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RESUMEN

El estudio evalué el efecto de la pasteurizacion de calostro bovino de distinta calidad
sobre la absorcién de inmunoglobulinas (lgs) en terneras Holstein recién nacidas, mediante
dos etapas de trabajo que se basaron en una primer fase de recoleccion de calostros
aleatoria, provenientes de vacas sanas de la Zona Alta de Vasquez de Coronado, San
José, Costa Rica, y la segunda fase de suministro de calostro y analisis de suero
sanguineo. Una vez obtenidos 140 L de calostro requerido, se procedio a la separacion del
mismo segun su calidad, considerando la clasificacién de buena calidad a valores iguales
0 mayores de 50g de Igs/L de calostro y de mala calidad a valores entre 10 y 45g de Igs/L.
Se realiz6 un pool de calostros con el fin de separar cuatro tratamientos que serian de 3,6
litros cada uno, los cuales estarian clasificados en Alta Calidad Pasteurizado, Alta Calidad
sin Pasteurizar, Baja Calidad Pasteurizado y Baja Calidad sin Pasteurizar. Se realiz6 un
analisis de calidad inmunoldgica, nutricional y microbiolégica a cada tratamiento y
posteriormente se suministraron los calostros a 28 terneras (7 animales por tratamiento)
de manera aleatoria por medio de un alimentador esofagico. Seguidamente, en un lapso
de 24 a 36 horas después de suministrado, se realizé una venopuncion yugular con el fin
de extraer aproximadamente 10ml de sangre de las terneras. La sangre se analiz6 24 horas
después de ser extraida, centrifugada y separandose el suero sanguineo Unicamente; se
realizé la lectura por medio de distintos refractbmetros que proveyeron una lectura de la
concentracion de la proteina sérica total (g/dL de suero sanguineo) y grados Brix. Ademas
con el kit de Inmunodifusién Radial se determind la concentracion sérica de IgGs (g/L). Las
terneras tratadas fueron evaluadas y medidas en peso, altura a la cruz, altura a la cadera
y circunferencia toracica desde su nacimiento hasta las 8 semanas posteriores al mismo.
El andlisis de la informacién se efectu6 por medio de un disefio factorial 2x2 y su
correspondiente ANDEVA para cada variable estudiada. Los resultados demostraron que
la calidad microbioldgica y nutricional del calostro pasteurizado fue el esperado de acuerdo
a la metodologia aplicada; el calostro pasteurizado mejoré la absorcion de IgGs en las
terneras segun tratamiento ACCP, ACSP, BCCP y BCSP respectivamente, con datos en
suero sanguineo de PST (g/L) de 6,7 £0,5; 5,50 £ 0,5; 4,7 £ 0,3y 4,0 + 0,2; grados Brix
(%) de 10,4 +0,7;8,8+0,7,;8,2+0,6y 7,6 £0,3elgGs (g/L) de 22,8 £ 3,8; 15,6 £ 1,8; 8,0
+0,7y 3,9£0,9; todas con diferencias estadisticamente significativas (p<0,0001); los datos
de peso y talla no tuvieron diferencias altamente significativas (p<0,05) entre tratamientos.
Se concluyé que la calidad y pasteurizacion del calostro afecta significativamente la
Transferencia de Inmunidad Pasiva (TIP) que se dé en las terneras, influyendo en su salud,

aungue no directamente en su crecimiento.



INTRODUCCION

El calostro se define como la primera secrecién lactea de los mamiferos
obtenida después del parto (Campos et al. 2007), cuya principal importancia
consiste en la trasferencia de inmunidad pasiva a la cria que lo ingiere. El manejo
en el suministro de calostro a terneras en lecherias especializadas, se ha venido
incrementando y especializando en los Ultimos tiempos, por lo que nueva
investigacién que convenza a los productores de la importancia de dicha practica

en sus fincas, es de gran utilidad para el sector lechero del pais.

La composicion habitual de un calostro, en términos de inmunoglobulinas,
se basa en un 70 a un 80% de Inmunoglobulinas (Ig) G, de un 10-15% de Ig My de
un 10 a un 15% de Ig A, por lo que se convierten en un alimento indispensable para
activar la inmunidad de los recién nacidos, ademas de proveer energia, vitaminas
liposolubles (A, D y E) y sales minerales, asi como estimular los movimientos
intestinales mediante su efecto laxante en la eliminacién del meconio (Campos et
al. 2007).

Durante las primeras 24 horas de vida, el intestino delgado permite el paso
intacto de moléculas grandes, como las inmunoglobulinas, por lo que un consumo
temprano y de una alta calidad del calostro es el factor independiente de mayor
importancia para obtener mayores indices de sobrevivencia y menos enfermedades
en terneras (Elizondo 2007a). El contenido de IgG presente en suero sanguineo se
determina mediante valores de proteina sérica total; segun un estudio realizado por
Sanchez et al. (2012), una concentracibn menor a 5,5 g/dL en Proteina Sérica Total
(PST), se considera como falla en la adquisicion de inmunidad pasiva en las
terneras (FTIP).

El método utilizado para el suministro de dicho calostro es de gran relevancia
cuando se busca obtener los mejores niveles de transferencia de inmunidad pasiva
(TIP), por este motivo es que Elizondo (2008) describe las principales ventajas del
uso del alimentador esofagico en la alimentacién de terneras recién nacidas, dentro
de las cuales se encuentran el control sobre el tiempo y cantidad de calostro que
se suministra y por lo tanto asegurar que consuman una cantidad adecuada en su

primera toma.



Las bacterias presentes en el calostro son capaces de unirse a las Igs e
impedir la adherencia 6ptima en las mucosas intestinales, de esta manera al reducir
la carga microbioldgica, se refleja una disminucion de la poblacion de patégenos en
el intestino y asi los anticuerpos estaran libres para ser absorbidos. De igual manera
las bacterias también se unen a los receptores no especificos en los enterocitos
neonatales, por lo que entre mas bacterias hayan, se disminuyen los receptores

disponibles para las Igs (Elizondo y Heinrichs 2009a).

Por lo anteriormente citado, la pasteurizacion es una técnica practica que
permite la reduccion significativa del contenido bacterial en el calostro; Elizondo et
al. (2009) demostraron que la temperatura y el tiempo 6ptimo para disminuir el
conteo microbiano sin afectar la viscosidad ni el contenido de inmunoglobulinas G

en calostro, corresponden a 60°C durante 30-60 minutos, respectivamente.

Las fallas en la transferencia de inmunidad pasiva estan correlacionadas con
pérdidas econdémicas debido a la susceptibilidad a enfermedades, muerte de
terneras y por lo tanto un impacto negativo en la futura produccién de la explotacién
lechera (McGuirk y Collins 2004), ya que la mayoria de pérdidas neonatales en los
sistemas se relacionan con bajas concentraciones seéricas de IgG, pudiéndose
aseverar que hubo un inadecuado calostrado de las crias, reflejandose por tanto en
una inadecuada ingestion y/o absorcién, excesivo tiempo transcurrido post-parto
para la toma del calostro, o bien problemas en la formacién de calostro de las

madres bovinas.

El proposito de la presente investigacion consiste en medir la absorcion de
IgG en suero sanguineo en terneras de la raza Holstein, mediante el suministro de
calostro de diferentes calidades, pasteurizado y sin pasteurizar, con el fin de
determinar la eficacia en la pasteurizacion y mejorar la transferencia de inmunidad

pasiva en fincas de lecheria especializada.



OBJETIVOS

a. General:

Determinar el efecto de la pasteurizaciéon y la concentracion de inmunoglobulinas

del calostro sobre la transmision de inmunidad en terneras Holstein recién nacidas.

b. Especificos:

1. Identificar la concentracion de inmunoglobulinas presente en calostro

recolectado y pasteurizado.

2. Cuantificar la cantidad de inmunoglobulinas absorbidas por las terneras

segun la calidad y pasteurizacién de calostro suministrado.

3. Determinar las diferencias en los valores de proteina sérica total e

inmunoglobulinas en suero sanguineo segun el tratamiento aplicado.



MARCO TEORICO

1. Produccién y composicion del calostro bovino.

1.1. Produccion de calostro.

El calostro es producido en la glandula mamaria mediante el proceso llamado
calostrogénesis, aproximadamente 21 dias antes del parto, sin embargo el
transporte de inmunoglobulinas del suero sanguineo a la glandula mamaria se da
ciertas semanas antes del inicio de ésta bajo la influencia de las hormonas
lactogénicas, principalmente la prolactina, y los factores de regulacion local, donde
los receptores epiteliales de la glandula mamaria facilitan la transferencia de dichas
inmunoglobulinas (McGuirk y Collins 2004). Cerca de 500 g/semana de 1gG pueden
ser transferidas durante la calostrogenésis hasta que se da la induccion final de
prolactina para la sintesis del calostro justo antes del parto, cuando se da la
interrupcion abrupta de transferencia de 1gGs de la sangre a la glandula mamaria,
al parir (McGuirk y Collins 2004).

La calidad del calostro que se produce inicialmente en el parto posee una
evoluciéon en su composicién de inmunoglobulinas, ya que conforme la vaca es
ordefiada el porcentaje de anticuerpos disminuye rapidamente, de tal manera en el
segundo ordefio posee entre un 60 a un 70% de las Igs iniciales (Berra et al. 1999).
En la Figura 1, se observa la cantidad de IgG presente en los primeros ocho dias
de lactancia de vacas recién paridas.
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Figura 1. Evolucion de la concentracion de IgG de vacas lecheras en los 16

primeros ordefios post-parto (Alvarez 2002).



Elizondo (2015) indica que los principales factores que influyen sobre la
concentracion de Igs son el numero de parto, la vacunacion y el largo del periodo
seco de las vacas lecheras, coincidiendo con Berra et al. (1999) los cuales afirman
que las vacas mas viejas generalmente tienen un porcentaje mas alto de
anticuerpos que las novillas en su primer parto, debido a que han sido expuestas a
mayor cantidad de microorganismos que las jovenes, asi con cada exposicion a las
enfermedades el sistema inmune crea defensas que se veran reflejadas en una
mayor variedad y cantidad de anticuerpos circulantes en el suero sanguineo y por

ende en el calostro.

Pritchett et al. (1991) determinaron los factores de mayor influencia en vacas
Holstein, sin embargo no hubo mucha diferencia con lo reportado por Elizondo
(2015) y Berra et al. (1999), determinando el nimero de parto de la vaca y el
volumen del calostro al primer ordefio como las variables mas significativas en
correlacion con la concentracion de IgG, asi como otros factores de importancia
tales como la estacion en la que se dé el parto, la duracién del periodo seco y el
intervalo entre partos. El volumen de produccion del calostro es extremadamente
variable, con rangos reportados de entre 2,8 a 26,5 L; una primera produccion
lactea menor a 8,5 L est4 asociada a una alta concentracion de IgG generalmente
(McGuirk y Collins 2004), lo que permitiria guardar cierta cantidad de dicho calostro
de mejor calidad al considerar que la cria consuma entre 3y 4 L del mismo, que es

lo recomendado.

1.2. Composicioén del Calostro.

El calostro sobrepasa la calidad nutritiva de la leche entera en casi todos sus
componentes, por ejemplo, supera dos veces la cantidad de solidos totales con una
diferencia de 21-27% de un calostro promedio a 12-13% en una leche comun,
aproximadamente 4 veces las proteinas totales, 24 veces las inmunoglobulinas,
100 veces la tripsina y 2 veces la energia y la grasa, sin embargo la lactosa si se
mantiene en menor proporcion en el calostro que en la leche (Matamala 2014).

Elizondo (2015) indica que el calostro también provee al neonato
carbohidratos, grasas y proteinas que funcionan como combustible metabdlico, a

la vez que aporta vitaminas y minerales que funcionan como cofactores en



procesos enzimaticos. La composicion nutricional promedio contenida en un

calostro se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Composicion nutricional del calostro en el primer ordefio.

Componente Contenido
Solidos totales, % 23,9
Grasa, % 6,7
Proteina, % 14,0
Anticuerpos, % 6,0
Lactosa, % 2,7
Minerales, % 11
Vitamina A, ug/dL 295,0

Fuente: Adaptado de Campos et al. (2007).

La calidad del calostro, aparte de los valores nutricionales antes mencionados,
también es clasificada de acuerdo a su concentracion de Igs por litro de calostro.
Los diferentes tipos de inmunoglobulinas poseen funciones que las diferencian
entre si; la 1IgG presente en un 85% del total de Igs, identifica y actia en la
destruccion de patdgenos tanto en torrente sanguineo como en otras partes del
cuerpo, la IgM con un 7% de presencia, permanece en sangre para actuar como
primera linea de defensa en casos de septicemia o invasiones bacterianas y por
altimo la IgA que representa un 5%,es la encargada de brindar proteccion a la
mucosa intestinal y prevenir la adherencia de invasores patégenos (Casas y Canto
2015; Elizondo 2007c).

El origen de estas inmunoglobulinas (G, M y A) varia en el organismo de la
vaca; la 1gG se produce en la sangre, ya que es de origen humoral, y cruza la
barrera mamaria mediante un mecanismo de trasporte especifico; las Igs Ay M
corresponden a inmunoglobulinas de origen local, por lo que son sintetizadas
directamente en glandula mamaria (Casas y Canto 2015); y a pesar de sus
importantes roles, la IgG presenta una cantidad predominante en comparacion de
las demas inmunoglobulinas, por lo que su concentracion en suero sanguineo la
convierte en un punto de referencia para conocer el éxito de la transferencia de
inmunidad pasiva, ademas que su concentracion estd asociada con la

sobrevivencia y salud de las crias en el hato bovino (Elizondo 2007a).



Alvarez (2002) menciona que gracias a la accion nutritiva e inmunolégica del
calostro, los terneros tienen asegurado el aporte y la asimilacion de nutrientes
necesarios para su mantenimiento y crecimiento inicial, tanto como la accion
inmunoprotectora durante las primeras 24 horas de vida, esencial para enfrentar el

mundo repleto de patégenos que rodea a la cria.

En la actualidad, el uso del calostrometro es una de las principales herramientas
para estimar la calidad del calostro, sin embargo también existe la posibilidad de
estimar ésta mediante una ecuacion de regresion desarrollada por Fleenor y Stott
en 1980 la cual es expresada de la siguiente manera: Y= 254,716 X — 261,451 (r=
0,84), donde Y es la concentracion de Igs (%) y X la gravedad especifica (Elizondo
2015).

2. Factores que afectan la calidad inmune del calostro.

Diferentes factores afectan la calidad del calostro y a continuacién se muestran
aguellos que estan involucrados en los cambios de concentracion inmunoldgica que
sufre el calostro independientemente de la vaca que lo produce (Alvarez 2002,
Elizondo 2007a, Fortin y Perdomo 2009, Matamala 2014 y Elizondo 2015):

= Numero de Parto y/o Lactancia:

Como se mencioné anteriormente, las vacas de primer y segundo parto
generalmente sintetizan un calostro con menor contenido de IgG. Las vacas de
tercer parto en adelante han demostrado ser las que mayor concentracion de
anticuerpos depositan en sus calostros, de hasta 96 mg IgG/ml en promedio segun
Elizondo (2015).

Sanchez et al. (2012) mencionan este factor y atribuyen diferentes
concentraciones en el calostro producido, el cudl varia significativamente por el
factor de nimero de parto, donde conforme aumenta el nimero de parto asi mismo
incrementa le concentracion de Ig/L de calostro y evidenciandose que las novillas
son las que poseen, en promedio y proporcion con el resto de vacas del hato, un

contenido menor de inmunoglobulinas.

= Numero de ordefio post-parto:
Acorde a lo observado en la Figura 1, conforme aumenta el numero de ordefio
asi se va disminuyendo la concentracion inmunolégica del calostro producido; se

comenta que el calostro es denominado como tal hasta el tercer a quinto dia post-

7



parto (6-10 ordefios post-parto), luego es comunmente llamado leche de transicion;
sin embargo al segundo dia o cuarto ordefio la concentracién de IgGs es casi la

mitad que la producida el dia 1.

* Intervalo entre el parto y el primer ordefio:

Una demora en la extraccion del primer calostro implica una reduccion
significativa de hasta dos unidades porcentuales en la concentracion de IgG. El
goteo y “preordenos” antes del parto afectan negativamente la calidad del calostro,
no solo desde el punto de vista inmune sino también sanitario debido al aumento
en las probabilidades de aparicion de mastitis; también es posible una reabsorcion

de las Igs de la madre, pasando de nuevo a via sanguinea.

= Volumen producido:
Entre mayor sea el volumen de calostro secretado, menor seré la concentracion

de Igs y demas componentes por un efecto de diluciéon en el mismo.

= Epoca del parto:

Se ha considerado que la época de paricion influencia la calidad que presentara
el calostro en las vacas, estimando que las altas temperaturas ambientales afectan
la calostrogénesis, ya que el calor dificulta la transferencia de Igs del suero
sanguineo a la glandula mamaria para ser depositadas en el calostro.

» Partos prematuros:

Durante el parto se da una liberacién de corticoides que frena el traspaso de Igs
del suero a la glandula mamaria, de esta manera si el parto se adelanta, es posible
gue la vaca se encuentre en el momento de calostrogénesis y ain no se haya dado

la transferencia total de las Igs al calostro.

* Vacunacion y enfermedades de la vaca:

Tanto la vacunacién en vacas gestantes como la superacion de una enfermedad
por parte de la madre, va a generar produccion de anticuerpos en la vaca y asi su
posterior transferencia al calostro; no obstante en ciertos estudios se ha
evidenciado que algunas patologias como la retencion de placenta han afectado la

presencia de Igs en el calostro debido a la presencia de glucocorticoides.



» Raza de la vaca y duracién del periodo seco:

Diversos estudios se han llevado a cabo entre distintas razas con el fin de
conocer el efecto de esta variable en la concentracion de Ig en el calostro, y se ha
llegado a la conclusibn que la raza Holstein posee menor concentracion
principalmente asociada a una dilucién, no obstante en Costa Rica no se han
encontrado diferencias consistentes entre razas (Elizondo 2015). Si el periodo seco
es muy corto, o0 sea menor a tres semanas, no habra tiempo suficiente para

acumular Ig en la glandula mamaria, por lo que la calidad del calostro sera menor.

= Alimentacion de la vaca:

Algunos estudios han indicado que la alimentaciéon de la vaca no influye
directamente en la calidad del calostro que esta producird, sin embargo también se
han reportado datos (Elizondo 2015) donde una mala nutricion provocara una
disminucién en el volumen del calostro producido y la calidad del mismo, por lo que
se recomiendan dietas con valores de 14-15% de proteina cruda como minimo en

periodo seco.

3. Absorcién de Inmunoglobulinas.

Los bovinos poseen un tipo de placenta llamada sindesmocorial, la cual evita
gue se transfieran inmunoglobulinas al feto antes de nacer, y por lo tanto es de vital
importancia que la cria bovina consuma mediante el calostro la mayor cantidad de
éstas, en las primeras horas de vida (Ameri y Wilkerson 2008). Debido a dicha
condicion, los terneros son considerados hipo o0 agammaglobulinémicos, por lo que
la absorcion de inmunoglobulinas calostrales es esencial para la adquisicion de
inmunidad pasiva (Francisco y Quigley 1993), ya que segun estudios realizados por
Ameri y Wilkerson (2008), en pruebas de inmunodifusion radial en sueros de

terneros precalostrados, la cantidad de IgG es indetectable.

Durante las primeras 24 horas de vida, el intestino delgado permite el paso
intacto de moléculas grandes, como lo son las inmunoglobulinas, por lo que un
consumo temprano y de una alta calidad del calostro es el factor independiente de
mayor importancia para obtener mayores indices de sobrevivencia y menos

enfermedades en terneras (Elizondo 2007a).

El intestino del ternero recién nacido absorbe de manera no selectiva las moléculas

de elevada dimension, ademas de las Igs de distintas clases (IgA, 1gG e IgM);



también son absorbidas las seroalbuminas, betalactoglobulinas, alfa-lactoalbimina
y también otro tipo de macromoléculas, o que pone en evidencia una gran
variabilidad en la eficacia de la absorcién; se ha comprobado que la absorcidon
intestinal es mas elevada para las 1gG (65% aproximadamente) que para las IgM

(aproximadamente un 17%) (Ballarini 1993).

Con el fin de ejemplificar de mejor manera dicho proceso de absorcion, a

continuacion se muestra el mecanismo realizado en la zona intestinal (Figura 2).

Estabilizaddtn de la flora

Secreddn de igh por las células
iimunitarias

= Migracitn y
proliferaciin i
de linfocitos B | Proliferacidn Prosduaci Gn
de linfocitos B de g6

Figura 2. Absorcion intestinal de Inmunoglobulinas provenientes
del Calostro

Fuente: Adaptado de Jean-Philippe (2012).

Una vez absorbidas las Igs en el intestino delgado, se cuestiona a donde se
dirigen éstas, a lo que Quigley (2001) indica que el metabolismo posterior a la
absorcién duodenal de las IgGs se focaliza en tres escenarios: la excretada via
orina, via heces y la que es enviada a torrente sanguineo. En promedio la cantidad
diaria que es excretada en la orina corresponde a un 2,52% y la mayoria de estas
IgGs se encuentran completamente catabolizadas, en el excremento se encuentran
un 1,5% donde la mayoria de inmunoglobulinas no han sido degradadas para ser
expulsadas, es decir que el 4,02% de IgGs absorbidas se excreta diariamente por

los terneros (Quigley 2001).

La absorcion de una buena cantidad y calidad de calostro en el tiempo
adecuado va a mejorar la presencia de Igs en suero sanguineo y por lo tanto una

correcta transferencia de inmunidad pasiva (Elizondo 2007a). Elizondo (2007b)
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indica que la absorcion se eficientiza al consumir un mayor volumen de calostro con
alta concentracion de Igs. En este trabajo también se determin6 que la cantidad de
IgG absorbidas fue dos veces mayor en terneras suministradas con calostro de alta
calidad, que en aquellas terneras que habian ingerido un mal calostro. A su vez se
puede decir que el suministrar 4L en lugar de 2L de calostro en el menor tiempo
posible no satura los mecanismos de absorcion intestinales; las 1gGs poseen
resistencia a la degradacién proteolitica en el tracto digestivo, confirmando una vez

mas su capacidad de absorcion en intestino delgado (Quigley 2001).

La proteina o albumina sérica corresponde al 52% de la composicion de
proteinas totales en el plasma sanguineo, desempefiando funciones fisiologicas de
suma importancia en el transporte de ligandos endoégenos y exdégenos (Espinosa y
Bonilla 2011). El contenido de IgG presente en suero sanguineo se determina
mediante valores de proteina sérica total; segun un estudio realizado por Sanchez
et al. (2012), una concentracion menor a 5,5 g/dL se considera como falla en la

adquisiciéon de inmunidad pasiva en las terneras.

Francisco y Quigley (1993) indican que debe de tomarse con precaucion el
suministro inicial de calostro en la primera toma, ya que a pesar de que la
concentracion de Igs sérica y la concentracion de Igs calostral es curvilinea, ésta
curva podria tornarse cuadratica, es decir que asi como aumenta la absorcion al
haber mayor concentracién de Igs, llegara a un punto de maximo de inflexion donde
empezara a descender el valor absorbido por saturacion. Al ingerir una gran
cantidad de inmunoglobulinas en la primera toma, debido al cese de la absorcion
macromolecular y de esta manera una reduccién en la eficiencia de absorcion en
las tomas subsiguientes. Estos autores proponen por lo tanto, verificar la calidad
del calostro que se brindard, con la finalidad de dar lo necesario y no mas de lo

requerido por la cria.

4. Factores gue afectan la Transferencia de Inmunidad Pasiva (TIP).

De la misma manera en gque se explicaron las factores que afectaban la calidad
y cantidad del calostro producido, Aricada et al. (2004), Sanchez et al. (2012),
Elizondo y Rodriguez (2013), Gonzalez et al. (2014), Luque (2014), Menares (2011)
y Arroyo y Elizondo (2014) indicaron las principales fallas en la TIP, denominandose
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asi a las condiciones y eventos que perjudican la absorcion de IgGs en los terneros

bovinos.

e Cantidad y calidad del calostro suministrado:

El ofrecimiento de calostro de mala calidad y de insuficiente cantidad es la
primera causa de falla en la TIP en terneras, sin contar las fallas que puedan haber
en la absorcién intestinal del mismo. Es recomendable que las crias consuman al
menos 2,8-3 L de calostro como minimo en casos de no conocerse la calidad del
mMismo, y en caso de conocerse, se consideraria una buena calidad valores de =250g
lg/L.

e Razade la cria:

Diversos estudios han demostrado que las principales diferencias entre razas
se deben a cambios en el peso vivo de los neonatos, demostrandose que por lo
general las crias Holstein son mas grandes y con mayor volumen de plasma
sanguineo, presentando menores valores de proteina sérica total (PST) que las de

la raza Jersey.

e Meétodo de alimentacion del calostro:

Entre el amamantamiento directo de la vaca, el chupén y el uso del alimentador
esofagico hay gran variabilidad en el consumo y por ende en la absorcion de Igs
por parte de los terneros, pudiéndose asegurar que los animales calostrados con
alimentador esofagico tuvieron una mejor TIP, seguidos por los de chupén y por

altimo los que fueron amamantados por sus madres.

e Tamaio del Hato:

Especificamente el tamafio del hato no es lo que ocasione las fallas en la TIP
sino mas bien el manejo de los animales, sin embargo Arroyo y Elizondo (2014)
demostraron que las crias provenientes de fincas con menos de 100 y mas de 300
animales en total fueron las que obtuvieron menores valores de PST con evidencia

estadistica altamente significativa.

e Sexo de lacria:

Aunque no sea de gran relevancia el cambio que hay entre la absorcion de
machos y hembras, si se han podido apreciar distinciones en PST, siendo los
machos los mas desfavorecidos al recibir la TIP debido a dos principales motivos:
poseen mayor peso y por lo tanto un efecto de dilucion por el mayor volumen de
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plasma sanguineo presente en los mismos, asi como la poca importancia de estos
en los sistemas de lecheria especializada por lo que no son inmunizados

generalmente.

e Periodo de tiempo transcurrido entre el nacimiento y el consumo de calostro:
Entre mas tiempo transcurra, menor sera la capacidad intestinal de absorcion
de Igs por lo que se recomienda que el suministro del calostro sea entrelas 0y 12
horas post nacimiento como maximo, no obstante los mejores valores en la TIP se
expresan en animales alimentados a las 0 horas (30 minutos aproximadamente) y

hasta las 2 horas subsiguientes, luego de 6 horas aumenta el riesgo de FTIP.

5. Pasteurizacion de Calostro.

La pasteurizacidon consiste en una técnica que permite la reduccién
significativa en el contenido bacterial del calostro, por lo que la transmision
microbioldgica por esta via hacia las crias se vera minimizada si se pone en
practica dicha técnica; sin embargo en el pasado se consideraba que al efectuar
esta practica se afectaria negativamente la concentracion de IgG e incrementaria
la viscosidad del mismo (Elizondo y Heinrichs 2009b), no obstante, Elizondo et al.
(2009) desmienten dicha afirmacion y comprueban que no hay cambios drasticos
en las propiedades fisicas y nutricionales en el calostro que haya sido pasteurizado.

Ademas de la importancia encontrada con respecto a la optimizacion en la
absorcién de Igs, la pasteurizacion elimina factores patdégenos de enfermedades
como la enfermedad de Jhone’s, Salmonellosis, Mycoplasma y E. coli genérica
(Kirk 2003). En el caso de la Neospora, se ha determinado que la principal via de
infeccion corresponde a la transmision vertical o transplacentaria, descartandose
que se logre la infeccién de terneros alimentados con calostro proveniente de vacas
infectadas (Martinez et al. 2012). En el Cuadro 2 se proporciona evidencia de la

importancia en reduccién de la carga microbiolégica en el calostro.
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Cuadro 2. Carga bacteriana en muestras de calostro antes y después de la

pasteurizacion.

Coliformes Totales, UFC Coliformes fecales, UFC

100 mL? 100 mL?
Lote de pasteurizacion Antes Después Antes Después
1 167 2 163 0
2 250 0 112 1
3 12 6 8 0

Fuente: Adaptado de Gonzalez et al. (2015).

Elizondo et al. (2009) demostraron que la temperatura y el tiempo optimos
para disminuir el conteo microbiano sin afectar la viscosidad ni el contenido de
inmunoglobulinas G en calostro, corresponden a 60°C durante 30-60 minutos
respectivamente, y Gonzalez et al. (2014) demostraron igualmente que a 60°C por
60 minutos se reducen significativamente las bacterias presentes en el calostro sin
afectar la transferencia de inmunidad pasiva, y que para optimizar dicha TIP se
deben ofrecer cuatro tomas, de las cuales dos sean en las primeras seis horas de
vida.

En relacién con la carga de bacterias en el calostro después del proceso de
pasteurizacion, es evidente una reduccion significativa en el nUmero de bacterias
del mismo, por lo que dicha disminucién influye en una mayor absorcion de Igs. Las
bacterias presentes en el calostro pueden unirse a los receptores no especificos en
los enterocitos de terneras recién nacidas, por lo tanto el nUmero de receptores
disponibles para la absorcién de Ig disminuye (Gonzalez et al. 2014). Ademas se
pueden unir a las Ig libres en el lumen intestinal o bloquear directamente la entrada
y el transporte de las moléculas de Ig a través de las células intestinales,

interfiriendo por tanto en la absorcion pasiva de Ig del calostro.

Es importante recalcar que el perfil nutricional del calostro varia al
encontrarse altamente contaminado con bacterias y/o tratado térmicamente
(pasteurizado); es por este motivo que Elizondo y Heinrichs (2009a) investigaron
acerca de dicha composicion y los resultados de estos analisis se encuentran en el
Cuadro 3, con el fin de visualizar los posibles cambios que presentara el calostro

suplementado a las terneras que haya sido tratado térmicamente.
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Cuadro 3. Composicion de calostro segun distintos tratamientos.

Tratamiento del Calostro

Parametros y Sin pasteurizar-bajo Sin pasteurizar-alto en Pasteurizado
Componentes en bacterias. bacterias.

Gravedad especifica, g/mL 1,071 1,071 1,072
pH 6,11 4,83 6,11
Grasa, % 5,69 5,93 5,67
Proteina, % 16,79 16,82 16,46
Lactosa, % 9,47 8,51 9,51
Cenizas, % 4,79 4,77 4,72
Ca, mg/kg 0,26 0,26 0,26
P, mg/kg 0,22 0,22 0,22
Mg, mg/kg 0,05 0,05 0,05
Na, mg/kg 0,07 0,07 0,06
K, mg/kg 0,15 0,17 0,15
Vit E, pug/g 1,55 2,24 2,13

Fuente: Adaptado de Elizondo y Heinrichs (2009a).

Entre los valores que mas varian, se encuentra por supuesto el pH que entre

mas bacterias haya consumiendo lactosa, incrementa el nivel de 4cido lactico y esto

consecuentemente hace que disminuya el pH en el calostro que se encuentra sin

pasteurizar y muy contaminado; ademas es posible afirmar que la teoria antes

mencionada es evidente pues el nivel de lactosa en ese mismo tratamiento es

menor que en los demas.

Con respecto al valor nutricional, también se evidencia que los nutrientes no

se ven comprometidos por la presencia de bacterias o por el efecto de un

calentamiento, por lo que tedricamente el calostro que se vaya a pasteurizar

permanecera con la misma composicién nutricional sin variar significativamente

entre tratamientos.
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6.Refractémetro Brix

El calostro ademas de poseer grasa, proteina, lactosa y demas minerales,
estd ampliamente conformado por azucares que le permiten completar la nutricion
a la ternera en sus primeras horas de vida, dichos componentes son considerados
sélidos solubles que pueden ser medidos facilmente por un refractémetro Brix.
Segun Lozic (2013), la escala de grados Brix se utiliza para indicar el contenido de
azucar de una solucion, pero esta escala ha sido adaptada para su uso en las
explotaciones pecuarias, especificamente en lecherias, pues se ha demostrado
mediante diversas investigaciones ( Bielmann et al. 2010, Lozic 2013, Quigley et al.
2013, Chahin 2014, Deelen et al. 2014) que el uso de este refractometro permite
correlacionar la cantidad de Inmunoglobulinas G presente en el calostro con

respecto a los grados Brix determinados en el mismo.

Los grados Brix miden la concentracion de sacarosa, sin embargo cuando es
utilizada en liquidos alternativos a su uso tradicional, en este caso el calostro,
aproxima el porcentaje de sdélidos séricos totales y lo traduce indirectamente en
contenido de IgG presente en suero sanguineo; permitiendo entonces una
herramienta de facil acceso para ser utilizada en el monitoreo inmunologico de

terneras en finca (Hernandez et al. 2016).

Este tipo de refractdmetros puede ser utilizado directamente en calostro, o
bien en suero sanguineo para determinar de manera correlacionada el valor de
inmunoglobulinas, alternativamente al uso de la variable proteina sérica total (PST)
que tradicionalmente es medido en finca. Hernandez et al. (2016) indica que el
porcentaje de grados Brix posee una alta correlacion con respecto al valor de PST,
la cual tuvo un R=0,91, no obstante cuando se trata del valor de IgG como tal, la
correlacion disminuye a un R=0,79. Si se trata de la medicidn directa del calostro,
se desean valores de 18 a 22° Brix (Bielmann et al. 2010, Lozic 2013) que son
semejantes a determinar un calostro de buena calidad de 50 Ig/L en adelante. Las

correlaciones entre Igs y Brix para calostro fueron de R= 0,89 para Chahin (2014).
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7.Kit de Inmuno Difusiéon Radial

En el &mbito sanitario, tal y como se mencion6 con anterioridad, la falla en la
transmision de inmunidad pasiva lleva incluso a la muerte a las terneras mal
calostradas. Por lo que en la actualidad, aparte de los métodos tradicionales que
se conocen y que han sido definidos en este documento, se cuenta con la
inmunodifusion radial, la cual permite conocer de manera mas precisa y exacta la

calidad de TIP que cada ternera obtuvo por medio del analisis en suero sanguineo.

Segun Ameri y Wilkerson (2008), el kit de IDR consiste en un método que
utiliza tipos especificos de anticuerpos que miden directamente el suero sanguineo
bovino para obtener el dato de Igs o IgG dependiendo de su exactitud, y por ende
en la actualidad se considera parte de las herramientas bioquimicas mas valiosas

con las que se cuenta.

Entre los kits que se comercializan a nivel mundial se encuentran los de la
casa comercial de Triple J Farms, los cuales estan conformados por platos
disefiados con distintos pozos precipitantes, en donde es colocada una muestra
patrén con un contenido conocido de lg, y posteriormente se completan los mismos

con muestras de suero sanguineo (Triple J Farms 2017).

Cada pozo forma un anillo en que se mide su diametro con la finalidad de
correlacionar la distancia de los mismos de acuerdo a su nivel de anticuerpos.
Existen, aparte del bovino, kit para caprinos, llamas, alpacas, equinos y ovinos, lo
que indica que a nivel de investigacion, la salud calostral e inmunolégica de

neonatos ha adquirido relevancia en los ultimos afos.

Parte de la utilidad de este tipos de kits en la industria bovina, consiste en que
permite un grado de precision y exactitud mas elevado con respecto a la prediccion
de inmunoglobulinas, pues no sé6lo mide IgG total sino también diferencia entre
IgG1, IgM e IgA (Leyan et al. 2004), no obstante, Lee et al. (2008) indican que a
pesar de poderse hacer diferencia entre tipos de Igs, la concentracion de IgG sigue

siendo el predictor por excelencia en cuanto a niveles de inmunidad se trata.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del experimento:

La recoleccién del calostro y el suministro del mismo se efectué en la Finca
La Holanda, lecheria especializada, ubicada en Las Nubes de Coronado, San José,
Costa Rica; temperatura promedio de 20°C, 1750 m.s.n.m Yy aproximadamente una
humedad relativa del 85% en promedio (IMN 2016).

Manejo del Calostro:

Se inicié con la recoleccion de calostro de vacas recién paridas; este se
colect6 en el primer ordefio realizado en la finca posterior al parto, o bien maximo
12 horas después del parto. Se pesé el calostro de cada una de las vacas
ordefiadas y se determino su valor de Ig/L (Biogenics 1980), ademas se tomaron
datos tales como identificacién, edad, nUmero de parto, y raza de cada vaca
ordeflada; el calostro colectado fue congelado en la finca antes mencionada y
cuando se alcanz6 el espacio maximo de disponibilidad, se trasladé a los

congeladores de la Estacion Experimental Alfredo Volio Mata.

Cuando fueron recolectados 140 L de calostro, se procedi6 a la separacion
del calostro segun su calidad, considerando la clasificacion de buena calidad
inmunitaria, a valores iguales o mayores de 50 g de Igs/L y de mala calidad a
valores entre 10 y 459 de Igs/L; se realiz6 un pool de calostros, ya descongelados,
con el fin de separar los tratamientos propuestos, primero dos de 70 litros cada uno
de buena y mala calidad, posteriormente se separaron en cuatro de 35 litros cada
uno y se realizd la pasteurizacion de los calostros que asi lo requiriesen por un
periodo de 30 minutos a 60°C en la pasteurizadora comercial marca Milk Works®,
para luego ser congelados de nuevo y trasladarlos a la finca La Holanda para ser

suministrados a las terneras al momento de nacer.

Tratamientos:

e Calostro de alta calidad pasteurizado. (ACCP)
e Calostro de alta calidad sin pasteurizar. (ACSP)
e Calostro de baja calidad pasteurizado. (BCCP)

e Calostro de baja calidad sin pasteurizar. (BCSP)
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Calidad microbioldgica y Nutricional:

De cada tratamiento efectuado, se seleccionaron dos muestras de 50mL cada
una, las cuales fueron refrigeradas. Las muestras de cada tratamiento fueron
llevadas al laboratorio de microbiologia de alimentos perteneciente a la Facultad de
Microbiologia de la Universidad de Costa Rica, donde mediante la metodologia
explicada por Pouch y Ito (2003), se obtuvieron los niveles de coliformes totales,
fecales y E. coli presentes en las muestras de calostro de cada tratamiento. Los
valores de grasa, proteina (PC), lactosa y sélidos totales (ST) fueron analizados
con el Milkoscan™ de FOSS.

Manejo de las terneras:

Se utilizaron un total de 28 terneras de la raza Holstein (7 por tratamiento).
Las terneras fueron separadas de sus madres 20-30 minutos después del
nacimiento sin haber sido amamantadas y se ofrecieron 3,5 L de calostro/ ternera
en las primeras dos horas de nacidas mediante un alimentador esofagico; las
terneras se fueron asignando a los diferentes tratamientos de manera aleatoria

conforme iban naciendo.

Posteriormente al nacimiento, se llevd a cabo un seguimiento semanal
durante 8 semanas, de peso y talla, mediante una romana electronica y cinta
métrica para obtener datos de circunferencia toracica (cm), altura a la cruz (cm),
altura a la cadera (cm) y peso en kilogramos. Las terneras consumieron diariamente

4 L de reemplazador, preiniciador, heno y agua ad libitum.

Determinaciéon de proteina sérica, grados Brix e lgs en suero sanquineo:

De 24 a 36 horas pos-alimentacion del calostro a las terneras, se procedio a
tomar una muestra de sangre, mediante el método propuesto por Trotz-Williams et
al. (2008), de venopuncién yugular, tomando una muestra de aproximadamente
10ml de sangre de las terneras.

La sangre se almacend en frascos sin anti-coagulante y se manejaron de
acuerdo al método propuesto por Johnson 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 cumplio ese periodo de tiempo, se centrifugo

cada una de las muestras a 3000 rpm durante 15 minutos.
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Una vez centrifugadas, se tomd una o dos gotas del liquido sobrenadante
del tubo (suero sanguineo) y se procedid a realizar la lectura por medio de un
refractometro 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), el Palm Abbe Refractrémetro Digital marca MISCO para obtener datos
de proteina sérica total y grados Brix, y el Refractometro Digital Portatil marca

Reichter para obtener inicamente el valor de grados Brix.

Con un Kit de Inmunodifusién Radial (Triple J Farms) se determiné ademas
la concentracion sérica de Igs G, lo cual se llevo a cabo en la Estacion Experimental
Alfredo Volio Mata, por lo que las muestras no fueron llevadas a ningun laboratorio

para realizar andlisis de sangre especificos.

Descripcion del andlisis estadistico y andlisis de la informacioén:

Los datos se analizaron por medio del procedimiento GLM de SAS (SAS
Institute 2004), mediante un Disefio Factorial de 2x2 y su correspondiente Analisis
de Varianza (ANDEVA) para determinar los promedios de los tratamientos para la
variable de respuesta de proteina sérica total, grados Brix y la concentracion de
IgGs en suero medido con el kit de IDR. La comparacién entre medias se realizd
mediante la prueba de Tukey en aquellas variables que resultaron significativas
(P<0,05).

Con el procedimiento MIXED de SAS (SAS Institute, 2004) se determind la
significancia de los efectos del tratamiento en las variables de crecimiento con

medidas repetidas, donde la ternera se utiliz6 como la variable aleatoria.

Para los datos recolectados de calostro, se seleccionaron tres muestras por
tratamiento y se realizd Unicamente estadistica descriptiva, con la finalidad de
agrupar la informacién segin sus medias, principalmente. Se presentd una

covarianza para el peso al nacimiento en las terneras.

Las ecuaciones utilizadas para determinar el modelo estadistico de los

efectos, fueron las siguientes:
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Proteina Sérica
Yi=p+ Ci+ Pj + (Ci x P))+Ejj

Y= Concentracidén de Proteina Sérica en suero sanguineo

U= media general

Ci= efecto de la calidad de calostro

Pj= efecto de la pasteurizacién de calostro

Ci x Pj= efecto de la interaccion entre ambas variables

€i= error experimental

Grados Brix
Yi=u+ Ci+ Pj + (Ci x Pj)+Ej

Y= Concentracién de Grados Brix en suero sanguineo
p= media general

Ci= efecto de la calidad de calostro

Pj= efecto de la pasteurizacién de calostro

Ci x Pj= efecto de la interaccion entre ambas variables

€i= error experimental

IgG en Suero Sanguineo
Yi=p+ Ci+ Pj + (Ci X Pj)+Ejj

Y= Concentracién de IgG en suero sanguineo

M= media general

Ci= efecto de la calidad de calostro

Pj= efecto de la pasteurizacién de calostro

Ci x Pj= efecto de la interaccién entre ambas variables

€i= error experimental

21



e Variables de Crecimiento: Altura a la cruz (cm), Altura a la cadera
(cm), Circunferencia Toracica (cm) y Peso Vivo (kg)
Yi=p+ti+Eij
Y= variable
U= media general
ti= efecto del iésimo tratamiento

€i= error experimental
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Calidad Nutricional y Microbiologica del Calostro
Los niveles de grasa, proteina (PC), lactosa y solidos totales (ST) y los valores

resultantes se encuentran en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Calidad nutricional del calostro suministrado de acuerdo al tratamiento.
Tratamiento Grasa% DE PC% DE Lactosa% DE ST% DE

ACCP! 5,78 0,1 13,08 0,1 3,1° 0,1 23,22 0,3
ACSP? 5,82 0,1 13,08 0,1 3,0° 0,1 23,12 0,3
BCCP? 3,6° o1 7,7° 01 3,82 0,1 16,2> 0,3
BCSP* 3,7° 01 76> 01 3,8 0,1 16,1° 0,3

Especificaciones de Tratamiento: 1= Alta calidad con Pasteurizacion, 2= Alta calidad sin
Pasteurizacién, 3= Baja calidad con Pasteurizacion, 4= Baja calidad sin Pasteurizacion.

DE= Desviacién Estandar. Medias con letras distintas (a,b) en una misma columna, difieren entre
si (p<0,05), segun la prueba de Tukey.

Es posible apreciar la diferencia entre los tratamientos alto y bajo, sin embargo
la pasteurizacion no tuvo efecto en su calidad nutricional, tal y como lo indican
Elizondo y Heinrichs (2009a). Se puede observar que la cantidad de dichos
nutrientes resulta similar a lo reportado por Fortin y Perdomo (2009), Arauz et al.
(2011) y Campos et al. (2007), quienes indican que los sélidos totales fluctian entre
24y 14%.

Con respecto a la microbiologia del mismo y a la eficacia obtenida en la
pasteurizacion, en el Cuadro 5 se puede apreciar el nimero mas probable de
bacterias por mililitro de muestra y en el Cuadro 6 se presentan los datos de calidad

inmunoldgica de los mismos.
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Cuadro 5. Calidad microbiol6gica del calostro segun cada tratamiento (NMP/ml).

Tratamiento Coliformes Totales  Coliformes Fecales E. coli
ACCP! 1,82 <1,82 <1,82
ACSP? >1600P >1600° >1600°
BCCP? 1,82 <1,82 <1,82
BCSP® >1600P >1600P >1600P

NMP: nUmero mas probable. Especificaciones de Tratamiento: 1= Alta calidad con Pasteurizacion,
2= Alta calidad sin Pasteurizacion, 3= Baja calidad con Pasteurizacion, 4= Baja calidad sin
Pasteurizacion. Medias con letras distintas (a,b) en una misma columna, difieren entre si (p<0,05),

segln la prueba de Tukey.

De acuerdo con los valores presentados en el Cuadro 5, es evidente que la
pasteurizacion se realiz6 de manera exitosa pues el conteo bacteriano es
significativamente menor en los tratamientos pasteurizados, que en aquellos que
no fueron manejados térmicamente. Lo que coincide con quienes indican (Elizondo
y Heinrichs 2009a) que durante el tratamiento térmico, la temperatura y tiempo
indicado bajan las concentraciones de bacterias de manera significativa tal y como

se pudo corroborar en este trabajo.

Tal como se mencion6 en la metodologia, el calostro recolectado por vaca fue
analizado individualmente, sin embargo los tratamientos se hicieron mediante un
pool del mismo, y fue preciso analizar su calidad inmunolégica post-mezcla con el
fin de conocer exactamente el contenido de inmunoglobulinas de cada tratamiento
a analizar; dicha informacion se encuentra detallada en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Contenido de Inmunoglobulinas G en calostro segun tratamiento.

Tratamiento I9G (g/L) DE
ACCP? 60,42 3,7
ACSP? 56,22 2,5
BCCP? 22,5° 2,2
BCSP* 20,1° 3,5

Especificaciones de Tratamiento: 1= Alta calidad con Pasteurizacién, 2= Alta calidad sin
Pasteurizacion, 3= Baja calidad con Pasteurizacion, 4= Baja calidad sin Pasteurizacion. DE=
Desviacion Estandar. Medias con letras distintas (a,b) en una misma columna, difieren entre si

(p<0,05), segun la prueba de Tukey.

24



Kirk (2003) afirma que la disminucion en la concentracion de IgG en muestras
pasteurizadas comparada con aquellas que no lo han sido, es completamente
normal debido a la sensibilidad de éstas a los cambios de temperatura; la

disminucién va de un 23 a un 58% menos en la concentracion de IgG.

Elizondo y Heinrichs (2009b) también indicaron y citaron otros estudios donde
la disminucién en el contenido de IgG en calostro se da al procederse a pasteurizar
los mismos, aunque en el mismo ensayo mencionado no hubo diferencias entre
contenidos de IgGs si se logra cumplir la temperatura de 60°C por 30 minutos,
demostrandose dicha teoria con los datos presentes en el Cuadro 6, donde hubo

pérdidas de 6,96% entre tratamientos Altos y de 10,66% en los Bajos.

En caso de que no se cumpla con una pasteurizacion a 30 minutos, se corre
el riesgo de perder viabilidad en los leucocitos e IgGs del calostro, pues Gonzalez
et al. (2014) indicaron que el hecho de haber efectuado la pasteurizacion por 60
minutos, provoc6é una pérdida significativa de inmunoglobulinas, ademas otros
factores como el aumento de mas de 1°C por minuto adicional, asi como un
agitamiento constante y un rapido calentamiento y enfriamiento en el manejo de los

calostros, hara que el contenido de IgGs disminuya.

2. Efecto del tratamiento sobre variables de PST, °Brix e IgG en suero
sanguineo.
A continuacién se presentan los resultados obtenidos de PST, grados Brix e
IgGs, a partir del suministro de calostro a 28 terneras Holstein y su posterior andlisis
en suero sanguineo (Cuadro 7).

Cuadro 7. Proteina sérica total (g/L) segun tratamiento.

Tratamiento PST, g/L EEM
ACCP! 6,72 0,5
ACSP? 55P 0,5
BCCP3 4,7°¢ 0,3
BCSP*4 4,0d 0,2

Especificaciones de Tratamiento: 1= Alta calidad con Pasteurizacion, 2= Alta calidad sin
Pasteurizacion, 3= Baja calidad con Pasteurizacion, 4= Baja calidad sin Pasteurizacion. EEM= error
estandar de la media. Medias con letras distintas (a,b,c,d) en una misma columna, difieren entre si

(p<0,05), segun la prueba de Tukey.
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La divisién de tratamientos por calidad y por pasteurizacién, resultd util en
cuanto a valores de PST en las terneras y ademas se encontraron diferencias
altamente significativas (p<0,0001) entre tratamientos, pues de acuerdo a lo
esperado la absorcion se veria incrementada en aquellas terneras que

consumiesen los calostros tratados térmicamente, de acuerdo al Cuadro 7.

La pasteurizacion del calostro mejoro los valores de PST de las terneras, esta
mejora se observa aun con calostros de baja calidad inmunologica. Este
comportamiento indica que todos los animales que consumieron calostros
pasteurizados, presentan una transferencia de inmunidad pasiva (TIP) normal,

segun Arroyo y Elizondo (2014).

El valor minimo aceptable de PST para considerar que hubo fallas en la TIP
en terneras, es de 5,5¢g/L (Arroyo y Elizondo 2014), lo que demuestra que todos los
animales que fueron suministrados con calostros de baja calidad no obtuvieron el
minimo de inmunoglobulinas requeridas, es decir hubo FTIP, no obstante se puede
recalcar que el efecto de la pasteurizacion fue el esperado ya que el nivel de PST
fue mayor en el tratamiento de baja calidad con pasteurizacion en comparacion al

de baja calidad sin pasteurizacion.

Aquellos animales que consumiesen calostro pasteurizado mejorarian su TIP,
y esto se pudo ver reflejado en el Cuadro 7, al demostrarse que incluso los que
consumieron calostro de baja calidad pero pasteurizado, aumentaron su nivel de

PST considerablemente, respecto de los que consumieron el bajo no pasteurizado.

Con relacién a la determinacion de solidos solubles en suero sanguineo, las
muestras fueron analizadas y se encontraron diferencias altamente significativas
(p<0,0001) entre tratamientos. Como se puede observar en el Cuadro 8, entre
mayor fue la calidad del calostro suministrado, mayor fue el nivel de grados Brix en

suero.
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Cuadro 8. Grados Brix determinados por refractometro digital, segun tratamiento.

Tratamiento Brix, % EEM
ACCP? 10,42 0,7
ACSP2 8,8P 0,7
BCCP? 8,2b 0,6
BCSP4 7,60 0,3

Especificaciones de Tratamiento: 1= Alta calidad con Pasteurizacion, 2= Alta calidad sin
Pasteurizacion, 3= Baja calidad con Pasteurizacion, 4= Baja calidad sin Pasteurizacion. EEM= Error
estandar de la media. Medias con letras distintas (a,b,) en una misma columna, difieren entre si

(p<0,05), segun la prueba de Tukey.

Los niveles reportados como adecuados en casos similares al realizado en
este ensayo, indican que los valores intermedios entre 8,5% Yy 9,2% de grados Brix,
estan acorde a lo que se busca en una TIP exitosa (Hernandez et al. 2016), por lo
que utilizando dicho criterio, se llega a la conclusién que Unicamente los animales
que consumieron un calostro de alta calidad, sobrepasaron el limite entre un fallo y

un éxito en su transmision de inmunidad pasiva.

Deelen et al. (2014) indicaron que para una media de PST correspondiente a
6,0 g/L, el valor equitativo en términos de grados Brix seria 9,2%, lo cual tiene
coherencia con lo encontrado en este ensayo, al encontrarse cierta similitud en los
valores. Dicho de otra forma, es posible apreciar que el uso de datos como el de
grados Brix corresponde a otra alternativa poco utilizada en la investigacion lechera
y que presenta informacion til y de facil lectura como lo hace el uso de datos de
PST o incluso IgGs en la préactica.

De acuerdo a lo reportado por Elsohaby et al. (2015), un valor porcentual de
grados Brix <7,8% puede ser utilizado para determinar fallas en la TIP, permitiendo
aclarar que al igual a lo visto en el Cuadro 7 con valores de PST, en grados Brix
también el tratamiento con menor rango en el que los animales sufrieron un fallo
en la TIP fue el de Bajo sin Pasteurizacién, el cual conforme se va analizando la
informacion se confirma cada vez mas el beneficio de pasteurizar calostros de baja

calidad para incrementar su valor inmunoprotector para los neonatos.

La absorcion de IgGs en terneras consumiendo calostros pasteurizados fue
completamente exitosa (p<0,0001) y se ajusta a la hipotesis planteada, que
indicaba un aumento en el nivel de IgGs en calostros pasteurizados. Se confirma

gue la pasteurizacion de calostro, tal y como también fue demostrado por Elizondo
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y Heinrichs (2009a), aumenta la eficiencia de absorcién de inmunoglobulinas en
terneras en comparacion a aquellos calostros que no han sido pasteurizados. El
efecto de los tratamientos sobre la concentracion de IgGs se aprecia en el Cuadro
9.

Cuadro 9. Inmunoglobulinas G determinadas por medio del kit IDR en suero
sanguineo, segun tratamiento.

Tratamiento 19G, g/L EEM
ACCP! 22,82 3,8
ACSP? 15,6° 1,8
BCCP? 8,0¢ 0,7
BCSP# 3,9¢ 0,9

Especificaciones de Tratamiento: 1= Alta calidad con Pasteurizacion, 2= Alta calidad sin
Pasteurizacién, 3= Baja calidad con Pasteurizacion, 4= Baja calidad sin Pasteurizacion. EEM= Error
estandar de la media. Medias con letras distintas (a,b,c,d) en una misma columna, difieren entre si

(p<0,05), segun la prueba de Tukey.

Francisco y Quigley (1993) indican que los niveles de IgG son variables
dependiendo de la calidad del calostro, no obstante las horas transcurridas entre el
nacimiento y la primera toma seran determinantes en el nivel inmunolégico que
posea la ternera. Segun Elizondo y Heinrichs (2009b), las concentraciones de IgGs
resultantes en suero sanguineo después del suministro de calostros de buena
calidad (aproximadamente 70 Ig/L) en el ensayo citado, corresponde a 23,4 g/L que
indica un 33% de absorciéon de Igs en calostro pasteurizado, caso contrario a
aguellos que no fueron tratados térmicamente, con 19,6 Ig/L, lo que corresponde a

un 28% de absorcion para ese caso.

Si se realiza el mismo andlisis de la informacion con los datos colectados en
los Cuadros 6 y 9 de la presente investigacion, se puede hacer el calculo de
absorcién para cada tratamiento, con lo cual se obtiene un 37,7% en ACCP, 27,7%
en ACSP, 35,5% en BCCP y 19,4% en BCSP, demostrandose una vez mas la
importancia de efectuar la pasteurizacion en calostros, donde ademas de la
preocupacion por su valor nutricional e inmunolégico, se debe de prestar atencion
a la competencia inmunoldgica con las bacterias presentes en el mismo. Se detecto
gue en aqguellos tratamientos donde no hubo ningun tipo de tratamiento térmico se

disminuyo considerablemente la absorcion de inmunoglobulinas.
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Con respecto al nivel de IgGs obtenido por medio del Kit IDR, es posible
realizar un analisis de correlacién de Pearson entre los grados Brix y las IgGs, para

terminar de examinar la igualdad en datos entre estas variables.

Como se puede apreciar en la Figura 3, de acuerdo a la regresion lineal
realizada, el valor de R=0,4874 y R2=0,2376 (p<0,05), lo que equivale a un
coeficiente de correlacion y de determinacidn poco significativo para ser
considerado un dato de importancia estadistica, en especial si se compara con
correlaciones como las encontradas por Deelen et al. (2014), Hernandez et al.
(2016) y Elsohaby et al. (2015), que fueron de R= 0,93, R=0,63, R=0,79,

respectivamente.

30,0
25,0
y = 0,4489x + 6,0841
20,0 i\ [ R?= 0,2376
R=0,4874
15,0 - —m
IgGs —— Lineal (IgG)
10,0 +—
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Figura 3. Coeficiente de correlacién y de determinacién entre las variables grados
Brix e 1gG.

La posible causa de tan baja la correlacion entre las variables, es por el poco
numero de muestras realizadas en el ensayo, pues al compararlo con otros “n” en
experimentos similares, esta por debajo de los mismos (28 animales en
comparacién a 60), no obstante Flodr et al. (2012) también encontraron bajos
niveles de correlacion entre estas mismas variables pero en un ensayo ejecutado
en alpacas, a lo que llegd a la conclusién de que es limitada la prediccion de IgGs

segun grados Brix, en esa especie animal.
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3. Datos de peso y talla de terneras desde el nacimiento hasta las 8 semanas
de vida.

A continuacion se muestran los resultados de las variables de peso y talla en
las terneras utilizadas; los datos fueron agrupados segun peso (kg), ganancia diaria
de peso (g), circunferencia toracica, altura a la cruz y altura a la cadera (cm), con

respecto al tratamiento recibido, durante las primeras 8 semanas de vida.

La informacioén fue separada por variable con la finalidad de ordenar mejor los
datos, ya que a pesar de que para ninguna variable de crecimiento se encontraron
diferencias significativas, es importante determinar la posible discusion para cada

una de ellas. A continuacion se presentan los valores obtenidos.

Cuadro 10. Peso vivo en kilogramos, por semana de vida y tratamiento.

Semana ACCP? EEM ACSP?2 EEM BCCP® EEM BCSP* EEM

38,32 2.1 31,0° 2.1 41,12 2.1 36,72 2.3
39,92 2.2 31,7° 2.2 41,72 2.2 37,02 2.3
41,22 2.2 32,7b 2.2 43,12 2.2 38,12 2.2
43,32 2.2 34,8° 2.2 44,22 2.4 39,82 2.4
44,82 2.2 37,4° 2.2 45,92 2.5 42,62 2.4
46,22 2.2 39,4° 2.3 48,62 2.6 46,42 2.4
48,82 2.2 41,3b 2.3 51,22 2.7 49,62 2.4
52,22 2.2 44,6 2.4 54,92 2.8 52,62 2.5
8 54,82 2.2 48,6° 2.6 56,62 2.9 55,42 2.5

~No ok~ WNE O

Especificaciones de Tratamiento: 1= Alta calidad con Pasteurizacién, 2= Alta calidad sin
Pasteurizacién, 3= Baja calidad con Pasteurizacion, 4= Baja calidad sin Pasteurizacién. EEM= error
estandar de la media. Medias con letras distintas (a,b) en una misma columna, difieren entre si

(p<0,05), segun la prueba de Tukey.

Puede notarse como solamente hay una diferencia de los tratamientos con
respecto al tratamiento Alto sin, que se da desde el nacimiento y que siguié durante
la duracion del ensayo. Entonces no se debe a efectos del calostro suministrado,
sino a la diferencia del peso promedio al nacimiento de los animales que estuvieron
en ese grupo, siendo el peso al nacimiento una covariable en el experimento, por

lo que no se considera que hayan diferencias significativas entre tratamiento.

Cabe destacar que los animales fueron seleccionados al azar y la asignacién
de tratamientos fue completamente aleatorio, asi que se recalca que las menores

ganancias en el tratamiento ACSP, es producto de la casualidad.
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Vargas y Elizondo (2014) indicaron que los pesos promedio de los animales
de su investigacion, raza Holstein, fueron de 45 y 58 kg para el primer y segundo
mes de vida, muy similar a lo encontrado en este trabajo, que corresponde a 45y
55 kg respectivamente, sin embargo Cueva (2014) habla de pesos en Holstein de
75 kg a los dos meses de vida, lo cual dejaria en desventaja a las terneras utilizadas

en este ensayo.

Otra posible explicacion con respecto a los bajos pesos en comparacion a lo
reportado en la literatura, puede ser por consecuencia de acciones ajenas a este
experimento. Bar-Peled et al. (1997) indican que las terneras alimentadas con
reemplazador suelen tener menores pesos que las que logran mamar directamente
de sus madres o al menos son alimentadas con leche entera, por lo que al utilizarse
reemplazador en la finca donde se ejecutd este experimento, esta condicidén puede

que haya ocasionado un crecimiento mas lento.

De acuerdo a las ganancias de peso diarias, los datos encontrados fueron

igual de variables, y se describen en el Cuadro 11.

Cuadro 11. Ganancia diaria de peso (GDP) en gramos, por semana de vida y

tratamiento.

Semana ACCP! EEM ACSP? EEM BCCP® EEM BCSP* EEM

1 192 84 91 73 90 60 59 40

2 159 84 143 74 195 96 154 82
3 250 83 329 80 190 116 250 83
4 216 76 412 82 263 119 389 83
5 187 76 294 83 395 120 350 83
6 352 76 270 93 425 120 454 83
7 465 74 464 113 517 120 432 83
8 366 74 521 156 252 120 400 83

Especificaciones de Tratamiento: 1= Alta calidad con Pasteurizacién, 2= Alta calidad sin
Pasteurizacién, 3= Baja calidad con Pasteurizacion, 4= Baja calidad sin Pasteurizacién. EEM= error

estandar de la media.

A pesar de las diferencias numéricas, no se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos. Las medias de GDP en orden de
calidad de tratamiento fueron de 273,4 g, 315,59, 290,99y 311,0 g (ACCP, ACSP,

BCCP, BCSP respectivamente), que como es posible determinar, no tienen

coherencia con la cantidad de IgGs absorbidas.
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Yepes y Prieto (2011) midieron la correlacion existente entre la calidad de
calostro, PST y ganancias de peso en terneras, mostrando niveles bajos de
correlacion con R=0,27 por lo que a pesar de que en este trabajo no se hicieron
analisis de este tipo, se pudieron apreciar pocas diferencias estadisticamente

significativas para las diferentes calidades calostrales trabajadas.

Con respecto a las GDP, los datos encontrados en este experimento, van de
los 273 g por semana en promedio, hasta los 315 g, lo que resulta muy por debajo
de lo reportado en la literatura donde se habla de hasta 690 g al dia en Colombia
(Yepes y Prieto 2011), pero no tan alejado de lo reportado por Vargas y Elizondo
(2014), Costa Rica, que hablan de GDPs de 370 g.

Probablemente el dato tan elevado encontrado por Yepes y Prieto (2011) se
deba al factor raza, pues aparte de la Holstein, fueron usadas razas como
Simmental y Ayrshire que son conocidas por su gran corpulencia. La circunferencia
toracica present6 una distribucion muy similar a peso vivo, GDP, altura a la cruz y
altura a la cadera, igualmente sin diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos (p<0,005).

Cuadro 12. Circunferencia toracica (cm), por semana de vida y tratamiento.

Semana ACCP! EEM ACSP? EEM BCCP® EEM BCSP* EEM
0 72,3 1,6 69,3 14 73,5 1,7 71,8 15
73,5 1,6 70,1 1,4 73,8 2,2 72,1 1,6
74,5 1,6 71,9 15 75,2 2,5 73,8 1,7
76,4 1,6 74,2 1,6 76,2 3,0 75,8 1,7
77,2 1,6 75,2 1,7 78,0 3.4 78,0 1,8
78,8 1,6 76,4 1,8 80,0 3,7 80,3 1,8
80 15 77,7 19 81,5 3,8 82,8 1,8
82,6 15 79,7 2,1 85,4 4,0 85,0 19
8 84,4 1,6 83,8 2,7 87,4 4,1 87,5 1,9
Especificaciones de Tratamiento: 1= Alta calidad con Pasteurizacién, 2= Alta calidad sin

~No o WDN PP

Pasteurizacién, 3= Baja calidad con Pasteurizacion, 4= Baja calidad sin Pasteurizaciéon. EEM= error

estandar de la media.

Gomez (2016) indicé que la circunferencia toracica (CT) en terneras Holstein
debe de ser al menos de 90 cm al cumplirse los 60 dias de vida, sin embargo en
este trabajo se lograron valores maximos de 87,5 cm, lo cual no esté tan alejado de
dicho dato. Generalmente la informacion referente a circunferencia toracica suele

relacionarse con la de peso vivo mediante ecuaciones, tal y como lo mencionan
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Heinrichs et al. (2007) la correlacién suele ser muy alta y la desviacién entre un
dato y otro varia entre 2,19 cmy 2,74 cm en vacas de 42 a 590 kg de peso vivo, no
obstante, y aunque no era parte de esta investigacion, se utilizaron dos cintas
diferentes para medir la CT y la variabilidad fue poca, sin embargo el dato de peso
que indicaban las mismas result6 muy diferente del registrado en la balanza
tradicional.

Hoffman (1997) indica que las mediciones de crecimiento corporal como las
contempladas en este ensayo, son de vital importancia para la determinacion
objetiva de buena salud del hato y futuras vacas lecheras en caso de terneras, por
lo que a pesar de no ser el eje central de esta tesis, esta informacion revela
antecedentes interesantes si se quisiera mantener un control continuo de los
animales experimentados durante su lactacion. En el Cuadro 13 y 14 se encuentra

la informacién de altura a la cruz y altura a la cadera en centimetros.

Cuadro 13. Altura a la cruz (cm), por semana y tratamiento.

Semana ACCP! EEM ACSP? EEM BCCP® EEM BCSP* EEM

77,1 1,4 75,6 1,3 79,3 14 77,3 1,4
77,8 1,4 76,6 1,3 80,0 15 78,6 1,4
78,5 1,4 78,2 1,3 81,0 1,6 80,4 1,4
80,6 1,3 79,7 1,4 81,5 1,7 81,1 1,5
82,0 1,3 81,2 1,4 82,9 1,8 83,1 1,5
82,8 1,3 82,4 1,4 84,4 1,8 84,4 1,5
84,0 1,3 83,3 1,4 85,4 1,8 85,9 1,5
85,6 1,3 84,8 1,5 86,4 1,8 87,4 1,5
8 87,6 1,3 87,5 1,7 88,4 1,8 88,9 1,5

~N~No oo b wNELO

Especificaciones de Tratamiento: 1= Alta calidad con Pasteurizacién, 2= Alta calidad sin
Pasteurizacién, 3= Baja calidad con Pasteurizacion, 4= Baja calidad sin Pasteurizaciéon. EEM= error

estandar de la media.

Segun la altura a la cruz, los datos fueron completamente normales, ya que el
primer y segundo mes de vida alcanzaron medidas de 82 y 87 cm, que comparadas
con lo reportado por Vargas y Elizondo (2014) son muy similares, a pesar de que
en este ensayo no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos. Ellos indicaron 85+3, 91+4 cm a las 4 y 8 semanas, asi como Moore

y Clark (2009) reportan 82 y 87, respectivamente.
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Cuadro 14. Altura a la cadera (cm), por semana y tratamiento.

Semana ACCP! EEM ACSP? EEM BCCP® EEM BCSP* EEM

80,7 1.3 78,6 1,3 82,3 1,4 81,0 1,4
81,9 1,3 79,8 1,3 84,0 1,5 82,0 1,4
82,6 1.3 81,2 1,3 85,7 1,5 83,3 1,4
84,9 1,3 82,5 1,4 85,6 1,6 84,0 1,4
85,4 1.3 83,7 1,4 87,1 1,6 86,3 1,4
86,8 1,3 85,0 1,4 88,6 1,7 88,0 1,5
88,2 1.3 85,9 1,4 89,6 1,7 89,5 1,5
90,0 1,3 87,2 1,5 91,6 1,7 90,8 1,5
8 91,2 1.3 89,9 1,7 93,1 1,6 91,8 1,5

~N~No o~ wWNEO

Especificaciones de Tratamiento: 1= Alta calidad con Pasteurizacién, 2= Alta calidad sin
Pasteurizacién, 3= Baja calidad con Pasteurizacién, 4= Baja calidad sin Pasteurizacién. EEM= error
estandar de la media.

Castro y Elizondo (2012) también indicaron que para la variable altura a la
cadera y a la cruz los datos suelen ser muy variables en animales jovenes de la
raza Holstein, y por ese motivo generalmente los tratamientos aplicados no
presentan diferencias significativas. La altura a la cadera varié de 78 a 88 cm en
las primeras 8 semanas de vida de las terneras (Castro y Elizondo 2012), lo cual es
similar a lo encontrado en este trabajo que varia de 79 a 93 cm en el mismo periodo

de tiempo.

Al contar con la informacion completa de crecimiento, es posible determinar
gue los animales siguieron un crecimiento completamente normal sin importar el
tratamiento aplicado, indicando que aun con fallas evidentes en la TIP, todas las
terneras del experimento continuaron su evolucién de manera natural, tal y como

se evidencia en los datos mostrados del Cuadro 10 al 14.

En términos de sanidad con relacién al crecimiento de terneras, era de esperar
que se enfermaran o presentaran menor peso aquellas que consumieron calostro
de baja calidad sin pasteurizar, pero segun el andlisis de datos esto no fue asi, y
se confirma al evidenciarse que si hay un buen desarrollo en el hato de terneras,
significa que hay salud intestinal principalmente, pues de lo contrario las diarreas y

timpanismo minimizarian su crecimiento (Gorgula et al. 2003).
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Campos (2013) indica que la sanidad de las terneras con respecto a su TIP esta
principalmente relacionada con neumonia y diarreas, principalmente colibacilosis y
enfermedades respiratorias en general (Villouta et al. 1978), no obstante en este
trabajo no se colectaron datos de patologias presentes en los animales tratados,

por lo que no es posible haber realizado dicho andlisis de informacion.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Un buen calostrado desde las dos primeras horas de vida es esencial para
aprovechar al maximo la absorcibn de inmunoglobulinas presentes en los
receptores intestinales de los neonatos, por lo que si se asegura una buena calidad

en dicho calostro, se incrementara el porcentaje de absorcién de Igs presentes.

La pasteurizacion es una herramienta sencilla, util y de facil acceso para lograr
mejorar la calidad inmunoprotectora de calostros, incluso aquellos con menor valor
nutricional, ya que en este trabajo se pudo concluir que la disminucion en las
poblaciones bacterianas del calostro permiten aumentar el contenido de Igs en
sangre, en comparacion de aquellos que tienen altos niveles de coliformes en
general. No esta de mas indicar que la temperatura y tiempo recomendado para
lograr una pasteurizacion exitosa es de 60°C por 30 minutos. Se recomienda
realizar una valoracion econémica con respecto al beneficio inmunitario adquirido,
que justifique el uso de la pasteurizacibn como rutina en las fincas, debido al alto
costo energético y monetario que este representaria en un pais como Costa Rica,

donde la conversion energia-calor es muy alta.

La concentracion de PST, IgG y grados Brix en suero sanguineo fueron
estadisticamente significativas, por lo que una disminucion en la calidad del calostro
hara que se promueva la falla en la TIP. En este caso los tratamientos Alto con y
Alto sin cumplieron satisfactoriamente la TIP esperado, no asi los dos
correspondientes a baja calidad, sin embargo es importante destacar que la
pasteurizacion aun en calostros de bajo calibre, permite mejorar la transferencia de
inmunidad pasiva y que al comparar el tratamiento bajo con y el bajo sin, el primero

resulté muy cerca de los valores minimos deseados.

El crecimiento de terneras en términos de peso, CT, GDP, altura a la cruz y
altura a la cadera no se vio afectado por el tratamiento suministrado, lo que denota
gue en esta investigacion el crecimiento de las terneras estuvo mas influenciado

por la dieta dada postcalostrado y no por el nivel de IgGs absorbidas.

Como recomendacion, se insta a todas las personas involucradas en el ambito
lechero a prestar mas atencién a la calidad de calostro producido por sus vacas e

ingerido por sus terneras, tomando en consideracion el método de alimentacion y
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el tiempo postparto transcurrido. Ademas de no olvidar la pasteurizacion como
opcién de mejora a calostros con bajo nivel de anticuerpos, asegurandose de igual

manera la disminucion en la transferencia de enfermedades por medio del calostro.

Un banco de calostro no puede faltar en una finca lechera que se preocupe
por la salud de su hato bovino, ya que siempre debe de haber un respaldo de
calidad en caso de ausencia de calostros adecuados al momento de un parto;
ademas se debe de insistir en que la salud de la lecheria inicia desde la crianza de

terneras, y serd la Unica garantia de tener vacas sanas en un futuro préximo.

A partir de lo observado en este trabajo, se abren las oportunidades de
investigar mas a fondo temas como la diferencia que ejerce el peso al nacimiento
como covariable en la absorcién de IgGs, tiempo transcurrido desde el nacimiento
hasta el suministro de calostro y la correlacibn mas precisa entre los valores de
PST y °Brix con respecto a IgG, segun el aparato utilizado para determinar la
variable; ademas se recomienda ejecutar el experimento en otras razas como la
Jersey o Pardo Suizo con la finalidad de conocer las diferencias entre razas, asi
como la ubicacion del mismo en otras altitudes (bajura), por lo que se insta a
investigadores y estudiantes a analizar dichos temas propuestos y responder estas

preguntas a través del tiempo.
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ANEXOS

Anexo 1. Instrucciones de uso del kit de IDR de Triple J Farms.

Recolectar el suero con una pipeta de 5uL

Colocar el suero en los platos y anotar las posiciones.

Guardar los platos e incubarlos por 24 horas.

Se hace la lectura, midiendo el didmetro del anillo formado y se
calculan los resultados segun la concentracion del control brindado.
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