UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
FACULTAD DE CIENCIAS AGROALIMENTARIAS

ESCUELA DE ZOOTECNIA

Suplementacion con pared celular y cultivo de levaduras en vacas preparto y su

efecto sobre la calidad del calostro y el estado inmunologico de las terneras

Carlos Mario Campos Granados

Proyecto presentado para optar por el titulo en el grado de Licenciatura en Ingenieria

Agronomica con énfasis en Zootecnia

Ciudad Universitaria Rodrigo Facio

2013



Esta tesis fue aprobada por la Comision de Trabajos Finales de Graduaciéon de la

Escuela de Zootecnia de la Universidad de Costa Rica, como requisito parcial para

optar por el grado de Licenciatura.

Ing. Augusto Rojas Bourillon, M.Sc.

Ing. Jorge Elizondo Salazar, Ph.D.

Ing. Alejandro Saborio Montero, Lic.

Ing. José Arce Cordero, Lic.

Ing. Jorge Sanchez Gonzalez, M.Sc.

Carlos Mario Campos Granados

Director de Tesis

Miembro del Tribunal

Miembro del Tribunal

Miembro del Tribunal

Director de Escuela

Sustentante



DEDICATORIA

A Dios, a mis padres, a mis hermanas y a todas aquellas personas que de una u otra
forma tuvieron influencia en mi formacién como profesional, y principalmente como

ser humano.



AGRADECIMIENTOS

A Dios por permitirme amanecer cada dia con la salud necesaria para poder hacer lo
gue me gusta y por llenarme siempre de tantas bendiciones, en especial por la

familia tan increible que me dio.

A mis padres, Carlos y Odilié, por su amor y apoyo incondicional, sus consejos y por

estar ahi siempre que los he necesitado, ya que sin ellos nada de esto seria posible.

A mis hermanas, Johanna y Maria Fernanda, por ser luces en mi vida y por nunca

permitir que decaiga o desfallezca en las situaciones dificiles de la vida.

A todos los profesores de la Escuela de Zootecnia, por haber sido parte importante
en mi proceso de formacion como profesional y por los consejos y apoyo brindados

durante estos afios como estudiante.

A don Augusto Rojas y don Orlando Quesada, por haberme permitido realizar este

trabajo y por la guia y apoyo brindados durante el desarrollo del mismo.

A don Julio y Alvaro Sancho, por permitirme realizar el experimento en su finca y con

sus animales.

A todo el personal de la finca El Plantén, por toda la ayuda y apoyo brindado durante
la realizacion de este trabajo y en especial a don Jhonny Calderdn, por ser un gran
amigo y por los consejos Y tertulias durante todo el tiempo que estuve realizando el

trabajo.

A las empresas Vi-cor® y Vetim, S.A., por el apoyo econémico, que hizo posible la

realizacién de este trabajo.



INDICE GENERAL

TRIBUNAL EVALUADOR ... ittt e e e e, i
5] =19] (07N W0 ] 2 /- NP ii
AGRADECIMIENTOS . ..... it oo e e e et e e, iv
INDICE GENERAL ..ottt oo e e e e e e e e et e s v
INDICE DE CUADROS ..ottt e e et e et e e e e e e s vii
INDICE DE FIGURAS......coiiit et e e et e e e e iii
INDICE DE ANEXOS......outiiee et e et et e e e iX
RESUMEN . .. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e 1
INTRODUCCION. .....it it oo e e e e e et e, 3
(012N ] =4 11V 1S TR 5
REVISION DE LITERATURA . ......iiit it e e e e 6

1. Importancia del consumo y calidad del calostro en las terneras de
FEEMPIAZO. ..o 6

2. Importancia de la transferencia de inmunidad pasiva en la salud de las

LES] 11T (= 11

3. Sistema inmunoldgico de las terneras..........c.oovvvie i e een 15

A, LaS [EVAAUIAS. .. . ettt e e e e e e e e e 20

5. Utilizacion de las levaduras en rumiantes.............coeveveveiiiiinecinienenn 23
MATERIALES Y METODOS ... ittt it et e et e e e e e ee e 29
1. Animales y tratamientos utilizadosS.............coooiiiiiiiii i 29

2. Determinacion de la calidad de caloStro..........c.coovvvii i i e, 32

3. Determinacion de la concentracion de inmunoglobulinas G en el
(07211015 1 o P 32
4. Determinacion indirecta de la transferencia de inmunidad pasiva de las
(] 1 01T = T PP 33

5. Determinacién de la concentracion de inmunoglobulinas G en el suero

SANQUINEO0 0 1aS tEIMEIAS. .. ...ttt it e e e e re ee e e eans 33
6. Determinacion del estado de salud de las terneras................cocvvvvenn. 34
7. Determinacion del crecimiento de las terneras.............cccccoeveveeviiieninnnn. 34
8. Andlisis de la informaciOn.........coouie it 34



RESULTADOS Y DISCUSION...... oottt et e e e e
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.......ciiii e,
LITERATURA ClITADA ... e s

ANEXOS

37
47
48
62

Vi



Cuadro
1

10

INDICE DE CUADROS

Comparacion de la composicion quimica del calostro, la leche
de transicion (2°-5 dia posparto) y la leche entera (a partir
del 6 dia POSPAIO)........cuvvrieeeeeee e,
Composicion nutricional de la pared celular y cultivo de
levaduras (Celmanax®) suministrado a las vacas preparto....
Composicién nutricional del alimento balanceado Parto Plus®
suministrado a las vacas preparo...........cccoceeeviviiiiiiiiennnn.
Composicion nutricional del pasto kikuyo (Kikuyuocloa
clandestina) consumido por las vacas preparto...................

Composicién nutricional del alimento balanceado Inmucalf®
suministrado a las terneras..........coocov e iin i i,

Composicion nutricional del heno de Transvala (Digitaria
decumbens) suministrado a las terneras..................ccoveeeen
Produccion y calidad del calostro de las vacas en estudio.....

Peso al nacimiento, proteina sérica total (PST) vy
concentracion de inmunoglobulinas G en el suero sanguineo
de las terneras en estudio..........c.covveiie e,

Peso final y altura a la cruz promedio de las terneras en
ESTUAIO. ..t
Ganancia diaria de peso, crecimiento semanal y conversion

alimenticia promedio de las terneras............ccccoe v veiveennnn.

Pagina

29

30

30

31

32

37

39

40

42

vii



INDICE DE FIGURAS

Figura Pagina
1 Divisiones del Sistema iINMUNE..........covviieie i, 20
2 Representacion grafica del patron de reconocimiento de los

receptores de [-glucanos encontrados en los vertebrados y sus

efectos anivel celular............coooiiii i 25
3 Consumo diario promedio de la dieta sdlida de las terneras en

L2351 (1 [ o 41
4 Ganancia diaria de peso promedio de las terneras en estudio.... 43

Crecimiento semanal de las terneras en estudio...................... 44

viii



Anexo

INDICE DE ANEXOS

Reporte de resultados de la cuantificacion de inmunoglobulinas
G en calostro y suero sanguineo bovino obtenidos mediante la
prueba ELISA INMUNO-TEK Quantitative Bovine IgG, llevada a
cabo en el Laboratorio de Virologia de la Escuela de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional.................cccooviiiinn e,
Materiales y procedimiento de la prueba de ELISA INMUNO-
TEK Quantitative Bovine IgG..........coooiiiiiiii e,
Confirmacion de la realizacion de la prueba de ELISA INMUNO-
TEK Quantitative Bovine IgG, llevada a cabo en el Laboratorio
de Virologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional..........c.coooiiiii e

Pagina

62

63



RESUMEN

Se evaluo el efecto que tiene la suplementacion con pared celular y cultivo de
levaduras en vacas prontas, sobre la calidad del calostro y el estado inmunolégico de
las terneras.

El estudio fue realizado en la finca El Planton, ubicada en Santa Rosa de
Oreamuno, Cartago, en 30 vacas de la raza Jersey, de tercer parto promedio,
condicion corporal preparto de 3,5 y valor relativo promedio de 97, distribuidas en un
modelo irrestricto al azar. Se utilizaron dos tratamientos con 15 repeticiones cada
uno. El primero fue el control no suplementado y el segundo se suplemento
diariamente a partir de los 21 dias preparto con 40 g de la pared celular y cultivo de
levaduras.

Se cuantific6 la concentracion de inmunoglobulinas totales y de
inmunoglobulinas G en el calostro. Se encontraron diferencias significativas (p<0,05),
en la concentracion de inmunoglobulinas totales, obteniéndose valores promedio de
90,06 + 23,74 mg/ml y 10594 + 17,59 mg/ml, para el grupo control y el
suplementado, respectivamente. No se encontraron diferencias significativas
(p<0,05), para la concentracion de inmunoglobulinas G, obteniéndose valores
promedio de 168,52 + 20,39 mg/ml y 172,20 + 20,80, para el grupo control y el
suplementado, respectivamente.

Se cuantificé la concentracion de proteina sérica total y de inmunoglobulinas G
en el suero sanguineo de las terneras. No se encontraron diferencias significativas
(p<0,05), para ninguno de los dos parametros, obteniéndose valores promedio de
proteina sérica total de 8,57 £ 1,27 g/dL y 8,24 + 1,26 g/dL para el grupo control y el
suplementado, respectivamente. Para la concentracion de inmunoglobulinas G, se
obtuvo valores promedio de 75,54 + 34,59 mg/ml y 69,79 £+ 34,41 mg/ml, para el
grupo control y el suplementado, respectivamente.

Se cuantificé la ganancia diaria de peso, el crecimiento semanal expresado
como altura a la cruz, el consumo de dieta sélida y la conversion alimenticia de las

terneras durante las primeras 8 semanas. Solamente se encontraron diferencias



significativas (p<0,05), en el consumo acumulado de la dieta sélida en la semana 8,
obteniéndose valores promedio de 1190,7 + 13,3 gy 1136,4 + 11,7 g para el grupo
control y el suplementado, respectivamente. Para la ganancia diaria de peso se
obtuvieron valores promedio de 382,86 + 61,20 g y 410,94 + 51,22 g, para el grupo
control y el suplementado, respectivamente. Para el crecimiento semanal se
obtuvieron valores promedio de 1,45 =+ 0,33 cm y 1,70 = 0,31 cm, para el grupo
control y el suplementado, respectivamente. Para la conversion alimenticia se
obtuvieron valores promedio de 1,28 + 0,11 y 1,09 + 0,09, para el grupo control y el
suplementado, respectivamente.

Se determind mediante la razon de posibilidades, que la incidencia de diarrea
determinada mediante la utilizacion de una escala de calificacion de heces, fue 3,5
veces mas posible en el grupo control respecto al grupo suplementado y que la
incidencia de neumonia fue 5 veces mas posible en el grupo control, respecto al
grupo suplementado.

Se concluye que la suplementacion con pared celular y cultivo de levaduras
tuvo efecto mejorador sobre la concentracion de inmunoglobulinas totales en el
calostro de las vacas en estudio y un efecto mejorador en la salud de las terneras en
estudio, reflejado en la menor incidencia de enfermedades respiratorias y del tracto

digestivo.



INTRODUCCION

La produccion agropecuaria es uno de los sectores productivos mas
importantes, ya que aprovecha los recursos del ecosistema y el funcionamiento
ecologico del mismo, para proveer de alimentos y recursos econdmicos al ser

humano.

En nuestro pais y a nivel mundial, la actividad lechera ha ofrecido por mucho
tiempo a la poblacién, un producto higiénico y nutritivo, rico en proteinas, vitaminas y
minerales, ademas de jugar un papel importante dentro de la economia del pais.
Segun datos de la Camara Nacional de Productores de Leche (2011), las empresas
vinculadas a dicha actividad, representan un 3,6% del total de empresas que se
dedican a la industria de alimentos, generando 3748 empleos directos a la poblacion.

Debido a esto, la actividad lechera de nuestro pais se ha planteado dos
objetivos principales, el primero corresponde al abastecimiento de leche de buena
calidad y a un bajo precio, y el segundo orientado a la produccion de reemplazos,
que aseguren este abastecimiento (Camara Nacional de Productores de Leche
2011).

Es por esto, que la implementacion de un adecuado programa de crianza de
terneras, resulta en la obtencién de reemplazos de calidad, y esto se logra a traves
del establecimiento de parametros que permitan llevar a cabo una evaluacién del
mismo, especialmente si se piensa en el aspecto economico que involucra el
sistema, pues se estima, que hasta un 20% del total de costos de produccion de
leche en una finca corresponden a la crianza de reemplazos (Heinrichs 1993). Esta
evaluacion puede realizarse mediante el uso de parametros meta como transferencia
de inmunidad pasiva, estado sanitario de los reemplazos, mortalidades, pesos y
ganancias diarias de peso, edad a primer empadre, edad y peso al primer parto,
condicion corporal y costos, entre otros.



Con la intencion de lograr un adecuado programa de crianza de reemplazos,
en los ultimos afios se ha intensificado la busqueda de suplementos o aditivos
nutricionales, que ayuden al desarrollo de una adecuada inmunidad en las madres, y
que éstas a su vez se la trasladen a sus hijas, lograndose primordialmente a través
de una buena digestibn y degradacién de los alimentos a nivel ruminal, que
desencadena en el abastecimiento de los requerimientos nutricionales por parte de
los animales, y con esto, el desarrollo adecuado de un sistema inmune competente y
preparado para los diferentes desafios a los que el animal se debe enfrentar
(Magalhaes et al. 2008).

Dentro de estos suplementos nutricionales, las levaduras juegan un papel
importante, y mucha de la investigacion sobre sus efectos en el desarrollo inmune de
animales suplementados ha sido mayormente desarrollada en cerdos. En este
sentido, se ha encontrado que la inclusion de la cepa SC47 de Saccharomyces
cerevisiae puede actuar como un inmunoestimulador e inmunoregulador que puede
incrementar la resistencia especifica para un gran niamero de bacterias que afectan
el tracto respiratorio y digestivo (Martinez 2004). Es importante sefialar que en estos
animales el efecto de la levadura se manifiesta cuando se ofrece previo al desafio y
parece necesario ofrecerla al menos 21 dias antes de éste, para asi lograr la
proteccion (Pérez et al. 2001), lo que bien se lograria explicar por la estimulaciéon de

una respuesta inmune inespecifica mediada por inmunidad celular (Martinez 2004).



OBJETIVOS

a. General:

1. Determinar el efecto de la suplementacion con pared celular y cultivo de
levaduras en vacas preparto sobre la calidad del calostro y el estado

inmunoldgico de las terneras.

b. Especificos

1. Determinar la calidad del calostro producido por las vacas.

2. Cuantificar la concentracion de inmunoglobulinas G en el calostro producido

por las vacas.

3. Determinar la transferencia de inmunidad pasiva en las terneras.

4. Cuantificar la concentracion de inmunoglobulinas G en el suero sanguineo de

las terneras.

5. Determinar el estado de salud y crecimiento de las terneras.
6. Cuantificar el consumo de la dieta (liquida y solida) de las terneras.
7. Determinar la conversién alimenticia de las terneras.



REVISION DE LITERATURA

1. Importancia del consumo y calidad del calostro en las terneras de reemplazo

La nutricion y las practicas de alimentacion tienen un impacto muy significativo
sobre la salud, el crecimiento y la productividad de las terneras, ya que cuando una
ternera nace, representa una oportunidad para mantener o aumentar el tamafo del
hato, asi como para mejorarlo genéticamente o para aumentar el ingreso econémico.
De esta forma el principal objetivo de la crianza de terneras desde el nacimiento
hasta el destete es la optimizacion del crecimiento y la reduccion de los problemas
de salud (Elizondo 2008).

Para lograr dicho objetivo, es necesario entender aspectos basicos de su
fisiologia y tener conocimiento de las opciones alimenticias que permitan llenar sus
necesidades nutricionales. Asi por ejemplo, las terneras nacen sin un sistema
inmune bien desarrollado y funcional (Robinson et al. 1988), por lo que las terneras
recién nacidas dependen casi totalmente de la adecuada transferencia pasiva de
inmunoglobulinas (Igs) maternas presentes en el calostro. Asi, la adquisicion de
estas inmunoglobulinas a través de la absorcion intestinal, se convierte en la principal
proteccion de las terneras contra las enfermedades, hasta que su propio sistema
inmune llegue a ser completamente funcional (Elizondo 2007a).

De acuerdo con Donovan et al. (1998), aquellas terneras que no consumen la
cantidad necesaria de calostro de buena calidad, son de 4 a 6 veces mas propensas
a enfermarse o morir, en comparacion con aquellas que lo consumen, pues las
enfermedades e infecciones principalmente a nivel de intestino, se convierten en la

causa mas comun de mortalidad durante las primeras semanas de vida.

Segun datos obtenidos por el sistema nacional de monitoreo de salud animal
de los Estados Unidos (NAHMS 2007), se determind que la tasa de mortalidad de



terneras en la etapa de pre-destete se encuentra entre 8-11%, y ademas se estima
que una tercera parte de las muertes que se presentan en las primeras tres semanas

de vida, se deben principalmente a una inmunidad pasiva deficiente.

El intestino delgado de las terneras recién nacidas posee la capacidad de
absorber inmunoglobulinas solamente durante las primeras 24 horas de vida; por
esta razon, alcanzar un consumo temprano y adecuado de un calostro de alta
calidad, es el factor mas importante de manejo que determina la salud y

sobrevivencia de las terneras (Elizondo 2008).

En un articulo publicado por Elizondo (2007a), se indica que el calostro
contiene mas de 10 millones de células inmunes maternas viables por mililitro, entre
las cuales se encuentran los linfocitos T y B, los neutréfilos, los macréfagos, factores
de crecimiento y algunas hormonas como la insulina y el cortisol. Estos factores de
crecimiento y hormonas juegan un papel muy importante en la adecuada
estimulacion del desarrollo del tracto gastrointestinal y del sistema inmune en las

terneras recién nacidas, que las capacitan para poder desarrollarse adecuadamente.

Ademas, el calostro es la primera fuente de nutrimentos para las terneras
después de que nacen, pues contiene practicamente el doble de solidos totales en
comparacion con la leche, asi como un mayor contenido de proteina y grasa, pero
con una concentracion menor de lactosa, y los niveles de vitaminas y minerales se
encuentran en mayores cantidades (Elizondo 2007a). Es especialmente rico en
inmunoglobulinas (Igs) o anticuerpos (Ac) que le proporcionan inmunidad al ternero
durante los dos primeros meses de vida, asi como gammaglobulinas y proteinas,

como se observa en el Cuadro 1.



Cuadro 1. Comparacion de la composicién quimica del calostro, la leche de
transicion (2%°-5" dia posparto) y la leche entera (a partir del 6° dia

posparto).
Componente Calostro Leche de transicion Leche entera
Solidos totales, % 23,9 14,9 12,5
Grasa, % 6,7 4,1 3,2
Proteina, % 14,0 55 3,2
Inmunoglobulinas, % 6,0 1,7 0,1
Lactosa, % 2,7 4.4 4,9
Minerales, % 1,1 0,9 0,7
Vitamina A, pg/dl 295,0 93,5 34,0

Adaptado de Wattiaux (1996).

Para estimar la concentracion de inmunoglobulinas en el calostro y poder
determinar si éste es de buena o mala calidad, se utiliza un instrumento conocido
como calostrometro, el cual clasifica el calostro en una escala de colores, asi uno de
baja calidad le asigna el color rojo, a uno de calidad media el color amarillo y a un

calostro de buena calidad le asigna el color verde (Elizondo 2007b).

Otro factor a considerar, tiene que ver con el volumen de calostro que se le
suministra a las terneras, pues también afecta considerablemente la adquisicion de
inmunidad pasiva. Segun Rodriguez et al. (2010), cuando no se conoce con certeza
el contenido exacto de inmunoglobulinas, se recomienda ofrecer a las terneras de 2 a
3 litros de calostro, inmediatamente después de que éstas nacen y se recomienda
una segunda toma de igual cantidad cuando las terneras tengan 12 horas de haber
nacido.

Para determinar que las terneras han adquirido una adecuada inmunidad
pasiva, existe una metodologia de laboratorio y tiene que ver con medir la
concentracion sérica de inmunoglobulinas. Debido a que es una metodologia

costosa, generalmente a nivel de campo el método mas utilizado es una forma



indirecta, que consiste en la extraccién del suero sanguineo de las terneras entre 1y
7 dias de nacidas. Luego con ayuda de un refractometro de mano, se determina la
concentracion de proteinas séricas totales. Para un adecuado nivel de inmunidad
pasiva, el valor obtenido debera ser mayor a 5,5 g/dL de suero sanguineo (Rodriguez
et al. 2010).

1.1 Factores que influyen sobre la calidad del calostro

La calidad del calostro se ve influenciada por varios factores, los cuales se

detallan a continuacion:

a) Raza: en un estudio realizado por Muller y Ellinger (1981), en Estados
Unidos, se encontré que el calostro de vacas Jersey presentaba concentraciones
mayores de inmunoglobulinas G (6,65%), inmunoglobulinas A (1,86%) y de
inmunoglobulinas M (0,53%) que razas como Ayrshire, Pardo Suizo, Guernsey y
Holstein, y dentro de éstas el calostro de vacas Holstein fue méas bajo en
inmunoglobulinas G (4,12%), mientras que el de Guernsey fue menor en

inmunoglobulinas A (0,90%) e inmunoglobulinas M (0,39%).

En nuestro pais, Sanchez (2010), realiz6 un estudio en la zona norte del pais,
evaluando la transferencia de inmunidad pasiva en terneras, y dentro de esta
evaluacion se determin0 el efecto de la raza sobre la calidad del calostro,
obteniéndose un promedio de 89,9 + 4,2 mg/ml de inmunoglobulinas para Holstein y

90,2 £ 7,1 mg/ml para Jersey.

b) Numero de lactancia: uno de los factores asociados a la calidad del calostro
y a su alta variabilidad es el nimero de parto de la vaca, pues se espera que el
calostro producido por vacas de primer parto presente menores concentraciones de
inmunoglobulinas, respecto al producido por vacas con cuatro 0 mas partos. Al

respecto, varios estudios han demostrado un incremento en la concentracion de Igs



conforme aumenta el numero de lactancias (Robinson et al. 1988, Tyler et al. 1999,
Gulliksen et al. 2008), lo que puede deberse a que los animales de mayor edad han
sido desafiados por un mayor numero de patdgenos, con lo cual han tenido que
desarrollar ain mas su sistema de defensas. En este sentido Muller y Ellinger (1981),
evaluaron la concentracion de inmunoglobulinas en el calostro de acuerdo al nimero
de parto, y encontraron que la concentracién era inferior en novillas de primer parto
(5,68%) que de tercero (7,91%) y cuarto (7,53%).

c) Periodo seco: en este sentido es importante tanto la duraciéon como la
nutricion de la vaca en este periodo. En cuanto a la duracion, se menciona que
periodos secos muy cortos (menores a tres semanas), no dan al animal tiempo
suficiente para acumular inmunoglobulinas en la glandula mamaria, por lo que estas

no pueden ser transferidas al calostro (Nousiainen et al. 1994).

Por otro lado la nutricién es importante, pues investigadores como Hough et al.
(1990), que han analizado los efectos de nutrientes como la proteina cruda en la
dieta y su efecto en la concentracion de inmunoglobulinas en calostro, han
determinado que esta concentracion no se ve afectada al menos a las 24 horas
posparto, y esto coincide con lo que mencionan otros autores como Burton et al.
(1984), los cuales encontraron que la concentracion de inmunoglobulinas en el
calostro no se ve afectada, pero la absorcién por parte de las terneras, si se afecta al

hacer una restriccion en algin componente de la dieta.

En cuanto al componente energético del calostro, éste depende basicamente
del contenido de grasa del calostro bovino, el cual es marcadamente variable
(Quigley et al. 1995). Estudios como los realizados por Weiss et al. (1994) informan
gue no hay efectos sobre el contenido de grasa del calostro aun con la adicién de

200 g de grasa en la dieta durante el periodo preparto (14 dias).

d) Cantidad producida: de acuerdo con Elizondo (2007a), el volumen de

calostro producido en el primer ordefio posparto influye significativamente sobre la

10



concentracion de inmunoglobulinas, ya que grandes voliumenes de calostro diluyen la
concentracion de inmunoglobulinas acumuladas en la glandula mamaria. Por lo tanto,
la concentracion de Igs es mas alta en el calostro del primer ordefio y disminuye en
los ordeflos subsiguientes, y estd inversamente relacionada con el nivel de
produccion de calostro al inicio de la lactancia, lo que significa que vacas altas
productoras, pueden tener calostro con una concentracion baja de inmunoglobulinas,

aun en el primer ordefio después del parto (Morin et al. 1997).

e) Otros: existen otros factores que pueden afectar las concentraciones de
inmunoglobulinas en el calostro, algunos de estos pueden ser programas de
vacunacion (Roy 1990), temperatura ambiental, pues el estrés calérico puede afectar
la composicion del calostro y el contenido de inmunoglobulinas (Nardone et al. 1997),
el ordefio pre-parto o la pérdida de calostro de la ubre por goteo durante los ultimos
dias de gestacion que pueden ser motivo de bajas concentraciones de
inmunoglobulinas (Elizondo 2007a). También es importante considerar el ambiente,
pues las vacas preparto deben encontrarse en el mismo lugar en el cual van a parir
para que el calostro contenga anticuerpos contra los agentes infecciosos que hay en

ese lugar.

2. Importancia de la transferencia de inmunidad pasiva en la salud de las terneras

A pesar de que existen practicas de manejo como la adicion de uridina
5’'monofosfato en los reemplazadores lacteos, que pueden ayudar a mejorar la
respuesta inmune del neonato (Mashiko et al. 2009), la importancia del calostro y la
transferencia en general de inmunidad pasiva no se pone en duda, y sigue siendo el
factor principal para asegurar un estado sanitario activo adecuado para el ternero.

Segun Elizondo (2007a), las terneras que presentan concentraciones bajas de
inmunoglobulinas absorbidas en el suero sanguineo son mas susceptibles a

enfermedades e infecciones, debidas a diversos agentes patdégenos. Esto se
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refuerza con estudios realizados por Corbeil et al. (1984), los cuales demostraron
gue aquellos animales que absorbieron menor cantidad de inmunoglobulinas, fueron

mas susceptibles a sufrir neumonia durante los primeros 2 meses de edad.

Por esta razén, una apropiada transferencia de inmunidad pasiva representa
un factor determinante en la salud y supervivencia de las terneras (McGuirk y Collins
2004). En este sentido, Heinrichs et al. (1994), demostraron que terneros con
concentraciones bajas de proteinas séricas en sangre entre las 24 y 48 horas de
vida, tenian el doble de probabilidades de morir antes de los 2 meses de edad. Por
otro lado, Pritchett et al. (1991), demostraron que un fallo parcial o total en la
transferencia de inmunidad pasiva es el principal factor responsable de
enfermedades neonatales y mortalidad en terneros, ya que la mayor linea de defensa
para los patdégenos invasores son las inmunoglobulinas provenientes del calostro
(Denise et al. 1989).

2.1 Factores que afectan la transferencia de inmunidad pasiva

La transferencia de inmunidad pasiva en terneras se ve afectada por diversos

factores, los cuales se detallan a continuacion:

a) Estado inmune de la ternera al nacimiento: los bovinos tienen una placenta
epiteliocorial que impide el paso de las macromoléculas al ternero, entre ellas las
inmunoglobulinas, por lo que esta especie es practicamente agammaglobulinémica al
nacimiento, necesitando la ingestion y absorcion de anticuerpos y otros factores que

aporten una inmunidad pasiva (Aldridge et al. 1992).

Las terneras recién nacidas casi no tienen anticuerpos, a menos que se
infecten en el Gtero. Los niveles circulantes de IgA, 1gG;: e IgG,, auto producidos no
alcanzan niveles significativos en los terneros hasta 16 a 32 dias después del

nacimiento, lo que significa que la respuesta inmune de los bovinos no es eficaz
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durante al menos 2 a 4 semanas posnhacimiento (Barrington y Parish 2001).
Rajaraman et al. (1997) encontraron ademas que los terneros recién nacidos tienen
una concentracibn muy baja de vitamina A y esto esta muy relacionado con el
correcto funcionamiento inmunoldgico, por lo que el ternero recién nacido depende
en gran medida de la transferencia de inmunidad pasiva. Se cree que el papel
principal para el componente celular del calostro es interactuar con el desarrollo de la
inmunidad local y para modular la inmunizacion activa del intestino neonatal
(Barrington y Parish 2001).

b) Calidad del calostro: durante mucho tiempo, se ha establecido que la
ingesta de calostro ayuda en la adaptacion de los terneros a su nuevo ambiente,
pues éste es de suma importancia en la trasferencia de inmunidad pasiva, en el
desarrollo y funcion del tracto gastrointestinal (Gl) y ademas influencia el sistema
metabdlico, el sistema endocrino y el estado nutricional neonatal (Stott y Fellah
1983).

Al respecto Quigley et al. (1998), encontraron que el calostro de las vacas que
no estan suplementadas con vitamina E durante el periodo seco, puede proporcionar
cantidades inadecuadas de vitamina E a los terneros después del parto, y esto es
importante, ya que algunas vitaminas no cruzan la barrera placentaria, y por ende el
calostro es la principal fuente de estos nutrientes para el ternero después del

nacimiento.

c) Habilidad de la ternera para absorber inmunoglobulinas: el mecanismo de
absorcion de estas moléculas, segun Tizard (2009), es de suma relevancia en las
primeras horas después del nacimiento ya que, el nivel de actividad de la proteasa
en el tracto digestivo es baja y se reduce aun mas por los inhibidores de la tripsina en
el calostro, por lo tanto las proteinas del calostro no se degradan y se utilizan como
alimento, llegando al intestino delgado de forma intacta. EI mecanismo de absorcion
de estas moléculas es mediado por receptores en las células epiteliales del intestino,
llamados FcRn. Estos también se expresan en la glandula mamaria y las células
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acinares y probablemente estan implicados en la secrecion activa de IgG en el
calostro. Una vez unidas al receptor FcRn, las moléculas de inmunoglobulinas sufren
el proceso de endocitosis por parte de las células epiteliales intestinales y pasan a
los conductos lactiferos y, posiblemente, a los capilares intestinales. Finalmente, las
inmunoglobulinas absorbidas alcanzan el torrente sanguineo, y los animales recién
nacidos por lo tanto obtienen una transfusion masiva de las inmunoglobulinas

maternas.

La absorcion intestinal se da en las células por un tiempo limitado después del
nacimiento (Elizondo 2007a). De acuerdo con Matte et al. (1982), la eficacia de
absorcion de IgG calostral por el neonato disminuye con respecto al paso del tiempo,
asi durante las primeras 6 horas se absorbe el 65,8%, a las 12 horas se absorbe el
46,9%, a las 24 horas el 11,5%, a las 36 horas el 6,7% y a las 48 horas apenas el
6,0%. La absorcién de macromoléculas en las células parece no ser selectivo; sin
embargo, algunas sustancias no se transfieren a la sangre (Bush y Staley 1980). El
cese de la transferencia de material desde las células epiteliales a la sangre se
produce espontaneamente a una velocidad progresivamente mayor después de 12
horas de edad, con una media de tiempo de cierre aproximadamente a las 24 horas.
Las proporciones de las diferentes clases de inmunoglobulinas en el suero de los
terneros después de la ingestion de calostro reflejan las proporciones en el calostro

cuando la absorcion se ha completado (Bush y Staley 1980).

d) Peso al nacimiento de la ternera: este factor tiene diferentes
consideraciones. Para Pellerin (1982), los terneros de peso muy elevado o muy bajo
al nacimiento presentan tasas séricas de Igs menores, pero Dobbelaar et al. (1987),
no encontraron asociacion entre el peso del ternero al nacimiento y el contenido

sérico de inmunoglobulinas de los mismos, luego de la ingestion de calostro.

e) Acidez respiratoria: la acidosis al nacimiento puede ser el resultado de un
cierto numero de desafios que los terneros enfrentan durante el nacimiento y las

primeras horas de vida. Algunos investigadores han determinado que existe una
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correlacion entre la acidosis respiratoria y la habilidad de los terneros neonatos para
absorber las inmunoglobulinas del calostro. El mecanismo exacto que interfiere con
la capacidad de absorcion no es comprendido enteramente en la actualidad. Sin
embargo existe informacion contradictoria con respecto al incremento del aumento
de la presion de dioxido de carbono (pCO2) arterial y la absorcion de

inmunoglobulinas del calostro (Quigley et al. 2001).

La cantidad total de inmunoglobulinas ingeridas por unidad de peso corporal
esta delimitada por la cantidad consumida de calostro y la concentracion de éstas,
por lo que al momento del nacimiento, es el factor mas importante que determina la
concentracion de éstas en el suero (Hancock 1985). En contraste, la eficiencia de
absorcién de otras inmunoglobulinas como la IgM disminuye a medida que la ingesta
aumenta, por lo que la ingestion de una mayor cantidad de IgM no aumenta la
cantidad absoluta absorbida (Bush y Staley 1980).

Pritchett et al. (1991), han observado que terneras alimentadas con 2 L de
calostro alto en inmunoglobulinas a las 0 y 12 h tuvieron concentraciones de IgG; en
suero significativamente mas altas a las 8, 12, 24 y 48 horas de nacidas que terneras

alimentadas de manera semejante con calostro con concentraciones bajas.

3. Sistema inmunoldgico de las terneras

Es bien sabido que la resistencia efectiva contra las infecciones es
fundamental, y es por esto que el organismo de las terneras no dispone Unicamente
de un mecanismo de defensa. Para ser eficaz y confiable, deben estar disponibles
multiples sistemas de defensa. Algunos de estos pueden ser efectivos contra
diversos invasores, otros soOlo pueden destruir ciertos organismos especificos;
algunos actuan en la superficie del cuerpo para excluir a los invasores; otros actlian

profundamente dentro del cuerpo para destruir los microorganismos que han violado
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las defensas exteriores. Algunos defienden contra las bacterias invasoras, algunos
contra los virus que viven dentro de las células, y algunos incluso contra grandes

invasores, tales como hongos, parasitos, gusanos e insectos (Tizard 2009).

Con la intencién de cumplir con estos objetivos, el cuerpo ha desarrollado un
complejo sistema de superposicion e interrelacion de mecanismos de defensa, que
juntos pueden destruir o controlar casi todos los invasores. Como menciona Tizard
(2009), un fallo en estas defensas, ya sea porque el sistema inmunoldgico es
destruido, como ocurre en el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) o
porgue el microorganismo invasor puede superar o eludir las defensas, dar& lugar a
la enfermedad y posiblemente a la muerte. Un sistema inmune eficaz no es
simplemente un sistema util para el organismo, sino que es fundamental para la vida

misma.

Debido a que la mayoria de situaciones de enfermedad o problemas sanitarios
en las terneras son causadas por microorganismos, se debe tener en cuenta la
capacidad de éstos para causar la enfermedad o para evadir las defensas del
cuerpo. Esta capacidad se denomina virulencia. Asi, un organismo altamente
virulento tiene una capacidad mayor para vencer al sistema inmunoldgico y causar la
enfermedad, en comparacion con un microorganismo con baja virulencia. Si una
bacteria puede causar enfermedad casi cada vez que invade un individuo sano,
incluso en bajas cantidades, entonces se considera un patégeno primario. Ejemplos
de patogenos primarios incluyen el virus del moquillo canino, el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), que causa el SIDA, y la Brucella abortus, que es la
principal causa de abortos contagiosos en el ganado bovino. Otros patdégenos
pueden ser de tan baja virulencia que sélo causaran enfermedad si se administran en
dosis muy altas o si las defensas inmunes del cuerpo se ven afectadas primero.
Estos son patdgenos oportunistas. Ejemplos de patdégenos oportunistas incluyen
bacterias tales como Mannheimia haemolytica y hongos tales como Pneumocystis
carinii. Estos organismos rara vez, 0 nunca, causan enfermedades en los animales
sanos (Tizard 2009).
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3.1 Las defensas del cuerpo

La ternera cuenta con tres sistemas principales de defensa (Tizard 2009): las

barreras fisicas, la inmunidad innata y la inmunidad adquirida.

a) Barreras fisicas: las defensas mas eficaces del cuerpo implican la
prohibicion de entrada. Sin estas barreras defensivas, el éxito es casi imposible. El
cuerpo emplea multiples niveles de defensa, como resultado, un organismo que ha
tenido éxito en superar la primera capa de defensa se enfrenta a continuacién, con la
necesidad de superar una segunda barrera mas alta, y asi sucesivamente. La
primera y mas obvia de estas capas es la piel, ya que ésta proporciona una barrera
eficaz a la invasion microbiana. Si esta dafiada, pueden producirse infecciones, sin
embargo, la cicatrizacion de heridas asegura que la barrera se restablezca
rapidamente. En otras superficies del cuerpo, como en los tractos respiratorio y
gastrointestinal, algunas defensas fisicas simples incluyen los procesos de auto
limpieza, como la tos, los estornudos, y el flujo de moco en las vias respiratorias; la
diarrea y el vémito en el tracto gastrointestinal, y el flujo de la orina en el sistema
urinario. La presencia de una flora normal bien establecida sobre la piel y en el

intestino, también excluyen a muchos invasores potenciales.

b) Inmunidad innata: si bien es cierto las barreras fisicas, son las primeras
lineas de defensa del organismo, no son totalmente eficaces. Teniendo en cuenta el
tiempo y la persistencia, un microorganismo invasor eventualmente puede superar
simples obstaculos fisicos. Sin embargo, los animales no estan constantemente
enfermos, porque los intentos de invasion son bloqueados antes de que puedan
resultar en la enfermedad y esta es la principal tarea del sistema inmune innato. Esta
segunda capa de defensa por lo tanto, consiste en responder rapidamente con
mecanismos de defensa celulares y quimicos. La inmunidad innata se basa en el
hecho de que los microorganismos invasores difieren quimicamente de los
componentes normales del cuerpo. Asi, los animales tienen enzimas que pueden

digerir las paredes celulares de las bacterias y proteinas de union a carbohidratos
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gue se adhieren a las bacterias y aceleran su destruccion. Los animales también
tienen células que pueden reconocer las moléculas comiunmente asociadas con
microorganismos invasores y los matara. El cuerpo de un animal puede enfocar sus
mecanismos de defensa innatos en los sitios de invasion microbiana en el complejo
conjunto de reacciones que llamamos inflamacién. Durante la inflamacién, los
cambios en los tejidos provocados por la invasion microbiana o por dafios en los
tejidos producen un aumento del flujo de sangre y la acumulacion de células que
pueden atacar y destruir los invasores, estas células, llamadas neutréfilos y
macrofagos, pueden destruir la mayoria de los organismos invasores y asi evitar su

propagacion a las zonas no infectadas del cuerpo.

Asi como existen células especializadas en atacar a los microorganismos
invasores, también existen enzimas que se activan por la presencia de invasores y
éstas forman lo que se conoce como el sistema del complemento. Ejemplos de estas
enzimas son la lisozima que se encarga de digerir los carbohidratos y las proteinas
de union a carbohidratos de las bacterias. Algunas de estas moléculas pueden
circular todo el tiempo, mientras que otras son inducidas por la presencia de
bacterias o tejidos dafiados. Estas proteinas se pueden unir a los organismos
invasores y acelerar su destruccion. El sistema inmune innato carece de cualquier
forma de memoria, y cada infeccion se trata de forma idéntica. Por lo tanto, la
intensidad y la duracién de los procesos tales como la inflamacién, se mantienen sin
cambios no importa cudntas veces se encuentra un invasor especifico. Por otra
parte, siempre esté listo para responder inmediatamente una vez que se detecta un

invasor.

¢) Inmunidad adquirida: la inflamacion y los otros componentes del sistema
inmune innato son criticos para la defensa del cuerpo. Aquellos animales que no
tienen una respuesta innata efectiva moriran a causa de infecciones. Sin embargo,
estos mecanismos innatos no pueden ofrecer la solucion definitiva para la defensa
del cuerpo. Lo que realmente se necesita es un sistema de defensa que reconozcay

destruya los invasores y aprender del proceso, en caso de que estos vuelvan a
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invadir seran destruidos con mayor eficacia. Este tipo de respuesta adaptativa es la
funcion del sistema inmune adquirido, al cual le toma varios dias para convertirse en
efectivo. El sistema inmune adquirido es un sistema complejo y sofisticado que
ofrece la mejor defensa del cuerpo. Su importancia se ve facilmente cuando es
destruido. Una diferencia clave entre los sistemas inmunes innatos y adquiridos
reside en el uso de los receptores para reconocer a los invasores extrafios. El
sistema innato utiliza receptores preexistentes que pueden unirse a moléculas y
patrones moleculares que se encuentran comunmente en muchos microbios
diferentes. En contraste, las células del sistema inmune adquirido generan
aleatoriamente un enorme numero de receptores estructuralmente Unicos y estos se

pueden unir a una enorme variedad de moléculas extrafas.

El sistema inmune adquirido puede reconocer a los invasores extranjeros,
destruirlos, y conservar la memoria del encuentro. Si el animal se encuentra con el
mismo organismo una segunda vez, el sistema inmune responde mas rapidamente y
mas eficazmente. Esto se debe primordialmente a la diversidad de posibles
invasores, los cuales se dividen en dos grandes categorias. La primera consiste en
los organismos que se originan fuera del cuerpo y éstos incluyen la mayoria de las
bacterias y hongos, asi como muchos protozoos y helmintos invasores. La segunda
categoria esta formada por los organismos que tienen su origen o que viven en el
interior de las células y éstos incluyen los virus y las bacterias intracelulares o
protozoos. Por lo tanto, el sistema de inmunodeficiencia adquirida consiste en dos
ramas principales que defienden contra cada una de estas dos categorias de los
invasores. Asi, una rama del sistema inmune se dirige contra los invasores
extracelulares. Las proteinas llamadas anticuerpos promueven la destruccion de los
invasores. Este tipo de respuesta inmune se denomina a veces la respuesta inmune
humoral (Figura 1), ya que los anticuerpos se encuentran en los fluidos corporales (o
"humores"). La otra rama principal del sistema inmune se dirige contra los invasores
intracelulares que invaden las células. Células especializadas se encargan de
destruir a las células infectadas o anormales. Por lo tanto, este tipo de respuesta se

llama la respuesta inmune mediada por células.
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Inmunidad mediada por células

Figura 1. Divisiones del sistema inmune (Adaptado de Warren 2008).
*Células NK: Asesinas naturales (del inglés Natural killer).
**Th1l: Células ayudantes T1 (del inglés T helper 1).
***Th2: Células ayudantes T2 (del inglés T helper 2).

Debido a la importancia que tiene el adecuado desarrollo del sistema inmune
en las terneras, en los ultimos afos se ha intensificado la busqueda de suplementos
o aditivos nutricionales, que ayuden al desarrollo de una adecuada inmunidad en las
madres, y que estas a su vez se la trasladen a sus hijas, lograndose primordialmente
a través de una buena digestion y degradacion de los alimentos a nivel ruminal, que
desencadena en el cumplimiento de los requerimientos nutricionales por parte de los
animales, y con esto, el desarrollo adecuado de un sistema inmune competente
(Magalhaes et al. 2008). Dentro de estos suplementos, las levaduras juegan un papel

importante, y sus efectos se detallan a continuacion.

4. Las levaduras

La levadura es un hongo heterotrofico que no contiene clorofila, de acuerdo

con Alvarado y Vega (2002), vive en una gran variedad de ambientes naturales y
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forma colonias, y su clasificacion dependera del tipo de azlucar que fermente. Son
microorganismos unicelulares, adaptados a vivir en medios adversos, con valores de

pH extremos, salinidad y en medios con o sin presencia de oxigeno.

La utilizacion de levaduras en dietas y formulacién de alimentos para
rumiantes tiene una larga historia. En el afio de 1925, se publicé por primera vez un
reporte sobre el uso de levaduras como suplemento alimenticio para vacas lecheras
y la levadura utilizada fue el desecho de la industria cervecera (Steckley et al. 1979,
Johnson y Remillard 1983).

Las levaduras han sido usadas durante muchos afios como una fuente de
proteina de alta calidad en las dietas para animales. Su alto contenido en vitaminas,
enzimas y otros importantes co-factores también las hacen atractivas como una
ayuda digestiva con efectos positivos en animales rumiantes y monogastricos
(Auclair 2000). El caso de las levaduras es muy interesante, pues durante décadas
ha sido utilizado como agente preventivo y terapéutico para la diarrea y otros
problemas gastrointestinales en humanos. Las levaduras son incorporadas a las
dietas con el propdsito de mejorar la salud y sobre todo el desempefio de los

animales y mejorar sus caracteristicas zootécnicas.

La utilizacién de las levaduras beneficia al hospedero en varios aspectos
(Ducluzeau y Bensaada 1982): pueden actuar como probidticos o prebidticos
(mananooligosacaridos); produccion de minerales (por seleccion de cepas ricas en
Se y Cr o por enriquecimiento del medio de cultivo con estos minerales), de
vitaminas (hidrosolubles del complejo B) y de enzimas (fitasas); promueven el
crecimiento; mejoran la eficiencia alimenticia; mejoran la absorcion de nutrientes
mediante el control de la diferenciacién y proliferacion de las células epiteliales del
intestino; eliminan y controlan microorganismos intestinales que producen
enfermedades subclinicas o clinicas; estimulan la inmunidad no especifica y

especifica en el intestino; reduccién del olor de las excretas.
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4.1 Tipos de levaduras de uso zootécnico

Las levaduras de uso zootécnico se pueden clasificar de la siguiente forma
(Hubbert 1987, Lee et al. 2000, Conzelmann et al. 1988):

a) Levadura muerta: corresponde principalmente a subproductos de la
elaboracion de alimentos para humanos (panificacion y cerveceria), pues son

expuestas a altas temperaturas en dichos procesos.

b) Levadura viva: como su nombre lo indica son colonias de levaduras vivas,

generalmente mezcladas con materias primas.

c) Cultivos de levaduras: estan compuestos por una mezcla de
microorganismos (hongos unicelulares y levaduras), enzimas, vitaminas, medios de
cultivo y factores no identificados relacionados con la levadura, que tienen efectos
benéficos en la fermentacion ruminal. Los cultivos de levaduras presentan varias
caracteristicas importantes: no son patdgenos, ni toxicos; no se absorben en el tracto
digestivo; no dejan residuos en los tejidos animales; se utilizan en pequefias
cantidades; proliferan in vivo e in vitro; promueven el crecimiento de bacterias

celuloliticas; son estables a temperaturas elevadas y no causan mutacion.

d) Componentes de la pared celular: los principales componentes de la pared
celular de las levaduras son los mananooligosacaridos y los [B- glucanos, en
proporciones mas o menos iguales, y pequefas cantidades de N-acetil glucosamina.
Estas moléculas, realizan un papel muy activo en el incremento de la inmunidad
innata de los animales, ademas son capaces de inhibir la colonizacion por patégenos
en el tracto digestivo, absorben micotoxinas, estimulan la secrecion de una proteina
que se conjuga con la manosa del higado, la cual se une a la capsula de las

bacterias invasoras y desencadenan el sistema de fijacion del complemento.
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5. Utilizacion de levaduras en rumiantes

La mayoria de componentes de la dieta de los rumiantes son degradados por
nuMerosos microrganismos anaerobicos presentes en el fluido ruminal. Esta
situacion le confiere al ecosistema del rumen un papel clave en la respuesta del
rumiante a la dieta y por consiguiente a la consecucion de los objetivos de la
actividad lechera como lo son, altos niveles de produccion y un adecuado desarrollo
inmunologico de los animales, que desencadene en menor incidencia de

enfermedades y desdrdenes metabdlicos.

En la industria bovina, las levaduras parecen ser el enlace crucial entre la
salud animal y la produccién comercial, debido a que se ha probado cientificamente
gue éstas ayudan a los rumiantes en la conversion alimenticia, ganancia de peso, y
capacidad inmunolégica. La incidencia de multiples enfermedades se ha reducido en
gran medida al agregar levaduras en las dietas (Magalhaes et al. 2008).

La utilizacion de levaduras en dietas para rumiantes ha sido estudiada en
diferentes universidades del mundo. De acuerdo con Desnoyers et al. (2008), el éxito
en la utilizacion de estos organismos se debe principalmente a los carbohidratos
complejos que favorecen la salud del intestino a través de al menos tres

mecanismos:

a) Absorcion de patdgenos entéricos: la pared celular de la levadura contiene
mananooligosacaridos (MOS), los cuales ocupan el sitio en el cual se adhiere el
patogeno a la pared intestinal, previniendo asi el ataque de éstos al tracto digestivo.
Este efecto se debe a que las bacterias patdgenas poseen unas fimbrias especificas
de manosa, que utilizan para adherirse al epitelio. Los MOS se adhieren a estas
fimbrias, bloqueando la capacidad de adhesion de las bacterias, y reduciendo asi la
colonizacion del tracto digestivo con patdgenos, y también han demostrado ser
capaces de neutralizar toxinas alimentarias, reduciendo asi el esfuerzo de

detoxificacion del higado.
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b) Modulacion del sistema inmune: hay un estimulo de los niveles de
respuesta inmunoldgica, tanto humoral como celular, que promueve la proliferacion
de microorganismos benéficos que trabajan en la exclusion de microorganismos
patdogenos creando asi una competencia entre éstos. Se ha reportado que tienen
gran cantidad de propiedades anti-infecciosas sin inducir la activacion de leucocitos o
la estimulacion de citoquinas pro-inflamatorias (Antje et al. 1995, Cisneros et al.
1996, Onderdonk et al. 1992). Estrada et al. (1999), reportaron mejoras en la
proliferacion de linfocitos y en otros parametros inmunes en la sangre, que
incluyeron, respuestas de anticuerpos a los antigenos especificos, respuestas a la
proliferacion de linfocitos antigenos, numeros de leucocitos diferenciales y la
concentracion de hierro y zinc, en toretes de engorde. Eicher et al. (2011),
encontraron disminuciones en la deteccidbn de casos positivos, adherencia y
patogenicidad de la Salmonella Dublin y en la respuesta inmune innata en los

terneros recién nacidos, al ser suplementados con [3-glucanos y acido ascorbico.

c) Los B-glucanos y el receptor Dectina-1: la capacidad de los B-glucanos para
modular la inmunidad se ve influenciada por la longitud del polimero, grado de
ramificacion, y la estructura terciaria. A pesar de que aun no se conoce del todo, se
sabe que estos atributos influyen en la forma en que los carbohidratos interactian
con sus receptores, particularmente el Dectina-1. De acuerdo con Tsoni y Brown
(2008), las particulas grandes de B-glucanos, tales como el curdlano y el zimosan,
son capaces de activar directamente a los leucocitos, potenciando la fagocitosis, la
actividad antimicrobiana, y la produccion de citoquinas, quimiocinas y otras
mediadoras de procesos inflamatorios. Las de tamafo intermedio, tales como el
fosfato de glucano fosfato, son activos in vivo, sin embargo, no parece desencadenar
respuestas de leucocitos in vitro, pese a que hay evidencia de que pueden activar los
factores de transcripcion, incluyendo NFkB, inducir la produccion de un ndamero
limitado de citoquinas, y modular la inflamacion mediante la estimulacién de la via de
la fosfoinositida-3-quinasa. Las de tamafio pequefio o peso molecular bajo, tales
como la laminarina, son biolégicamente inactivos, tanto in vitro como in vivo. Es

notable que a pesar de que los vertebrados no poseen [(-glucanos, la longevidad de
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estos carbohidratos en los sistemas de mamiferos es lo que contribuye a su
actividad.

La respuesta de los vertebrados a los [B-glucanos parece estar mediada
principalmente por los receptores de la superficie celular y, a pesar de que la
opsonizacién (proceso de marcado de células extrafias de parte del fagocito para su
destruccién) se da esta no contribuye al reconocimiento de las particulas de [3-
glucanos, por lo que no se han descrito moléculas de plasma conocidas que puedan
reconocer a estos carbohidratos. La actividad del receptor de (3-glucano ha sido
identificado tanto en células inmunes como en células no inmunes, incluyendo
monocitos, macrofagos, neutrofilos y células de Langerhans, eosinofilos, células
asesinas naturales (NK), células endoteliales, células epiteliales alveolares y
fibroblastos (Brown y Gordon 2005). Un namero de receptores celulares han sido
implicados en estas actividades, incluyendo el Receptor Complementario 3 (CR3), la
lactosilceramida (LacCer), los receptores Scavenger y la Dectina-1 (Figura 2). Se
cree que el reconocimiento celular esta mediado por combinaciones de estos
receptores (Battle et al. 1998), pero sélo para la Dectina-1 se ha demostrado

claramente su papel en las respuestas celulares a estos carbohidratos.

Heceptores Scavenger

Heceptor Complementano 3

Dectina-1
Lactocl Ceramida

AR AR DR T

rd
Desconocido \
I\{quracidn de neutrdfilos Cxplosion oxidativa Fiaggoncilonsiss
Citotoxicidad tumoral Funciones antmicrobiales Explosidn oxidativa

Ciloequingas proinflarmealoniass Cit_oq_uinas proinﬂamatoria_s
Quimiocinas proinflamatorias

Figura 2. Representacion gréfica del patrén de reconocimiento de los receptores de
B-glucanos encontrados en los vertebrados y sus efectos a nivel celular
(Adaptado de Brown y Gordon 2005).
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La incorporacion de estos aditivos microbiales se ha convertido en una
practica comun en las lecherias, pero la mayoria de estudios se han realizado en
vacas en produccion y en estudios in vitro. Algunos de estos estudios in vitro han
demostrado que las levaduras y los cultivos de levaduras estimulan el desarrollo de
las bacterias celuloliticas, las cuales se encargan de la degradacion de la fibra a nivel
ruminal, situacién beneficiosa tanto para animales adultos, como para las terneras en

desarrollo (Maghalaes et al. 2008).

Algunas cepas de Saccharomyces cerevisiae, han favorecido el
establecimiento de las bacterias fibroliticas en el tracto digestivo, lo que acelera la
actividad microbial en el rumen, que favorece la transicion de dietas liquidas a dietas

sélidas en animales jévenes (Maghalaes et al. 2008).

Esta mejora en la actividad microbial en el rumen, puede explicar las mejoras
observadas en el crecimiento de terneras alimentadas con levaduras. Esta situacion
es clave en el momento en que las terneras hacen la transicion de dietas, pues el
riesgo de diarreas tiende a disminuir con el uso de levaduras (Maghalaes et al.
2008).

5.1 Suplementacion con levaduras en terneras

En diversos estudios se ha encontrado que la suplementacién con cultivos de
levaduras tiene efectos positivos sobre el desarrollo del sistema inmune vy
gastrointestinal en las terneras. Al respecto Lesmeister et al. (2004), encontraron que
al incluir 2% de cultivos de Saccharomyces cerevisiae en preiniciadores se
obtuvieron mejores ganancias de peso y consumos de materia seca, ambos
indicadores del buen desarrollo inmune de las terneras. También Seymour et al.
(1995), reportaron disminuciones en la incidencia de altas temperaturas corporales
en terneras cuando se suplemento con 1% de cultivos de levaduras en la racion total,
asi como una disminucion en la utilizacién de antibiéticos durante los primeros 46

dias de vida. Fonty y Chaucheyras-Durand (2006), sugieren que los beneficios y
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mejoras en el desempeiio de las terneras se pueden asociar con la mejora en el
crecimiento y actividad de las bacterias degradadoras de fibra y hongos,
estabilizacion del pH ruminal, disminucién en la acumulacién de acido lactico, mejora
en la colonizacion del rumen y el desarrollo del proceso de fermentacion durante el
periodo de destete. Ademas, las levaduras proveen factores de crecimiento para los
microorganismos ruminales, aumento de condiciones anaerdbicas en el rumen y

competencia con otros microorganismos.

Cole et al. (1992), reportaron que terneros expuestos a un desafio con
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR, por sus siglas en inglés), suplementados con
cultivos de levaduras tuvieron mejores respuestas en cuanto a consumo de materia

seca Yy ganancias de peso, con respecto a aquellos que no se suplementaron.

Eicher et al. (2010), encontraron mejoras en la respuesta inmune innata de
terneros sometidos a estrés de transporte, cuando éstos eran suplementados con
cultivos y pared celular de levaduras, lo que supone una forma muy interesante de
contrarrestar los posibles efectos negativos que siempre involucra el transporte de

animales, en especial de animales jovenes.

En cuanto a mejora en inmunidad, Galvao et al. (2005), reportan que terneras
suplementadas con levaduras en el alimento preiniciador, tuvieron una disminucion

significativa en dias con diarrea, asi como una menor utilizacién de antibioticos.

5.2 Suplementacion con levaduras en vacas adultas

De igual forma, la mayoria de experiencias en la utilizacién de levaduras en la
suplementacion de vacas son positivas, pues como reportan Piva et al. (1993), se
observan mejoras en el consumo de materia seca, produccidon de leche vy
composicion de la leche en las vacas suplementadas con respecto a las que no
fueron suplementadas, y determinaron que dicha mejora esta directamente

relacionada con la etapa de lactancia, el forraje suministrado, la estrategia de
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alimentacion y la relacion forraje:concentrado. Wohlt et al. (1998), encontraron que si
esta suplementacién se realiza desde que la vaca esta en el periodo de preparto se
mejora el consumo de materia seca y la produccion de leche en vacas Holstein hasta
las 18 semanas de lactancia. Dann et al. (2000), también encontraron aumentos en
el consumo de materia seca durante los primeros siete dias posparto, etapa critica
de consumo para las vacas lecheras, asi como una disminucién en la pérdida de
condicion corporal en esta etapa, asociada al mayor consumo de materia seca.
Robinson y Garrett (1999), encontraron mejorias en los parametros ruminales, tales
como pH, concentracion de acidos grasos volatiles (AGV) y digestibilidad total de los
nutrientes que ingresan al rumen, asi como mejorias en el consumo de materia seca
de la dieta de produccion, con altos niveles de carbohidratos solubles y proteina.
Ibrahim et al. (2010), reportaron mejoras en contenido de microorganismos ruminales
asociado a que las levaduras proveen de factores de crecimiento para éstos, asi
como aumentos en concentracion de AGV, mejora en condicion corporal (CC) al
parto y disminucion en la pérdida de CC posparto. Nocek et al. (2011), encontraron
mejoras en produccion de leche, grasa y proteina lactea y mejoras en la salud de la

glandula mamaria.
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MATERIALES Y METODOS

1. Animales y tratamientos utilizados

El experimento se realizdé en la finca lechera El Planton ubicada en Santa
Rosa de Oreamuno, Cartago, en 30 vacas preparto de la raza Jersey, con similar
namero de parto (3°), condicion corporal preparto (21 dias) de 3,5 y con valor relativo
promedio de 97, el cual fue obtenido en el programa de computacién Vampp®

Bovino.

Se utilizaron dos tratamientos con 15 repeticiones cada uno. El primero fue el
control no suplementado y el segundo se suplementé diariamente a partir de los 21
dias previos a la fecha proyectada de parto con 40 g de la pared celular y cultivo de

levaduras, cuya composicioén nutricional se muestra en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Composicion nutricional de la pared celular y
cultivo de levaduras (Celmanax®) suministrado
a las vacas preparto.

Nutriente*, % Contenido
Humedad 12,00
Proteina Cruda minima 20,00
Extracto Etéreo minimo 1,00
Fibra Cruda maxima 10,00

*Fuente: Vi-cor® Dairy Products.

La dieta de las vacas preparto consistia de 3 kg de alimento balanceado Parto

Plus® de Dos Pinos, cuya composicién nutricional se muestra en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Composicion nutricional del alimento balanceado Parto
Plus® suministrado a las vacas preparto.

Nutriente* Contenido
Humedad maximo (%) 13,0
Proteina Cruda (%) 14,0
Extracto Etéreo (%) 3,0
Fibra Cruda (%) 10,0
Energia Digestible minimo (kcal/kg) 3350,0
Calcio minimo (%) 0,1
Calcio maximo (%) 0,2
Fosforo minimo (%) 0,3
Monensina sédica (mg/kg) 50,0

*Fuente: Laboratorio de Aseguramiento de Calidad, Dos Pinos.

Ademas del alimento balanceado, las vacas consumian a libre voluntad en el
potrero pasto kikuyo (Kikuyuocloa clandestina), cuya composicién nutricional se

muestra en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Composicion nutricional del pasto kikuyo (Kikuyuocloa
clandestina) consumido por las vacas preparto.

Nutriente*, % Contenido
Materia Seca 16,50
Proteina Cruda 23,00
Extracto Etéreo 3,63
Fibra Detergente Neutro 61,00
Fibra Detergente Acido 32,30
Lignina 5,88
Cenizas 10,60

*Fuente: Laboratorio de Aseguramiento de Calidad, Dos Pinos.
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1.1 Manejo y alimentacion de las terneras

El método de suministro de calostro para todas las terneras nacidas, fue
mediante chupon, en una sola toma de 3 litros en las primeras dos horas después del

nacimiento.

La dieta de las terneras consistia de 4 litros diarios de leche entera, alimento
balanceado Inmucalf® de Dos Pinos a partir del dia 3 de nacidas, cuya composicién

nutricional se muestra en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Composicién nutricional del alimento balanceado Inmucalf®
suministrado a las terneras.

Nutriente* Contenido
Humedad maxima, % 13,00
Proteina Cruda minimo, % 18,00
Extracto Etéreo minimo, % 3,00
Fibra Cruda maximo, % 6,00
Energia Digestible minimo, kcal/kg 3300,00
Energia Neta de Ganancia, Mcal/kg 1,65
Calcio minimo, % 0,80
Calcio maximo, % 1,00
Fésforo minimo, % 0,60
Sal comin minimo, % 0,45
Sal comin maximo, % 0,55
Monensina sédica, mg/kg 100,00

Fuente: Laboratorio de Aseguramiento de Calidad, Dos Pinos.

A partir de la semana 7, se les ofrecia a las terneras heno de Transvala

(Digitaria decumbens), cuya composicién nutricional se muestra en el Cuadro 6.
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Cuadro 6. Composicion nutricional del heno de Transvala (Digitaria
decumbens) suministrado a las terneras.

Nutriente*, % Contenido
Materia Seca 80,10
Proteina Cruda 5,92
Extracto Etéreo 2,28
Fibra Detergente Neutro 63,92
Fibra Detergente Acido 57,70
Lignina 9,20
Cenizas 12,80

*Fuente: Laboratorio de Aseguramiento de Calidad, Dos Pinos.

2. Determinacion de la calidad de calostro

Una vez que las vacas parian se procedia a ordefiar el calostro del primer
ordefio con equipo automatico, luego se pesaba y se tomaba una muestra a 25°C
para la posterior determinacion de la concentracion de inmunoglobulinas totales
(mg/ml), mediante el uso de un calostrometro de mano (Colostrometer™ Biogenics,
Mapleton, Oregon, USA).

3. Determinacién de la concentracion de inmunoglobulinas G en el calostro

Después de determinar la cantidad total de inmunoglobulinas, se procedié a
tomar una muestra de calostro de aproximadamente 50 ml, para congelarlo, y luego
determinar la concentracion de inmunoglobulinas G (IgG) (mg/ml), mediante la
prueba de ELISA, INMUNO-TEK Quantitative Bovine IgG Kit producido en Estados
Unidos por Zeptometrix Corporation. La lectura de la prueba fue realizada en el
Laboratorio de Virologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad

Nacional.
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4. Determinacion indirecta de la transferencia de inmunidad pasiva de las terneras

Se procedié a tomar una muestra de sangre, mediante el método propuesto
por Trotz-Williams et al. (2008), de venopuncién yugular, tomando una muestra de

aproximadamente 10 ml de sangre, de las terneras entre 24-48 horas de nacidas.

Seguidamente las muestras se manejaron de acuerdo al método propuesto
por Jonhson et al. (2007), en el cual las muestras se almacenaron a una temperatura
aproximada de 4°C por un periodo de tiempo no mayor a 24 horas. Una vez que se
cumplia ese periodo de tiempo, se centrifugaba cada una de las muestras a 3000
rpm durante 15 minutos. Una vez centrifugadas, se tomo una o dos gotas del liquido
sobrenadante del tubo (suero sanguineo) y se procedié a realizar la lectura por
medio de un refractbmetro de mano (Atago Master-SUR/Na, Bellevue, Washington,
USA), el cual provee una lectura de la concentracion de la proteina sérica total (g/dL

de suero sanguineo).

5. Determinacion de la concentracion de inmunoglobulinas G en el suero sanguineo

de las terneras

Una vez determinado indirectamente el estado inmunologico de las terneras,
se procedio a determinar la concentracion de inmunoglobulinas G (mg/ml), presentes
en el suero sanguineo de las terneras de 24-48 horas de nacidas. Para este
procedimiento se tomaba una muestra de aproximadamente 10 ml de suero
sanguineo, para congelarlo y luego determinar la concentracion de IgG mediante la
prueba de ELISA, INMUNO-TEK Quantitative Bovine IgG Kit producido en Estados
Unidos por Zeptometrix Corporation. La lectura de la prueba fue realizada en el
Laboratorio de Virologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad

Nacional.

33



6. Determinacion del estado de salud de las terneras

Se registro diariamente el estado de salud de las terneras verificando la
incidencia de problemas digestivos (diarreas) y respiratorios (neumonias), durante
las primeras 8 semanas de nacidas. En el caso de los problemas respiratorios, se
observé diariamente si los animales tosian y si habia presencia de moco en las fosas

nasales.

Se realizé diariamente la calificacién de las heces producidas por las terneras,
mediante la metodologia propuesta por Larson et al. (1977), durante las primeras 8

semanas de nacidas.

7. Determinacion del crecimiento de las terneras

Se registr6 semanalmente el peso, altura a la cruz, consumo de alimento

balanceado y heno de las terneras durante las primeras 8 semanas de nacidas.

Con los datos promedio de consumo de alimento balanceado, consumo de

heno y ganancia de peso, se determind la conversion alimenticia de las terneras.

8. Andlisis de la informacion

Calidad de calostro

La informacion recolectada se analizo mediante un disefio irrestricto al azar
con covarianza del factor nimero de parto de la vaca donde:

Yi=u+Ti+BX+Ej

Y = calidad de calostro.
K = media general.
T; = efecto del iésimo tratamiento (2).
BX = covarianza.

€ij = error experimental.
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Una vez obtenidos los datos, se realizé una prueba de diferencia de medias de

Duncan, mediante el uso del paquete estadistico InfoStat (Di Rienzo et al. 2011).

Transferencia de inmunidad pasiva

La informacién recolectada se analiz6 mediante un disefio irrestricto al azar
con covarianza de los factores peso al nacimiento de la ternera y calidad de calostro
donde:

Yi=p+Ti+BX+Ej

Y = transferencia de inmunidad pasiva.
H = media general.
T = efecto del iésimo tratamiento (2).
BX = covarianza.

€ij = error experimental.

Una vez obtenidos los datos, se realiz6 una prueba de diferencia de medias de

Duncan, mediante el uso del paquete estadistico InfoStat (Di Rienzo et al. 2011).

Concentracion de IgG en calostro y suero sanguineo, consumo de dieta, ganancia de
peso, peso, altura a la cruz y conversién alimenticia
La informacion recolectada fue analizada mediante el siguiente modelo:
Y=+ Ti+ &
Y = variable a evaluar.
K = media general.
T; = efecto del iésimo tratamiento (2).

€j = error experimental.

Una vez obtenidos los datos, se realiz6 una prueba de diferencia de medias de
Duncan, mediante el uso del paquete estadistico InfoStat (Di Rienzo et al. 2011).

35



Incidencia de diarrea y neumonia

La informacion recolectada se analizé mediante la prueba denominada razén

de posibilidades (Edwards 1963), cuyo modelo es el siguiente:

_ Animales no
Animales enfermos Total
enfermos
Grupo control A B A+B
Grupo
C D C+D
suplementado
Total A+C B+D N

Una vez obtenidos los datos se procedié a calcular la posibilidad de que un

evento sucediera con respecto al otro y este se obtuvo mediante la siguiente formula:

RP

_A*D
T BxC
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RESULTADOS Y DISCUSION

Calidad del calostro

La cantidad de calostro producido promedio, la concentraciébn promedio de
inmunoglobulinas totales y la concentracion promedio de inmunoglobulinas G, del
calostro de primer ordefio producido por la vacas en estudio, se presentan en el
Cuadro 7.

Cuadro 7. Produccién y calidad del calostro de las vacas en estudio.

Inmunoglobulinas  Inmunoglobulinas

Tratamiento N Calostro, kg/animal

totales, mg/mi G, mg/ml
Control 15 3,70+ 1,59 90,06 + 23,74% 168,52 + 20,39
Suplementado 15 4,00 £ 1,30 105,94 + 17,59° 172,20 + 20,80

2b Medias con letras diferentes en una misma columna difieren entre si (p<0,05),
segun la prueba de Duncan.

La concentracion de inmunoglobulinas totales fue mayor (p<0,05) para el
grupo suplementado con respecto al grupo control, lo que sugiere que la
suplementacion con pared celular y cultivo de levaduras durante el periodo preparto
(21 dias), tuvo un efecto positivo sobre la respuesta inmune de las vacas en estudio,
lo que les permiti6 acumular y depositar mayor cantidad de inmunoglobulinas en el
calostro. Como sefalan algunos autores (Burton et al. 1984, Bush y Staley 1980,
Denise et al. 1989), el uso de cultivo de levaduras tiene impacto sobre el
comportamiento sanitario, productivo y reproductivo de los animales, sobre todo ante
eventos de estrés como el parto y los periodos preparto y posparto, en los cuales
pueden intervenir agentes patdégenos oportunistas, los cuales aprovechan la caida

del sistema inmune, provocando enfermedades.

Al respecto Tizard (2009), menciona que el mecanismo de produccion y
deposicion de inmunoglobulinas en el calostro, es un proceso mediado por

receptores a nivel de glandula mamaria, que funciona adecuadamente cuando el
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sistema inmune del animal se encuentra en perfectas condiciones, por lo que
aquellos animales que producen calostro de mayor calidad, en cuanto a
concentracion de inmunoglobulinas totales, son reflejo de un sistema inmune

competente y preparado para la defensa del cuerpo.

De acuerdo con Tizard (2009), la cantidad de inmunoglobulinas transferidas a
través del calostro representa las consecuencias de su historial de exposicion a los
antigenos, respuestas de las células B, y la mutacién somatica. Esta concentracion

de inmunoglobulinas en efecto representa las experiencias inmunolégicas de la vaca.

En cuanto a la concentracion de inmunoglobulinas G, no se encontro
tendencia lineal de los datos con respecto a la concentraciéon de inmunoglobulinas
totales (R?=0,15).

No se encontraron diferencias significativas (p<0,05), lo cual difiere con los
resultados encontrados por Rodriguez (2008), donde se determinaron diferencias
significativas (p<0,05) en la concentracion de inmunoglobulinas G en el calostro (204
mg/ml vs 178 mg/ml), siendo el valor mas alto para el grupo de vacas suplementadas

con levadura durante el periodo preparto.

Algunas investigaciones realizadas por Cuarén (2002), en cerdas
suplementadas con levadura en su dieta, durante 21 dias preparto, muestran
mejoras significativas en la concentracion de IgG en calostro, encontrandose mejoras
de hasta un 15,63%, en comparaciéon a cerdas no suplementadas. Chau et al. (2009),
encontraron mejoras significativas en la concentracion, no solo de IgG, sino también
de IgA e IgM, tanto en calostro como en suero sanguineo de los lechones. Esto es
importante porque los anticuerpos maternos actian sobre el sistema inmunologico
del recién nacido durante un periodo critico de tiempo y parecen ejercer una larga

vida de influencia en el desarrollo inmunolégico del recién nacido (Tizard 2009).
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Transferencia de inmunidad pasiva

La proteina sérica total (PST) y la concentracion de inmunoglobulinas G
promedio, presentes en el suero sanguineo de las terneras en estudio, se presentan

en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Peso al nacimiento, proteina sérica total (PST) y concentracion de

inmunoglobulinas G en el suero sanguineo de las terneras en estudio.

Tratamiento N I.De.so al Proteina sérica Inmunoglobulinas
nacimiento, kg total, g/dL G, mg/ml
Control 15 242 +2,1 8,57 +1,27 75,54 + 34,59
Suplementado 15 24,5+ 3,3 8,24 £ 1,26 69,79 £ 34,41

No se encontraron diferencias significativas (p<0,05), en el contenido de
proteina sérica total y en la concentracion de inmunoglobulinas G presentes en el
suero sanguineo de las terneras, lo que difiere con los resultados obtenidos en un
estudio realizado por Rodriguez (2008), en el cual se encontraron diferencias
significativas (p<0,05) en el contenido de IgG en el suero de las terneras en favor del
grupo de terneras cuyas madres fueron suplementadas con levadura en el periodo
preparto (61 mg/ml vs 51 mg/ml). Otros autores como Cuaron (2002), encontraron
mejorias en la concentracion de IgG en suero sanguineo de lechones cuyas madres
fueron suplementadas con levaduras en el periodo preparto, lo que sefala una mejor
respuesta inmune de las cerdas, expresada en una mayor concentracién de
inmunoglobulinas en el calostro, y por lo tanto, una induccién de esa mejoria a los

lechones via calostro.

Al analizar los datos de inmunoglobulinas totales e inmunoglobulinas G, se
encontr6 una tendencia lineal de los datos (R?=0,74), sin embargo no existe

diferencia en la tasa de incremento (pendiente) entre los grupos.

Era de esperar, basados en la mayor concentracion de inmunoglobulinas en el

calostro de las vacas suplementadas preparto, que se presentara una mayor
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concentracion de proteina sérica total (PST) y de IgG en el suero sanguineo de las
terneras, similar a lo cuantificado en los experimentos previamente mencionados. La
diferencia podria asociarse a la saturacion del sistema de absorcion de
inmunoglobulinas en las terneras, ya que éste es un proceso mediado por células a
nivel intestinal (Tizard 2009).

Comportamiento productivo

El peso final y la altura a la cruz promedio a la semana ocho de las terneras en

estudio, se presentan en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Peso final y altura a la cruz promedio de las terneras en

estudio.

. . Alt I final,
Tratamiento N Peso final, kg uraa :n?ruz na
Control 15 46,5+7,1 80,2+2,1
Suplementado 15 475+ 4,2 81,1+£25

No se encontraron diferencias significativas (p<0,05), para ninguno de los dos
parametros antes mencionados, lo que difiere con los resultados obtenidos por otros
autores (Cole et al. 1992, Hill et al. 2009), los cuales encontraron mayor peso final y
mayor altura a la cruz (p<0,05), en terneras suplementadas con cultivo de levaduras

con respecto a terneras no suplementadas.

Al analizar el consumo de alimento (Figura 3), en la semana 8 se determiné
que las terneras del grupo control consumieron mas dieta sélida (p<0,05), pero
obtuvieron menores ganancias de peso, por lo que el grupo de terneras de madres

suplementadas presentd mejores conversiones alimenticias.
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Figura 3. Consumo diario promedio de la dieta solida de las terneras en estudio.
*
p<0,05.

Este menor consumo de las terneras, de acuerdo con Chaucheyras-Durand y
Fonty (2001), se atribuye a que los cultivos de levadura favorecen el establecimiento
de bacterias fibroliticas en el tracto digestivo, lo que potencialmente acelera las
actividades microbianas en el rumen y favorecen la transicion de dietas liquidas a
stlidas en terneras. Williams et al. (1991), sugirieron que la suplementacion de la
dieta con los cultivos de levadura, pueden aumentar la regulacion del pH del rumen a
través de la reduccion en la produccion de acido lactico, lo que tiene mucha
influencia sobre el consumo y el aprovechamiento de los nutrientes por parte de la

ternera.
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También se promueve un aumento en la produccion de butirato, una
disminucién en la produccién de acido lactico, y, posteriormente, el aumento del pH
del rumen, lo que actda de forma sinérgica en el desarrollo del rumen de la ternera.
Ademas se puede atribuir mejoras en la digestibilidad del alimento balanceado, la
produccion y eficiencia microbiana y el flujo de aminoacidos al duodeno (Erasmus et
al. 1992, Mutsvangwa et al. 1992, Yoon y Stern 1996). Este aumento del flujo de
nitrdogeno microbiano y de aminoacidos al duodeno, junto con el aumento en la
produccion de butirato contribuye al crecimiento de las terneras y su desarrollo

general.

La ganancia diaria de peso promedio, el crecimiento semanal promedio (altura
a la cruz) y la conversion alimenticia promedio de las terneras en estudio, se

presentan en el Cuadro 10.

Cuadro 10. Ganancia diaria de peso, crecimiento semanal y conversion

alimenticia promedio de las terneras.

Tratamiento N GDP, g CS,cm anver:?l(.)n

alimenticia
Control 15 382,86 + 61,20 1,45+0,33 1,28+£0,11
Suplementado 15 410,94 + 51,22 1,70£0,31 1,09 £ 0,09

GDP = ganancia diaria de peso, CS = crecimiento semanal.

No se encontraron diferencias significativas (p<0,05), lo cual difiere con lo
encontrado por otros autores (Lesmeister et al. 2004, Quigley et al. 1992, Seymour
et al. 1995, Wagner et al. 1990), los cuales reportaron mejores ganancias de peso, y
mejores conversiones alimenticias en terneras suplementadas con cultivo de
levaduras. Esto se pudo deber al bajo niumero de repeticiones utilizados en el

experimento.

La ganancia diaria de peso promedio distribuida en las primeras ocho
semanas de las terneras, se puede apreciar en la Figura 4. Se puede observar como
en la semana 8, las ganancias de peso fueron mayores (p<0,05) en favor del grupo
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de terneras de madres suplementadas con cultivo de levaduras preparto, lo que se

debe principalmente, a que en esta semana fue en la que se presenté la mayor

incidencia de neumonia en las terneras del grupo control.

700
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300

Ganancia diaria de peso, (g)

200
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e=g==Grupo control 570,5

e==ll=>Grupo suplementado

Semana

Figura 4. Ganancia diaria de peso promedio de las terneras en estudio.

* p<0,05.

43



El crecimiento semanal promedio distribuido en las primeras ocho semanas de
las terneras, se puede apreciar en la Figura 5. Se puede observar como en la
semana 8, el crecimiento semanal fue mayor (p<0,05) en favor del grupo de terneras
de madres suplementadas con cultivo de levaduras preparto, lo que se debe
principalmente, a que en esta semana fue en la que se presento la mayor incidencia
de neumonia en las terneras del grupo control.

e=p==Grupo control

e=li=>Grupo suplementado
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Figura 5. Crecimiento semanal de las terneras en estudio.
* p<0,05
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Estado de salud de las terneras

Mediante la escala de calificacion de heces propuesta por Larson et al. (1977),
se determind que no hay diferencias entre color, olor y consistencia de las heces de
las terneras del grupo suplementado y del grupo control. Sin embargo, se
encontraron diferencias con respecto a la fluidez de las heces, determinandose que
la incidencia de diarrea en las terneras durante las primeras 8 semanas, fue 3,5
veces mas posible en las terneras del grupo control, respecto al grupo de terneras de

madres suplementadas con el cultivo de levaduras.

Al analizar los datos de la incidencia de neumonia de las terneras en las
primeras ocho semanas, se determind que fue 5 veces mas posible en las terneras

del grupo control, respecto al grupo de terneras de madres suplementadas.

Al respecto, varios autores (Galvao et al. 2005, Murphy et al. 2007, White et al.
2002), coinciden en que el consumo de (-glucanos presentes en la pared celular y
cultivo de levaduras, mejoran la funcion del sistema inmune innato, estimulando la
activacion de los neutrdfilos, los macréfagos y principalmente de las citoquinas pro-
inflamatorias. Ademas estas moléculas poseen propiedades fisicoquimicas, tales
como solubilidad, estructura primaria, peso molecular, ramificacion y carga, que
podrian explicar las diferencias en la respuesta inmune (Vetvicka et al. 2008), asi
como propiedades anti-infecciosas y la mejora en las funciones de los linfocitos
(Antje et al. 1995, Cisneros et al., 1996, Onderdonk et al. 1992). Ademas, se ha
demostrado que la administracion de [-glucanos mejoran la resistencia a las
enfermedades respiratorias provocadas por Mannheimia haemolytica, Pasteurella

multocida, Histophilus somni y Mycoplasma bovis (Brown y Gordon 2001).

En el caso de los neutrdéfilos, Murphy et al. (2007), mencionan que la mejoria
en la respuesta se puede determinar al medir la actividad de estos en la defensa
contra los patdgenos, situacion particularmente importante en las terneras, pues

estas suelen ser afectadas por una amplia gama de patégenos bacterianos, virales, y
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por protozoos que causan enfermedades del tracto digestivo, las cuales se
manifiestan principalmente con diarreas. Ademas, se ha demostrado que estas
moléculas tienen la capacidad de inhibir el crecimiento y la actividad microbiana, lo
cual resulta en beneficios potenciales para la salud animal, que en algunas
ocasiones no se acompafa de mejoras en el comportamiento productivo (ganancia

de peso, altura a la cruz, consumo).

Se ha comprobado también que estas moléculas estimulan la fagocitosis y la
produccion de citoquinas inflamatorias por los macrofagos (Brown 2006, Brown y
Gordon 2001), ademas tienen la capacidad de estimular los monocitos por la
produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) (Rubin-Bejerano et al. 2007,
Thornton et al. 1996; Vetvicka et al. 1996, Xia et al. 1999).

El aporte mas significativo de los B-glucanos, de acuerdo con Warren (2008),
es la mejora en la produccion de las citoquinas, que son los mensajeros quimicos
que se unen a algunos receptores especificos en la superficie celular e inducen
cambios en el crecimiento, el desarrollo, o la actividad de las células. Estas son
sintetizadas por una variedad de células inmunes, especialmente macréfagos y
linfocitos, pero también pueden ser producidos por otras células tales como las
células endoteliales y musculares. Esto se ve reflejado en la mejor respuesta de las
terneras del grupo de madres suplementadas contra el desafio de campo de los
patdgenos involucrados en la incidencia de enfermedades respiratorias.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La suplementacion con pared celular y cultivo de levaduras en las vacas
prontas en estudio, tiene un efecto mejorador en la concentracion de

inmunoglobulinas totales en el calostro.

No se encontraron diferencias significativas en los niveles de proteina sérica
total y de inmunoglobulinas G en el suero sanguineo de las terneras del grupo

control, con respecto al grupo de terneras de madres suplementadas.

En cuanto al comportamiento productivo, no se encontraron diferencias en el
peso al nacimiento, la ganancia diaria de peso, el crecimiento semanal expresado
como altura a la cruz y la conversion alimenticia de las terneras, pero si una
disminucién significativa en el consumo de la dieta sélida durante la semana 8 para
el grupo de terneras cuyas madres fueron suplementadas con la pared celular y el

cultivo de levaduras.

En cuanto al estado inmunoldgico y de salud de las terneras en estudio, se
observd una disminucion en la incidencia de enfermedades respiratorias (neumonia)
y de diarreas en las terneras cuyas madres fueron suplementadas, con respecto a

las terneras del grupo control.

Se recomienda aumentar el nimero de repeticiones y un analisis de costos,
asi como realizar analisis de conteo de células somaticas, como indicador adicional
de la calidad del calostro, asi como analisis de proteina en la orina de las terneras,

para valorar la capacidad de absorcién de inmunoglobulinas de las terneras.

Se recomienda también, llevar a cabo pruebas de sangre a las terneras, para
determinar las concentraciones de macréfagos, monocitos, neutroéfilos, basofilos,
eosinofilos, citoquinas y quimosinas pro-inflamatorias, o que permitiria demostrar si

existe la mejoria en el sistema inmune innato que sefialan otros autores.
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Anexo 1. Reporte de resultados de la cuantificacion de inmunoglobulinas G en
calostro y suero sanguineo bovino obtenidos mediante la prueba de
ELISA INMUNO-TEK Quantitative Bovine 1gG, llevada a cabo en el
Laboratorio de Virologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la

Universidad Nacional.

Muestra ID Muestra D:O Muestra ID Muestra D:O
Calostro (1) 316 2,427 Sueros (31) 560 0,239
2 1864 2,536 32 2261 1,047
3 438 2,350 33 2262 1,276
4 1889 1,943 34 2263 0,155
5 2066 2,359 35 2264 0,969
6 408 2,423 36 2265 0,889
7 1669 2,629 37 2266 0,980
8 1993 2,097 38 2267 1,271
9 2088 2,237 39 2268 1,557
10 393 2,472 40 2269 1,085
11 481 2,650 41 2270 1,344
12 1478 2,457 42 2271 0,870
13 2106 2,150 43 2272 0,981
14 376 2,501 44 2273 1,403
15 2001 2,436 45 2274 0,487
16 394 1,705 46 2275 1,345
17 2027 2,423 47 2276 0,714
18 2018 2,491 48 2277 1,338
19 1914 2,549 49 2278 0,903
20 1920 1,574 50 2280 1,642
21 336 2,270 51 2283 0,492
22 2006 2,015 52 561 1,007
23 440 2,294 53 562 1,420
24 1926 2,558 54 563 0,782
25 295 2,548 55 564 0,337
26 1918 2,465 56 565 0,533
27 1593 2,624 57 566 1,757
28 2094 2,266 58 567 1,804
29 2008 2,016 59 568 1,383
30 1917 2,237 60 569 1,454
61-Blanco 0,054

ID: Identificacion. DO: Densidad oOptica a 450 nm.
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Anexo 2. Materiales y procedimiento de la prueba de ELISA INMUNO-TEK

Quantitative Bovine IgG.

ELISA IgG Bovina-Cuantitativa IMMUNOTEK ZMC Catalogo # 0801198

uso
Diseflado para medir IgG bovina en calostro, leche, suero, plasma vy

otros fluidos bioldgicos.

PRINCIPIO

Placas de poliestireno recubiertas con anticuerpos anti IgG bovina constituyen
la fase de captura del ensayo. Estos anticuerpos se unen uniformemente a todas
las subclases de IgG, la cual, a su vez reacciona con el anticuerpo detector
conjugado con peroxidasa. La actividad de la enzima es cuantificada con el
sustrato TMB.

REACTIVOS y MATERIALES

- Microplaca (1 x 96 pozos) sensibilizada con anti IgG bovina.

- Anticuerpo detector (12 ml) conjugado con peroxidasa. Estandar IgG bovina (7ml).
- Diluente (100ml): PBS, Tritdbn x 100 y 2-cloroacetomida.

- Buffer de lavado (125 ml): PBS, Tween 20 y 2-cloroacetomida.

- Sustrato (12ml): TMB.

- Solucion de frenado (12 ml).

- Sellos de placa (1 paquete): 10 sellos.

- Bolsa de plastico (1).

PREPARACION DE REACTIVOS
- Solucion de lavado de placas: diluya la solucion 10X de lavado 1:10 con agua
destilada o desionizada. Mezcle cuidadosamente. Se puede almacenar a 2-8°C

hasta por 1 semana.
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- Curva estandar de IgG bovina: Marque 6 tubos del 1 al 6. El estandar se
provee a 125 ng/ml.
- Dilucion de las muestras: El calostro bovino normalmente contiene 50-80mg/ml

de 1gG. Preparar una dilucion de 1: 1.000.000 de las muestras de calostro.

PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

Permita que todos los reactivos se “atemperen” a ambiente. Marque los tubos
para los estandares y las muestras. Si no se empleara la totalidad de la placa,
remueva las tiras sobrantes, coléquela en una bolsa sellable con desecantes y
almacene a 2-8°C. Seguidamente realice lo siguiente:
Identifique cada tira de la placa.
Destine un pocillo para blanco de sustrato y déjelo vacio.
Pipetee 200 pl de los estandares en pocillos duplicados.
Pipetee 200 pl de las muestras en pocillos duplicados.

Cubra la placa con sellador e incube 30 minutos a 37°C.

S o

Descarte el contenido de los pocillos y lave 4 veces con 300 pl de solucién

de lavado, escurriendo sobre papel toalla.

7. Pipetee 100 pl del anticuerpo detector conjugado en todos los pocillos excepto
en el del blanco.

8. Cubra con sellador de placa e incube 30 minutos a 37°C.

9. Descarte el contenido de los pocillos y lave como en el paso 6.

10. Pipetee 100 pul de sustrato TMB en todos los pocillos de la placa incluido el
blanco.

11. Incube 30 minutos a temperatura ambiente. Se desarrollara un color azul en
los pocillos positivos a I1gG bovina.

12. Pipetee 100 pl de soluciéon de frenado en todos los pocillos.

13. Leer a 450 nm.

Validez de la prueba:
Se requiere que la densidad optica del estandar de la muestra de 0 ng/ml y

el blanco de sustrato sea inferior a 0,200.
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CALCULO E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Elabore un gréfico para las concentraciones y densidades Opticas de los
estandares y extrapole manualmente o calcule con una funcién de regresion lineal la

concentracion de IgG bovina en las muestras.
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Anexo 3. Confirmacioén de la realizacion de la prueba de ELISA INMUNO-TEK
Quantitative Bovine 1gG, llevada a cabo en el Laboratorio de Virologia de

la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional.
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Egresado

Carlos Campos Granados

Universidad de Costa Rica

Email: carloscamposgranados@gmail.com
S.D.

Estimado Carlos,

En archivo adjunto te remito los resultados del andlisis de IgG bovina realizados a
las muestras de suero y calostro remitidas por usted a nuestro laboratorio. La fecha
de recepciéon del material fue el pasado 24-04/2013, bajo el protocolo 87-04/2013.
La técnica utilizada para la determinacion de anticuerpos IgG bovinos fue ELISA
empleando el kit IMMUNOTEK- ZMC Catalogo # 0801198, que usted nos
proporcionara.

Incluyo ademas, una traduccion del prospecto del kit. Para el calculo de la
concentracion de 1gG debes realizarlo manualmente o con la ayuda de un andlisis
de regresion lineal.

Agradeciendo tu confianza y apoyo.

ik K J.

Dr. Carlos Jiménez S., CMV # 254.
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