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RESUMEN

En este trabajo los objetivos fueron evaluar la carga bacteriana (UFC/ml) del
calostro antes y después del proceso de pasteurizacion a 60°C por 60 minutos y
posteriormente evaluar la transferencia de inmunidad pasiva a través de la medicion
de proteinas totales y albumina en el suero de los terneros alimentados con el
calostro pasteurizado y sin pasteurizar. Para esto se utilizaron terneros de la raza
Holando, que fueron asignados al azar, a dos tratamientos. Los tratamientos fueron:
Grupo control alimentado con calostro sin pasteurizar (No pasteurizado, n=40) y otro
grupo de terneros alimentados con calostro pasteurizado a 60 °C por 60 minutos
(Pasteurizado, n=40). El calostro se obtuvo de vacas multiparas, realizandose un
pool de calostro de varias vacas, luego fue pasteurizado o no (dependiendo del
tratamiento) y se almacend, fraccionado en recipientes de 2L, a temperatura de -
20°C. Los terneros fueron separados inmediatamente después del parto de sus
madres y fueron identificados. Previo al calostrado artificial y a los 4 dias de vida, se
obtuvieron muestras de sangre de la yugular. En el suero obtenido, se evaluo la
concentracion de proteinas totales (PT) y albumina en el laboratorio. La
pasteurizacion del calostro redujo el recuento bacteriano total (p< 0,0001). El
recuento bacteriano total (UFC/ml) en el calostro pasteurizado fue de 1714+1,7 y el
recuento bacteriano total en calostro sin pasteurizar fue de 155096+1,5. El
tratamiento no afectd la concentracion de proteinas totales en el suero de los
terneros calostrados con calostro pasteurizado (p=0,31). El calostro sin pasteurizar
alcanzo niveles altos de contaminacion, lo que puede comprometer la salud de los
terneros alimentados.



SUMMARY

This study aimed at to evaluating the number of bacteria (UFC/ml) in the colostrum
before and after pasteurization at 60°C for 60 min, and to evaluating the passive
immunization transfer to the calves by measuring the proteins and albumin in the
serum of the calves which were fed with pasteurized colostrum and with
unpasteurized colostrum. For this study, we used Holstein calves. Those calves
were selected randomly, in two groups. The treatment was: the control group were
fed with unpasteurized colostrum (unpasteurized n=40), the other group were fed
with pasteurized colostrum at 60°C for 60 min (pasteurized n=40). The colostrum
was collected from multiparous cows, making a pool of colostrum from several cows,
then pasteurized or not (depending on the treatment) and was stored, fractionated in
2 L containers, at -20°C. The calves were removed from the dam immediately after
birth and were identified. Before the artificial feeding and before the 4" day of life,
blood samples were collected from the jugular vein. In the collected serum the
concentration of total protein (TP) and albumin was determined in the laboratory.
The colostrum pasteurization decreased the total bacterial count (p< 0.0001). The
total bacterial count (UFC/mI) in pasteurized colostrum was 1714+1.7 and the total
bacterial count in unpasteurized colostrum was 155096+1.5. The treatment did not
affect the concentration of total protein in the calves’ serum fed with pasteurized
colostrum (p=0.31). The unpasteurized colostrum reached higher levels of
contamination, which can compromise the health of the calves.



1. INTRODUCCION

La salud de las terneras en establecimientos lecheros es de suma importancia ya
que estos necesitan abastecer un numero adecuado de remplazos en el rodeo
lechero. La crianza de estas terneras tiene siempre como objetivo tener una ternera
saludable con una excelente vida productiva. La sobrevida de estas terneras en el
periodo neonatal depende de una combinacion de factores de manejo, ambientales,
nutricionales, inmunoldgicos y sanitarios. Brindarles alimento de buena calidad es
un punto fundamental, su primer alimento, el calostro con bajo recuento bacteriano y
con buena composicion, les brindara la inmunidad necesaria para sobrevivir. El
meétodo de pasteurizacion puede ayudar a disminuir el recuento bacteriano tanto en
el calostro como en la leche (Gonzalez et al., 2014).

Estudiar los porcentajes de mortalidad en los establecimientos nos puede brindar
algunos datos para determinar y realizar protocolos de trabajo.

En los establecimientos lecheros del Uruguay se desconoce la tasa de mortalidad
neonatal general anual, aunque en los ultimos afios se han dado a conocer algunos
datos.

En Argentina, en un relevamiento en establecimientos que en su mayoria estaban
incluidos en el Programa Cambio Rural y que poseian en promedio 132 vacas
totales en produccion, con rango de 22 a 462 vacas, durante el periodo junio 2009 y
julio 2012, se evaluaron 3440 terneros nacidos y 3072 terneros que ingresaron a las
“‘guacheras”. La mortalidad al parto lleg6 a 6,0% de los terneros nacidos, siendo en
su mayoria muertes causadas por problemas de parto (distocias) y un 4,1% de
mortalidad durante la cria artificial (Ruiz, 2012).

En una encuesta liderada por INIA a 250 establecimientos lecheros seleccionados
por sorteo de los departamentos de Colonia, San José, Florida, Canelones, Rio
Negro y Paysandu, durante el ejercicio 2013-2014 el porcentaje de mortalidad en el
periodo perinatal fue de 7,4 % y 10,8 % durante el periodo de cria hasta el desleche
(Riet-Correa y Restaino, 2015).

Datos del grupo CREA en Uruguay en el afio 2016 revelan que el porcentaje de
mortalidad en terneras en la primera semana de vida es de 0,65 % y en la segunda
semana es de 2,07%.

Segun registros obtenidos en el Establecimiento del estudio desde el afio 2013 al
2018 con un promedio de partos anual de 457 vacas ocurridos entre febrero y
setiembre se tiene un promedio de mortalidad de un 10,6 % (Comunicacion personal
Jimena D’Avis).

En el Grupo CREA Horizonte del departamento de Rio Negro el promedio de
mortalidad de terneros de los establecimientos que lo forman durante el ejercicio
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2017-2018 es de un 15,8%. Lo cual es un dato mas alto de lo que se venia dando
afos anteriores (Grupo Horizonte, Rio Negro).

Conocer el porcentaje de mortalidad en la crianza, es un punto de partida para
poder evaluar la manera de reducir esta tasa y de mejorar la sobrevida de los
terneros, obteniendo en los establecimientos una mayor eficiencia productiva.
Permite detectar sobre qué factores se debe trabajar para prevenir pérdidas.

Uno de los principales puntos en la sobrevida de los terneros es el calostrado para
asegurar una adecuada transferencia de inmunidad pasiva en las terneras,
administrar una cantidad adecuada de calostro de buena calidad durante las
primeras horas de vida (Stott et al., 1979 a,b; Stott y Fellah, 1983). Para mejorar su
calidad disminuyendo el recuento bacteriano y sin afectar las inmunoglobilinas (IG)
se puede procesar el calostro mediante la pasteurizacion a 60° por 60 minutos
(Gonzalez et al., 2014). El calostro es la primera fuente de nutrientes para la ternera
después del nacimiento y es ademas una fuente importante de |G o anticuerpos,
cuya absorcion es esencial para proteger a las terneras contra infecciones entéricas,
las cuales son la razon principal de mortalidad durante las primeras semanas de
vida (Wells et al., 1996)

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 TERNERO AL NACIMIENTO

El ternero nace agamaglobulinemico por lo que depende enteramente de la
absorcién de inmunoglobulinas (IG) maternas después del parto. La absorcion de 1G
maternas a través del intestino durante las primeras 24 horas de vida, llamada
transferencia pasiva, ayuda al ternero contra enfermedades, hasta que su propio
sistema inmune comience a funcionar en forma plena (Barrington, 2001).

Un ternero se define con fallas en la transferencia pasiva cuando su suero contiene
menos de 10 mg/ml de IG entre las 24 y 72 hs de vida. Lograr un temprano y
adecuado suministro de calostro de buena calidad es el factor simplemente mas
importante que determina la salud y supervivencia del ternero. Ademas de reducir
los riesgos de morbilidad y de mortalidad en la crianza del ternero lactante, una
adecuada transferencia de inmunidad pasiva adiciona beneficios a largo tiempo,
como serian la reduccion de la mortalidad después del desleche, incrementar la
ganancia de peso Yy eficiencia del consumo, reducir la edad al primer parto, mejorar
la produccion de leche en la primera y segunda lactancia, y reducir la tendencia del
descarte durante la primera lactancia (Robinson et al., 1988; Faber et al., 2005) .



2.2 CALOSTRO

El calostro bovino consiste en una mezcla de secreciones lacteas y componentes
del suero sanguineo, |G y otras proteinas del suero, las cuales se acumulan en la
glandula mamaria durante el preparto en el periodo seco (Foley et al., 1978). Este
proceso comienza muchas semanas antes del parto, bajo influencia de hormonas
lactogénicas, incluida prolactina y cesa abruptamente al parto (Godden, 2008).

El calostro contiene IG, leucocitos maternos, factor de crecimiento, hormonas,
citosinas, factores antimicrobianos no especificos y nutrientes. Las concentraciones
de estos componentes son muy altas en la primera secrecién después del parto (el
primer calostro ordefiado), luego comienza a declinar a través de los proximos seis
ordefies (leche en transicion) hasta llegar a las concentraciones medidas
rutinariamente en la leche (Cuadro 1).

Cuadro 1. Caracteristicas y composicion quimica del calostro y leche de ganado
Holstein (tomado de Godden, 2008).

Calostro Leche de transicion Leche
entra

1er ordefie 2°ordefie  3erordefie 6° ordefie
Densidad relativa 1,056 1,045 1,035 1,032
Solidos totales, % 23,9 17,9 14,1 12,9
Grasa, % 6,7 54 3,9 4
Proteina total, % 14 8,4 5.1 3,1
Caseinas, % 4.8 43 3,8 2,5
Inmunoglobulinas, % 6 4.2 2,4 0,09
IgG, g/DI 3,2 2,5 1,5 0,06
Lactosa, % 2,7 3,9 4.4 5
IGF-I, ugl/l 341 242 144 15
Insulina, pg/l 65,9 34,8 15,8 1,1
Minerales, % 1,11 0,95 0,87 0,74
Calcio, % 0,26 0,15 0,15 0,13
Magnesio, % 0,04 0,01 0,01 0,01
Zinc, mg/100 ml 1,22 - 0,62 0,3
Manganeso, mg/100 ml 0,02 - 0,01 0,004
Hierro, mg/100 g 0,2 - - 0,05
Cobalto, ug/100 g 0,5 - - 0,1
Vitamina A, pg/100 mi 295 190 113 34
Vitamina E, pg/g de grasa 84 76 56 15
Riboflavina, pg/ml 4,83 2,71 1,85 1,47
Vitamina B12, ug/100 mi 4,9 - 25 0,6
Acido félico, pg/100 ml 0,8 - - 0,2
Colina, mg/ml 0,7 0,34 0,23 0,13
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El sistema inmune del ternero recién nacido no posee la capacidad de producir
suficientes |G, por lo que el calostro es el que provee al ternero su proteccion
inmunologica durante las primeras semanas de vida. (Nousiainen et al., 1994). El
calostro normal contiene mas de 1 x 108 células/ml inmunoldgicamente activos,
incluyendo linfocitos T y B, neutréfilos, macrofagos, factores de crecimiento y
hormonas como la insulina, el cortisol e IGF-1 (Le Jan 1996; Larson et al., 1980;
Godden, 2008).

Al menos unas porciones de leucocitos maternos son absorbidos intactos a través
de la barrera intestina (Schnorr et al., 1984). Alguna evidencia sugiere que los
leucocitos del calostro incrementan una respuesta linfocitica a una mitogénesis no
especifica, incrementa la fagocitosis, la habilidad para matar bacterias y estimular la
respuesta inmunologica humoral (formacién de IG) en el ternero (Reidel- Caspari
1993; Le Jan et al., 1996; Donovan et al., 2007).

La lactoferrina, lisozima y lacto-peroxidasa se encuentran en el calostro con
actividad antimicrobiana (Pakkanen et al., 1997; Elfstrand et al., 2002). Los
oligosacaridos en el calostro protegen contra patégenos actuando como inhibidores
competitivos en la superficie del epitelio intestinal (Przybylska et al., 2007).

El total de sdlidos en el primer calostro y en la leche entera de vacas Holstein ha
sido reportado en 23,9 % y 12,9% respectivamente (cuadro 1; Godden, 2008). El
incremento en el contenido de soélidos en el calostro se da por el mayor contenido de
proteinas, esto seria por un incremento en |G y en caseinas (Davis y Drackley,
1998). El contenido de grasa en el primer calostro (6,7%) es significativamente alta
comparada con la leche entera (3,6%) (Foley et al., 1978). La energia dada por la
grasa y la lactosa en el calostro es fundamental para la termogénesis y regulacion
de temperatura corporal (Godden, 2008).

23 FACTORES QUE AFECTAN LA TRANSFERENCIA DE INMUNIDAD
PASIVA

2.3.1 Cantidad de calostro suministrado

Para lograr una buena transferencia pasiva de inmunidad en un ternero promedio de
43 Kg de la raza Holstein, se calcula que el minimo que deberia tomar el ternero
seria 100 g de IG en el primer consumo de calostro (Davis y Drackley, 1998). La
cantidad dependera de la calidad del calostro, la cantidad de |G que contenga el
primer calostro. La IgG compone mas del 85 % del total de IG en calostro. Un
calostro de alta calidad tendria una concentracién mayor a 50 g/l de IgG (McGuirk et
al., 2004).
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Como los productores frecuentemente no conocen la concentracion de IgG del
calostro que va a ser utilizado, es recomendado alimentar a los terneros con el 10%
0 12% del peso vivo de calostro en la primera toma (3,78 | para un ternero de 43
Kg). En un estudio se vio que la concentracion en suero de IgG a las 24 horas fue
significativamente mayor en terneros alimentados con 4 litros de un calostro de alta
calidad a las 0 horas de nacido y 2 litros a las 12 horas (31,1 mg/ml IgG) en
comparacion con terneros alimentados solo con 2 litros de calostro a las 0 horas y 2
litros a las 12 horas (23,5 mg/ml) (Morin et al., 1997).

2.3.2 Calidad del calostro

Algunos factores podrian afectar la calidad del calostro como la raza, vacunaciones
en el preparto, largo del periodo seco y el tiempo de la coleccion del calostro.

Estudios muestran que la edad de la madre no seria un factor que afectara la
calidad de calostro (Tyler et al., 1999) y la nutricion de la vaca en preparto tampoco
afectaria la concentracion de IG en el calostro (Blecha et al., 1981).

El periodo seco de la vaca afectaria tanto la calidad como el volumen producido
(Grusenmeyer et al., 2006). Un periodo excesivamente corto o sin periodo seco,
produce un calostro con muy baja concentracién de IgG (Rastani et al., 2005).

Algunos estudios plantean que la exposicion de la vaca en el ultimo periodo de
gestacion a altas temperaturas esta asociada con pobre composicion del calostro,
esto significa bajo porcentaje de IgG, IgA y bajo porcentaje de proteinas, caseinas,
lacto albuminas, grasa y lactosa (Nardone et al., 1997).

Con respecto al momento del ordefie del calostro, la concentracion maxima de IG en
el calostro es inmediatamente después del parto, y comienza a declinar si el ordefie
se retrasa. En un estudio se retrasé el ordefie en 6 horas, 10 horas y 14 horas
después del parto resultando en 17%, 27% y 33% de disminucion en la
concentracion de IgG en el calostro respectivamente (Moore et al., 2005).

Existen métodos para evaluar indirectamente la calidad del calostro o su
concentracion de IgG en condiciones de campo. A continuacion, revisaremos
algunos de estos métodos:

o Apreciacion visual:

Es la forma mas simple, pero menos objetiva, de evaluar la calidad del calostro. Los

calostros de buena calidad generalmente son cremosos, homogéneos, de color
amarillo intenso y sin presencia de sangre o grumos. Este método no permite
estimar la concentracion de IgG en el calostro.

° Densidad relativa:

Se determina con el uso de un calostrdmetro o densimetro, siendo una medicién
rapida y de muy bajo costo. Se considera que un calostro es de alta calidad (> 50 g/l
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de IgG) si tiene una densidad relativa mayor a 1,050 (Morin et al., 2001). Algunos
densimetros ya tienen una escala con la conversion del valor de densidad a
concentracion de 1gG, correspondiéndose los valores mayores a 50 g/l con el color
verde de la escala. La lectura de la densidad varia segun la temperatura del
calostro, debiéndose realizar a temperatura ambiente cercana a 20°C. Si la lectura
se hace a temperaturas menores a 20°C, se tiende a sobreestimar la calidad del
calostro, y viceversa (Mechor et al., 1992). Este instrumento, cuando se utiliza en
condiciones de campo, esta sujeto a una variedad de factores ambientales y
diferentes temperaturas. Los fabricantes recomiendan su uso a una temperatura
estandar de 22°C. El calostrometro no es un instrumento de alta precisién, pero,
permite estimar la calidad del calostro antes de ser otorgado a las terneras y poder
asi disminuir el riesgo de un fracaso en la transferencia de inmunidad pasiva, debido
al uso de un calostro de baja calidad (Fleenor, 1980).

Metodologia para medir la densidad del calostro:

1. Tomar una muestra de 500 ml de calostro, recién ordefiado de la vaca.
2. Ponerlo en un recipiente limpio.

3. Llevarlo 22°C.

4. Asegurarse de que el calostro no tenga espuma encima.

5. Colocar el calostrometro dentro del recipiente. Al realizar la medicion debe
mantenerse flotando en la muestra. Esperar hasta que el calostrémetro se estabilice
para realizar la lectura (3 minutos aproximadamente).

6. Leer el resultado en funcion del color (Cuadro 2)

Cuadro 2. Clasificacion de la calidad de calostro

Clasificacion Color Concentracion IG g/l
Superior Verde 101-125
Medio Amarillo 51-100
Inferior Rojo 25-50
o Refractometria:

Se utilizan refractémetros portatiles, tanto 6pticos como digitales, que miden grados
Brix, los cuales estiman indirectamente la concentracion de IgG en el calostro. En
calostros de vacas de raza Holstein, una lectura de 21-22° Brix se corresponde con
concentraciones de IgG mayores a 50 g/l (Bielmann et al., 2010).

El refractdmetro permite medir el estado inmune de la ternera recién nacida a través
del suero sanguineo a nivel de campo, estima la concentracion de proteina total en
el suero sanguineo de la ternera. A pesar de la rapidez en su determinacion, la
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principal desventaja de esta técnica es su incapacidad para detectar o predecir
tempranamente una falla en la transferencia de la inmunidad pasiva a causa de la
insuficiente ingesta de IG. Esto se debe principalmente a que la muestra de sangre
se debe sacar entre las 24 y 48 horas de vida de la ternera, por lo cual a esa hora
ya ha ocurrido el cierre de la mucosa intestinal de la ternera.

2.3.3 Momento en que se suministra el calostro

El momento en que se suministra el calostro tiene un efecto marcado sobre la
eficiencia aparente de absorcién de IgG y por lo tanto sobre la transferencia pasiva
de inmunidad. La eficiencia aparente de absorcion se estima de forma practica de la
siguiente forma: [IgG en plasma (g/l) x volumen de plasma (I)] / consumo de IgG (g).
Para lograr una buena eficiencia de absorcion de IgG, el calostro debe ser ingerido
en las primeras 3 a 6 horas de vida, y no mas alla de las 12 horas, ya que luego de
este periodo las |G son degradadas por las secreciones digestivas del ternero, y la
pared intestinal se vuelve relativamente impermeable a la absorcidon de
macromoléculas intactas, como la IgG (“cierre de la permeabilidad intestinal”). La
eficiencia aparente de absorcion declina a razén de 0,66% por cada hora de atraso.
También es de destacar que, en el mejor de los casos, la eficiencia aparente de
absorcion no supera el 25 a 27% (Osaka et al., 2014), es decir, la absorcion de 1gG
es naturalmente un proceso poco eficiente.

Cuanto antes se suministre el calostro al ternero mayor sera la eficiencia de
absorcion de IgG hacia la circulacidon sanguinea, y por ende mayores las chances
de lograr una transferencia pasiva de inmunidad exitosa

2.4 RECOLECCION DEL CALOSTRO

El manejo del calostro es simplemente el factor mas importante que determina la
supervivencia y salud del ternero.

Un exitoso programa del manejo del calostro requiere que se le ofrezca al ternero un
volumen suficiente de calostro, limpio, de alta calidad en sus primeras horas de vida.

Se sabe que el calostro puede ser un importante vector para muchas enfermedades
causadas por patégenos, como Mycobacterium avium paratuberculosis (el
organismo que causa la enfermedad de Johnes), Salmonella, Mycoplasma, Listeria,
E. coli y otros (Dominguez 1997; Stabel 2004). Para reducir el riesgo de infecciones
en los terneros recién nacidos con calostros contaminados puede realizar la
pasteurizacion del calostro previo alimentar al ternero.

Las distintas bacterias presentes en el calostro pueden afectar la absorcion de I1G a
nivel intestinal y causar enfermedades a terneros (James et al., 1981). Por este
motivo se debe tener particular cuidado en recolectar y manipular calostro en
recipientes limpios y desinfectados, para minimizar la contaminacion bacteriana. Es
recomendable que el calostro tenga un recuento bacteriano total menor a 100.000
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unidades formadoras de colonias (UFC) por ml, y un recuento total de coliformes
menor a 10.000 unidades formadoras de colonias por ml (McGuirk et al., 2004).

El calostro se debe refrigerar a 4°C o menos o congelar no mas alla de 1 hora luego
de obtenido (Godden et al., 2009).

2.5 PASTEURIZACION

La pasteurizacion es un método donde se expone el liquido a elevada temperatura
por un periodo de tiempo con el fin de reducir la contaminacion de bacterias.

Pasteurizacion no es esterilizacion, la leche pasteurizada contiene cierto nivel de
bacterias.

Hay dos tipos de pasteurizacion en la leche segun Quigley (2003) una a altas
temperaturas por corto tiempo (HTST) 72°C por 15 segundos y otra donde la leche
se calienta a 63°C por 30 minutos. El problema es que si se aplican estos tipos de
pasteurizacion al calostro hay destruccion de proteinas especialmente Ia
inmunoglobulina. Godden et al., (2003) reporté que con la pasteurizacion a 63°C por
30 minutos se redujo la IgG en un promedio de 26,2%.

Meylan et al., (1995) también vio una reduccién de IgG en mas de un 12% en
calostros pasteurizados.

Segun un estudio realizado por Gonzalez et al., 2014 la pasteurizacion de calostro
bovino a 60° por 60 min redujo la cantidad de bacterias presentes en el calostro sin
afectar la transferencia de inmunidad (Cuadro 3).

Cuadro 3. Carga bacteriana en muestras de calostro antes y después de la
pasteurizacion (Gonzalez et al., 2014).

Coliformes Totales Coliformes Fecales

UFC 100ml- UFC 100ml-

Lote de

pasteurizacion Antes Después Antes Después

1 167 2 163 0

2 250 0 112 1

3 12 6 8 0

4 37 4 16 1

5 83 5 4 3
Significancia P<0,01 P <0,01

Otro trabajo realizado por Elizondo-Salazar y Heinrich (2009) concluye que la
pasterizacion a 60 °C por 30 min reduce la concentracion de bacterias y preserva la
concentracion de IgG, y que ademas el calostro con alta concentracion de bacterias
no interfirié en la absorcion de 1gG.
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Algunos de los patdogenos que pueden estar presentes en el calostro, ya sea
provenientes de la glandula mamaria o de la contaminacion en el manejo de este y
que pueden ser transmitidos a las terneras incluyen: Mycobacterium avium spp,
Mycobacterium Paratuberculosis, Salmonella spp, Micoplasma spp, Listeria
monocytogens, Campylobacter spp., Mycobacterium bovis y Escherichia coli
(Dominguez 1997; Stabel 2004).

Stabel (2001) determiné que la pasteurizacion del calostro fue efectiva para la
destruccion del M. paratuberculosis, pero redujo en un 25% las IG.

Segun Godden et al. (2006), donde muestras de calostro contaminadas fueron
pasteurizadas a 60°C por 120 min, determiné que Mycoplasma bovis, E.coli, L.
monocytogens y Salmonella enteritidis no fueron detectadas después de 30 min de
pasteurizacion.

Muchos de los estudios utilizan la IgG como indicador molecular para determinar el
grado de dafio que causa la pasteurizacion. Sin embargo, hay otras proteinas en el
calostro que pueden ser dafnadas al ser expuestas al calor. Estudios alemanes
(Steinbach et al., 1981) reportan que el calentamiento del calostro a 55° C por 30
min no afecta la IgG ni la IgM; sin embargo, calentando a 60°C por 10 min reduce
dramaticamente la IgM.
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3. HIPOTESIS

La pasteurizacién a 60 °C, durante 60 minutos, disminuye el recuento bacteriano en
el calostro y no afecta la transferencia pasiva de inmunidad a los terneros.

4. OBJETIVOS
41 Objetivo General

Estudiar la carga bacteriana del calostro antes y después del proceso de
pasteurizacion y posteriormente evaluar la transferencia de inmunidad de los
terneros alimentados con el mismo.

4.2 Objetivos especificos:

o Estudiar el proceso de pasteurizacion del calostro a través del recuento de
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por ml de calostro, antes y después de la
pasteurizacion a 60°C durante 60 minutos.

o Evaluar el proceso de calostrado en los terneros a través de la medicidon de
las proteinas totales en el suero sanguineo.
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5. MATERIALES Y METODOS
El protocolo experimental fue aprobado por la Comisién de Experimentacion y Uso
de Animales de la Facultad de Veterinaria (CEUAFVET-401).

5.1 Lugar fisico de desarrollo del trabajo

El trabajo de campo se llevo a cabo en el establecimiento lechero “La Magdalena”
en el Departamento de Rio Negro, Ruta 25, Km 16.

Los analisis de metabolitos sanguineos se desarrollaron en el Laboratorio de
Endocrinologia y Metabolismo Animal De Facultad de Veterinaria, Sede Paysandu,
EEMAC.

El recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) de las muestras de calostro
se realizd en el Laboratorio Regional Noroeste de la DILAVE “Miguel C. Rubino”.

5.2 Disefo experimental, animales y periodo experimental

Los partos en el establecimiento ocurrieron en un periodo que fue desde febrero
hasta agosto del afio 2015. Para este ensayo se incluyeron 80 terneros. Se realizd
una guardia de partos, vigilando la posible ocurrencia de partos distécicos y
separando los terneros inmediatamente luego del nacimiento, para evitar de este
modo que el ternero ingiriera calostro directamente desde la madre. Se identificaron
los terneros y se registraron el numero de la madre y el numero del ternero.

Los terneros nacidos fueron distribuidos al azar en dos tratamientos que
consistieron en:

o Calostro Pasteurizado (CP): administracion de pool de calostro
pasteurizado a 60°C durante 60 min.

o Calostro No Pasteurizado (CNP): administracion de pool de calostro no
pasteurizado.

Cada tratamiento incluyé 40 terneros de la raza Holando, machos y hembras (fueron
aproximadamente 50% machos y 50% hembras indiferentemente en cada
tratamiento).

Previo al suministro de calostro se extrajo una muestra de sangre desde la vena
yugular. Las muestras fueron obtenidas en tubos sin anticoagulante. Una vez
formado el coagulo, se centrifugaron a 3000RPM y el suero sanguineo fue
conservado a -20°C hasta posterior analisis. Este procedimiento se volvié a realizar
a los 3 - 4 dias de nacido. Por lo que se obtuvieron dos muestras de sangre de cada
ternero en el ensayo, una previo calostrado, y otra a los 3-4 dias de vida. Los sueros
congelados se enviaron a laboratorio para posterior analisis.

Se alimentaron los terneros via mamadera, o sonda gastrica si era necesario, con
un pool de calostro colectado bajo medidas protocolares, con dos tomas de 2 litros
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cada una. La primera administracion se realizo antes de las 2 horas de nacido y una
segunda antes de las 12 horas de nacido.

El calostro utilizado se comenzo6 a colectar desde el dia cero, tomando como dia
cero el primer dia que comenzaron a parir. De esta manera se obtuvo un pool de
calostro pasteurizado y sin pasteurizar de calidad para cuando se comenzaran a
obtener los terneros del ensayo. Se determind la calidad del calostro utilizando
calostrometro, estandarizando la temperatura del calostro a 20°C para realizar las
mediciones. Solo se utilizaban los calostros con lecturas de densidad relativa
mayores a 1.046.

Se almacenaron en botellas de 2 litros identificadas pasteurizadas y no
pasteurizadas para ser utilizadas a lo largo del ensayo. Estas se descongelaron a
bafo maria a 35°C.

5.3 Manejo preparto del establecimiento

Con respecto a las vacas gestantes en el establecimiento se realiza un periodo seco
de 60 dias. En los ultimos 20 a 30 dias de gestacion las vacas se apartan y pasan a
estar en potreros a la vista del personal, donde ademas comienzan a ingerir una
dieta balanceada preparto con sales aniénicas y heno de avena ad libitum. En el
periodo preparto, las vacas son vigiladas durante las 24 hs del dia.

5.4 Sistema de crianza de terneros del establecimiento

El sistema de crianza utilizado en el establecimiento es a estaca individual durante
los primeros diez dias de vida y luego los terneros pasan a un sistema de crianza
colectiva.

Los terneros son identificados al momento del parto y llevados a la estaca, donde
tienen sombra. El calostrado de los terneros se realiza de acuerdo con lo
mencionado en el item anterior. Luego del calostrado, se le comienza a dar 5L de
leche pasteurizada, administrada en dos tomas diarias. A medida que pasan los
dias, se va aumentando progresivamente el volumen hasta llegar a los 8L diarios
(en dos administraciones) por ternero.

A los 10 dias aproximadamente se colocan en corrales colectivos en lotes de entre
10 y 15 terneros de la misma edad y tamano, la leche se da en bateas y se
administra racion y fardo de paja ad libitum. La cria se realiza hasta los 90 dias o
hasta los 120 Kg. Luego se continua solo a fardo de alfalfa y racién por un tiempo
aproximado de 2 meses.

5.5 Recoleccién del calostro y pasteurizaciéon

Para la pasteurizacion y distribucion de la leche en el establecimiento se utiliza un
pasteurizador “H & L Milk taxi 3.0” autopropulsado con dosificador automatico, de
260 | de capacidad. Este pasteuriza la leche a 65 °C por 35 minutos y luego por
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programacion, calienta la leche a 37°C para alimentar los terneros a la hora
deseada.

Para el ensayo se utilizd este pasteurizador para realizar la pasteurizacion a 60°C
por 60 minutos. Por recomendaciones del fabricante, no se puede colocar calostro
directamente en el tanque del pasteurizador, por lo que se colocd el calostro
obtenido en botellas descartables de 2 litros y se realiz6 la pasteurizacion en el bafio
maria.

Las vacas y vaquillonas paridas en el dia se llevan al ordefie, en la fosa se
identifican y se les revisan los primeros chorros de leche para detectar mastitis o
sangre. Las vacas o vaquillonas con estas afecciones quedaron fuera del ensayo.
Solo se utilizé el calostro que a simple vista fuera de calidad aceptable. Luego se
ordefd el calostro en tachos de 40 litros previamente desinfectados con acido per
acético al 5 %.

De este pool de calostro se obtuvo una muestra para determinar calidad a través de
calostrometro. Se estandarizé la temperatura a 20°C para efectuar la lectura. Solo
se utilizd el calostro con lecturas mayor a 1046. De esta manera se obtuvo el
calostro para ser utilizado en el ensayo. Una vez determinada su calidad se tomo
una muestra para ser enviada refrigerada a laboratorio para analizar recuento
bacteriano. Luego de la pasteurizacion se volviéo a tomar muestra para ser enviada
refrigerada a laboratorio para analizar recuento bacteriano. En total se enviaron a
laboratorio 26 muestras de calostro para ser analizadas.

El calostro pasteurizado y sin pasteurizar se almacend en botellas de 2 litros a -
20°C, identificados y con fecha.

Todo el calostro que se administrd, se descongelé a bafo maria a 35°C, para no
dafar los componentes de este.

De las muestras enviadas al laboratorio de calostro pasteurizado y sin pasteurizar,
se determind la carga bacteriana por recuento de bacterias viables en placa
(Mandigan et al., 2003). La misma se determind, por la siembra en superficie de
placas de Agar para recuento bacteriano (Plate Agar Count, OXOID) de diluciones
sucesivas en base 10. Se realizaron diluciones de 1/10 a 1/10000 por duplicado se
siembran 0,1ml de las diferentes muestras de calostro en las placas del Agar para
recuento, utilizando aquella que presentan un conteo entre 30 y 300 UFC, el numero
de estas se multiplicaron por 10 y luego por el factor de dilucién para determinar la
carga bacteriana en 1ml del calostro.

5.6 Determinaciones en suero sanguineo

En las muestras de suero sanguineo se analizé la concentracion de proteinas
totales y albumina en el equipo Vitalab Selectra 2, del Laboratorio de Endocrinologia
y Metabolismo Animal de Facultad de Veterinaria, Sede Paysandu, EEMAC. Se
utilizaron los kits reactivos del laboratorio Wiener Lab Albumina AA y Proteinas
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Totales AA. Como control se utilizé el control del mismo laboratorio (Standatrol S-E
2 niveles). El coeficiente intra e inter-ensayo fue menor a 5%. La concentraciéon de
globulinas se estimé restando la concentracion de proteinas totales, Ia
concentracion de albumina.

5.7 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el paquete estadistico del SAS (versién 9.2
2008). Se analizé la concentracion de proteinas totales, albumina y globulinas, antes
y después del calostrado, considerando estas variables como repetidas en el
tiempo. Se utilizd6 un modelo mixto, que incluyé como efectos fijos el tratamiento y el
momento de extraccién de sangre (antes y después del calostrado). El calostro fue
evaluado utilizando un modelo binominal, con o sin pasteurizacién. El nivel de
significancia fue p<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Recuento bacteriano
La pasteurizacion del calostro redujo el recuento bacteriano total (p< 0,0001). En el
cuadro 4 se presenta el recuento bacteriano total promedio del calostro pasteurizado

y sin pasteurizar de un total de 26 muestras.

Cuadro 4: Recuento bacteriano total del calostro pasteurizado y sin pasteurizar

TRATAMIENTO RECUENTO
BACTERIANO TOTAL
(UFC/mL)

PASTEURIZADO 17142 b

NO PASTEURIZADO 1550962 a

Letras distintas indican diferencia significativa entre los tratamientos.

6.2 Evaluacion del proceso del calostrado

6.2.1 Concentracion de proteinas totales

El tratamiento de pasteurizacién no afectd la concentracion de proteinas totales en
el suero de los terneros calostrados (p=0,31). La concentracion de proteinas totales
fue afectada por el momento de extracciéon de la muestra (p< 0,0001), es decir hubo
menor concentracion de proteinas totales precalostrado con relacion a la
concentracion el dia 4 de vida.

De las muestras enviadas al laboratorio se determiné la proporcion de terneros que
después de calostrados llegaron a tener una concentracion de proteinas totales >5,0
g/L. De los terneros alimentados con calostro sin pasteurizar un 80% de estos
estuvo por encima de 50 g/L de proteinas totales y un 96% de los terneros
alimentados con calostro pasteurizado superé los 50 g/L de proteinas totales.

Un 43% de las muestras de suero de los terneros estuvo entre 45-55g/L de
proteinas totales en las muestras tomadas previo calostrado y un 43 % estuvo entre
40 g/L-45¢/L y el resto entre 30-40g/L de proteinas totales.

En el cuadro 5 se presenta la concentracién media de las proteinas totales de los
sueros de los terneros.
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Cuadro 5. Concentracién de proteinas totales en suero de terneros calostrados con
calostro pasteurizado o no.

PROTEINAS TOTALES (g/L)

TRATAMIENTO PRECALOSTRADO POST CALOSTRADO
PASTEURIZADO 50+2 b 62+2 a
NO PASTEURIZADO 48+1 b 61+1 a

Letras distintas indican diferencia significativa (p < 0,05) entre las columnas

6.2.2 Concentracion de Globulinas

El tratamiento no afect6 la concentracion de globulinas en el suero de los terneros
calostrados (Cuadro 6) y tampoco hubo interaccion entre tratamiento*momento (p=
0,83). La concentracién de globulinas fue afectada por el momento de extraccién de
la muestra (p<0,0001), es decir hubo menor concentracion de globulina
precalostrado con relacion a la concentracion el dia 4 de vida.

Cuadro 6. Concentracion de globulinas (g/L) en suero de terneros

Globulinas (g/L)

TRATAMIENTO PRECALOSTRADO POST
CALOSTRADO

PASTEURIZADO 21£1b 34+1 a

NO PASTEURIZADO 201 b 33+1 a

Letras distintas indican diferencia significativa (p < 0,05) entre las columnas

6.2.3 Concentracion de albumina
La pasteurizacion no afectd la concentracion de albumina en los terneros (p=0,89)
(Cuadro 7) y tampoco hubo efecto del momento (p=0,42) de extraccion de la

muestra de sangre.

Cuadro 7. Concentracion de albumina (g/L) en el suero de los terneros

Albumina (g/L)

TRATAMIENTO PRECALOSTRADO POST CALOSTRADO
PASTEURIZADO 28+1 a 28,41 a
NO PASTEURIZADO 28+0,5 a 28,3+0,5 a

Letras distintas indican diferencia significativa entre las columnas
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7. DISCUSION

El resultado observado en este trabajo con relacién a la carga bacteriana en el
calostro después del proceso de pasteurizacion, indican una reduccion significativa
en el numero de bacterias presentes en el mismo y esta disminucién puede influir en
una mayor absorcion de Ig. Las bacterias presentes en el calostro pueden unirse a
los receptores no especificos en los enterocitos de los terneros recién nacidos, por
lo tanto, la reduccion del numero de receptores disponibles para la absorcién de Ig
disminuye (Staley et al., 1985). Ademas, se pueden unir a las Ig libres en el lumen
intestinal o bloquear directamente la entrada y el transporte de las moléculas de Ig a
través de las células epiteliales intestinales, interfiriendo por tanto en la absorcion
pasiva de Ig del calostro (James et al., 1981).

Si bien en este trabajo no se identificaron las bacterias presentes en el calostro, es
de suma importancia el efecto que tiene la pasteurizacion del calostro para el control
de las enfermedades por el mismo trasmitidas. Como es sabido, algunos de los
patdégenos que pueden estar presentes en el calostro y pueden ser transmitidos a
los terneros por esta via son Mycobacterium avium paratuberculosis, Mycobacterium
bovis, Salmonella spp, Mycoplasma spp, Listeria monocytogenes, E. Coli,
Campylobacter spp y otros (Dominguez 1997; Stabel 2004; Stewart et al., 2005;
Godden et al., 2006; McMartin 2006). La pasteurizacion del calostro y
posteriormente de la leche, es una de las medidas de control para controlar estas
enfermedades. En los tambos del Uruguay donde prevalece algunas de estas
enfermedades es de suma importancia la utilizacion de esta herramienta para evitar
gue estos microorganismos lleguen al ternero por via oral.

Ademas del control de las bacterias patogenas, la reduccion del recuento bacteriano
permite contar con un calostro de mejor calidad. En este trabajo se demostré que el
calostro sin pasteurizar contenia un alto recuento bacteriano. Es recomendable que
el calostro tenga un recuento bacteriano total menor a 100.000 UFC por ml, y un
recuento total de coliformes menor a 10.000 UFC por ml (McGuirk et al., 2004). En
este trabajo el calostro pasteurizado obtuvo 1714+1,7 UFC/ml vs. 155096+1,5
UFC/ml (no pasteurizado), por lo que la pasteurizacion a 60 °C por 60 minutos dio
un buen resultado. Gonzalez et al. (2014) determinaron también, que la
pasteurizacion a 60°C por 60 minutos disminuyo el recuento de coliformes totales y
coliformes fecales a una p=0,05 y no afectd la transferencia de inmunidad.

Johnson et al. (2007) estudi6é la pasteurizacion 60° por 60 minutos y obtuvo los
mismos resultados en donde se obtuvo una reduccion del recuento bacteriano v,
ademas, las proteinas totales evaluadas en el suero del ternero no se vieron
afectadas por el tratamiento térmico, asi como tampoco se vieron afectadas la IgA,
IgM, vitamina A, vitamina E, colesterol.
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En este trabajo el calostro pasteurizado si bien contenia un recuento bacteriano
significativamente menor al no pasteurizado, igual contenia determinada carga
bacteriana. Esto nos determina que ese calostro pasteurizado debe ser utilizado
inmediatamente, o almacenado en frio, para evitar la multiplicacién de bacterias que
puedan afectar la calidad de este. En este sentido, segun Stewart et al. (2005), el
primer punto de control para obtener calostro con baja carga bacteriana es prevenir
la contaminacion durante el ordefo, almacenamiento y proceso de alimentacion.
Ademas del tratamiento térmico, la refrigeracién, congelacién y el uso de
preservantes como el sorbato de potasio en el calostro fresco previenen la
proliferacion bacteriana. Obteniendo calostros con menor carga bacteriana mediante
buenas practicas de manejo e higiene y determinando la calidad de este mediante la
utilizacion de un calostrometro, se podra determinar que calostro se puede utilizar
para alimentar a los terneros y a su vez generar banco de calostro

El calostrometro permite estimar la calidad del calostro basado en la densidad de
este. Los calostros con una densidad superior a los 1035 ya son considerados
buenos segun Fleenor y Stott (1980) y calostros de 1055 o mas, son excelentes.

Una vez pasteurizado el calostro se puede congelar y almacenar, hasta por un afo,
sin que pierda actividad o disminuya el contenido de |G (Davis y Drackley 1998).

La utilizacion de este calostro es de suma importancia para los terneros recién
nacidos ya que estos nacen agamaglobulinemicos y la transferencia de inmunidad
pasiva determinara la salud y supervivencia del ternero en sus primeros 15 dias
(Robinson et al., 1988; Faber et al., 2005). Los terneros a pesar de no tener IG al
nacimiento son inmunocompetentes y producen aproximadamente 1gr de IgG1 por
dia endégenamente, el cual solo comienza a ser una defensa para el organismo
después de 15 dias de vida (Devery et al., 1979). A los 2 - 3 dias de nacidos se
puede realizar analisis con refractdmetro para evaluar la transferencia de inmunidad
pasiva en el ternero

La relacién entre la proteina total del suero y la IgG cambia con la edad por lo que
las mediciones se realizan en terneros de mas de un dia de nacidos y menos de 3
dias de vida para asegurar que haya ocurrido la absorcion de IgG en el intestino del
ternero (Quigley 1999). Debido a que las IG constituyen una gran proporcién de las
proteinas en el suero del ternero neonato y la concentracion de proteinas que no
son inmunoglobulinas en el suero del ternero son relativamente constantes, él
refractbmetro provee una representacion cercana de la concentracién de
inmunoglobulinas séricas (Calloway et al., 2002). Estos ultimos autores establecen
que valores mayores a 5 o 5,2 g/dl tienen una exitosa transferencia de inmunidad
pasiva. Terneros con proteina sérica entre 5,0 y 5,4 g/dl se consideran con una
transferencia incompleta de inmunidad pasiva y terneros con <5,0 g/dl una
incompleta transferencia (Quigley, 1999). Por lo que el refractometro es una
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herramienta que se puede utilizar a nivel de campo facil, rapida y precisa, para
evaluar si se esta logrando una buena transferencia de inmunidad pasiva.

Los resultados de este trabajo brindan informacion con respecto al calostro
pasteurizado a 60° por 60 minutos, este tratamiento tiene un efecto en cuanto a la
reduccién de bacterias en el calostro (recuento bacteriano total p< 0.0001) sin
afectar la concentracion de proteinas totales en el suero de los terneros. La
concentracion de globulinas en el suero de los terneros alimentados con calostro
pasteurizado no se vio afectada. Al evaluar la concentracidon de proteinas totales en
los terneros recién nacidos previo calostrado se puede observar que un 43 % de
estos presentaron niveles de proteinas totales que estuvieron entre el rango de 40
g/l-45g/l y un 43 % estuvo en el rango de 45 g/I-50 g/l. Mientras que el resto
presentd niveles entre 30 g/I-40 g/l. Se puede observar un porcentaje de terneros
que esta en un rango de concentracion de proteinas totales muy cercano al 6ptimo
de lo requerido por una exitosa inmunidad. Esto puede ser un punto de partida para
un futuro estudio y evaluar si factores del preparto pueden brindar un mejor estado
de salud al ternero al momento del parto.

Luego de utilizar el calostro pasteurizado, es muy importante continuar su crianza
con leche pasteurizada para prevenir enfermedades entéricas (Stewart et al., 2005).
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8. CONCLUSIONES

El proceso de pasteurizacion a 60°C durante 60 minutos del calostro redujo el
recuento de Unidades Formadoras de Colonias por ml de calostro.

El calostrado en los terneros alimentados con calostro pasteurizado a 60°C durante
60 minutos no afectd la transferencia pasiva de proteinas totales ni globulinas
evaluadas en el suero sanguineo de los terneros.
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