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1. RESUMEN

En la crianza artificial de terneros, la diarrea representa una de las causas mas
importantes de pérdidas econdmicas.

El presente trabajo tuvo por objetivo determinar la capacidad de un anticuerpo
policlonal comercial, de disminuir o eliminar la presentacion de cuadros clinicos de
diarreas neonatales en terneros.

Para cumplir con este objetivo se realizaron dos experimentos. En el
experimento 1 se utilizaron 108 terneros pertenecientes a cuatro lecherias de la
provincia de Valdivia. Las lecherias fueron seleccionadas por conveniencia y visitadas
diariamente entre el 24 de marzo y el 30 de mayo. Los terneros fueron agrupados al
azar en dos grupos, tratados (G,) y controles (G.). Todos los terneros del G, recibieron,
ademas del calostro materno, 10 ml de un anticuerpo policlonal oral en las primeras 12
horas de vida; junto con esto se les tom6 una muestra de sangre para determinar
posteriormente la cantidad de inmunoglobulinas séricas mediante el test de turbidez del
sulfato de Zn. Los terneros de G., solo recibieron calostro de sus madres antes de
entrar a las ternereras. Posteriormente los terneros fueron visitados tres veces por
semana durante un mes, para determinar la presencia de diarrea

En el experimento 2 se utilizaron nueve terneros de hasta dos semanas de edad,
cuatro de ellos habian recibido calostro materno y 10 ml del anticuerpo policlonal y los
otros cinco que solo recibieron calostro materno, sirvieron como controles. Ambos
grupos tratados y controles fueron inoculados oralmente con dos ml de un cultivo
fresco de E. coli de 3x10° bacterias por ml. El estado clinico de los terneros post
inoculacidn fue evaluado en base a un protocolo disefiado para tal efecto.

Los resultados del experimento 1 y 2 no demostraron diferencias significativas en
la presentacion de diarreas entre los terneros tratados y del grupo control. Por lo que
no se pudo establecer la efectividad del anticuerpo policlonal contenido en el
producto comercial en el control de la colibacilosis entérica neonatal.

Palabras claves : Terneros, colibacilosis, anticuerpos policlonales.



2. SUMMARY

When calves are reared artificially diarrhoea represent one of the most important
causes of economic losses. The aim of this study was to determine the capacity of a
commercial policlonal antibody sera, of decreasing or eliminating clinical cases of
neonatal diarrhoea.

In order to acomplish this aim two experiments were done. In experiment 1, 108
calves belonging to four different dairy farms of the Valdivia province were used. Farms
were conveniently selected and daily visited between the 24th of march and the 30th of
may. Calves were randomly allocated into two groups, treated (G, ) and controls (G.). All
the calves in the (G,) group received maternal colostrum and 10 ml of a policlonal
antibody orally in the first 12 hours after birth; also a blood sample was obtained in order
to determine the concentration of serum immunoglobulins using the Zn sulphate turbidity
test. Calves from group (G.) received only maternal colostrum before being housed.
Calves in both groups were visited three times per week during one month in order to
determine the presence or absence of diarrhoea.

In the experiment 2 nine calves up to two weeks of age were used. Four of them
had received maternal colostrum and 10 ml of the policlonal antibody and the other five
who only received maternal colostmm were used as control group. Both groups treated
and control were inoculated orally with two mi of a fresh culture of E. coli in a
concentration of 3 x 10 bacterias per ml. The clinical condition of the calves post
inoculation was evaluated with a protocol designed for this experiment.

The results of experiment 1 and 2 did not show significant differences between the
treated and control group in the presentation of diarrhoea. Therefore, it was not possible
to establish the efficacy of the policlonal antibody contained in the comercial product in
the control of neonatal enteric colibacilosis.

Key words : Calves, colibacilosis, policlonal antibodies.



3. INTRODUCCION

Del total de explotaciones pecuarias en Chile, un porcentaje importante
corresponde a explotaciones lecheras y de éstas, un 44% cuenta con algin sistema de
crianza artificial (Tadich, 1982).

El éxito de la crianza artificial de terneros, no sélo radica en la cantidad de litros de
leche ahorrados, sino que también, en la obtencion de un buen desarrollo y
crecimiento del ternero, con una baja o nula mortalidad de éstos (Rojas y Lanuza,
1979).

Las enfermedades del ternero, revisten una gran importancia en las
explotaciones pecuarias, debido al dafio econdmico que ellos representan. Algunas
estadisticas sefialan que en nuestro pais existe una mortalidad promedio de terneros de un
12%, cifra que podria fluctuar entre un 3% y un 17% en las diferentes zonas del pais
(Zurita y col., 1987).

La diarrea representa una de las mas importantes causas de mortalidad en
terneros. La significancia econdmica de la enfermedad varia de acuerdo a los predios y
depende del sistema de manejo y del grado de intensificacion. La enfermedad es dificil de
controlar a causa de sus complejas etiologias. Diversos agentes infecciosos,
factores ambientales, nutricionales, inmunolégicos y posiblemente genéticos son
responsables en la presentacion de la enfermedad (Tzipori, 1981). Segun un estudio
realizado en EE.UU., las infecciones entéricas constituyen un 40% de las afecciones de
los terneros menores de 2 meses (Tzipori, 1985), esto concuerda con lo reportado por
Tadich y col. (1998), para la X Region, Chile. Escherichia coli enterotoxigénica
(ETEC), rotavirus, coronavirus y Cryptosporidium son los cuatro patdégenos mas
comunmente encontrados en investigaciones de campo en nuestro pais (Gorman y col.,
1989;Reinhardt y col., 1991).

Ligado a los factores ya nombrados cabe mencionar las medidas de manejo,
especialmente el insuficiente consumo de calostro en las primeras horas de vida (Zurita y
col., 1987). Se denomina calostro, a la primera secrecion de la glandula mamaria de la
vaca después del parto, siendo éste el unico alimento de que dispone el ternero en
sus primeros dias de vida (Lanuza y Stehr, 1977). De acuerdo con Treacher (1973),
las tres principales funciones del calostro en el recién nacido son: a) proveerlo con
inmunidad pasiva, b) aportar energia y e€) eliminar el meconio del intestino. El ternero
recién nacido es esencialmente agamaglobulinémico ya que no existe paso de



anticuerpos matemos a través de la placenta (Mc. Ewan y col., 1970; Fetcher y col.,
1983; Bradley y Nulo, 1985, Zurita y col., 1987). El traspaso pasivo de inmunidad
hacia la cria es un proceso esencial en las especies mamiferas para proveer la
proteccidon del neonato durante el primer periodo de su vida antes de que su sistema
inmune haya sido establecido (Larson y col., 1980).

En la sangre bovina existen tres tipos principales de inmunoglobulinas: Ig G, Ig
M e Ig A (Bjotvedt, 1981; White, 1987). De éstas la principal es Ig G, con sus dos
subclases, Ig G; e Ig G,, estas dos subclases apenas difieren en sus cadenas pesadas.
Inmunoglobulina A es un dimero y es la predominante en el calostro de otras especies
excepto en bovinos. Ig M es un pentdmero y se ha llamado macroglobulina, Ig D, e, Ig
E no son importantes en la secrecion mamaria (Larson y col., 1980).

El calostro normal de bovinos contiene 50 a 150 mg/ml de inmunoglobinas, de
las cuales Ig G abarca el 85-90% Ig M cerca del 7%, Ig A cerca del 5%. La cantidad
de Ig Gl es cerca del 80 a 90% de Ig G (Larson y col., 1980). El traspaso pasivo de
inmunidad de la madre al neonato en los rumiantes implica el paso de gran cantidad de
Ig G a través de barrera mamaria hacia la secrecion lactea durante la formacion del
calostro (Larson y col., 1980). El traspaso de inmunoglobulinas al neonato es
altamente especializado en rumiantes. Durante las ultimas semanas de gestacion, las
inmunoglobulinas son traspasadas al calostro desde dos fuentes: humoral, provenientes
de la sangre materna, y local, sintetizadas por plasmocitos ubicados junto al epitelio
secretor de la glandula mamaria. La importancia de una y otra, difiere entre los
distintas especies (Larson y col., 1980; Nickerson, 1989).

En las vacas el calostro presenta una gran variacidén individual en cuanto a
produccion, concentracion de inmunoglobinas y cantidad de inmunoglobulinas
presentes en el primer ordeno post-parto (Kruse, 1970a). En vaquillas, el incremento
de secrecién de inmunoglobulinas ocurre posterior al quinto mes de gestacion; en
vacas preparto, la mayor concentracion aparece 3 a 9 dias antes del parto (Roy, 1980).
La cantidad de inmunoglobulinas es mayor en calostro de vacas de multiparicién en
cuya sangre la Ig. G tienden a ser mas elevada (Larson y col., 1980).

En terneros normales el tiempo de absorcidon postnacimiento de
inmunoglobulinas es de 27 horas para Ig G, 16 horas para Ig M y 22 horas para Ig A
(Aldrige y col., 1992). Algunos autores sefnalan que la mayor capacidad de absorciéon
de anticuerpos no pasaria de las 6 horas posterior al nacimiento (Gay y col., 1965; Mc
Beath y col., 1971; Hoerleing y Jones, 1977; Roy, 1980). Debido a la escasa accion de
las enzimas prolieoliticas en el abomaso del ternero recién nacido y a la capacidad de
inhibir la tripsina, el calostro llega al ileon sin ser afectado (Tizard, 1984). Esto
permite que existan anticuerpos protectores en el intestino delgado, durante la etapa en



que los terneros son mas susceptibles a la colonizacion por agentes infecciosos (Zurita
y col., 1987). El paso de inmunoglobulinas calostrales hacia la sangre del ternero se
realiza mediante un mecanismo transitorio de transporte macromolecular, de tipo no
selectivo, a través del epitelio de absorcion del intestino delgado (Besser y Gay, 1985).
Las mismas globulinas son absorbidas por pinocitosis, e ingresan al conducto tordxico
a través de la linfa intestinal, y de éste pasa a la sangre (Besser y Gay, 1985; Blood y
Radostits, 1989). El cierre de la permeabilidad intestinal para la absorcion de
inmunoglobulinas calostrales, decrece espontaneamente, después de las 12 horas post-
parto (Stott y col., 1979a; Lanuza y Rojas, 1979). De esta manera se reconoce que para
obtener una proteccion dptima del neonato, este debe consumir un volumen de calostro
equivalente al 10% de peso corporal, dentro de las primeras 24 horas de nacido y al
menos la mitad de esta cantidad, debiera aportarse en las primeras 6 horas (Lanuza y
Stehr, 1977;White, 1987; Zurita y col., 1987).

La disminucion en la absorcidon de anticuerpos, podria traducirse en una ventaja
para el neonato frente a infecciones entéricas, ya que una alta concentracion de éstos
en el lumen intestinal, otorga una proteccién adicional. Los anticuerpos del calostro y
posteriormente los presente en la leche, ejercen una funcién protectora local
neutralizando el ataque de microorganismos patogenos a las células epiteliales que
tapizan la pared intestinal (Black y col., 1985). La Ig A, es particularmente util, ya que
es la Unica inmunoglobulina que se conserva intacta, protegida por una proteina
sintetizada por células epiteliales del intestino y por los hepatocitos, denominada
componente secretor. Luego, existe continuamente Ig A (imunoglobulina A secretora)
en el intestino de los terneros, constituyendo un factor importante contra infecciones
entéricas (Tizard, 1984). Boyd y col. (1974) demostraron que hay una relacion entre
presentacion de diarreas y bajos niveles de inmunoglobulinas en la sangre.

Sin embargo, la inmunidad calostral no siempre es eficiente. Esto puede deberse
a una inadecuada ingesta o al hecho de que la madre esté pobremente dotada de los
anticuerpos requeridos. Aun cuando el calostro esté disponible en cantidad y calidad,
se han registrado amplias variaciones en los titulos de anticuerpos de los terneros
posterior al amamantamiento (Black y col., 1985). Se ha llegado a determinar la
existencia de ciertos factores, tales como: cantidad de calostro ingerido, cantidad de
inmunoglobulinas en dicho calostro y tiempo transcurrido entre el nacimiento y el
primer amamantamiento, que estarian influyendo sobre la absorcidén de anticuerpos por
el ternero (Kruse, 1970b; Boyd, 1972; Bush y col., 1913; Stott y col., {979b y C;
White, 1987; Tyler y Ramsey, 1991). Otros autores mencionan que los niveles de
inmunoglobulinas, tienden a ser mayores en terneros que han amamantado
directamente de sus madres, que aquellos a los que se les ha alimentado con botella
(Stott y col., 1979d; Roy, 1980).



Ademas, un buen porcentaje de los terneros de lecheria, no reciben una cantidad
suficiente de calostro al nacimiento. Como consecuencia de esto, tienen bajos niveles
de inmunoglobulinas séricas y por tanto, son muy susceptibles a enfermedades en el
periodo neonatal (Logan y Gibson, 1975). Diversos trabajos, han demostrado que tanto
la morbilidad como la mortalidad de terneros con diarrea, se relacionan con bajas
concentraciones de inmunoglobulinas séricas poscalostrales (Gay y col., 1965; Mc
Ewan y col., 1970; Penhale y col., 1970; Boyd, 1972; Boyd y col., 1974; Villouta y
col., 1980;Apablaza, 1992).

La colibacilosis entérica fue descrita en 1893 siguiendo el descubrimiento que la
enfermedad podia ser reproducida en terneros jovenes susceptibles alimentandolos con
excrementos de terneros enfermos o con cultivo puro de E. coli, ya que esta bacteria
fue encontrada en terneros sanos y diarreicos, los investigadores creian que ciertas
cepas eran potencial mente patdogenas para terneros jovenes (Haggard y Sherman,
1984).

E. coli es un habitante normal del intestino de los animales. Los diferentes
serotipos de E. coli, estan basados sobre el analisis de tres antigenos: a) el antigeno
somatico "O", que es lipopolisacarido; b) el antigeno capsular "K", que es
carbohidrato y c) el antigeno del flagelo "H", que proteina (Tzipori, 1981; Haggard y
Sherman, 1984). La infeccion intestinal por E. coli, tanto en el hombre como en los
animales domésticos, es provocada por cepas que se adhieren y colonizan las células
superficiales epiteliales del intestino delgado (Zamora y col., 1997).

Diversos son los factores de virulencia que poseen las cepas patogenas de E.
coli, destacandose dos grandes grupos: las fimbrias y las toxinas. Las primeras estan
asociadas a la colonizacion intestinal y extraintestinal, las segundas son las causantes
de la hipersecrecion electrolitica (Tzipori, 1981; Zamora y col., 1996).

Se considera que las cepas de E. coli con fimbrias son la mayor causa de diarrea
neonatal, ya que estas estructuras son factores de colonizacién especificos, evento
esencial para que las cepas enteropatogenas (EPEC) y enterotéxicas (ETEC) de E. coli
causen la diarrea neonatal (Zamora y col., 1996).

Segun Zamora y col. (1996) son varias las adhesinas fimbricas, factores o
antigenos de adhesion del pilus que produce E. coli, entre las cuales cabe mencionar:
adhesina Tipo I, CFAI, CFA II, K88, K99, 987 P, ATT 25 o FY y F41,
denominaciones que han creado confusion y complejidad en la nomenclatura, de ahi
que se esta tratando de regularizar y uniformar designandoles respectivamente, F1, F2,
F3, F4, F5, F6, F17, F41. Asi, se describen diferentes fimbrias que se encuentran
presentes en cepas de origen animal como K88 (F4) preferentemente en infecciones del



cerdo y las K99 (F5) en terneros y ovinos (Zamora y col., 1997). Ademads, segun
Smith y col. (1991), en el bovino, los principales factores de adhesion al enterocito por
parte de E. coli son K99, F41 y FY.

Como su nombre lo dice para ser ETEC debe tener la habilidad de producir
enterotoxina, la cual es la mediadora bioquimica de la secrecion de fluidos (Acres,
1985). Pueden producir dos tipos de enterotoxinas, termolabil (LT) y termoestable
(ST). La primera es una proteina de gran peso molecular y similar a la toxina del
coOlera, ésta ha sido aislada de humanos y cerdos, pero, es rara en terneros. En contraste
ST es proteina de pequeio peso molecular de la cual hay dos subtipos STa y STb, de
¢éstas, s6lo STa ha sido descrita en cepas de origen bovino (Acres, 1985; Smith y col.,
1991).

Segun Tzipori, (1981); Haggard y Sherman, (1984); Blood y Radostits, (1989), la
colibacilosis entérica en terneros es provocada principalmente por cepas de E. coli
entcrotoxigénica (ETEC), las que se caracterizan por poseer el antigeno K99 localizado

en el pilus o fimbria y que ademas es capaz de producir una enterotoxina termoestable
(ST).

La ETEC se adhiere al epitelio de las vellosidades intestinales utilizando uno de
sus factores de adhesion, siendo entre otros uno de los mas importantes el K99, ETEC se
multiplica y produce su enterotoxina (ST) que ejerce su efecto sobre las células
secretorias del intestino delgado, aumentando la secrecion neta de liquidos y electrélitos
provenientes de la circulacion sistémica, hacia el lumen intestinal produciéndose
deshidratacion, acidosis y muerte como resultado final (Tzipori, 1981; Haggard y
Sherrnan, 1984; Blood y Radostits, 1989; Zamora y col., 1996).

En cuanto a la transmision, los animales afectados son el reservorio de ETEC, y
sus heces son la mayor forma de contaminacién con la bacteria (Acres, 1985).

Es importante establecer un diagnoéstico etiologico de la diarrea de terneros en un
predio para poder instaurar programas preventivos, determinar la sensibilidad a
antibidticos de la bacteria para establecer una terapia especifica, establecer el riesgo
zoonotico potencial de los patdgenos y ocasionalmente, para convencer al productor que
existe el problema (Heath, 1992).

La signologia clinica nos puede llevar a un diagnostico presuntivo (por la
deshidratacion, diarrea y la edad del ternero). Las pruebas complementarias como la
necropsia y el pH fecal nos pueden dar un diagnostico, pero no definitivo. El diagnostico
etiologico definitivo de colibacilosis depende de las pruebas de laboratorio, dentro de
estas pruebas cabe mencionar a los cultivos, que son raramente de valor



diagnostico sin pruebas complementarias de inmunologia y microscopica electronica
(Heath, 1992).

Para un control efectivo de la colibacilosis habria que considerar tres aspectos:

a.- Mejoramiento de la administracion predial, a través de una adecuada atencion
médico veterinaria y una capacitacion del personal a cargo de los animales, ademas,
siempre es bueno el pago de una bonificacion al personal (ternereros) por su
efectividad en la crianza de terneros.

b.- Reducir la exposicion a los patdgenos, con un ambiente higiénico para el ternero
desde el momento del parto, con control de temperatura, humedad, ventilacion, y
control de vectores, evitar el hacinamiento, control de purines.

c.- Aumentar la resistencia a la enfermedad, lo que incluye un buen manejo en cuanto
a la administracion de inmunidad pasiva a través del calostro, y programas de
vacunacion (Blood y Radostits, 1989; Heath, 1992).

Ademads, se puede utilizar productos eficaces para proteger terneros de la
enfermedad. Listos incluyen bacterias conteniendo antigenos K99 de E. coli que
poseen también importantes antigenos capsulares comunes las que se usan en
programas de vacunacion de vacas prefladas para obtener anticuerpos calostrales
especificos contra E. coli. También, anticuerpos monoclonales contra el antigeno K99
el cual puede ser administrado oralmente a los terneros al nacer. Estos estan dirigidos
a bloquear la adherencia intestinal y colonizacion de cepas enteropatogenas de E. coli.
Estos productos han demostrado ser eficaces, en combinacién con un manejo
adecuado, sanidad y nutricion podria resultar en la disminucion de la colibacilosis
entérica y de la mortalidad de terneros (Haggard y Sherman, 1984; Mullowney y
Patterson, 1985).

Para producir anticuerpos monoclonales, se inyectan ratones con el antigeno
problema, ain cuando no esté puro. Luego de un periodo de espera que permite un
aumento de los linfocitos B especificos, se sacrifica el raton y se extrae el bazo, rico
en linfocitos. Los linfocitos que se obtengan del bazo, se mezclan con células
mielomatosas (células de un tumor de linfocitos), agregando ademas polietilenglicol,
un agente que facilita la fusion. Con esto se consigue que algunas células
mielomatosas se fusionen con linfocitos del bazo, produciendo lo que se llama un
hibridoma; se logra asi una célula que combina la capacidad de producir anticuerpos
de los linfocitos, con la capacidad de multiplicarse indefinidamente. No todas las
células logran fusionarse. Luego se selecciona y purifica, entre todos los hibridomas el
que produce el anticuerpo especifico que se desea, para ello se utiliza un



radioinmunoanalisis con antigenos especificos. La etapa final, es separar los distintos
hibridomas resultantes, con el fin de obtener una poblacion proveniente de una sola
célula (clon). Para ello, las células se diluyen hasta lograr que una célula quede en un
micropocillo de cultivo. El anticuerpo producido por esta célula y sus progenituras
(clon), es un anticuerpo monoclonal. De alli en adelante estas células pueden quedar
congeladas o cultivarse y multiplicarse por siempre (Monckeberg y col., 1988).

Los anticuerpos monoclonales contienen anticuerpos solamente contra el
antigeno K99 a diferencia de los policlonales, que contienen anticuerpos contra los
antigenos K99 y los antigenos somaticos encontrados en cultivos celulares completos
de E. coli, lo que hace que estos productos sean mas completos. Entre estos productos
se encuentra el usado en esta investigacion el cual es un antisuero policlonal comercial
desarrollado para el uso oral en terneros recién nacidos y para el control de
enfermedades digestivas provocadas por E. coli enteropatogena.

El objetivo principal de este estudio fue el determinar si la utilizacion de un
antisuero policlonal comercial en terneros recién nacidos y criados artificialmente
disminuye o elimina la presentacion de diarreas.

Hipotesis

La hipotesis nula o Hy fue : No existen diferencias en la presentacion de diarreas
neonatales entre terneros de crianza artificial inmunizados con un antisuero policlonal anti
E. coli y aquellos no inmunizados.

La hipotesis alternativa o H, fue : La administracién de un antisuero policlonal
anti E. coli produce una disminucidén en la presentacion de diarreas neonatales en
terneros de crianza artificial.
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4. MATERIAL Y METODO

4.1 EXPERIMENTO 1
4.1.1 Material.

Se utilizaron 108 terneros pertenecientes a cuatro (4) predios lecheros de la
provincia de Valdivia, todos ellos con vacas con partos de otofio (marzo-abril) y
crianza artificial de sus terneros. La seleccion de los predios se realizd basandose en el
tamafio de la explotacion, la estacionalidad (otofio) y la existencia de sistemas de
crianza artificial.

e . . .11
Se utilizo un antisuero policlonal comercial

4.1.2 Meétodo.

Los predios fueron visitados entre el 24 de marzo y el 30 de mayo de 1997. Las
visitas fueron diarias hasta la obtencion de todos los terneros necesarios para este
estudio.

Los terneros fueron divididos en dos (2) grupos por predio, grupo tratado (Gy) y
grupo control (G,), los que se formaron aleatoriamente a medida que éstos nacian.
Todos los terneros del G, recibieron calostro materno directamente de sus madres y
una dosis oral de 10 mi del antisuero policlonal comercial en las primeras 12 horas de
vida. Junto con esto se les tomd una muestra de sangre mediante venopuncion yugular,
empleandose tubo estériles de 10 mi con vacio’. Los terneros del G, sélo recibieron
calostro de sus madres antes de entrar a las terneras.

De las muestras de sangre se obtuvo suero, el cual fue almacenado a -20° para su
posterior analisis mediante el Test de Turbidez de Sulfato de Zinc para determinar la
cantidad de inmunoglobulinas (Me. tiwan y col. 1970).

Para este efecto, se utilizd una solucion de sulfato de zinc articulo 8883, Merk
(Zn504 + 71120), preparada con 208 mg/lt utilizando agua destilada. Las muestras
fueron leidas en un fotocolorimetro ELKO III Zeiss, con filtro 849 E y los resultados se

' Ecolizer® Laboratorio GRANO, USA.
% Venoject, Terumo, Corporation Tokio, Japon.
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expresaron en unidades de turbidez (UT). Se utiliz6 como standard una solucion de
cloruro de bario BaCl, (Art. 1719, Merk), (H ,0); que da una lectura de 10 UT.

En cada predio se completo una ficha de identificacion y datos del ternero, en que
se incluyeron los siguientes antecedentes: fecha de parto, nimero ordinal de parto de la
madre (cuando se conocia), sexo y numero de autocrotal del ternero (Anexo 1).

Posteriormente, los terneros fueron visitados tres (3) veces a la semana en sus
ternereras durante 1 mes.

En cada predio se realizd una encuesta predial para caracterizar el sistema de
crianza de terneros (Anexo 2).

4.1.3 Analisis estadistico.

En el andlisis de resultados del presente trabajo, se utilizd estadistica de tipo
descriptiva y una prueba X* para la comparacién de grupos tratados y controles, y un
analisis de varianza simple para determinar las diferencias en los valores de UTSZ de
los terneros provenientes de vacas y vaquillas de primer parto y entre predios
(Domenech, 1980).

4.2 EXPERIMENTO 2

Previo al experimento 2 se realiz6é un ensayo pre experimental cuyos resultados se
describen en el Anexo 4.

4.2.1 Material.

Se utilizaron 9 terneros machos Frison Negro de hasta 2 semanas de edad,
procedentes del fundo Santo Rosa de la Universidad Austral de Chile, los cuales habian
recibido calostro de sus madres.

4.2.2 Método.

Se conformaron 2 grupos. El grupo 1 (G,), estuvo conformado por 4 terneros
que ademads del calostro materno recibieron 10 mi del antisuero policlonal en las
primeras 12 horas de vida. El grupo 2 (G,), estuvo conformado por 5 terneros que so6lo
recibieron calostro materno.
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Los terneros fueron inoculados oralmente con 2 mi de una suspension fresca de
diversas cepas de E. coli, las cuales eran entre otras K99 +, ST +, LT + y otras cepas
implicadas en diarrea de terneros, en una concentracion de 3.000 millones por mi (3 x 10
bacterias por mi) aproximadamente®. La dosis fue administrada en dos dosis con un
intervalo de 12 horas.

El estado clinico de los terneros post-inoculacion fue evaluado en base a:

a.- Consistencia de las deposiciones; O = normal, 1 = deposiciones anormales, pero no
diarreicas, 2 = diarrea moderada, 3 = diarrea profusa.

b.- Grado de deshidratacion; O - normal, 1 = moderado, 2 = severo (> del 10% del
peso vivo).

c.- Grado de depresion; O = normal, 1 = moderado, 2 = deprimido, 3 = severa depresion.
d.- Temperatura; O = dentro del rango, 1 = sobre el rango, 2 = bajo el rango.

Los terneros fueron evaluados a las 12 h, 24 h, 36 h y 48 h, de acuerdo a la pauta
descrita anteriormente.

Un rango maximo de puntuacioén clinica de 0-10 fue calculado en base al
protocolo descrito anteriormente (Sherman y col, 1983). Los antecedentes recopilados
fueron analizados en base al promedio de puntuacion clinica del grupo y al numero de
individuos afectados.

3 Para el calculo de la concentracion de bacterias se utilizé como referencia los tubos de Me. Farland's.
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En el cuadro 1, se presenta una distribucion por predio de los terneros tratados y
controles no tratados.

Se puede observar que el predio que aportdé mas teneros fue el predio 3 y el que
aport6é menos fue el predio 4. La cantidad total de temeros fue de 108.

Cuadro 1. Distribucién por predio de los terneros tratados y controles no tratados.

Predio Tratados Control Total
Predio 1 12 14 26
Predio 2 12 14 26
Predio 3 20 15 35
Predio4 11 10 21

Total 55 53 108

El cuadro 2, presenta una distribucion por predio de los terneros en estudio en

relacion al namero de parto de las madres.

Se observa que la gran mayoria de los terneros del estudio eran hijos de vacas de
mas de un parto. Se observa también que los predios 1 y 2 fueron los que aportaron
mas terneros de vaquillas y que el predio 3 no aporté con ningun ternero de primiparas.

Cuadro 2. Distribucion por predio de terneros tratados y controles no tratados en relacioén
al numero de parto de las madres.

Tratados Control
Mas de 1 Primer Mas de 1 Primer Total
parto parto pacto parto

Predio 1 9 3 9 5 26
Predio 2 5 7 12 2 26
Predio 3 20 0 15 0 35
Predio 4 10 1 8 2 21

Total 44 11 44 9 108
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En el cuadro 3 se puede observar que el predio 4 fue el que presentd el mayor
porcentaje de terneros con diarrea entre los tratados y que el predio 2 no presento
diarrea en los terneros tratados. En el grupo control el predio 3 fue el que presentd

mayor presencia de diarrea, mientras que, el predio 1 no present6 diarrea entre sus
controles.

Cuadro 3. Distribucién por predio y presencia de diarrea de los terneros tratados 'y
controles no tratados.

Tratados Control

NO OA) NO OA)

Predio 1 Diarrea 1 8.3 0 0.0
No diarrea 11 91.7 14 100.0

Predio 2 Diarrea 0 0.0 1 7.1
No diarrea 12 100.0 13 92.9

Predio 3 Diarrea 1 5.0 3 20.0
No diarrea 19 95.0 12 80.0

Predio 4 Diarrea 7 63.6 i 10.0
No diarrea 4 36.4 9 90.0

Total Diarrea 9 16.3 5 9.3
No diarrea 46 83.7 48 90.7
Total 55 100.0 53 100.0

* Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa P < 0.05

Si bien se observd una diferencia en la presentacion de diarrea entre el grupo

tratado y controles, 16,3% y 9,3% respectivamente, ésta no fue estadisticamente
significativa P > 0.05.

5.2 EXPERIMENTO 2

En el cuadro 4 se presentan los resultados a las 24 y 48 horas, de la inoculacion
de terneros de ambos grupos, tratados y controles no tratados del experimento 2. Si

bien el puntaje a las 48 h fue mayor en el grupo tratado que en el grupo control, no
existio una sinologia de gravedad.
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Cuadro 4. Signos clinicos de terneros tratados y no tratados con el antisuero policlonal
comercial, 24 y 48 horas posterior a la inoculacidon con una suspensién fresca de E. coli

(3 x 10’ bacterias /ml).

Signos Tratados Control Tratados Control
Clinicos 24h(n=4) 24 h (n=15) 48 h (n=4) 48 h (n =5)
A - - 1.25 1.4
B 0.0 0.0 0.0 0.0
C 0.0 0.0 0.0 0.0
D 0.5 1.0 0.75 0.4

Total 0.5 1.0 2.0 1.8

A = Consistencia de deposiciones.
B = Grado de deshidratacion.

C = Grado de depresion.

D = Temperatura.
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6.DISCUSION

En la distribucion por predio de los terneros tratados y controles no tratados
(Cuadro 1), se puede apreciar que la cantidad de terneros que aportd cada predio no fue
similar. Esto se explica porque el predio 3 es el que tenia un plantel con mayor nimero de
vacas, y ademas, el que tuvo mas partos de otonio (Anexo 2). El menor numero de
terneros del predio 4 estd dado por una mayor concentracién de partos de sus vacas en
los meses de junio-julio, mientras que los otros predios comenzaron sus partos en
marzo a mayo.

La distribucion por predio de los terneros en estudio en relacion al nimero de
parto de sus madres (Cuadro 2), reflejo que la mayor parte de los terneros fueron hijos
de vacas de mas de un parto. Sin embargo, se observa que los predios 1 y 2 tuvieron
un alto porcentaje de terneros hijos de vacas de primer parto, mas del 30%, siendo que
el porcentaje anual de reemplazos normal en rebafios lecheros es de 20-25% del
numero promedio de vacas (Elwood y Mortenson, 1965; Ensminger, 1973; Schmidt y
Van Vleck, 1974). En el caso del predio 1, esto se debid a que estaban aumentando la
masa de vacas, por lo que dejaron mayor cantidad de reemplazos que en afios
anteriores.

Por otra parte, llama la atencion que el predio 3 no tuvo terneros de vacas de
primer parto, lo que podria deberse a que es un plantel estabilizado y con gran cantidad de
vacas, o que la cantidad de reemplazos sea menor y los partos de las vaquillas se
produzcan en otras épocas del ano. De acuerdo a Larson y col. (1980), podria existir
diferencias en la inmunidad calostral de los terneros en relacion al nimero ordinal de
parto de sus madres, siendo €sta mayor en las vacas multiparas.

La distribucion por predio y presencia de diarrea de los terneros tratados y
controles no tratados (Cuadro 3), refleja una diferencia en la presentacion de diarrea entre
el grupo tratado y control, 16% y 9% de presentacion de diarrea respectivamente, pero,
esta diferencia no fue estadisticamente significativa (P > 0.05).

Segtin Tzipori (1981) ademas del agente infeccioso, que en este caso seria E.
coli, deben existir otros factores para la presentacion de diarrea. Dentro de estos
factores tienen gran importancia el manejo y en especial el correcto consumo de
calostro (Zurita y col., 1987; Lanuza y Sther, 1977; Larson y col. 1980; Logan, 1974,
Blood y Radostits, 1989; Heath, 1992), ademas del ambiente para el ternero.
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Los resultados de este estudio muestran una baja presentacion de diarrea en los
terneros de las lecherias utilizadas. El que no haya habido diferencias estadisticamente
significativas entre los terneros tratados y controles no tratados, podria deberse a que
los terneros del grupo control adquirieron una buena inmunidad calostral. Esto es muy
probable, ya que, los terneros en la mayoria de los predios excepto en el predio 2,
estaban junto a sus madres de 2 a 4 dias (Anexo 2), lo que segun Aldridge y col.,
(1992), permite que el ternero ingiera mas calostro y obtenga una alta concentracion
de inmunoglobulinas séricas. Ademads, en todos los predios existid6 un adecuado
manejo en lo que respecta al consumo de calostro, ya que habia una persona encargada
de asegurar que el ternero mamara tempranamente de la madre, lo que proveeria de
una mejor inmunidad al ternero. (Stott y col. 1979d; Aldridge y col. 1992).

En el predio 2 los terneros permanecian menos tiempo con la madre, 8 horas
aproximadamente (Anexo 2), posteriormente estos seguian recibiendo calostro en
balde, lo que segun Stott y col. (1979 d) y Aldridge y col. (1992) iria en desmedro de
una buena inmunidad; sin embargo, no se presentaron problemas de diarrea, ya que en
este predio el ambiente en las ternereras era bueno, con una cama seca, adecuada
ventilacidén y temperatura, utilizandose calostro acidificado en la alimentacion.

Llama la atencion lo ocurrido en el predio 4, en el cual de 11 terneros tratados,
7 presentaron diarrea y en el grupo control, de 10 terneros, so6lo 1 present6 diarrea. En
este predio la diferencia resultd estadisticamente significativa, P < 0,05. Lo que nos
indicaria que el uso del antisuero comercial no disminuy6 la presentacion de diarrea en
los terneros, lo que no concuerda con la informacion entregada por los fabricantes del
producto. Estos resultados son dificiles de interpretar, ya que el ambiente en las
ternereras era adecuado. Una explicacion podria ser la etiologia de la diarrea, ya que el
producto es especifico para E. coli, pero no para virus o Cryptosporidiuin. De
acuerdo a Reinhardt y col. (1991) un 28,1% y un 18,8% de las diarreas neonatales en
terneros de la provincia de Valdivia, corresponden a Rotavirus y a Cryptosporidium,
respectivamente.

Se sefiala que las inmunoglobulinas mamarias se reducen en un orden de 30 a
34 veces en la leche a los 28 dias post-parto, estimandose que la vida media de la IgG
es de 20 dias, 5 dias para [gM y aproximadamente 3 dias para la IgA (Soncini y col.,
1986). Con este antecedente se podria asumir que un ternero que consuma una
adecuada cantidad y calidad de calostro podria estar protegido durante casi un mes de
vida frente a aquellas enfermedades frente a las cuales su madre tenia inmunidad.

Los valores obtenidos en el TTSZ (Anexo 3), para vacas y vaquillas estan por
debajo de los valores obtenidos por Villouta y col. (1980) de 24,1 UT. Boyd (1972),
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Thomas y Swann (1973), Irwin (1974), afirman que valores sobre 20 UT, se
considerarian como satisfactorios para asegurar una inmunidad competente. Reid y
Martinez (1975), Villouta y col. (1978), indican que tal valor debiera acercarse a las
30 UT. Diversos autores en el extranjero (Gay y col., 1965; Me Ewan y col., 1970;
Penhale y col., 1970; Boyd, 1972; Thomas y Swann, 1973; Boyd y col., 1974), y a
nivel nacional (Fellay, 1981; Villouta y col., 1978; Villouta y col., 1980), indican que
existe una alta correlacidn entre niveles altos de inmunoglobulinas y terneros sanos.

Los resultados obtenidos en este estudio, para hijos de vacas y vaquillas se
podrian interpretar como niveles bajos de inmunidad, pero no debe olvidarse que la
concentracion final de inmunoglobulinas en el suero del ternero neonato, estard
basicamente influenciada por la calidad del calostro, por cuan pronto el ternero
obtenga dicho calostro y por la cantidad que ingiera (White, 1987). Esta situacion
podria explicar en parte nuestros valores, ya que estos bajos valores probablemente se
debieron a que la edad de los terneros al momento de la toma de muestra fue variable,
habiéndose muestreado terneros entre 1 a 12 horas post-parto, entonces es de suponer
que la cantidad de inmunoglobulinas reflejan las distintas edades de los terneros, pero
no nos indican cudles fueron los valores de esos terneros a las 24-48 horas post-parto,
cuando la estimacidén es mas confiable y se puede evaluar con mayor exactitud el
grado de transferencia pasiva que ha ocurrido. Sin embargo, esta informacion es
valiosa, ya que nos indica que, en promedio, los terneros de menos de 12 horas de vida
en estos predios aun no habian adquirido suficiente inmunidad pasiva.

Los resultados del ensayo pre-experimental (Anexo 4), muestran que los
terneros no cursaron con cuadros intensos de diarrea, reflejado por el bajo puntaje
obtenido segun el protocolo descrito en material y métodos, lo que nos podria sugerir
que el uso del antisuero policlonal comercial en terneros antes de las 12 horas de edad,
podria protegerlos de contraer una diarrea de gravedad provocada por E. coli. Sin
embargo en este ensayo al no contar con un grupo control para comparar los resultados
no nos permitioé sacar conclusiones.

En el experimento 2, aun habiéndose aumentado las concentraciones del
inoculo, no existieron diferencias marcadas entre el grupo tratado y control, a las 48 h.
Esto puede haberse debido, como se explico anteriormente con respecto a lo observado
en el cuadro 3, a que los terneros, por el hecho de haber recibido calostro en forma
oportuna y en suficiente cantidad y calidad, tenian altos niveles de inmunidad, ya que
ninguno de los terneros, ni tratados ni controles tuvieron un cuadro de diarrea grave,
demostrado por su bajo puntaje segun el protocolo descrito en material y métodos.
Ademas, se debe considerar el hecho de que la dosis empleada en el inoculo bacteriano
haya sido de mas baja concentracidon, que la empleada en experimentos anteriores
como el de Myers (1980) donde el inoculo para desafio fue de 5 x 10'° bacterias.
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Sherman y col. (1983), encontr6 diferencias en el tipo de diarrea y porcentaje de
mortalidad entre terneros que habian mamado calostro mas un anticuerpo monoclonal
K99, temeros sin anticuerpos calostrales, pero que habian recibido un anticuerpo
monoclonal K99, con respecto a sus grupos controles que no habian sido
suplementados con al antisuero monoclonal K99, al ser desafiados con distintas dosis
de inoculos bacterianos en base a E. coli; por lo que concluyeron, que el antisuero que
utilizaron prevenia la colibacilosis entérica.

Las diferencias entre este experimento y el de Sherman y col. (1983), pueden
haberse debido a la edad que tenian los terneros cuando fueron desafiados (12 - 14
horas de edad). En ese experimento, los terneros del grupo control tuvieron una alta
tasa de mortalidad (82%). Esto se deberia a que los terneros en el primer dia de edad
son mas susceptibles a ETEC que terneros de mas edad (Sherman y col., 1983), lo cual
ha sido descrito por Logan y Penhale (1972), quienes corroboraron que los terneros
infectados experimentalmente con E. coli antes de 24 horas de edad son mas
susceptibles que terneros mas viejos. Esto explicaria en parte porque los terneros de

este estudio no se enfermaron gravemente, ya que todos ellos tenian mas de 3 dias de
edad.

Otra razon para que no hayan habido diferencias significativas en este estudio,
se puede deber a que la cantidad de bacterias administradas en el inoculo fue menor a
la usada por Sherman y col. (1983), que fue de 1,5 x 10'* bacterias por mi, ademas los
terneros en nuestro experimento habian sido alimentados con mayor cantidad de
calostro y por més tiempo. Estos dos puntos sumados a la edad de los terneros pueden
explicar los resultados de este estudio, deduciendo que estos terneros eran mas
resistentes a enfermar que los de Sherman y col. (1983).

Para haber hecho una evaluacion mas adecuada del antisuero policlonal en el
segundo experimento se deberia haber trabajado con otro grupo de terneros de una
semana de edad, los cuales no hubiesen tenido acceso a calostro materno pero
suplementados con el antisuero policlonal, de esta forma se hubiera podido evaluar la
eficacia de este producto como preventivo de la diarrea neonatal por E. coli.
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Conclusiones.

. Bajo las condiciones en que se realizd este estudio, no se logrd establecer la
eficacia del antisuero policlonal comercial como preventivo de diarrea neonatal en
terneros de crianza artificial.

. Se rechaza la hipotesis alternativa.

. Se acepta la hipotesis nula.
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Anexo 1. Ficha de identificacién y datos del ternero.
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VACA

PARTO

TERNERO

NO

NO

Fecha

NO

grupo

S€XO0

OBSERVACIONES

PREDIO




Anexo 2.

Encuesta predial.

Predio 1

Razas

Partos

Primavera

Otofio

Pariciones

Vigilan partos
Desinfeccion de ombligo
Tiempo ternero con la madre
Sistema de crianza artificial
Tiempo en el sistema
Alimentacion liquida

Cantidad
Frecuencia
Agua
Temperatura dieta lactea
Administracion

Lavado de utensilios
Agua caliente
Detergente
Desinfectante
Alimentacion seca
Heno

Concentrado

Antibiodticos
Vitaminas
Minerales
Acceso a potrero
Destete

Persona responsable de los terneros

Sexo
Experiencia
Educacion

Frison Negro

106 aprox.
70-92
Potrero

Si

Si

4 dias

3-6 meses
Leche y sustituto
4 TIts.

2-2

En colectivo
40° - 50°
Balde

Si

Si

No

No

Si

Si

Si

No

No

3-6 meses
3 meses

Masculino
6 anos
No
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Anexo 2.
Encuesta predial.
Predio 2

Razas

Partos

Primavera

Otofio

Pariciones

Vigilan partos
Desinfeccion de ombligo
Tiempo ternero con la madre
Sistema de crianza artificial
Tiempo en el sistema
Alimentacion liquida

Cantidad
Frecuencia
Agua
Temperatura dieta lactea
Administracién

Lavado de utensilios
Agua caliente

Detergente

Desinfectante

Alimentacion seca
Heno
Concentrado

Antibiodticos

Vitaminas

Minerales

Acceso a potrero

Destete

Persona responsable de los terneros
Sexo
Experiencia
Educacion

Frisen Negro

No

70 aprox.
Potrero
Si

Si

8 dias

6 meses
Calostro acido y
sustituto

4 1ts.

2-2

1 - 2 litros
35°-38°

Balde

Si
Si
No
No

Si

Si

No

No

No

6 meses
2 meses

Masculino
5 afios
&° basico
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Anexo 2.
Encuesta predial.
Predio 3

Razas

Partos

Primavera

Otofo

Pariciones

Vigilan partos
Desinfeccion de ombligo
Tiempo ternero con la madre
Sistema de crianza artificial
Tiempo en el sistema
Alimentacion liquida

Cantidad
Frecuencia
Agua
Temperatura dieta lactea
Administracion

Lavado de utensilios
Agua caliente
Detergente
Desinfectante
Alimentacion seca
Heno

Concentrado

Antibiodticos
Vitaminas
Minerales
Acceso a potrero
Destete

Persona responsable de los terneros

Sexo
Experiencia
Educacion

Frison Negro

230 aprox.
250 aprox.
Potrero

Si

No

2 dias

6 meses
Leche

4 1ts.

2-2

En colectivo
30°

Balde chupo
Si

Si
Si
Si

6 meses
3 meses

Masculino
6 afnos
Basica completa
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Anexo 2.
Encuesta predial.
Predio 4

Razas

Partos

Primavera

Otofo

Pariciones

Vigilan partos
Desinfeccion de ombligo
Tiempo ternero con la madre
Sistema de crianza artificial
Tiempo en el sistema
Alimentacion liquida

Cantidad
Frecuencia
Agua
Temperatura dieta lactea
Administracion

Lavado de utensilios
Agua cal jente
Detergente
Desinfectante
Alimentacion seca
Heno
Concentrado
Antibiodticos
Vitaminas
Minerales

Acceso a potrero
Destete

Persona responsable de los terneros

Sexo
Experiencia
Educacion

Frison Negro

106 aprox.
138 aprox.

Si
Si
3 dias

3-6 meses
Sustituto
4 1ts.

2-2

2 litros
38° - 40°
Balde

Si

Si
Si
Si

Si

Si

Si

Si

No

4-6 meses
3 meses

Masculino
6 anos
4° basico.

Potrero y galpén
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Anexo 3. Resultados del Test de Turbidez del Sulfato de Zinc de los terneros tratados.

PREDIO 1 PREDIO 2
N° Autocrotal | Valor UTSZ | N° Autocrotal | Valor USTZ

1 32.0 2% 7.2
3* 10.5 8* 20.8
4 3.4 12 2.0
14 6.9 23* 6.1
15 0.5 29* 9.8

40* 36.1 36* 1.1
46 1.1 44* 6.6
55 32.9 45% 20.0
58 24.0 76 19.0

70* 25.8 79 2.9
96 - 84 1.8
97 31.2 88 3.0

PREDIO 3 PREDIO 4
N° Autocrotal Valor UTSZ N° Autocrotal | Valor USTZ

5 13.0 13 25.5
6 32.3 32 0.3
11 2.0 33 0.5
20 20.2 54 18.1
21 11.5 57 0.3
22 2.1 63 22.1
25 0.1 66 4.4
26 334 86 8.6
30 0.1 89* 13.0
31 9.5 90 24.7
34 26.9 93 0.8
42 3.2

43 3.5

56 3.7

61 6.5

62 32.2

64 44.0

65 0.7

73 19.0

75 21.7

* Temeros de vacas de primer parto.
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Distribucién por predio de los valores de inmunoglobulinas séricas (UT), medidas
con el test de turbidez del sulfato de zinc (TTSZ) de los terneros tratados con de acuerdo

al numero de partos de las madres.

Grupo Tratado

Mais de un parto Primer parto
N TUS (x+d.e.) N UTSZ (x ++d.e.)
Predio 1 9 16.5+11.9 3 241123
Predio 2 5 5.7+11.3 7 10.2+11.8
Predio 3 20 143+12.4 0 -
Predio 4 10 10.5 £12.1 1 13.0
Total 44 11.711.4 11 15.7£11.2




35

Anexo 4. Ensayo pre - experimental.

Signos clinicos en terneros tratados con un anticuerpo policlonal comercial, 24 y
48 horas posterior a la inoculacion de una suspensién fresca de E. coli (9 x 10°
bacterias/ml).

Signos 24 horas 48 horas
Clinicos n=>5 n=>5
A 0.0 0.4
B 0.0 0.0
C 0.0 0.0
D 0.4 0.4
Total 0.4 0.8

A = Consistencia de deposiciones.
B = Grado de deshidratacion.

C = Grado de depresion.

D = Temperatura.
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