P(T<=t) dos colas - 0.705340265
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Valor critico de t (dos colas)

1.980272249

Tabla 11. Prueba de t para densidad segun sexo del ternero

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Hembra Macho

Media 1.072 1.072
Varianza 0.000313334 0.00036571
Observaciones 84 36
Varianza agrupada 0.00032887

Diferencia hipotética de las

medias 0

Grados de libertad 118

Estadistico t 0.029658633

P(T<=t) dos colas
Valor critico de t (dos colas)

1.980272249

Tabla 12. Analisis de varianza para concentracion de leucocitos segun sobrevida

de los terneros

Analisis de varianza de un

factor
Resumen
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Vivos 107 28052500 262172.90 1.7287E+10
Tratados 8 2329500 291187.50 2.6901E+10
Muertos 5 1227000 245400.00 1.8121E+10
Analisis de varianza

FV SC Gl MC Fc Prob Ft
Entre grupos 7958271515 2 3979135757 0.22241696 3.0737629
Dentro de los
grupos 2.0932E+12 117 1.789E+10
Total 2.1011E+12 119

Tabla 13. Analisis de varianza para densidad segun sobrevida de los terneros

Analisis de varianza de un

factor
Resumen

Grupos Cuenta Suma Promedio  Varianza
Vivos 107 114.799 1.073 0.00030687
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Tratados 8 8.475 1.069 0.0002817
Muertos 5 5.335 1.067 0.0007075

Anadlisis de varianza

FV SC Gl MC Fc Prob Ft
Entre grupos 0.00147646 2 0.00073823 2.31373773 0.10339961 3.0737629
Dentro de los
grupos 0.03733053 117 0.00031906

Total 0.03880699 119
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