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3 RESUMEN

El control y la prevencion efectiva de procesos infecciosos en las becerras de
reemplazo se hace mediante el ofrecimiento de calostro de buena calidad y con
carga microbiologica baja, esto tiene mucha importancia debido a que un calostro
con alta carga microbiologica puede degradarse mas rapido y poseer metabolitos
dafiinos para el ternero provocandole el sindrome diarreico, disminuyendo con ello
la cantidad de inmunoglobulinas absorbidas y la inmunidad pasiva adquirida por la
becerra sera bajo, siendo esta mas susceptible a enfermar y morir. En el presente
trabajo se analizo la carga microbioldgica existente en calostro pasteurizado y sin
pasteurizar proveniente de establos de la region Sureste de Torredn, Coahuila, con
la finalidad de determinar las diferencias existentes entre la pasteurizacion y la no
pasteurizacion. Para la pasteurizacién se utilizo una temperatura de 60°C por un
tiempo de 60 minutos y un enfriamiento a 15 °C, se analizaron mediante: Numero
Mas Probable para Coliformes, aislamiento de coliformes fecales, conteo en placa,
aislamiento de Staphylococcus aureus, aislamiento de Salmonellassp. Y Shigella
ssp. Obteniéndose como resultado una menor carga microbiolégica en el calostro

pasteurizado.

Palabras clave: Calostro, Carga microbioldgica, Pasteurizacion.
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4 INTRODUCCION

El calostro es la primer secrecién de la glandula mamaria de los mamiferos al
momento del parto, este producto contiene mas nutrientes e inmunoglobulinas que
la leche y es de gran importancia en los bovinos neonatos debido a que nacen con
una inmunidad deprimida y de baja especificidad (Godden, 2008; McGrath, et al.,
2016). Esto debido a que la comunicacién entre la vacay el feto durante la gestacion
esta muy limitada a causa del tipo de placentacion (epiteliocorial), la cual impide el
paso de moléculas como inmunoglobulinas, importantes enla funcién de neutralizar
antigenos especificos como lo son bacterias, parasitos y virus por mencionar
algunos (Barrington y Parish, 2001).

El calostro se contamina facilmente con microorganismos ambientales, estos
pueden producir distintas patologias dependiendo de los patégenos presentes y
pudiendo ocasionar la muerte del neonato, lo cual es de suma importancia porque
una vaca puede tener una cria por afio y ademas este neonato puede ser un
reemplazo futuro (Beam, etal., 2009; Fecteau, et al., 2002; Razzaque, et al., 2009).

Es por esto que se hace necesaria la utilizacion de técnicas que minimicen la
interaccion de microorganismos patdégenos con el calostro y el becerro, ademas de
permitir su almacenamiento para usos futuros (ArgQello, et al., 2003; Elizondo-
Salazar y Heinrichs, 2009). La pasteurizacion fue un método desarrollado para
disminuir la cantidad de microorganismos presentes en los alimentos,
posteriormente este método se uso en la produccion animal con el fin de disminuir
la mortalidad en terneros y aumentar la vida Util del producto al almacenarle en
refrigeracion, congelacion o adicion de preservadores (Stewart, et al., 2005;
Saalfeld, et al., 2013).

Este método tiene algunos inconvenientes, debido a que se requiere de equipo
especial y porque disminuyen la cantidad de algunos nutrientes como lo es el agua
y las inmunoglobulinas del calostro (McMartin, et al., 2006). Por ello es de suma
importancia colectar calostros de buena calidad, ademas de realizar analisis
microbiolégicos del calostro antes de pasteurizar y después de pasteurizar con el
fin de establecer cuales calostros tendran que ser pasteurizados, aunado a esto
determinar cuales son los patdégenos presentes y que medidas de intervencién se
emplearan (Godden, et al., 2003). En el presente trabajo se analizaran,
determinaran y compararan las cargas microbiolégicas obtenidas de calostros
pasteurizados y sin pasteurizar.



5 HIPOTESIS

Las cargas microbiolégicas del calostro disminuyen considerablemente con la
pasteurizacion.



6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

e Demostrar que la pasteurizacién disminuye considerablemente las cargas
microbioldgicas presentes en el calostro crudo.

6.2 Objetivos Especificos

e Determinar la carga microbioldgica del calostro crudo utilizando la técnicas
NMP de coliformes, Cuenta de mesofilos aerobios, Aislamiento de coliformes
fecales, Aislamiento de: Salmonella ssp., Shigella ssp. y Sthapylococcus
aureus sp.

e Determinar la carga microbiolégica de calostro tratado térmicamente a 60°C
por 60 minutos; utilizando las mismas técnicas descritas en calostro crudo.

e Comparar las cargas microbiolégicas obtenidas del experimento con las
encontradas por algunos investigadores.



7 REVISION DE LITERATURA

7.1 SISTEMAINMUNE DEL BOVINO

7.1.1 Inmunidad de la glandula mamaria

La glandula mamaria tiene un sistema de defensa complejo el cual consiste en dos
categorias: una inmunidad innata o no especifica y una inmunidad celular o
especifica. (Sordillo, et al., 1997). La primer categoria implica la defensa de la
glandula mamaria mediante dos niveles: el primero implica las barreras naturales y
sustancias producidas por la glandula mamaria que actian como un blindaje frente
a los microorganismos y el segundo es la intervencién de células inmunes no
especificas (Tizard, 2009).

Las barreras naturales son la primera linea de defensa del organismo y entre estas
se encuentran: la piel, esfinter del pezon, glandulas cebaceas, glandulas
sudoriparas Y la lisozima (Sordillo, et al., 1997; Abbas, et al., 2008). La piel mediante
la queratina en sus células y el reemplazo constante de estas células impide: el
paso de microorganismos y su proliferacion desmedida, ademas de tener una
microbiota que impide una multiplicacion desmedida de ciertos microorganismos
(Tizard, 2009). El esfinter del pezon presenta un recubrimiento de células
queratinizadas, que similar a la piel impide la entrada y reproduccion desmedida de
microorganismos y demas agentes patdégenos, normalmente este esfinter se
mantiene en contraccién y Unicamente se relaja cuando hay estimulos que
desencadenan la descarga de oxitocina y otras hormonas, una vez finalizado este
estimulo se contrae incompletamente el esfinter y conforme aumenta la frecuencia
de los estimulos pierde parte de su contraccién, por lo cual se acumula una
sustancia rica en proteinas y carbohidratos que funcionan como tapon, la principal
via de entrada de microorganismos a la glandula mamaria es a traves del esfinter
del pezon (Sordillo, et al., 1997; Tizard, 2009; Trigo, 1998; Pereyra, et al., 2014).
Las Glandulas sebaceas producen acidos grasos como palmitoléico, miristico y
linoleico con funcién bacteriostatica al disminuir el pH del medio y funcionar como
una barrera o inmovilizador, las glandulas sudoriparas segregan agua y cloruro de
sodio, que también disminuyen el pH del medio y ademas alteran el equilibrio
osmoético de las bacterias que tengan contacto con el sudor (Abbas, et al., 2008;
Barrington, et al.,, 2001; Tizard, 2009). La lisozima destruye la unién de los
proteoglicanos de la pared de las bacterias y permite una presentacion mas rapida
a células fagociticas (Reiter, 1978; Sousa, et al., 2014).

Las patologias que se desarrollan en la glandula mamaria tienen tres vias de
entrada: una via sistémica, por laceracién a la ubre y por el conducto del pezén
(Trigo, 1998).



Una vez los patdégenos atraviesan la primer barrera de defensa, se enfrentaran a la
segunda barrera de defensa que consiste en: compuestos quimicos antimicrobianos
y células (Sordillo, et al., 1997; Tizard, 2009). Los compuestos antimicrobianos son:
lactoferrina, lactoperoxidasa, lisozima y citosinas (Sordillo, et al., 1997; Sousa, et
al., 2014). la lactoferrina es una proteina con afinidad al hierro, su funcién es
secuestrar al hierro evitando su uso por las bacterias participando de esta manera
con la lisozima permitiendo la debilitacion de bacterias hierro dependientes y facilita
la fagocitosis, La lactoperoxidasa es una enzima que por medio de un complejo
llamado “Sistema lactoperoxidasa-tiocianato-peroxido de hidrogeno” permite la
formacion de peroxido de hidrogeno el cual es bacteriostatico para gram positivos y
bactericida para gram negativos. En cuanto a las células presentes se mencionan:
los macrofagos, neutrofilos, células NK y células epiteliales, al conteo en conjunto
en leche de estas células se les llama: Conteo de células somaticas (SCC), y su
valor de referencia es: menor o igual a 100 000 células por ml de leche, un valor
superior a este se toma como sospechoso a mastitis (Hernandez y Bedolla). La
forma en la que se atraen las células inmunitarias es por el contacto de toxinas
elaboradas por las bacterias y también por la colonizacién de las células presentes
en la glandula mamaria, con lo que induce la liberacién de mediadores quimicos
que atraen a la primera linea leucocitaria. Los macrofagos son células que se
encargan de la fagocitosis de microorganismos y también presentan los antigenos
de los patdgenos capturados por medio del complejo mayor de histocompatibilidad
en su membrana para que sean reconocidos por los linfocitos, los neutrofilos son
células meramente fagociticas, las células NK son linfocitos que participan en la
inmunidad innata y son activados a partir de sefales quimicas como la IL-2 y MHC-
1 para ejercer la funcion de inducir la apoptosis de células infectadas o dafiadas por
patdgenos y eliminar células cancerigenas (Elizondo-Salazar, et al., 2007; Sordillo,
et al., 1997; Steele, et al., 1997; Tizard, 2009; Wolter, etal., 2004).

La segunda categoria o especifica consta de: Linfocitos B y T, hay que mencionar
gue estas células tienen interaccidn con algunas sustancias y células de la categoria
anterior para poder ejercer su accion, en general tienen el fin de establecer una
inmunidad especifica y la cual aumenta cuando se hacen mas desafios (Tizard,
2009; Abbas, et al., 2008; Gutiérrez, 2010). Los linfocitos T se clasifican en 2: afy
los linfocitos yd, Los linfocitos ap aunque se parecen mucho, tienen receptores en
membrana que permiten su clasificacion llamado cluster de diferenciacién (CD) por
lo cual se diferencian en: Linfocitos T CD4+ los cuales elaboran y liberan citosinas
cuando hay antigenos presentados por el complejo mayor de histocompatibilidad I
por parte de los macrofagos (Tizard, 2009). Los linfocitos T CD8+ se encuentran en
mayor proporcion en la glandula mamaria a comparacion de las células CD4+, estas
se clasifican en supresores y citotoxicos (Abbas, et al., 2008). Los linfocitos T-
citotoxicos se encargan de la eliminacion de células propias alteradas por medio de



la presentacion con el MHC I; los linfocitos T-supresores se encargan de evitar que
la respuesta inmune sea exagerada, con el fin de evitar lo mas posible el dafio al
propio organismo (Hernandez y Bedolla, 2008). (Sordillo, et al., 1997) Menciona que
Los linfocitos y& tienen funcion citotoxica en el epitelio del parénquima mamario
actuando frente a las células epiteliales alteradas, impidiendo la proliferacion de
células cancerosas Y la reproduccion de microorganismos en células dafadas.

Los linfocitos B se pueden dividir en dos tipos celulares durante una respuesta
inmune, los cuales son: células plasmaticas y células de memoria. Las células
plasmaticas estan encargadas de producir inmunoglobulinas las cuales neutralizan
a los patégenos adhiriéndose a sus receptores de membrana, evitando que estos
se puedan replicar o adherir a sus células blanco y permitir que la fagocitosis por
los neutrofilos sea mas efectiva (Gutiérrez, 2010). Los linfocitos B de memoria son
celulas que sobrevivieron después de una respuesta inmune y que tienen alta
afinidad por determinado antigeno, estas tendrdn la funcion de generar una
memoria de los antigenos del patégeno que invadié en un momento dado para
poderle enfrentar en un proximo ataque (Abbas, et al., 2008; Hammitt, et al., 2008;
Wolter, et al., 2004).

La glandula mamaria es altamente susceptible a infecciones cuando: hay una
deficiente nutricion y alimentacion ya que determinados nutrientes como las
proteinas en la dieta y los minerales tienen un importante papel en las respuestas
inmunitarias, un claro ejemplo son los minerales como el selenio el cual disminuye
el dafio a la celula por parte de los radicales libres y peroxidasas de células
fagociticas y el estrés continuo tiene un efecto inmunosupresor porque hay una
liberacién continua de corticosteroides (Wolter, et al., 2004).

La gestacion de la vaca tiene una duracion de 280 dias en promedio y se divide en
3 etapas: la etapa del cigoto, la etapa embrionaria y la etapa fetal (Lenis, 2014).

La etapa del cigoto comprende desde la fertilizacién hasta la implantacion del
embrion al epitelio uterino en el dia 35, el embrion produce el Interferon tau (IFNT)
entre los 10 y 21 dias con el fin de impedir que se reinicie el ciclo estral (Galina y
Valencia, 2008).

La etapa embrionaria comprende desde la implantacion a el inicio de la
mineralizacion del hueso frontal del feto en el dia 45, en esta etapa ocurre la
hematopoyesis embrionaria hepatica en la cual hay diferenciacion celular de la
célula madre pluripotencial a los precursores de leucocitos: monoblasto (monocito),
prolinfocito (linfocito B, T y NK) y los promielocitos b, n, y e (basofilo, neutrofilo,
eosinofilo) (Kénig y Liebich, 2011).



La etapa fetal comprende desde el dia 45 de gestacion hasta la expulsion, en la
vida fetal tardia ocurre la migracién de la medula 6sea a el bazo y timo de los
precursores de los leucocitos con el fin de diferenciarse a linfocitos B y T
respectivamente con el fin de que sean células Utiles y no reaccionen alas del propio
organismo, a los 90 dias de gestacion hay actividad bactericida por parte de los
neutrofilos y hay actividad del complemento y a los 125 dias hay un desarrollo
completo del sistemainmune y es capaz de responder inmunolégicamente pero aun
es poco competente (Ver figura 7.1.2) (Trigo, 1998; Barrington y Parish, 2001;
Tizard, 2009).
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Figura 7.1.2.1 Desarrollo del sistema inmune del ternero durante la gestacidon, extraida
de (Tizard, 2009).

El becerro neonato nace con una inmunidad desarrollada, pero con deficiente
especificidad o por decirlo “virgen” debido a que sus linfocitos B no han sido
sensibilizados para la produccion de anticuerpos, por ello el becerro al nacer
depende de los anticuerpos y células inmunes provenientes del calostro (Tizard,
2009), otra causa por la cual el ternero es dependiente del calostro es porque
cuando se desencadena el parto, el feto debe de enviar sefales a la madre para
gque se desencadene una compleja interaccion hormonal que involucra el aumento
excesivo de esteroides en el ternero, la disminucién de progesterona y el aumento
de prostaglandinas y estrogenos en la madre, con ello se origina el parto, la
secrecion y expulsion del calostro (Galina y Valencia, 2008). Los esteroides
(cortisol) son hormonas que a dosis excesivas 0 exposiciones continuas provocan



una disminucién de la respuesta inmunitaria o la deprimen, exponiendo al individuo
para que los patdogenos causen un dafio colectivo irreparable o provocando la
muerte del individuo (Barrington y Parish, 2001; Sumano y Ocampo, 2006; Tizard,
2009).

Para que las inmunoglobulinas sean utiles deben de llegar inalteradas al intestino
del ternero, el abomaso en las primeras horas de vida tiene una secrecién baja de
pepsina por lo cual no se desnaturaliza gran parte de las inmunoglobulinas
(Barrington y Parish, 2001). Para que se absorban los anticuerpos a través del
intestino, deben de expresarse los receptores FCRn sobre las células del epitelio
intestinal, estos transportan mediante endocitosis a las inmunoglobulinas las cuales
transitaran por los vasos quiliferos y capilares para después entrar a circulacion
general (Laegreid, et al., 2002; Tizard, 2009). Estos receptores van agotandose
conforme pasan las horas y el motivo planteado por (Tizard, 2009) es porque van
madurando las células epiteliales y pierden la capacidad de expresar el receptor.

7.2 EL CALOSTROBOVINO

7.2.1 Contenido nutricional y caracteristicas

Sel le conoce como calostro a la primer secrecion de la glandula mamaria al
momento del parto y es la primer fuente nutricional para el ternero, tiene un color
amarillo a rojizo, contiene caracteristicamente wuna alta concentracion de
inmunoglobulinas y de nutrientes a comparacién de la leche, este producto
disminuye inmediatamente después del parto hasta el dia tres post-parto o los seis
ordefios en el cual ya se considera leche (Ver tabla 7.2.1) (McGrath, et al., 2016;
Dos-Santos, et al.,, 2017). El calostro contiene una alta concentracion de
carbohidratos, proteinas, grasas, minerales, vitaminas asi como células y moléculas
que tienen participacién en la inmunidad pasiva adquirida y el desarrollo del ternero
al ser alimentado con calostro (Gonzalez, 2015; Saalfeld, et al., 2013).



Cuadro 7.2.1.1 Composicidn del calostro en los primeros 6 ordefios y leche.

Calostro (numero de ordefios post-parto)

Valor 1 2 3 4 5 6 Leche
Gravedad especifica 1.056 1.04 1.035 1.033 1.033 ... 1.032
Ph 6.32 6.32 633 6.34 633 ... 6.5
Solidos totales (%) 239 179 141 139 136 ... 12.9
Grasa (%) 6.7 54 39 44 43 .. 4
Proteina total (%) 14 84 51 42 41 .. 3.1
Caseina (%) 4.8 43 38 32 29 29 2.5
Albumina (%) 0.9 11 09 07 04 04 0.5
Inmunoglobulinas (%) 6 42 24 0.09
lgG (g/100ml) 3.2 25 15 0.06
NPN (% del total) 8 7 83 41 39 4 4.9
Lactosa (%) 2.7 39 44 46 47 .. 5
Ceniza (%) 111 095 087 082 081 ... 0.74
Ca (%) 026 0.15 0.15 0.15 0.15 0.18 0.13
Mg (%) 04 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 o0.01
K (%) 0.14 0.13 0.14 0.15 0.14 0.17 0.15
Na (%) 0.07 0.05 0.05 0.05 0.05 0.07 0.04
Cl (%) 0.12 01 01 01 01 01 o0.07
Zn(mg/100 ml) 1.22 .. 062 .. 041 .. 0.3
Mn (mg/100 ml) 0.02 ... 001 .. 001 .. 0.004
Fe (mg/100 g) 0.2 0.05
Cu (mg/100 g) 0.06 0.01
Co (ug/100 g) 0.5 . 0.1
Vitamina A (ug/100 ml) 295 190 113 76 74 74 34
Vitamina D (lU/g grasa) .89-1.81 ... 041
Vitamina E (ug/g grasa) 84 76 56 44 31 15
Tiamina (ug/ml) 0.58 ... 059 ... 059 .. 0.38
Riboflavina (ug/ml) 4.83 271 185 18 176 1.73 147
Acido nicétinico (ug/ml) 74-97 ... .. 0.8
Acido pantotenico (ug/ml) 1.73 ... 32 ... 39 .. 382
Biotina (ug/100 ml) 1-2.7 2
Cianocobalamina (ug/100 ml) 4.9 .. 25 24 .. 0.6
Acido folico (ug/100ml) 0.8 .. 02 ... 01 .. 0.2
Colina (mg/ml) 0.7 0.34 0.23 0.19 0.16 0.15 0.13
Acido ascorbico (mg/100 ml) 2.5 .. 23 .. 2 2.2

Tomada de (Foleyy Otterby, 1978).

Los carbohidratos contenidos en el calostro tienen la caracteristica de proveer de
glucosa rapidamente al organismo al ser degradados por enzimas, la glucosa es el
carbohidrato mas importante para el organismo debido a que provee de energia a
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las células para que realicen sus funciones (NRC, 2001). En cuanto a contenido de
carbohidratos, la lactosa es el carbohidrato que se encuentra en menor
concentracion (aproximadamente el 1.6%), la menor cantidad de este carbohidrato
en el calostro hace que contenga menor cantidad de agua y se haga mas viscoso,
y lo contrario cuando hay mas lactosa (Kehoe, et al., 2007; McGrath, et al., 2016).

La proteina al someterse a accidén enzimatica proporciona los aminoacidos, los
cuales cumplen la funcién de formar parte de: acidos nucleicos, hormonas y
proteinas estructurales por mencionar algunas, ademas el calostro tiene una alta
cantidad de caseina e inmunoglobulinas (Abbas, et al., 2008). La lactoferrina en una
glicoproteina que captura hierro, con lo que se impide que este elemento sea usado
por algunas bacterias para realizar sus procesos metabdlicos, su concentracion es
mas alta en el calostro teniendo valores de 1.5 a 5 mg/ml (McGrath, etal., 2016). El
complemento es un sistema que participa en la respuesta inmune innata y adquirida,
este impiden la proliferacion bacteriana (Tizard, 2009). Las inmunoglobulinas deben
de llegar al intestino inalteradas para que puedan ser Utiles, por ello en las primeras
24 horas la secrecién de acido clorhidrico es baja y la proteina que se coagula es la
caseina (Longenbach y Henrichs, 1998)

Otros componentes: el calostro ademas de contener nutrientes y moléculas del
sistema inmune, contiene factores de crecimiento los cuales permiten que ocurra
una maduracion mas rapida del tracto gastrointestinal con lo cual habra un aumento
en la secreciéon de enzimas, ya que al nacer carece de muchas enzimas (Obsérvese
la tabla 7.2.1.2) (NRC, 2001; McGrath, et al., 2016; Longenbach y Henrichs, 1998).
El calostro también contiene una alta cantidad de enzimas entre las que destacan:
la lactoperoxidasa que permite la oxidacion de iones de tiocianato en presencia de
peroxido de hidrégeno, estos iones oxidados son los que tienen un efecto inhibidor
en el crecimiento microbiano (Gutiérrez, 2010). La lisozima es otra enzima que
participa de forma indirecta en el sistema inmune innato, debido a que degrada los
peptidoglicanos de la pared celular de los microorganismos y permite que sea mas
rapidamente fagocitada por las células inmunitarias (Reiter, 1978; Godson, et al.,
2003). También hay enzimas que intervienen en la absorcion de inmunoglobulinas,
estas enzimas estdn en altas cantidades en el calostro y disminuyen
considerablemente en la leche, entre estas enzimas se encuentran: ao2-
macroglobulina, a2- antiplasmina y la tripsina inhibidora del plasma bovino,
aproximadamente alas dos semanas post-parto estas enzimas tienen valores bajos
y estables (McGrath, etal.,2016). Las citocinas son parte importante de la respuesta
inmunitaria ya que son las encargadas de enviar sefiales quimicas entre las células
para que estas realizen una accion, entre las citocinas que se encuentran en mas
proporcion en el calostro que en la leche se encuentran: IL-1(3, IL-6, IL-1, TNF-a y
INF-y (Reiter, 1978).
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Cuadro 7.2.1.2 Componentes del calostro bovino
Componentes bioactivos del calostro

. ) . Factores de crecimiento
Factores antimicrobianos  Nutrientes y

hormonas
) Factor de crecimiento
Inmunoglobulinas Grasa Lo
insulinico 'y i
Lisozima Lactosa Factor de crecimiento
epidérmico
Lactoferrina Proteinas Factor de crecimiento
transformador B
Lactoperoxidasa Vitaminas Hormona de crecimiento
Citocinas Minerales Insulina

Tomada de (Godson, et al., 2003).

Los minerales contenidos en el calostro son en mayor cantidad si lo comparamos
con los encontrados en la leche, pero su funcion mas importante a parte de proveer
los minerales necesarios para el organismo, es la estimulacién de la expulsion del
meconio, que es el primer excremento del neonato el cual contiene secreciones y
recubrimientos celulares muertos de los Organos del tracto gastrointestinal
(Barrington y Parish, 2001; Kehoe, et al., 2007).

Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) son moléculas de glicoproteinas producidas
en altas cantidades por los linfocitos B diferenciados, denominados células
plasmaticas (Tizard, 2009). Estas moléculas cumplen la funciéon de defender al
organismo de patdégenos; mediante la captacion, neutralizacion de su accién y
opsonisacion (Abbas, et al., 2008). Las inmunoglobulinas se componen de 2 pares
de cadenas llamadas: cadenas ligeras y cadenas pesadas, la unién de estas dos
cadenas esta hecha por puentes disulfuro que dan origen a una molécula que se
asemeja a una “Y”, en donde se encuentra la zona variable o “Fab” ubicada después
de la bifurcacion hacia los extremos, en este lugar se une el antigéno; en la porcién
restante se localiza la zona constante y no tiene actividad para unirse a antigenos
(Ver figura 7.2.2) (Gutiérrez, 2010).
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Figura 7.2.2.1 Estructura general de las inmunoglobulinas, extraida de (Gutiérrez,
2010).

Existen 3 tipos de inmunoglobulinas presentes en el calostro bovino: IgG, IgM e IgA
(Ver figura 7.2.2.2) (Korhonen, et al.,, 2000). La IgG es una inmunoglobulina
predominante y pequefia que es transportada hacia la glandula mamaria y circula
principalmente a través de la sangre, participando rapidamente en procesos
inflamatorios debido a la facilidad que tiene para extravasarse (Barrington, et al.,
2001); la IgM es la segunda mas producida y al igual que la IgG se encuentra en
sangre, tiene la caracteristica de tener 5 o 6 inmunoglobulinas unidas en forma de
circulo, siendo esta grande lo cual le dificulta llegar a sitios con inflamacién aguda,
tiene la peculiaridad a ser mas eficiente que la IgG porque hay mas zonas para
captura de antigenos (Tizard, 2009; Weaver, et al., 2000). En cuanto a la IgA, es un
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anticuerpo de baja produccion y se localiza principalmente en secreciones y
epitelios, no puede opsonizar ni activar la via clasica del complemento, esta
inmunoglobulina se une a un receptor de inmunoglobulina polimérica o componente
secretor para ser transportada a su lugar de accion sin que sea afectada por las
enzimas proteasas, a esta union se le conoce como igA secretora y puede unirse a
la IgM (Foley y Otterby, 1978; Korhonen, et al., 2000; Tizard, 2009).

IgM

Blsagra
B
<

V@ ,o
ﬁ:“% ‘3"{,‘;’ :

Figura 7.2.2.2 Estructura tridimensional de las inmunoglobulinas séricas, tomada de
(Gutiérrez, 2010).

Existen distintas variables que afectan la cantidad de Ig’s presentes en suero como
lo son: periodo de tiempo entre el nacimiento y primer alimentacion, calidad del
calostro, volumen suministrado, peso al nacimiento, sexo del ternero, pero en
especial la cantidad de receptores FCRn que existen en el intestino ya que cumplen
un importante rol en la absorciéon de los anticuerpos (Laegreid, et al., 2002;
Mohammad, et al., 2012). El receptor FcRn se localiza en la superficie de las células
epiteliales de la glandula mamaria e intestino (Tizard, 2009).

(Mayer, et al., 2005) menciona que este receptor es una molécula de clase Id del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH), formada por una cadena a
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emparejada con una [2- microglobulina; Una vez unidas las inmunoglobulinas a esta
molécula se inicia su transporte por endocitosis hacia los vasos quiliferos y
finalmente a los capilares sanguineos para ser transportadas por el sistema
circulatorio, en el caso de rumiantes todas las inmunoglobulinas son absorbidas a
excepcion de la IgM y A unida a su componente secretor, esta molécula también
hace la funcién de reciclaje de anticuerpos en la glandula mamaria. (Zhang, et al.,
2009; Laegreid, et al., 2002) Mencionan que el gen que codifica a la cadena a es
conocido como FCGRT (encoding the FcRn Heavy Chain) y se conocen 7 alotipos
de rumiantes relacionados con el bovino, de los cuales 2 tienen importancia por la
relacion existente entre las inmunoglobulinas presentes en el calostro y los niveles
de anticuerpos séricos del ternero, el alotipo 2 esta relacionado con niveles séricos
de inmunoglobulinas en el ternero después del calostreo y el alotipo 3 que esta
relacionado con la falla en la transferencia de inmunidad pasiva.

La seleccion de un calostro de buena a excelente calidad es sumamente importante,
ya que con ello se proveera de una mejor defensa al ternero y por consecuente se
disminuira la tasa de mortalidad (Wells, et al., 1996; Jacks y Glantz, 1970). En un
estudio realizado por (Al-Alo, et al., 2018) donde comparo la interaccién entre la
cantidad de anticuerpos séricos que tiene la madre con los delternero y como afecto
a la calidad del calostro y la presentacion de diarrea en los terneros
respectivamente; encontrando que no hay relacion entre anticuerpos especificos
para E. coliy la aparicién de diarrea, con ello se sugiere que la diarrea aparece con
la ausencia o baja cantidad de microorganismos que hagan competencia, células y
factores del sistema inmune presentes en el calostro. Para (Ravinovitz, etal., 2012)
los anticuerpos especificos si tienen funcionalidad frente al patdgeno dirigido,
aunque también hay que tener en cuenta el aumento en la cantidad de lactoferrina
y otros componentes inmunes en el calostro.

En los estudios realizados ganado holstein se ha demostrado la relacion existente
entre el numero de partos y la calidad del calostro, asi como la proporcion de solidos
e lg's en los 5 dias post parto, en los resultados se encontré que entre el tercer y
quinto parto el calostro contiene mas proteina y el porcentaje de lactosa declina
poco a poco a partir del tercer parto (Kume y Tanabe, 1993; Foley y Otterby, 1978).
(Muller y Ellinger, 1981) coinciden con estos resultados, aunque ellos lo realizaron
en 5 razas: Holstein, Brown swiss, Guernsey, Ayrshire y Jersey, del cual obtuvieron
que la raza Jersey fue la que produjo calostro de mejor calidad (9.04%) y la que
produjo de menor calidad fue la Guernsey (6.31%), al momento de alimentar a los
teneros con el calostro se hizo claro que existi6é mas mortalidad de los terneros de
Guernsey (18.2%). Con estos resultados se afirma que la raza del bovino influye
sobre la calidad de calostro y leche, asi como también que el calostro proveniente
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de una vaca multipara es mas Util para un ternero porque es de mejor calidad y por
existir mas variedad antigénica a comparacion de un calostro de vaca primipara
(Godson, et al., 2003; Lorenz, et al., 2011).

Otro efecto con alto impacto son los dias de periodo seco el cual se recomienda sea
de 42 dias (Weaver, et al., 2000; Maunsell, 2014). Tal es el caso de (Verweij y
Eisenberg, 2014) que colectaron 16 muestras de calostro proveniente de vacas con
periodo seco (PS) y 17 muestras de vacas con lactancia continua (LC), obteniendo
como resultado que la concentracién de IgG en vacas PS fue de 41.5 g/L mientras
que en vacas LC tenian 24.9 g/L.

La nutricién en la vaca durante el periodo seco y la transicion no tiene algun efecto
negativo notable, ya que (Nowak, et al., 2012) hicieron un experimento en el que
aplicaron dos tipos de dieta en los cuales las variables fueron la cantidad de energia
y proteina desde los 56 a 8 dias antes del parto, la dieta con alta cantidad de energia
(AE) no tuvo diferencias en la cantidad de inmunoglobulinas a excepcion de la IgA,
en cuanto a la ganancia diaria de peso del ternero hasta los 21 dias, los terneros de
vacas AE demostraron una ganancia de 296 gramos/dia mientras que los
provenientes de vacas con baja cantidad de energia (BE) tuvieron una ganancia de
165 gramos/dia de peso, los demas parametros no tuvieron diferencia.

Las altas temperaturas provocan una condicion de estrés que afecta la calidad del
calostro, condicién corporal y contenido de solidos en la consecuente lactacion
(Bernabucci, et al., 2013). (Nardone, et al., 1997) Demostro el efecto del estrés
caldrico con 12 vaquillas que fueron alojadas en dos grupos de 6 animales: grupo
confort (GC) y grupo Estrés (GE), en cuanto a las demas variables fueron
homogéneas (condicién corporal, alimentacion y edad al primer parto), al finalizar el
experimento se encontr6 que el volumen de calostro no tuvo diferencias entre los
grupos, sin embargo en cuanto a la calidad si se mostraron cambios significativos
en la cantidad de IgG, IgA, caseina y lactoglobulina. (West, 2003) Menciona que
estos cambios en la composicién son a causa de un ajuste fisioldgico al reto, entre
estos cambios se encuentra el aumento de esteroides, disminucion de
triyodotironina y ala observacién las vacas presentan un bajo consumo de alimento,
disminucion de actividad, desesperacién por sombra y flujo de aire, aumento de
frecuencia respiratoria, ingesta de agua y transpiracion; estas alteraciones son la
causa de la baja calidad del calostro y baja produccion lactea. (Avendafio-Reyes,
et al., 2006) comparo el efecto producido por refrescar a las vacas y no refrescarlas
dejandolas sufrir de estrés térmico en baja california, este experimento afirmo lo
anteriormente planteado, aunque agrego que las vacas que no sufrian de estrés
termico obtuvieron mejores resultados en: kg de produccion lactea dia (2.25 kg
extras), grasa lactea (49 g/dia extras), Dias abiertos (15.8 dias menos) y numero de
servicios para concepcion (0.5 servicios menos), esto se ve reflejado en una
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produccion mas rentable debido a tres situaciones: aumento de produccion por
lactacién, optimizacion del parametro partos por afio y disminucion de el numero de
servicios para darse una gestacion. Por ello (Avendafno-Reyes, etal., 2010) sometio
a comparacion tres tratamientos para refrescar a las vacas con el mismo producto
pero en diferente cantidad de tiempo empleado, los grupos que hizo fueron:Control
(refrescadas Unicamente después del ordefio a las 0500 y 1700 horas; con un total
de 1 hora al dia), AM(refrescadas después de la ordefia y a las 1100 horas; con un
total de 2 horas al dia), PM (refrescadas antes de la ordefia y a las 2300 horas; con
un total de 2 horas al dia) y AM+PM (refrescadas antes del ordefio y 1100 asi como
a las 2300 horas; con un total de 3 horas al dia); el dispositivo para refrigerar eran
ventiladores con aspersores, obtuvo que el tratamiento AM/PM tuvo los mejores
resultados en produccion de leche (21.1 kg/dia), cantidad de grasa en leche (34.6
g/kg) y energia en leche (13.6 mcal/d). Con esto queda claro que la prevencion de
el estrés caldrico en la vaca beneficia en la rentabilidad del negocio que es una
mayor produccion lactea (Pragna, etal., 2017; Mellado, et al., 2017).

El calostro como ya se menciond es rico en nutrientes y componentes bioactivos
gue se secretan en altas cantidades solo una vez en la lactancia, por ello lo ideal es
almacenarla para su uso futuro por si ocurre: un evento de escaces, produccion de
calostros de mala calidad y vacas con enfermedades cronicas como tuberculosis
(Stewart, etal., 2005). Entre los tratamientos que se pueden utilizar para almacenar
el calostro se enlistan: refrigeracion, congelacion, conservacion por fermentacion,
adicion de preservadores industriales, empaque al vacio, pasteurizacion, adicion de
bacterias y liofilizacion (Klobasa, et al., 1998; Foley y Otterby, 1978). Para obtener
buenos resultados y garantizar una buena calidad de calostro después del
almacenaje, se recomienda una colecta aséptica del calostro ya sea tomada
directamente de la gldndula mamaria por persona o con maquinas ordefiadoras
exclusivas para tal fin y el almacenaje en recipientes de 2 litros para evitar la
contaminacion de todos los calostros almacenados (Fecteau, et al., 2002; McGuirk
y Collins, 2004). Mas adelante se describird a fondo la pasteurizacién.

La refrigeracién es un método que consiste en el almacenamiento en frigorificos a
temperaturas de entre 3 a 8°C, la ventaja es que no se altera el producto porque
disminuye el metabolismo de una gran variedad de microorganismos Y la facilidad
de conseguir el equipo, sin embargo en un experimento realizado con calostro de
cabra se demostré que el principal inconveniente es el tiempo, a los 91 dias
disminuyo la cantidad de IgG hasta un 24% vy la perdida mas alta se experimento a
los 30 dias con un 17%, esto se debe a que la proliferacion bacteriana fue lenta y
no eliminada (Argdello, et al., 2003).
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La segunda alternativa es congelar el calostro a una temperatura de -20 °C
permitiendo su uso a largo plazo (Klobasa, et al., 1998). (Holloway, et al., 2001)
Realizo un experimento en el cual suministro calostro fresco y calostro congelado a
terneros, sus resultados fueron 1734.3 mg/dL +/- 958.6 mg/dL y 2097 mg/dL +/-
681.7 mg/dL de igG en suero a las 48 horas respectivamente, esto indican que no
existid diferencia significativa, atribuyéndole el resultado a caracteristicas
individuales de los terneros y demostrando que no se alteran la calidad y cantidad
de los anticuerpos de el calostro.

La liofilizacién es un proceso que permite almacenar calostro por largos periodos de
tiempo, consiste en extraer la humedad presente del producto hasta un parametro
que impida la proliferacion bacteriana que es abajo del 16% de humedad, en un
experimento comparandolo con la congelacion se obtuvo que la liofilizacion no
disminuye la cantidad de ig's y tiene los mismos pardmetros que la congelacion
(Klobasa, et al.,, 1998). Sin embargo (Holloway, et al., 2002) menciona que el
calostro liofilizado no es una buena alternativa, ya que en un experimento que
realizo observo que terneros alimentados por primera vez con calostro fresco y
sustituto de calostro obtuvieron valores sanguineos a las 48 horas de 3, 350 mg/dL
y 643 mg/dL respectivamente. Para realizar calostro liofilizado se debe tener
controles estrictos ya que errores en la seleccion de vacas y coleccidon de calostro
puede resulta en la persistencia de patbgenos esporuladores o termo-resistentes en
el producto (Godden, et al., 2003).

Los conservadores son compuestos quimicos que retrasan o inhiben la proliferacion
de microorganismos, aunque para que efectivo y de larga duracién se recomienda
gue sea utilizado con otro método de conservacion (Stewart, et al., 2005). Entre los
principales conservadores se encuentran: acido acético, acido benzoico, &acido
propionico, sorbato de potasio, acido lactico (Foley y Otterby, 1978). (Mbuthia, et
al., 1997) trato calostro bovino con dos preservadores a dos concentraciones
diferentes cada uno: formaldehido (0.1% y 0.05%) y acido férmico (0.5% y 0.1%)
con la intencién de determinar el contenido de inmunoglobulina, analizandose cada
semana hasta completar los 28 dias a una temperatura de 28°C; obtuvo que el
calostro tratado con formaldehido no mostré reduccién significativa al final de las
cuatro semanas (perdida del 4.2% de IgG), mientras que el calostro tratado con
acido formico tuvo una reduccion significativa (perdida del 56.6% de IgG), con lo
cual demostr6 que el formaldehido preserva la cantidad de inmunoglobulinas y
caracteristicas palatables para el ternero, aunque no es recomendable su uso en
recién nacidos porque provoca envenenamiento.

La fermentacién es un proceso muy popular porque requiere bajo presupuesto y
facil de realizar, aunque para el ternero este producto resultante no es tan palatable,
existen dos tipos de fermentacién: la aerdbica y la anaerébica (Foley y Otterby,
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1978). La fermentacion anaerdbica o conocida como ensilaje de calostro consiste
en extraer todo el aire y permitir su fermentacién a la sombra a una temperatura de
37°C por un minimo de 21 dias eliminando a microorganismos como: S. aureus, S.
thyphimurium, S. enteriditis, M. bovis, L. interrogans, E. coli y B. abortus (Saalfeld,
et al., 2016). (Saalfeld, et al., 2013) En un experimento que consistio en fermentar
el calostro por 360 dias en 7 periodos de tiempo (dia: 0, 7, 14, 21, 30, 60, 90-360),
evaluando por cada periodos de tiempo la carga de microorganismos Yy algunas
caracteristicas quimicas presentes, obteniendo como resultado que los
microorganimos se encuentran ausentes en el ensilado de calostro a partir del dia
21 a excepcioén de Lactobacillus ssp. El cual aumenta hasta el dia 14 (5.7x108) y se
mantiene hasta el dia 90 ya que disminuye la cantidad a (2.3x10%) unidades
formadoras de colonias. Sin embargo (Saalfeeld, et al., 2014) aplicé el método para
determinar las cantidades de inmunoglobulinas tanto en el ensilaje como en el suero
del ternero a las 24 horas, como resultado obtuvo que para la primer alimentacién
con ensilaje de calostro y alimentacion ad libitum con la vaca tuvo valores de 1.68y
1.70 respectivamente en densitometria optica; con lo cual concluyo que la cantidad
de inmunoglobulinas presentes en suero de terneros y en calostro fermentado por
360 dias no es diferente a la alimentacion con calostro fresco.

En una investigacion realizada por (Foster, et al., 2016) sometio calostro bovino a
un procesamiento a alta presion en 6 unidades de tiempo, encontrando que las
poblaciones de Escherichia coli sp. y Salmonella enterica ssp. disminuyen a niveles
muy bajos o indetectables a los 45 minutos por 300 MPa de presion, asi como
también a los 15 y 20 minutos a 400 MPa, no siendo asi para la cuenta de mesofilos
aerobicos y Micobacterium avium sp. En los cuales no hubo diferencia significativa
entre los tratamientos y el control (P<0.05); la viscosidad aumento en todos los
tratamientos y el porcentaje aparente de absorcion de igG en los terneros fue mucho
menor a comparacion de la suministracion de calostro procesado por pasteurizacién
(P <0.001).

7.3 EL MANEJO EN EL RECIEN NACIDO

El manejo integral del recien nacido es crucial para su supervivencia y su
desempeiio futuro como vaca de ordefio o toro de engorde (Weaver, et al., 2000).
la intervencion en puntos como: volumen de calostro suministrado, frecuencia de
alimentacion, recopilacion de registros y reducir el tiempo a la primer toma de
calostro; disminuian la cantidad de terneros con falla en transferencia pasiva (9%) ,
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aumentaba la ganancia diaria de peso (0.06Kg/dia) en el primer mes,y despues de
36dias las terneras obtenian ganancias de 0.16 kg/dia sobre los valores que tenian
antes de la intervencion (Beam, et al., 2009; Elizondo-Salazar y Heinrichs, 2009;
Godden, 2008). (Gow, et al., 2005) Evaluaron la incidencia de diarreas en terneros
y el efecto que tenia el hacer un control estandarizado, observandose en el afio
despues de iniciado el experimento, una disminucion del 70% de animales a los que
se les aplico tratamiento y un 6% menos de bajas, indicando de esta manera un
ahorro en tratamientos innecesarios de hasta 6300 USD y un aumento en
supervivencia de terneros.

El manejo mas probleméatico en la maydria de establecimientos es el calostreo en
tiempo, volumen y calidad necesaria para el ternero, ya que influye directamente en
la supervivencia y desempeiio futuro (Razzaque, et al., 2009). Diversos autores
afirman que la toma de calostro debe realizarce en dos partes o hasta 3 partes,
afirmando que la primer toma se realice en las primeras tres horas de vida y la
segunda entre las cinco a doce horas de vida, el motivo de esta suministracién en
dos partes es por el volumen que puede albergar el abomaso el cual para (Lorenz,
et al., 2011; Chigerwe, et al., 2008) el optimo es de 3 litros, aunque para (Foster, et
al., 2016; Mellado, et al., 2017) es de maximo 4 litros. Un exceso parece favorecer
la presentacion de diarrea por la falta de formacion del coagulo o la regurgitacion y
el posible acumulo de calostro en los demas compartimentos provocando la
fermentacion de este y la posible muerte del ternero por timpanismo Yy proliferacion
bacteriana (Weaver, etal., 2000; Kehoe, et al., 2007).

El volumen vy la calidad de calostro suministrada es importante, ya que un calostro
de baja cantidad de inmunoglobulinas tendra como consecuencia un fallo en
transferencia pasiva al ser bajo los niveles séricos de anticuerpos en el ternero; un
calostro de buena calidad contiene valores superiores a 50 gramos de
inmunoglobulinas, la cantidad base de inmunoglobulinas a suministrar al ternero es
de 153 g de igG (Chigerwe, et al., 2008). EI método recomendado para determinar
la cantidad de igG presente en el calostro es mediante inmunodifusion radial debido
a su precision, aunque por ser caro y poco practico se puede sustituir principalmente
por refractometria 0 mediante un densimetro como otra opcion (Godden, et al.,
2003; Wilm, et al., 2018) . El densimetro calcula que tan denso es el producto, en
este caso el valor de referencia es 21.052 de gravedad especifica indica que el
calostro es de buena calidad con un aproximado de 50 g/L, este método no es tan
confiable debido a que la temperatura y la cantidad de agua que contiene el calostro
puede afectar el resultado (Foster, et al., 2016).

El método utilizado para suministrar el calostro es diferente entre los
establecimientos, existiendo tres metodos muy conocidos: suministracion por
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biberon, amamantamiento y por sonda esofagica; (Chigerwe, et al., 2008) indica que
el uso de la sonda esofagica es un método muy practico y que a diferencia del uso
de biberdén, permite el suministro de grandes volimenes en cortos periodos de
tiempo, en un experimento que realizo con 120 terneros machos demostré su
utiidad al obtener falla en transferencia pasiva Unicamente en el 17 % de los
terneros al ser alimentados mediante sonda con una cantidad suministrada de 2-4
litros de calostro con una concentracién de 50g/L de igG. En un estudio realizado
por (Besser, et al., 1991) comparo tres métodos de suministracion de calostro: uso
de tubo esofagico, alimentacion con biber6n y amamantamiento con la madre;
encontrando que el método de sondeaje esofagico tiene menor presencia de FTP
en los terneros a comparacion de la alimentacion con biber6n y amamantamiento,
obteniendo valores de 10.8%, 19.3% y 61.4% respectivamente. El método de
eleccion para la suministracion seria mediante sonda esofagica, aunque
actualmente por la cuestion de proteccion animal esta restringida en algunos
lugares, ademas de observarse que algunos terneros sufrian de timpanismo, el cual
era presumible a que se inhibia el reflejo de la gotera esofagica y el calostro era
depositado en rumen permitiendo su fermentacion y proliferaciébn bacteriana
(Besser, et al., 1991) (Chigerwe, et al., 2008).

El cuarto punto a tener en cuenta es valorar los niveles de igG en suero sanguineo
del ternero ya que con este valor tendremos una idea del éxito o del fracaso obtenido
durante el calostreo (Elizondo-Salazar y Alvarado, 2013). El nivel de
inmunoglobulina G recomendado en suero debe ser mayor a 1000 mg/dL mediante
inmunodifusion radial y mayor a 5.2 g/dL por refractometria, ambas muestras
tomadas a las 48 horas post nacimiento (Mellado, et al., 2017). Mientras que
(Chigerwe, et al., 2008) menciona que la toma de la muestra se realice a las 24
horas y es necesario que sean valores superiores a 5.5 g/dL, siendo este
equivalente a 1340 mg/dL de igG.

Las fallas mas comunes encontradas en los establos se resumen en el manejo del
recién nacido, y entre estas fallas se encuentra: calostreo en un tiempo superior a
las 6 horas post nacimiento, asi como el retardo en la segunda alimentacion ya que
la absorcién disminuye paulatinamente conforme pasa el tiempo y disminuyen los
receptores de absorcion (Tizard, 2009). La deficiente limpieza del equipo destinado
a el calostreo permite la proliferacién de microorganismos aumentando asi la carga
microbiana del calostro, facilita la transmision horizontal de enfermedades y su
presentacion en los terneros aunque tengan un buen nivel de inmunidad (Godden,
2008). La suministracién de un calostro con mala calidad es importante a tener en
cuenta debido a que con un calostro de baja calidad se requiere mas cantidad para
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obtener los valores 6ptimos de igG en suero, por lo tanto se tendria que suministrar
cantidades muy grandes de calostro que no serian toleradas por el ternero (Mellado,
et al., 2017). El invertir e intervenir en esta problematica tiene como ventaja una
produccion mas rentable para el productor, observandose una mejora significativa
en los ingresos (McGuirk y Collins, 2004)

7.4 TRASTORNOS COMUNES DEL TERNERO

La mayor parte de los problemas originados en el ternero es a causa de un mal
manejo y falta de atencidon hacia la vaca y su cria, como: las fallas de control
alimenticio en la gestacién tardia, falta de atencion a el momento de parto y por
consecuente alternero (Lorenz, et al., 2011). La alimentacién en la gestacién tardia
tiene alta importancia debido a que la suministracion de una dieta excesiva de
proteina y energia provoca un aumento de tamafio exagerado del ternero y también
aumenta la deposicion de grasa en la fosa iliaca, disminuyendo la luz del canal de
parto y favoreciendo la distocia (Nowak, et al., 2012; NRC, 2001). EIl principal
problema que ocurre durante la distocia es que el Utero llega a un estado de inercia
con el cual se facilita el paso de microorganismos hacia el medio uterino y ocurre
una proliferacion desmedida de microorganismos que pueden originar la muerte de
la vaca (Mekonnen y Moges, 2016). La duracién aproximada de la fase de expulsion
del ternero tarda de 30 minutos a 3 horas, durante este tiempo el ternero continta
recibiendo aporte sanguineo a través del cordon umbilical y una vez se corta esta
conexion entre ternero y las membranas fetales se altera la circulacion fetal a una
circulacion menor y una mayor provocando el cierre o atrofia de conexiones como
el foramen oval, conducto arterioso, conducto venoso de aracio y comienza a
reaccionar estornudando para eliminar la mayor cantidad posible de liquido
albergado en las estructuras del sistema respiratorio y dando una inhalacion que es
estimulada a partir de las catecolaminas y hormonas tiroideas, estas hormonas
inducen la produccion de surfactante para evitar el colapso alveolar y cuando la
sangre circula a través de los pulmones favorece la absorcion del liquido remanente
en los alveolos mediante la presién oncotica producida por las proteinas sanguineas
(Trigo, 1998; Campero, 1998).

La falta de atencion al momento del parto puede desencadenar en el ternero asfixia
y consecuentemente su muerte por acidosis metabdlica, hipoglucemia o por
hipotermia (Mee, et al., 2014). La asfixia se desencadena cuando se produce por la
ruptura del cordén umbilical o por la disminucién de la circulacion sanguinea a causa
de las prostaglandinas, los valores de oxigeno presentes en la sangre disminuyen
provocando hipoxia y con un aumento de la tension de CO2, normalmente ocurre
una hipoxia temporal que estimula la respiracion (Beam, et al., 2009; Ravary, 2009).
El problema es cuando esta hipoxia es prolongada porque el ternero presenta dafio
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al encéfalo y por lo tanto fallas motrices que le impiden alimentarse, ademas de
ingresar a una glucolisis anaerobia con la intencién de crear energia para el cuerpo
y se forma acido lactico de este ciclo que es el responsable de la acidosis metabdlica
y el causante de las fallas antes descritas (Ravary, 2009; Campero, 1998). La
hipoglucemia es un trastorno metabdlico ocasionado por una baja cantidad de
glucosa circulante, al nacer el ternero tiene valores de 50 a 60 mg/dL de glucosa las
cuales inmediatamente se elevan a 120 mg/dL, la glucosa es tomada a partir de
reservas de glucégeno en diferentes partes del cuerpo por medio de la
glucogenolisis y transformada a través del ciclo de Krebs para formar ATP, cuando
se agotan las reservas de glucégeno se inicia un proceso anabdlico denominado
gluconeogenesis que utiliza aminoacidos, glicerol, lactato y piruvato para formar
glucosa, seguido de el ciclo de krebs para formar ATP (NRC, 2001; Kasari, 1994a).
La hipoglucemia en el ternero esta relacionada con la alimentacion de la vaca
durante la gestacion tardia por la cantidad de reservas de glucégeno que formara el
feto para el periodo neonatal, entre otros factores que intervienen en el desarrollo
de la hipoglucemia como: la distocia, suministracion tardia de calostro y temperatura
ambiental fria (NRC, 2001; Ravary, 2009; Trigo, 1998). La hipotermia o temperatura
corporal anormal se clasifica en dos tipos; Primaria que es cuando el cuerpo tiene
dificultad para termoregularse debido a la accién ambiental y Secundaria en la cual
el cuerpo no puede regular su temperatura ya sea por enfermedad, lesion o
medicamentos (Celis y Arellano, 2009). Al nacer el ternero pasa por un cambio
drastico de temperatura ambiental que provoca la perdida de calor por: conveccion,
conduccion, radiaciony evaporacion; provocando la accion de temblar para generar
calor, disminuyendo sus reservas de glucégeno para sobrevivir, sumandole la falta
de suministracién de calostro a tiempo permite el uso de gran parte de las reservas
de glucégeno y también ingresa a una gluconeogenesis que es un proceso mas
demandante, favoreciendo la perdida de calor y agravandose el cuadro de
hipotermia con; Hemoconcentracion, alteraciones circulatorias, cese de los
temblores, acidosis metabdlica y supresion de la respuesta inmune (Byers, 2013;
Celis y Arellano, 2009).

La diarrea se define como un signo que se caracteriza por la evacuacion liquida y
frecuente que favorece la perdida de agua y electrolitos que participan activamente
en la homeostasis (Trigo, 1998). Hay cuatro mecanismos que intervienen en el
desarrollo de la diarrea que pueden intervenir por si solos o en conjunto, los cuales
son: Hipermotilidad, aumento de la permeabilidad, hipersecrecion y malaabsorcién
(Trigo, 1998).
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Las causas por las cuales se desarrolla la diarrea son variadas, involucrandose
desde microorganismos, virus, toxinas, alérgenos o nutrientes (Baquero, 2008;
Besser y Gay, 1985; Trigo, 1998). (Godson, et al., 2003) Menciona que la causa
mas comun por la cual un ternero sufre de diarrea es cuando se utiliza un
suplemento deficiente de caseina (no coagula) y que contiene carbohidratos
complejos (almidén, maltosa y sacarosa), debido a que el neonato tiene una
deficiente produccion enzimatica para la digestion de estos nutrientes, asi como la
inhibicion en la produccién de estas enzimas por alérgenos o antitripsinogenos
presentes en el producto. Aunque esto tiene gran relacion, los patbgenos como
bacterias, protozoarios, toxinas y virus, son la causa mas representativa del
desarrollo de la diarrea y la consecuente perdida neonatal (Campero, 1998). Entre
estos patdbgenos se encuentran mas comunmente involucrados: Escherichia colli
sp., Salmonella sp., Clostridium sp, Shigella sp., Staphylococcus aureus,
Coronavirus, Rotavirus, Calicivirus, Torovirus, Eimeria sp., Cryptosporidium sp.
(Cho y Yoon, 2014; Fecteau, et al., 2002). A la diarrea originada estos patdégenos
en forma conjunta se le conoce como sindrome diarreico neonatal, tiene gran
repercusion en la produccion tanto para engorde como para rendimiento futuro
(Beam, et al., 2009). El cuadro se presenta de forma rapida a partir del primer dia
hasta el dia 9 post-nacimiento, presentandose en la mayoria de terneros y en
especial en los individuos que tienen falla en la transferencia de inmunidad pasiva,
representa un evento con una morbilidad variable dependiente de varios factores
pero puede llegar a ser de un 70% y con una mortalidad de hasta el 57% (Cho y
Yoon, 2014). Los signos presentes en los terneros son: descargas diarreicas en sus
diferentes variantes desde mucoides hasta sanguinolentas, presencia de emesis,
puede existir fiebre, deshidratacién en sus diferentes grados y signos, postracion,
distension abdominal con fluido y gas en intestinos, debilidad y adenomegalia
(Baquero, 2008; Clive, 1965).El diagnostico se puede realizar de acuerdo a el tipo
de evacuacion, los signos presentes, la mortalidad existente y las anormalidades
encontradas en la necropsia; aunque se recomienda realizar estudios
coproparasitoscopicos, aislamientos bacterianos, antibiograma, PCR, ELISA e
histopatologia (Cho y Yoon, 2014). El tratamiento esta enfocado a controlar los
signos presentes eh instaurar un tratamiento profilactico con el fin de disminuir y
evitar complicaciones a causa de los metabolitos provocados por las bacterias; las
alternativas mas usadas son los antimicrobianos (Ver tabla 7.4.2), el uso de cultivos
bacterianos de Actinobacillus ssp. Y el carbén activado por via oral (Besser y Gay,
1985; Kasari, 1994b).

Cuadro 7.4.2.1 FArmacos antimicrobianos utiles en el sindrome diarreico del ternero
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Farmacos antimicrobianos

Farmaco gf;ri?ir/o) Dosis
Sulfas con trimetoprim - 15 mg/kg
Ampicilina -1+ 22 mg/kg
Amikacina - 6.6 mg/kg
Amoxicilina -1+ 4-7 mgl/kg
Enrofloxacina -1+ 2.5-5 mg/kg
Eritromicina + 44 mg/kg
Gentamicina - 2 mg/kg
Penicilina + 20 000- 50 000 Ul/kg

Tomada de (Kasari, 1994b).

Esta definido como la falla en la interaccion de los componentes de la triada
epidemioldgica, desencadenando un cuadro patolégico respiratorio en el que estan
involucrados virus, bacterias y hongos actuando en forma conjunta. Entre los
patdbgenos que interactian se encuentran: virus sincitial bovino, virus de la
rinotraqueitis, virus parainfluenza tipo 3, virus de diarrea viral bovina, Histophilus
somni, Pasteurella multocida, Manhemia haemolytica, Candida albicans y algunos
patdgenos secundarios como: Escherichia coli sp. y Salmonella spp. (Romero,
2010). El Bovino presenta caracteristicas estructurales especiales como: pulmones
pequefios en comparacion con la masa corporal, ausencia de angulo
traqueobronquial, menor presion para el intercambio gaseoso, baja bioactividad de
la lisozima; todos estos factores contribuyen a que el bovino sea susceptible a
enfermarse cuando se somete a ejercicio, cambios bruscos de temperatura
ambiental o desbalance en la microbiota residente de los pulmones (Ferraro, 2014).
El problema que representa el sindrome respiratorio bovino es debido a que cuando
ocurre una infeccidn primaria ocasionada por un virus, los mecanismos de defensa
se ven debilitados, y es ahi cuando las bacterias proliferan desmedidamentente
provocando una infeccion secundaria que en la mayoria de los casos es mortal
debido a la excesiva formacion de endotoxinas (Trigo, 1998). Los signos presentes
varian de acuerdo con los patdégenos involucrados, presentdndose en un inicio una
respiracion rapida y superficial presentandose después disnea, respiracién
dificultosa en casos avanzados mostrando extension del cuello entre los miembros
anteriores con la boca abierta, tos, expectoraciones turbias, halitosis, epifora,
mucosas congestivas que en estados avanzados se transforman en ciandticas,
fiebre, sequedad del morro, a la auscultacion pulmonar se puede apreciar
dependiendo del tipo de neumonia presente desde: sibilaciones, crepitaciones o
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presencia de fremitd (Ferraro, 2014). La metodologia diagnostica se basa en el
hallazgo de los signos clinicos y la forma en la que se presentan, ya que cuando
una infeccion viral es primaria hay presencia de una tos seca con produccion de
moco cristalino y cuando la infeccién primaria esta hecha por bacterias se presenta
fiebre con tos productiva y abundante moco verde, la realizacién de necropsias
permite especular cual fue el agente etioldgico involucrado de acuerdo alas lesiones
presentes en los puimones principalmente; para determinar la causa etiologica se
recomienda realizar: histopatologia, PCR, ensayos inmunohistoquimicos o el uso de
snap’s (Ferraro, 2014). El tratamiento y prevencion se centra en disminuir la causa
que provoca el sindrome para disminuir la mortalidad presente, aislamiento y
tratamiento con farmacos a animales graves o en inicio del cuadro respiratorio con
el fin de disminuir la contaminacion al hato por aerosoles, suministracion de
electrolitos en agua junto con expectorantes y mucoliticos; en cuanto a los farmacos
a utilizar, dependera del agente etioldgico involucrado aunque lo regular es que
estén involucrados organismos gram negativos, por ello entre los tratamientos con
antibioticos se recomienda el uso de tetraciclinas y macrolidos debido a su
farmacodinamia (Ver tabla 7.4.3) (Sumano y Ocampo, 2006; Plumb y Pharm, 2010).

Cuadro 7.4.3.1 Farmacos ttiles en patologias respiratorias provocadas por Manheimia
haemolityca.

Dosis/via de Espectro

) ., Frecuencia Observaciones
aplicacion (+-)

Farmaco

Farmaco de eleccion en
infecciones por Manheimia
Haemolytica, la mayoria de

macrolidos se acumulan
en los tejidos aumentando

su efectividad frente a las
bacterias, pueden
potenciarse efectos
indeseables al combinarse
con epinefrina.
Existen dos formulaciones:
Largay corta accion, tiene
Cetftiofur 1'1'§'§ rlrlc/?/kg 240/ 3d LA +/- efecto sobre
’ M.Haemolytica y P.
multocida.
Existen dos formulaciones:
Largay corta accion, el
antibiotico es utilizado por
24h/3d LA +/- los macrofagos
haciéndolos mas eficientes
para la eliminacion
bacteriana.

Tilmicosina 10 mg/kg SC 72h +/-

5-15 mg/kg

Oxitetraciclina SC, M
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Tomada de (Sumano y Ocampo, 2006).

7.5 PASTEURIZACION DEL CALOSTRO

El hallazgo de la pasteurizacion no fue realizado por cientificos celebres, debido a
gue en casa se realizaban estos procesos que sin saberlo tenian un alto impacto
sobre la carga microbidlogica de los alimentos, sin embargo Louis Pasteur fue el
primero en estandarizar un método denominado actualmente como “Pasteurizacion”
en el cual se establece una temperatura y un tiempo determinado para garantizar la
disminucion de la carga microbidlogica de los alimentos sin alterar bruscamente sus
caracteristicas organolépticas (Holsinger, et al., 1997).

Antes de pasteur existieron trabajos que fueron la base para su investigacion, entre
estos investigadores se encuentran: Wiliam Dewees en 1824 y Gail Borden en
1853, aunque la idea de ellos estaba bien planteada, Pasteur utilizo una temperatura
mas baja (50-60 °C) pero por mas tiempo en productos como la cerveza y vino,
observando que las caracteristicas organolépticas se preservaban (Westhoff, 1978).
El primer pasteurizador comercial fue realizado en 1882 por Albert Fesca, el cual
fue modificado posteriormente en 1884 por Fjord N.J. en dinamarca; desde
entonces la pasteurizacién se hizo una practica muy necesaria para alargar la vida
en anaquel de los alimentos. En cuanto a lo relacionado con el calostro, Ehrilich en
1892 observo que hay transferencia de inmunidad a través del calostro y fue el
primero en diferenciar la inmunidad pasiva de la activa, sin embargo Howe en 1921
adopto su idea en un estudi6 que realizo demostr6 que los anticuerpos
suministrados por el calostro eran absorbidos inalterados y que esta absorcion era
temporal (Silverstein, 1996). Fue con los hallazgos de: Spolverini ML. en 1920
cuando observo el uso terapéutico del calostro en el sindrome diarreico en nifios,
Sabin A. en 1939-1960 en sus ensayos para desarrollar la vacuna para la
poliomielitis utilizo los anticuerpos del calostro, Aschaffenburg en 1949 al someter a
tratamiento térmico el calostro para determinar las variaciones en el contenido
nutricional, Campbell y Peterson 1963 realizaron hiperinmunizaciones a las vacas
antes del parto frente a microorganismos especificos con el fin de utilizar el calostro
en las enfermedades provocadas por esos patdogenos (Holsinger, et al., 1997;
Aschaffenburg, et al., 1949; Balfour y Comline, 1962) .



27

Los métodos utilizados para la pasteurizacion son denominados: pasteurizacion
lenta, pasteurizacion rapida y pasteurizacion ultra rapida; cada uno de estos
métodos requiere de equipo en particular, utilizdndose dos tipos de pasteurizadores
gue son: tipo batch (lotes) y pasteurizaciéon en flujo continlo (Godden, et al., 2006).
El calostro se contamina facilmente al ser extraido de la glandula mamaria,
provocando en el ternero enfermedades digestivas o respiratorias de transmision
horizontal o vertical, entre los patbgenos de alta importancia se incluyen:
Mycoplasmassp., Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis, Escherichia coli sp.,
Salmonellassp., Listeria monocytogenes, Campylobacterssp. y Staphylococcus sp.
(Stabel, etal., 2004; Godden, et al., 2006). El motivo de esta preocupacion es debido
a que hay patdogenos que pueden transmitirse a los terneros provocando
enfermedades como Jhon’s que son complicadas de controlar, curar y que son una
zoonosis (Stabel, et al., 2004). Ademas de existir una teoria que menciona que los
patdbgenos presentes en el calostro alteran la absorcion de inmunoglobulinas
provocando una deficiente absorciony falla en la transferencia de inmunidad pasiva
(Godden, et al., 2006).

La pasteurizacion lenta consiste en someter el calostro a una temperatura de 60°C
por 60 minutos, no requiriendo equipo muy especializado, es accesible, las perdidas
de igG son de un 10%, baja presencia de microorganismos Yy baja probabilidad de
aglutinar o de hacerse viscoso; siendo un método excelente con el Unico
inconveniente que es el tiempo a emplear y el gasto de combustibles para mantener
el calor (Elizondo-Salazar, et al., 2010; Godden, 2008; McMartin, et al., 2006).
(Godden, et al., 2006) realizo un experimento en el que pasteurizo calostro de alta
calidad en lotes de 30 litros a 60°C a diferentes unidades de tiempo hasta los 120
minutos, para ello inoculo en cada lote: Mycoplasma bovis (108 cfu/ml), Listeria
monocytogenes (10 cfu/ml), Escherichia coli O157:H7 (108 cfu/ml), Salmonella
enteriditis (108 cfu/ml), Mycobacterium avium subesp. Paratuberculosis (Map; 103
cfu/ml); los resultados obtenidos demostraron que a partir de los 60 minutos hay
nula presencia de microorganismos a excepcion de Map, el cual es eliminado a
partir de los 90 minutos, en cuanto a la concentracién de igG se demostré que las
cantidades presentes de igG disminuyeron un 2 a 4 %, atribuyendo tal disminucién
a que el calostro contenia valores de 60.5 mg/ml de igG. Sin embargo (Johnson, et
al., 2007) encontré que el porcentaje de perdida de igG era de 7.3% aun siendo un
calostro de buena calidad con una concentracion de 76.2 mg/ml de igG. (Gelsinger,
et al., 2014) coincide también porque no encontré diferencias significativas entre la
cantidad de igG perdida en tres distintas calidades de calostro. Para (Gelsinger, et
al., 2015) el tratamiento termico a 60°C por 60 minutos es el ideal, porque encontro
que pasteurizar calostro a 60°C por 30 minutos no afecta la cantidad de igG
presente en el suero de los terneros, atribuyendo esto al efecto que tiene el
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tratamiento termico sobre la desnaturalizacion de algunas proteinas del calostro
facilitando la capturacion y transporte de las inmunoglobulinas al sistema

circulatorio.

La pasteurizacion rapida tiene mas inconvenientes si se compara con el método
lento y el ultrapasteurizado, este método permite la pasteurizacion de el calostro a
una temperatura de 63°C por un tiempo de 30 minutos (McMartin, et al., 2006).
Estos inconvenientes son principalmente debido a que la carga bacteriana
disminuye pocoy hay mas presencia de viscosidad en el calostro haciéndolo poco
apetecible por el ternero y facilitando la prevalencia de enfermedades (Elizondo-
Salazar, et al., 2010). Aunque para (Elizondo-Salazar y Heinrichs, 2009) no hay
alteracion de los valores de referencia en composicion del calostro (Ver tabla 7.5.2),
y existe una disminucion considerable de microorganismos.

Cuadro 7.5.2.1 Comparacion de la composicidn del calostro pasteurizado y crudo.
composicién del calostro pasteurizado y crudo

o
, T . o 3 & @2
Variable 2 I % @ g = Ca P Mg Na
) S = o )
o Q
Valor g/mL % % % % mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Calostro ) o3 600 6.27 14.2 282 427 021 018 004 0.06
crudo
Calostro

pasteurizado 1.063 6.1 6.33 158 29.5 436 0.22 019 0.04 0.07
60°C/30 Min

composicidn del calostro pasteurizado y crudo (continuacion)

V UA
(CRIVAN
JUA

Variable K Zn Fe Cu S

Valor mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg ug/g ug/g ug/g

Calostro 513 2003 <6 04 017 497 <01 17
crudo

Calostro

pasteurizado 0.13 22.25 <6 0.9 0.18 34 <0.1 9.73

60°C/30 Min

Tomada de (Elizondo-Salazar y Heinrichs, 2009).
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El método de ultra pasteurizacion o UHT permite procesar a altas temperaturas y
por un tiempo muy corto el producto, este tipo de procesamiento es continuo debido
a que la alta temperatura puede alterar rapidamente el contenido y solo ciertos
productos como los que tienen pH 4cido pueden ser aptos para este procesamiento,
tiene la caracteristica de no alterar la viscosidad del calostro y no se aglutinara
posterior al tratamiento (McMartin, et al., 2006; Godden, et al., 2003).

Se clasifica en dos tipos la pasteurizaciéon: Indirecta y directa; En el caso de la
indirecta el producto esta aislado de la fuente de calor permitiendo asi que esta
energia térmica sea reutilizada para mas procesamientos, no siendo asi con la
directa donde la fuente de calor es utilizada directamente sobre el producto
perdiéndose este calor el cual ya no se reutilizara. Para ambas variantes la
temperatura a la cual se somete el calostro es 72°C por un tiempo de 15 segundos
enfriandose inmediatamente a 4 °C terminado el tiempo (Godden, et al., 2006;
Stabel, et al., 2004). En una investigacion realizada por (Zagorska y Ciprovica, 2012)
en leche, demostr6 que este método de pasteurizaciéon disminuia: un 3% el
contenido de lisozima, 13.8 el contenido de igG, 6.3% de igA y un 16.9% el
contenido de igM; con ello se comprob6 la perdida de las inmunoglobulinas vy la
resistencia térmica de la lisozima, aunque a mayores temperaturas se eliminan
completamente estas proteinas antimicrobinas sin mencionar que el calostro se
aglutinara. (Stabel, et al., 2004) Demostré en una investigacion donde pasteurizo
calostro a 71.7 °C por 15 segundos que se eliminaba totalmente Mycobacterium
paratuberculosis, Salmonella ssp., Mycoplasma spp., independiente de la cantidad
inoculada del microorganismo.

Existen distintos factores que limitan la pasteurizacion del calostro, entre los que
estan: aumento de viscosidad, aglutinacién, caramelizacion y procesamiento de
volimenes grandes. La cantidad de calostro a pasteurizar influye en la carga
microbiologicay puede ocurrir una pasteurizacion parcial porque un volumen grande
requiere de mas movimiento y equipo especializado para que se pueda calentar
uniformemente y no provocar areas de calostro quemado o0 que no alcanzan la
temperatura deseada (Sousa 2014). La viscosidad aumenta cuando la temperatura
es alta y sostenida por un tiempo largo, esto es debido a la evaporacién del agua
presente en el calostro, en un estudio donde se evallo la viscosidad del calostro a
tres cantidades de temperatura y en tres unidades de tiempo, se determino que el
calostro sometido a una temperatura mayor de 57 °C en un tiempo mayor a 60
minutos favorecia la presencia de viscosidad, y esta viscosidad es rechazada por el
ternero al no ser palatable (Elizondo-Salazar, et al., 2010). La aglutinacién se
produce cuando el calostro es sometido a muy altas temperaturas en poco tiempo,
esto ocurre porque contiene cantidades muy elevadas de proteina, las cuales se
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desnaturalizan y por lo tanto aglutinan, ocurre algo similar cuando el calostro
contiene altas cargas microbiblogicas (Godden, et al., 2006; Mera, et al., 2017).

Para diversas investigaciones, el suministro de calostro tratado térmicamente
influye mejorando la absorcion de inmunoglobulinas y por consecuente
disminuyendo la incidencia de procesos patolégicos manteniendo una ganancia de
peso constante, que es lo mas importante para el productor (Donahue, et al., 2012;
Elizondo-Salazar, 2007). En un experimento realizado por (Gonzalez, et al., 2012)
en 40 terneros, evalud la influencia existente entre la suministracion de calostro
pasteurizado sobre parametros productivos como: altura a la cruz, ganancia diaria
de peso, porcentaje de teneros enfermos, diarreicos y con neumonia; encontrando
diferencias significativas en el porcentaje de eventos neumdnicos y de mortalidad
en terneros que se les suministro calostro pasteurizado. (Gelsinger, et al., 2015)
concuerda con los resultados del anterior autor, en su experimento evalud la
absorcion de igG en los terneros al darles calostro con alta y baja carga microbiana,
en calostro pasteurizado y sin pasteurizar; mencion6 que la pasteurizacion de
calostro no afecto la cantidad de igG absorbida por el ternero entre los tratamientos,
sin embargo si afecto la cantidad de bacterias presentes en el calostro, asi como la
duracién del sindrome diarreico y los eventos neumaonicos fueron menores en el
tratamiento térmico con baja carga microbiana. En otro estudio donde se comparo
la interaccion existente entre el uso de calostros de distintas calidades siendo
pasteurizado a 60°C por 30 minutos; se encontrd que los calostros de mediana a
alta calidad (50 a 100 mg de igG) son los mas aptos para la primer alimentar a los
terneros, ya que al ser pasteurizados tienen poca perdida de inmunoglobulinas y
mejora el porcentaje de absorcién de igG (Gelsinger, et al., 2014).

7.6 MICROBIOLOGIADEL CALOSTRO

Los microorganismos presentes en el calostro cobran importancia no solo por el
hecho de competir por receptores con las inmunoglobulinas (Godden, et al., 2006),
ya que una alta carga de algunos microorganismos favorece la presentacion de
patolégias que interfieren con el crecimiento y la posible muerte del individuo
(Besser y Gay, 1985). Por ello es conveniente asegurar una baja contaminacién
microbiana durante la colecta, procesamiento y almacenamiento (Ver tabla 7.6.1)
(Foley y Otterby, 1978; Lorenz, et al., 2011). (Godden, et al., 2006) Demuestra en
los valores que obtuvo en calostro proveniente de una colecta directa de la glandula
mamaria y mantenidos a -20°C por 16 semanas hasta completar un lote, tenian
cuentas microbiologicas bajas en calostro testigo.
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Asi mismo (Johnson, et al., 2007; Gelsinger, et al., 2015) colectaron calostro directo
de la glandula mamaria y lo mantuvieron congelado a -20 °C para después
procesarce, obteniendo cargas microbianas bajas. Sin embargo (Godden, et al.,
2012) obtuvo una carga microbioldgica elevada en el calostro testigo, asumiendo
gue esto ocurrié debido a que la colecta la realizo el personal del establecimiento y
porque se mantuvo en refrigeracion a 4°C. Asi como también la conservacion es
importante, ya que conforme pasa el tiempo ocurre un crecimiento exponencial de
las bacterias y por lo tanto este producto no es tan Util para la alimentacion por la
alta cantidad de toxinas bacterianas presentes (Godden, 2011). La pasteurizacion
resulta ser entonces un metodo Util para la reduccion bacteriana siempre y cuando
se prevenga la sobrepoblacién de microorganismos y se utilice un método de
almacenaje de larga duracion que impida la proliferacion de bacterias (Foley y
Otterby, 1978).

Cuadro 7.6.1.1 Comparacion de cargas microbioldgicas de calostro sin pasteurizar.

Calostro sin pasteurizar

Autores
Elizondo- Elizondo- Elizondo- Fecteau )
. Donahue Salazary Gelsinger
Método Valor etal.. 2012 Salazar et Heinrichs Salazaret etal, et al. 2014
" al., 2008 " al, 2010 2002 v
2009
Mesofilos e/l 251000 161614 301997 46 30000 40000
aerobios
Coliformes o/l 25120 102036 8513 4.32 40
totales
Presencia de
coliformes /- 4+ 4+ 4+
fecales
Presencia de
+/- 4+ + +
S. aureus
Presencia de
Salmonella /- + 4+ + 4+ 4+
ssp.
Presencia de
+/- 4+ + + + +

Shigella ssp.

Tomada de los autores mencionados.
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Para diversos autores la carga microbiolégica del calostro sin importar el
tratamiento, debe ser menos de: 100 000 UFC/mI de mesofilos aerobios y 10 000
de Coliformes totales (Lorenz, et al., 2011; Godden, 2008; Gonzalez, et al., 2016;
Elizondo-Salazar, et al., 2008; Maunsell, 2014). (McGuirk y Collins, 2004) Menciona
gue son aceptables valores menores de: 100 000 UFC/ml de mesofilos aerobios, 10
000 UFC/ml de coliformes totales, 50 000 UFC/ml de Streptococcus no agalactie,
50 000 de Staphylococcus ssp. Coagulasa negativo y se permite como maximo 5
000 UFC/ml de otras bacterias. Para (Godden, 2011) el valor deseable de mesofilos
aerobios a obtener posterior al tratamiento térmico es de: < 20 000 UFC/ml (Ver
tabla 7.6.1.2).

Cuadro 7.6.1.2 Comparacion de cargas microbiolégicas de calostro pasteurizado.

Calostro pasteurizado

Autores
: Elizondo Elizond
Elizondo . .
Donahu _Salazar -Salazar o- Gelsinger Gelsing
Método  Valor eetal, ot al y Salazar et al., eretal.,
2012 2005 Heinrich  etal., 2014 2015

s, 2009 2010
Pasteuri- °C/ 60°C/60 62.8°C/3 60°C/30 60°C/60 60°C/30Mi 60°C/30
zacion Min. Min 0 Min Min Min n Min
Mesofilos UFC/
aerobios ml
Coliforme UFC/
S totales ml
Presencia
de
coliforme
s fecales
Presencia
de S. - - -
aureus
Presencia
de
Salmonell
a ssp.
Presencia
de
Shigella
Ssp.

4000 214 1175 3545 20 616.7

200 3.6 0 0 0 0

- - - -

- - - - - -

- - - - - -

Tomada de los autores mencionados.
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8 MATERIALES Y METODOS

8.1 Ubicaciondel areadeestudio

Se realizo el experimento del 2 de Marzo al 25 de Mayo del 2016. En 6 establos
localizados en el municipio de Torredn, Coahuila de Zaragoza, México; ubicado en
la regidén semidesértica del norte de México, con coordenadas: 25°23°12.8" Norte
y 103°20°13.9” Oeste a una altitud de 1120 M S.N.M.

8.2 Colecta del material biolégico

Se obtuvo calostro de primer ordefio de las primeras 12 horas post parto directo
de la glandula mamaria de las vacas, colectando un total de 35 muestras de las
cuales se extrajo un volumen de 50 ml, repartidos en dos tubos (uno de muestra
para pasteurizar y uno de muestra de no pasteurizar) (Godden, et al., 2006). Se
transportaron las muestras envueltas en tela y en refrigeracion con refrigerantes
comerciales a una temperatura aproximada de 6°C (Elizondo-Salazar, etal., 2008).
Las muestras se procesaron dentro de las primeras 6 horas post colecta, en el
Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro
Unidad Laguna. Las muestras que no se pasteurizaban se procesaban al momento
de la llegada, y alas que se debian de pasteurizar se les sometio a una temperatura
de 60 +/- 0.5°C por 60 minutos, en bafio maria y por rotacion, posteriormente estas
se analizaron microbiol6égicamente (Godden, et al., 2006; Godden, et al., 2003).

8.3 Material utilizado
e Peptona de Carne
e Agua Desionizada
e Agar para Métodos Estandar
e Caldo Lauril Sulfato de Sodio
e Caldo Verde Brillante Bilis 2%
e Agar Sal y Manitol
e Agar para Salmonella y Shigella
e Agar Verde Brillante
e Agar Levine con Eosina y Azul de Metileno
e Caldo Tetrationato
e Yodo-Yoduro
e Cloruro de Sodio cristal
e Plasma Equino
e Tubos con tapa de rosca de 20 mi
e Matraz de 1000 ml
e Mechero
e Cajas petri
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¢ Incubadora

e Frasco con tapa de rosca de 100 ml
e Pipetasde5y 10 ml

e Cinta masking type

e Plumon negro permanente

e Centrifuga

e Autoclave

e Campana Durham

e Agua Oxigenada al 30%

8.4 Metodos dediagnosticomicrobioldgico utilizados

El analisis microbiologico, consistio en la aplicacion de las técnicas: Cuenta de
mesofilos aerobios, Numero Mas Probable de -coliformes, identificacion de
Staphylococcus aureus, identificacion de colonias de Shigella ssp. Y Salmonella
ssp.

8.4.1 Numero mas probable de coliformes (NMP)

Se utilizo un frasco de 100 ml con tapa de rosca con una cantidad de 45 ml de agua
peptonada (previamente estéril) al cual se le agrego una cantidad de 5 ml de
muestra de calostro, se homogenizo el contenido por rotacion suave.
Posteriormente de este frasco (denominandolo dilucion 10%) se procedio a realizar
las diluciones primarias. Se tomo un mililitro de la dilucion 10%, el cual se deposito
en un tubo de agua peptonada (de nombre dilucién 1% o 10%) y se homogenizo, de
este tubo se tomo 1mly se deposito en otro tubo de agua peptonada (dilucion 0.1%
0 102), después se tomo 1 ml de este tubo y se le agrego a otro tubo de agua
peptonada (dilucion 0.01% 0 103). De las diluciones primarias se hizo la toma de 3
ml de cada dilucion y se deposito en 3 tubos de caldo lauril sulfato, estos se les
denomino dilucion secundaria. Posteriormente se incubaron los tubos de lauril
sulfato y la dilucion 10% a 35 — 37°C, revisandose alas 24 y a las 48 horas toma de
resultados. Se tomaron como positivos los tubos con presencia de gas en la
campana Durham (Camacho, et al., 2009).

8.4.1.1 Confirmacion de organismos coliformes (COC)

Pasadas las 48 horas de la técnica NMP, de los tubos de cada dilucién secundaria
gue fueron positivos, se procedio a recolectar 3 asadas o gotas por tubo las cuales
se pasaron a un tubo de Caldo Verde Brillante se etiquetaron de acuerdo a la
dilucién, este mismo procedimiento se realizo para todos los tubos que fueron
positivos. Se incubaron a 35-37°C, se tomo los resultados a las 24 horas, los tubos
positivos tienen presencia de gas en la campana Durham (Ver figura 8.4) (Camacho,
et al., 2009).
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Cuadro 8.4.1.1 Calculo de resultados de Numero Mas Probable

Numero Mas Probable de Organismos

Tubos inoculados: 3 con 1 ml de dilucion 1:10=0.1 g. de muestra
3 con 1 ml de dilucion 1:100=0.01 g. de muestra
3 con 1 ml de dilucion 1:1000=0.001 g. de muestra

Tubos positivos NMP/g Tubos positivos NMP/g
3(0.1) 3(0.01) 3(0.001) Resultado| 3(0.1) 3(0.01) 3(0.001) Resultado

0 0 0 <3 2 0 0 9.1
0 0 1 3 2 0 1 14
0 0 2 6 2 0 2 20
0 0 3 9 2 0 3 26
0 1 0 3 2 1 0 15
0 1 1 6.1 2 1 1 20
0 1 2 9.2 2 1 2 27
0 1 3 12 2 1 3 34
0 2 0 6.2 2 2 0 21
0 2 1 9.3 2 2 1 28
0 2 2 12 2 2 2 35
0 2 3 16 2 2 3 42
0 3 0 9.4 2 3 0 29
0 3 1 13 2 3 1 36
0 3 2 16 2 3 2 44
0 3 3 19 2 3 3 53
1 0 0 3.6 3 0 0 23
1 0 1 7.2 3 0 1 39
1 0 2 11 3 0 2 64
1 0 3 15 3 0 3 95
1 1 0 7.3 3 1 0 43
1 1 1 11 3 1 1 75
1 1 2 15 3 1 2 120
1 1 3 19 3 1 3 160
1 2 0 11 3 2 0 93
1 2 1 15 3 2 1 150
1 2 2 20 3 2 2 210
1 2 3 24 3 2 3 290
1 3 0 16 3 3 0 240
1 3 1 20 3 3 1 460
1 3 2 24 3 3 2 1100
1 3 3 29 3 3 3 > 1100

Tomada de (Camacho, et al., 2009).
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8.4.1.2 Aislamiento de coliformes fecales (ACF)

Pasadas las 24 horas de la técnica COC, de los tubos positivos se realizo lo
siguiente: de un tubo positivo se homogenizo y se tomo una asada y se realizo la
siembra en una caja petri con agar Levine para Eosina y Azul de metileno en forma
cruzada. Una vez se realizo se incubo a 45 °C por 24 a 48 horas. La presencia de
colonias puntiformes color verde metalico da positiva la prueba (Camacho, et al.,
2009) metodo sujeto a la NOM-113-SSA1-1994 (Salud, 1994c).

8.4.2 Cuenta de mesoéfilos aerobios

El presente método esta hecho a partir de lo expuesto en la NOM-092-SSA1-1994
(Salud, 1994a) y con algunas modificaciones propuestas para el calostro (Godden,
et al., 2006).

En un frasco de 100 ml roscado con una cantidad de 45 ml de agua peptonada
(previamente estéril) se le agregara bajo la flama del mechero una cantidad de 5
ml de muestra de calostro, se revolvera por rotacion suave. Posteriormente de este
frasco (denominandolo dilucion 10%) se procedera a realizar las diluciones
primarias. Se tomara un mililitro de la dilucion 10% que se depositara en un tubo de
agua peptonada (este sera dilucion 1% o 10%) el cual se rotara de la misma manera
para homogenizar, de este tubo se procedera a tomar 1mly se depositara en otro
tubo de agua peptonada (este sera dilucién 0.1% o 102), después se procedera a
tomar 1 ml de este tubo y se le agregara a otro tubo de agua peptonada (este sera
diluciéon 0.01% 0 103)., se utilizaran las diluciones primarias (101, 102 y 103), de las
cuales se tomaran 2ml de una dilucion y se depositaran en 2 cajas (1 ml por caja),
posteriormente se distribuird en la caja y se le agregara 25 ml aproximados de agar
para métodos estandar (una vez que el agar para métodos estandar esta preparado
y estéril, a una temperatura de 45°C). Una vez hecho se homogenizara el contenido
de la caja por movimientos en forma de 8, se etiquetaran las cajas y se dejaran
reposar a temperatura ambiente para su solidificacion. Una vez solidificadas se
incubaran a 35- 37°C, revisandose a las 24 horas y a las 48 horas realizar la toma
de resultados. Se cuentan las colonias color crema, aparicién de manchas grandes
color crema indica deficiente homogenizacion del contenido de la caja.

8.4.3 Busquedade Staphylococcus aureus sp.
Todos los procedimientos en este apartado mencionados estan descritos en la
NOM-115-SSA1-1994 (Salud, 1994d).

8.4.3.1 Pre enriquecimiento para Staphylococcus ssp.
Se colecto un 1 ml de muestra y se afiadio a un tubo que contenia 9 ml de Cloruro
de Sodio 75%, se incubo a 35-37°C por 24horas.
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8.4.3.2 Aislamiento de Staphylococcus aureus sp.

Pasadas las 24 horas de incubacion del pre enriquecimiento para S. aureus, se
procedio a realizar la homogenizacion del contenido y la siembra en cajas petri con
agar sal y manitol por estria cruzada. Se incubaron a 35-37°C por 36 horas.
Presencia de colonias de color amarillo hacen positiva la prueba a S. aureus.

Pruebas complementarias para confirmacion de Staphylococcus aureus:

8.4.3.3 Catalasa

Se tomara una asada de colonias sospechosas y se extienden sobre un
portaobjetos limpio. Ya hecho se agregan 3 gotas de agua Oxigenada al 30% a la
laminilla, se distribuye en las colonias y se observa por 2 minutos. Catalasa positivos
son aquellas las cuales presentan efervescencia, una propiedad de Staphylococcus
Ssp.

8.4.3.4 Coagulasa en tubo

Se utilizd el plasma de equino el cual debera estar en tubos a razén de 0.5 ml, se
tomaron las colonias sospechosas y se le agregaron 10 asadas al tubo y se
homogenizaron. Los tubos se pusieron en bafio maria a 37°C en incubadora y
revisarlos cada 30 minutos por 4 horas, si no hubo formacion de coagulo se
procedera a guardarlas en la incubadora y a su revision a las 24 horas. La revisién
debe hacerse con cuidado declinando suavemente el tubo para apreciar algun
coagulo. La formacién de coagulo nos indica presencia de de S. aureus (Hernandez,
et al., 2005).

8.4.4 Busquedade Salmonella spp. y Shigella spp.
Metodologia extraida de la NOM-210-SSA1-2014 (Salud, 1994b).

8.4.4.1 Pre enriguecimiento para Salmonella
Se tomd 1 ml de muestra y se le afiadié a un tubo con Caldo Tetrationato + Yodo-
Yoduro, se incub6 a 35-37°C por 24horas.

8.4.4.2 Aislamiento de Salmonella ssp.

Pasadas las 24 horas de incubacion del pre enriquecimiento de Salmonella, se
procedio a sembrar en agar Salmonella Shigella y en agar verde brillante, incubado
a 37°C por 24 horas. Aparicion de colonias negras en agar salmonella shigella es
positivo a Salmonellassp.enagar verde brillante la aparicion de colonias rosa palido
con halo rojo son positivas para Salmonella ssp.

8.4.4.3 Aislamiento de Shigella ssp.
Pasadas las 24 horas de realizada la técnica de NMP, se procedio a utilizar el Fco.
Con dilucion 10%, se homogeniz6 y se tomd una asada para sembrar en agar
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Salmonella Shigella. Esta se incub6 a 35-37°C por 24horas. Aparicion de colonias
transparentes sin halo son positivas a Shigella spp. (Camacho, et al., 2009).

9 RESULTADOS
CUADROS DE RESULTADOS

Cuadro general de resultados

Tipo de MP Coliformes Mesofilos S Salmonella Shigella
. : aureus

No. procesamiento fecales  aerobios sp. ssp. Sssp.
demuestra  \vipig 4 UEC/ml  +- - +-

1 Sin Pasteurizar <3 - 30000 + + +
Pasteurizada <3 - 10 000 - - -
5 Sin Pasteurizar <3 - 0 - + -
Pasteurizada <3 - 0 - - -
3 Sin Pasteurizar 19 - 20 000 - - -
Pasteurizada 3 - 300 - - -
4 Sin Pasteurizar 6.1 - 4 000 + - -
Pasteurizada <3 - 0 - - -
5 Sin Pasteurizar <3 - 3000 - - -
Pasteurizada <3 - 0 - - -
6 Sin Pasteurizar <3 - 900 + - -
Pasteurizada <3 - 100 - - -
7 Sin Pasteurizar <3 - 400 + - -
Pasteurizada <3 - 100 - - -
3 Sin Pasteurizar <3 - 1000 - - -
Pasteurizada <3 - 100 - - -
9 Sin Pasteurizar <3 - 1500 - + -
Pasteurizada <3 - 500 - + +
10 Sin Pasteurizar 6 - 8 000 - + -
Pasteurizada <3 - 300 - - -

11 Sin Pasteurizar 3 - 5000 + + +
Pasteurizada <3 - 600 - - -
12 Sin Pasteurizar > 1 100 - 70 000 - - -
Pasteurizada 20 - 15 000 - - -

13 Sin Pasteurizar 3.6 - 1200 - - +
Pasteurizada <3 - 200 - - -

Sin Pasteurizar >1 100 + 110 000 + + +
14 Pasteurizada 44 - 35000 - + -

Pasteurizada <3 - 700 - - -
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(continuacion) Cuadro general de resultados

Tipo de Coliformes Mesofilos AUTEUS Salmonella Shigella
No. procesamiento fecales  aerobios ssp. ssp.
de muestra
NMP/g +/- UFC/m +/- +/- +/-
15 Sin Pasteurizar 1100 + 47 000 + + +
Pasteurizada <3 - 2 000 + - -
16 Sin Pasteurizar 240 + 32 000 - + -
Pasteurizado <3 - 700 - - -
17 Sin Pasteurizar 1100 + 85 000 + + +
Pasteurizada 11 - 30000 - - -
18 Sin Pasteurizar 11 - 14 000 + - -
Pasteurizada <3 - 300 - -
19 Sin Pasteurizar 15 - 26 000 - - -
Pasteurizada <3 - 0 - - -
20 Sin Pasteurizar 15 - 12 000 - - -
Pasteurizada 3 - 100 - - -
21 Sin Pasteurizar 28 - 34 000 - + +
Pasteurizada <3 - 600 - - -
29 Sin Pasteurizar 43 - 40 000 - - -
Pasteurizada <3 - 0 - - -
23 Sin Pasteurizar >1 100 + 20 000 + + +
Pasteurizada 44 - 5000 + + -
24 Sin Pasteurizar >1100 + 250 000 + + +
Pasteurizada 28 - 25 000 + - -
o5 Sin Pasteurizar >1100 + 93 000 + + -
Pasteurizada 43 - 25 000 - - -
26 Sin Pasteurizar 43 + 35000 - - -
Pasteurizada 3.6 + 500 - - -
57 Sin Pasteurizar <3 - 7000 - - -
Pasteurizada <3 - 200 - - -
o8 Sin Pasteurizar >1100 + 103 000 + + +
Pasteurizada 29 - 32000 - + -
Sin Pasteurizar 23 + 10 000 + - +
Pasteurizada <3 - 1000 - - -

(continuacién) Cuadro general de resultados
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Tipo de NMP Col(laf:rm Mesofilos au?éus Salmone Shigell
No. procesamiento fecales aerobios sp. llassp. assp.
de muestra
NMP/g +/- UFC/mlI +/- +/- +/-
30 Sin Pasteurizar 240 + 18 000 + + +
Pasteurizada <3 - 900 - + -
31 Sin Pasteurizar <3 - 8 000 - - -
Pasteurizada <3 - 0 - - -
32 Sin Pasteurizar >1100 + 220 000 + + +
Pasteurizada 15 - 3000 - + -
33 Sin Pasteurizar 43 + 40 000 - - -
Pasteurizada <3 - 1000 - - -
34 Sin Pasteurizar 23 - 29 000 + - -
Pasteurizada 3.6 - 800 - - -
35 Sin Pasteurizar 23 - 13000 + - -
Pasteurizada 3.6 - 2000 - - -

Cuadro 9.1 Resultados de las 35 muestras de calostro analizadas. A cada muestra se le
analiz6 en crudo y pasteurizado.

mesofilos aerobios Numero mas
(UFC/m) Probable de
tipo de Numero Coliformes (NMP/g)
muesta de 100000 100000 <1100  >1100
muestas
% % % %
Calostro sin— 4 88.6 11.4 771 22.9
pasteurizar
Calostro
pasteurizado 35 100 0 100 0

Cuadro 9.2 Diferencia existente entre calostro pasteurizado y sin pasteurizar en dos
métodos: cuenta de mesofilos aerobicos y NMP. Los valores son expresados en

porcentajes.
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Presencia  Presencia Presencia  Presencia de
Numero - de de de Shigella Staphylococcus
tipo de coliformes  Salmonella
d Ssp. aureus sp.
muesta fecales ssp.
muestas | i + i N i N ]
% % % % % % % %

Calostro sin
pasteurizar 35 37 63

Calostro 35 29 971
pasteurizado

46 54 37 63 51 49

17 83 29 971 8.6 91.4

Cuadro 9.3 Diferencia existente entre el analisis en crudo y el tratamiento térmico en
las tecnicas: Aislamiento de coliformes fecales, Aislamiento de Salmonella ssp., Shigella

ssp. y Staphylococcus aureus sp. Los resultados son expresados en porcentaje.
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10 DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente experimento demuestran que el tratamiento
térmico a 60°C por 60 minutos disminuye la carga microbiana general del calostro
(ver tabla 9.2 y 9.3), estos resultados coinciden con los encontrados por (Donahue,
et al., 2012; Elizondo-Salazar, et al., 2010; Elizondo-Salazar, et al., 2008; McGuirk
y Collins, 2004; Godden, et al., 2006; Gonzalez, et al., 2016); que al igual
pasteurizaron sus respectivas muestras a 60°Celsius por 60 Minutos obteniendo
reducciones muy efectivas en la carga microbiol6gica general. La presencia de
Staphylococcus aureus sp., Salmonella ssp. y Shigella sp. Se elimin6 en la mayoria
de muestras de calostro al ser pasteurizadas, resultando ser similar a lo encontrado
por (Elizondo-Salazar, et al., 2008; Elizondo-Salazar, et al., 2010). Sin embargo
algunas muestras pasteurizadas resultaron positivas y esto puede deberse a: que
el tratamiento térmico no garantiza una eliminacién absoluta de los microorganismos
presentes en el calostro, si no mas bien una reduccion considerable (Gelsinger, et
al., 2015). Otra opcidn es que algunos microorganismos fueron termo-resistentes y
por lo tanto no fueron eliminados permitiendo después su proliferacion cuando el
almacenamiento no fue el adecuado (Godden, 2008; Godden, 2011) y la tercer
opcidn es por contaminacion al momento de aplicar los métodos de aislamiento
microbiolégico (Camacho, et al., 2009); Aunque aparezcan estos microorganismos,
no tiene tanta importancia por seren baja cantidad y es permisible siempre y cuando
no sobrepase los valores establecidos (McGuirk y Collins, 2004).

El tratamiento térmico aumento la viscosidad del calostro, esto es presumible por
la evaporacion del agua presente en el calostro por lo cual se concentran los
nutrientes presentes en el (ArgQello, et al., 2003). Sin embargo sus caracteristicas
fisicas no fueron alteradas, permitiendo su futura aceptacion por los terneros
mejorando notablemente el estatus sanitario del hato al disminuir la incidencia de
patologias y la prevalencia de microorganismos resistentes a los antibioticos
(Elizondo-Salazar, 2007) (Campero, 1998).
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11 CONCLUSION

El tratamiento térmico del calostro afirmativamente disminuye considerablemente la
carga microbioldgica, volviéndolo un producto muy Util para los terneros. Para
investigaciones futuras o continuacion de esta invesigacion, recomendaria
establecer valores maximos permisibles de los microorganismos aqui presentados
en el calostro para alimentacién y no manejarlo como “todo junto”. Ademas de
verificar la incidencia de diarreay neumonias en los terneros después del suministro
de calostro de buena calidad pero con diferentes tratamientos térmicos, utilizando
terneros de un mismo peso, con valores de proteinas séricas similares y de un
mismo sexo con el fin de evitar tanta variacion.
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