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ESTUDIO EPIDEMIQLOGICO SOBRE LEPTOSPIROSIS EN RUMIANTES ATENDIDOS EN
EL HOSPITAL CLINICO VETERINARIO DE LA UNIVERSIDAD SAN SEBASTIAN, SEDE
DE LA PATAGONIA, PUERTO MONTT, CHILE

Epidemiologic study about leptospirosis in ruminants at the Veterinary Clinical Hospital,
Universidad San Sebastian, campus Patagonia, Puerto Montt, Chile

M. Uribe', L. Az6car-Aedo'’

"Facultad de Ciencias de la Naturaleza, Escuela de Medicina Veterinaria, Universidad San
Sebastian, sede de la Patagonia, Puerto Montt, Chile. Email: lucia.azocara@uss.cl

INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad zoondtica bacteriana de distribucion mundial que desafia
la salud y produccion del ganado por generar abortos, mortinatos y nacimiento de animales
débiles (Mughini-Gras et al.,, 2014). Los paises con climas calidos y tropicales tienen
caracteristicas adecuadas para la supervivencia de las leptospiras (Andre-Fontaine et al.,
2015; Martins y Lilenbaum, 2015). En la zona sur de Chile es probable una presentacion
endémica de la infeccion en rumiantes (Salgado et al., 2014). Los objetivos de este estudio
fueron: 1) calcular la tasa de seropositividad para Leptospira patdgena en rumiantes atendidos
en el Hospital Clinico Veterinario de la Universidad San Sebastian, sede de la Patagonia,
Puerto Montt, Region de Los Lagos durante el periodo comprendido entre diciembre del afio
2022 a junio del afio 2023, utilizando la Prueba de Aglutinacion Microscépica (MAT) como
ensayo diagnéstico y, 2) identificar los serogrupos vy titulos de anticuerpos mas comunes en
los animales seropositivos.

MATERIAL Y METODOS

Se recolectaron muestras de sangre y suero la totalidad de los pacientes rumiantes atendidos
en el Hospital Clinico Veterinario de la Universidad San Sebastian, sede de la Patagonia entre
diciembre del afio 2022 y junio de 2023 (20 bovinos, 18 ovinos, 4 caprinos y 1 alpaca, dando
un total de 43 muestras). Se utilizo la prueba MAT para el diagnostico de la seropositividad
con un panel de ocho serogrupos/serovares incluyendo: Leptospira interrogans serovar Hardjo
(serogrupo Sejroe), Pomona (serogrupo Pomona), Canicola (serogrupo Canicola),
Icterohaemorrhagiae (serogrupo Icterohaemorrhagiae), Autumnalis (serogrupo Autumnalis),
Bratislava (serogrupo Australis); Leptospira borgpetersenii serovar Tarassovi (serogrupo
Tarassovi) y Leptospira kirschneri serovar Grippotyphosa (serogrupo Grippotyphosa). Se
consideraron titulos de anticuerpos desde 1:100 hasta 1:1600. Se calculé la tasa de
seropositividad global y para cada especie por medio de una férmula y se registraron los
serogrupos detectados y los titulos de anticuerpos. Estos datos fueron agrupados de acuerdo
con la especie animal para realizar una distribucion de frecuencias y estadistica descriptiva.
La determinacion de la significancia estadistica entre las diferencias de las proporciones se
realizé con la prueba de Chi cuadrado con correccién de Yates (p<0,05). Ningun animal
muestreado tenia antecedentes de vacunacion para leptospirosis de acuerdo con la
informacion recolectada por anamnesis.

RESULTADOS Y DISCUSION

se detectaron anticuerpos de anti-Leptospira en 30 de las 43 muestras, lo que corresponde a
una tasa de seropositividad global de un 69,7% (IC 95% 56,0-83,4), siendo esta la tasa mas
alta reportada hasta ahora en rumiantes en Chile. Segun especie, la mayor tasa de
seropositividad fue en bovinos (85,0%; IC 95%= 69,3%-100%), seguido de los ovinos (66,7 %;



IC 95%= 45,0%-87,0%) y caprinos (25,0%; IC 95%= 0%-67,4%) (diferencias que no fueron
estadisticamente significativas, p>0,05).

El serogrupo Tarassovi fue detectado en 21 muestras; 14 pertenecientes a bovinos (82,3%) y
7 a ovinos (58,3%), por lo que existe una alta probabilidad que los animales silvestres
constituyan una importante fuente de infeccion, considerando antecedentes bibliograficos que
sefalan a los hospedadores de mantencion de este serogrupo (Zamora et al, 1999). El
serogrupo que los sigui6 fue Sejroe con 6 muestras reactivas de las cuales 2 fueron de bovinos
(11,7%), 3 de ovinos (25,0%) y 1 de caprinos (100%). El otro serogrupo que tuvo muestras
reactivas fue Autumnalis con 1 muestra de bovino positiva (5,8%) y 2 de ovinos (16,6%)
(diferencias que no presentaron significancia estadistica, p>0,05). Los serogrupos Canicola,
Pomona, Australis, Grippotyphosa e Icterohaemorrhagiae no presentaron muestras reactivas.

Para todas las especies de animales rumiantes incluidas en esta investigacion, los titulos de
anticuerpos que predominaron en las muestras positivas fueron 1:400 (36,6%), 1:800 (30,0%)
y 1:200 (16,6%), indicando una exposicién al patdégeno (diferencias que no fueron
estadisticamente significativas, p>0,05).

En bovinos, el titulo de anticuerpos mas frecuente fue 1:400 con un total de 6 muestras
positivas (35,3%), seguido de titulos de 1:800 (29,4%) y 1:200 (23,5%). En el caso de los
ovinos, el titulo de anticuerpos que mas se repitié fue 1:400 con una cantidad de 5 muestras
(47,1%), y otros titulos que se presentaron fueron 1:800 (25,0%) y 1:600 (16,7%) y en el
caprino, la muestra que dio positivo fue a 1:800 (100%) (diferencias que no tuvieron
significancia estadistica, p>0,05). Ningun animal positivo presentoé signos clinicos compatibles
con leptospirosis.

CONCLUSIONES

Los rumiantes atendidos en el Hospital Clinico Veterinario de la Universidad San Sebastian,
Sede la Patagonia, han estado expuestos a Leptospira patégena con una seropositividad de
69,7%. EI serogrupo mas diagnosticado fue Tarassovi y los titulos de anticuerpos
predominantes fueron 1:400 y 1:800. Se recomienda implementar medidas de prevencion para
Leptospira spp dentro del hospital clinico veterinario y en los rebafos de la region de Los Lagos
y realizar otras investigaciones para dilucidar la carga bacteriana, como también las
consecuencias economicas y reproductivas que puede estar causando esta bacteria en
diferentes especies de rumiantes.
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METAANALISIS Y REVISION SISTEMATICA DE ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS
SOBRE LEPTOSPIROSIS EN BOVINOS A NIVEL MUNDIAL DURANTE LOS ANOS 2018
A 2023

Meta-analysis and systematic review about epidemiologic aspects on bovine
leptospirosis worldwide between years 2018 to 2023

M. Moreira’, L. Azocar-Aedo’

'Facultad de Ciencias de la Naturaleza, Escuela de Medicina Veterinaria, Universidad San
Sebastian, Lago Panguipulli 1230, Puerto Montt, Chile. lucia.azocara@uss.cl

INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad zoondética de distribucidén mundial. Su presentacion es mas
prevalente en regiones tropicales y subtropicales, siendo variables los serovares y serogrupos
infectantes (Sykes et al., 2022). En bovinos causa pérdidas econdmicas por abortos e
infertilidad (Alonso-Andicoberry et al.,, 2001). Los objetivos de este estudio fueron: 1)
determinar la prevalencia mundial de leptospirosis en bovinos mediante la Prueba de
Aglutinacion Microscépica (MAT); 2) establecer los serovares y serogrupos de Leptospiras
mas frecuentes que afectan a bovinos y que estan descritos en la literatura y, 3) indicar factores
asociados con leptospirosis en bovinos en estudios publicados.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé una busqueda bibliografica en las bases de datos documentales electronicas
EBSCO Host, Science Direct, PubMed, Redalyc y SciELO y en el motor de busqueda Google
Académico de estudios publicados desde enero del aino 2018 a diciembre de 2023 en los
idiomas inglés, espafiol y portugués con palabras clave y operadores booleanos sobre
leptospirosis en bovinos, con diagnoéstico utilizando la prueba MAT. Se evalud la calidad
metodoldgica de las publicaciones utilizando ciertas caracteristicas detalladas por O'Connor
et al. (2016) en la extensién veterinaria STROBE. Se construyé una base de datos y se realizé
el analisis de heterogeneidad de los estudios con la prueba Q, complementando con la prueba
de inconsistencia 2. Se utilizé el modelo de efectos aleatorios para la obtencion de la
prevalencia combinada, se construyé un Forest plot y se llevaron a cabo las pruebas de Begg-
Egger para detectar sesgo de publicacion (definido como la no inclusion de estudios porque
estos no se encuentran incorporados a bases de datos de la literatura cientifica). Los analisis
se realizaron con Mix Pro-versién 2.0. Se recopilaron factores asociados con leptospirosis en
bovinos descritos en los estudios cuya medida de riesgo fuera el Odds Ratio y que fueran
estadisticamente significativos en cada investigacion consultada.

RESULTADOS Y DISCUSION

La prueba Q (p<0.001), la prueba 1? (99,87%; IC 95%=99,86-99,87%) y la estimacién T2 (0,11;
IC 95%=0,11-0,12) indicaron heterogeneidad entre los estudios. La prueba de Begg (p<0.001)
fue estadisticamente significativa indicoO sesgo de publicacion. El meta-analisis incluyd 78
estudios, estimandose una prevalencia mundial de leptospirosis en bovinos de 40,32% (IC
95%=32,92-47,93) (Figura 1). En 20 articulos se detectaron un total de 20 serovares, siendo
los mas frecuentes Hardjo (18 estudios) y Pomona (7 estudios). En 65 publicaciones se
determinaron 12 serogrupos mas diagnosticados, liderando Sejroe (39 estudios), seguido de
Pomona (7 estudios) e Icterohaemorrhagiae (6 estudios). Se encontré una mayor cantidad de
investigaciones realizadas Brasil e India y limitada informacién en paises europeos. Se
identificaron factores asociados a la enfermedad, tanto de proteccién como de riesgo. El factor
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de riesgo con valor mas alto de OR fue “presencia de roedores” (OR=18,7; p=0) y el factor de
proteccion mas destacado fue “uso de corrales en el predio” (OR=0,9136; p=0,001)

CONCLUSIONES

La prevalencia global de leptospirosis en bovinos es elevada, describiéndose una mayor
positividad para e serovar Hardjo y el serogrupo Sejroe, como también factores de riesgo y de
proteccion estadisticamente asociados con la enfermedad, siendo necesaria la
implementacion de estrategias preventivas para un mejor manejo y control.
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USO DE LAS PRUEBAS DE AGLUTINACION MICROSC()PICA’Y PCR EN TIEMPO REAL
PARA LA DETECCION DE SEROPOSITIVIDAD E INFECCION POR LEPTOSPIRA
PATOGENA EN BOVINOS

Use of the Microscopic Agglutination test and Real time PCR for the detection of
seropositivity and infection by pathogenic Leptospira in cattle

P. Loebel'®, L. Azécar-Aedo™, A. Rodriguez'®

abeFacultad de Ciencias de la Naturaleza, Escuela de Medicina Veterinaria, Universidad San
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INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad zoonética causada por bacterias gram negativas del
género Leptospira, que comprende 21 especies clasificadas en tres grupos (saprofitas,
patégenas y patogenicidad intermedia) (Torres-Castro et al., 2016). En bovinos, esta
enfermedad causa impactos econdémicos por las alteraciones y fallas reproductivas que
genera, como abortos e infertilidad (Benavides-Romo y Marcilllo-Arévalo, 2016; Sykes et al.,
2022). En el sur de Chile la leptospirosis cobra gran importancia al representar una amenaza
significativa para el rubro lechero y ganadero (Salgado et al., 2014). El objetivo de este estudio
fue relacionar animales seropositivos a la prueba de Aglutinacion Microscépica (MAT), con
animales reaccionantes al PCR en tiempo real y determinar la utilidad de ambas pruebas en
el diagnoéstico de seropositividad e infeccidn por Leptospira patégena.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio epidemioldgico en la Region de Los Lagos, en un predio ubicado en la
Comuna de Los Muermos y en el Hospital Clinico Veterinario de la Universidad San Sebastian,
sede de la Patagonia, Puerto Montt donde se recolectaron muestras de sangre/suero y orina
de un total de 61 hembras bovinas entre diciembre del afio 2023 a mayo del afio 2024.

Se incluyeron hembras rumiantes de la especie bovina (Bos taurus) con edades entre los 2 y
10 afios porque en ese rango de edad la leptospirosis cobra mayor relevancia por la posible
presentacién de abortos debido a que generalmente, desde los 24 meses en adelante
comienza la primera paricion (Ferreira et al., 2010). Ademas, los animales debian tener un
estado clinico y fisiolégico apto y compatible con la toma de muestras de sangre y orina. Los
criterios de exclusién consideraron animales no rumiantes, machos (por la dificultad para
recolectar muestras de orina) e individuos que no contaron con su Dispositivo de Identificacion
Individual Oficial (DIIO).

Se empled la prueba MAT para el diagnéstico de la seropositividad a Leptospira patégena con
un panel de ocho serogrupos/serovares incluyendo: Leptospira interrogans serovar Hardjo
(serogrupo Sejroe), Pomona (serogrupo Pomona), Canicola (serogrupo Canicola),
Icterohaemorrhagiae (serogrupo Icterohaemorrhagiae), Autumnalis (serogrupo Autumnalis),
Bratislava (serogrupo Australis); Leptospira borgpetersenii serovar Tarassovi (serogrupo
Tarassovi) y Leptospira kirschneri serovar Grippotyphosa (serogrupo Grippotyphosa). Se
consideraron titulos de anticuerpos desde 1:100 hasta 1:1600. Cada muestra de orina se
sometié a la extraccion y purificacion de DNA por medio de un kit comercial. EI DNA purificado
se utilizé para efectuar PCR en tiempo real utilizando una sonda TagMan dirigida
especificamente al gen leptospiral lipl32.
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Se calcularon la seropositividad (Numero de individuos positivos a la prueba MAT/ Niumero de
individuos sometidos a la prueba diagnéstica MAT) y la tasa de excrecion renal (Numero de
individuos positivos al PCR en tiempo real/Numero de individuos sometidos al PCR en tiempo
real). Se registraron los serogrupos Y titulos de anticuerpos pesquisados con la prueba MAT.
Los datos fueron agrupados para realizar una distribucion de frecuencias. Se calculd la
sensibilidad, especificidad del PCR en tiempo real con respecto a la prueba MAT vy el
coeficiente Kappa.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados evidenciaron una seropositividad a Leptospira patdogena del 39,3%
(1C95%=27,04-51,57) (24/61) mediante la prueba MAT. ElI serogrupo mayormente
diagnosticado fue Sejroe y los titulos de anticuerpos detectados con mayor frecuencia fueron
1:200 y 1:800. La tasa de excrecion renal fue 29,5% (IC 95%=18,05-40,94) (18/61) con PCR
en tiempo real y la concentracion de leptospiras/ml de orina en las muestras positivas oscild
entre 1.07 a 12.500. Se determiné coincidencia entre ambas pruebas diagnésticas: de un total
de 61 muestras, 18 (75,0%) coincidieron en el resultado positivo tanto para la prueba MAT
como para el PCR en tiempo real, mientras que 6 (25,0%) muestras fueron positivas solo a
MAT. El coeficiente Kappa fue 0,784 (IC95%=0,539-1,030). Se obtuvo una sensibilidad del
PCR en tiempo real en relacion con la prueba MAT de 75,0% (IC95%=57,7-92,3) y una
especificidad del 100%.

CONCLUSIONES

La relacion entre la prueba MAT y el PCR en tiempo real fue favorable, debido a que se
comprobd que ambas pruebas coincidieron en la mayoria de los animales que arrojaron
positivos a ambas pruebas, lo que sugiere el potencial uso estas técnicas de forma
complementaria. El PCR en tiempo real detecta la infeccidon de |la bacteria y su excrecion a
través de la orina, pudiendo determinar si existe contaminacién ambiental y la magnitud de
esta, mientras que la prueba MAT diagnostica seropositividad y ademas entrega los titulos de
anticuerpos y los serogrupos causantes de la infeccion, permitiendo asi conocer el origen de
la enfermedad y la reactividad seroldgica para la bacteria.
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INTRODUCCION

El diagndstico de lipidosis hepatica (LH) en vacas lecheras se realiza a través de biopsia
hepatica, una técnica invasiva que genera dolor agudo y persistente (Mglgaard et al., 2012).
Un procedimiento alternativo es la puncion con aguja fina (PAF), la cual presenta un buen
rendimiento diagnéstico (Fry et al., 2018), pero se desconoce su efecto sobre el bienestar de
los animales. El objetivo de este trabajo fue caracterizar la respuesta conductual asociada a
dolor y productiva durante y posterior a una PAF en vacas lecheras.

MATERIAL Y METODOS

Se realizaron dos ensayos clinicos controlados utilizando vacas Holstein multiparas en la
Estacion Experimental Agropecuaria Austral de la UACh, durante los afios 2022 y 2023. En el
Ensayo 1, se evaluaron conductas asociadas a dolor durante la PAF, para lo cual se grabd de
manera continua el procedimiento en 37 vacas que fueron divididas en dos grupos: Grupo PAF
(n=26), donde recibieron una PAF al dia 10 (£1,1; DE) postparto y Grupo Control (n=11), donde
se les realizé un procedimiento simulado. El Ensayo 2 se disefié para evaluar cambios en el
tiempo diario de descanso y rumia, y en produccion lactea, con un grupo diferente de 48 vacas
que recibieron una PAF. Las vacas se evaluaron por tres dias consecutivos: el dia anterior
(valor basal; d-1), el dia de la PAF y el dia siguiente (d+1). Los analisis estadisticos para los
ensayos 1 y 2 consideraron prueba U de Mann-Whitney y analisis de varianza de medidas
repetidas, respectivamente.

El procedimiento de PAF consistié en inmovilizar al animal en una manga y ubicar el sitio de
puncién en el decimoprimer espacio intercostal derecho. Luego, se realizé una tricotomia de 5
cm de diametro y a través de ecografia se confirmé el punto de puncion, descartando zonas
con gran cantidad de vasos sanguineos. Se realizé6 una antisepsia quirurgica y se logré la
anestesia local mediante la inyeccion de 2 ml de Bupivacaina. Para facilitar el paso de la aguja
espinal (18G x 3,5"), se realizd una incisién de 1 cm en la piel con un bisturi. La aguja se
introdujo % de su longitud para atravesar la musculatura intercostal, peritoneo y capsula
hepatica. Luego, se retird el estilete y con movimientos firmes se puncioné entre 2 a 3 veces
para obtener la muestra de tejido (Figura 1). El procedimiento tuvo una duraciéon promedio de
3:54 (x 0,02) minutos por vaca, excluyendo la preparacién del animal y examen ecografico.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las conductas asociadas a dolor durante el procedimiento fueron similares entre el grupo
control y el grupo PAF (P > 0,05). A diferencia de lo reportado en animales sometidos a biopsia
hepatica (Mglgaard et al., 2012), en ambos grupos se observé una baja frecuencia (expresada
en mediana) de patadas (2 vs 4), giros de la cabeza hacia el flanco derecho (1 vs 1),
movimientos bruscos en la manga (2 vs 3) o movimientos bruscos de cola (2 vs 3) y ningun
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animal vocalizé durante el procedimiento. El tiempo diario de descanso y de rumia, asi como
también la produccion lactea fueron similares entre los tres dias de evaluacién (P > 0,05; Figura
2). Estos resultados son diferentes a lo reportando en vacas a las que se les realizo biopsia
hepatica y mamaria, las cuales mostraron una alteracién de los tiempos de rumia y descanso
posterior a su realizacion (Miller-Cushon et al., 2019; Mglgaard et al., 2012).

Figura . Procedimiento de puncién con aguja fina. (A) Vaca parcialmente inmovilizada en
brete, (B) Examen ecografico para determinar el sitio de puncion, (C) Antisepsia quirurgica,
(D) Infiltracion anestésica y (E) Insercion de aguja fina.
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Figura 2. Tiempo diario de descanso (A; media + DE), de rumia (B; media + DE) y de

produccioén lactea (C; media = DE) en vacas lecheras en los dias relativos a una puncion
hepatica con aguja fina (PAF).

CONCLUSIONES

La PAF no generd conductas asociadas a dolor cuando se compard con un procedimiento
simulado y no modific6 conductas ni produccién lactea luego del procedimiento. Estos
hallazgos sugieren que la PAF es un método seguro en vacas lecheras, convirtiéndola en una

herramienta viable para el diagndstico de lipidosis hepatica sin comprometer el bienestar
animal ni la eficiencia productiva.
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INTRODUCCION

La criptosporidiosis y la coccidiosis bovina son enfermedades parasitarias que causan cuadros
diarreicos en terneros menores a 30 dias y hasta un afo, respectivamente. En Chile se han
descrito 13 especies del género Eimeria sp. que afectan a bovinos, siendo E. zuerniiy E. bovis
las de mayor importancia por su alta patogenicidad. Los reportes de Cryptosporidium se
asocian a la especie C. parvum, debido a su caracter zoonético (Alcaino et al., 1999). Ambos
se transmiten por via fecal oral al consumir ooquistes presentes en el ambiente. Estas
enfermedades son motivo de pérdidas productivas y econdmicas para la industria lechera. Por
estos antecedentes, se propuso como objetivo determinar la prevalencia de Cryptosporidium
spp. Y Eimeria spp. en muestras de materia fecal de terneros clinicamente sanos de lecherias
en la provincia de Valdivia y asociar factores de riesgo a la presentacion de ambos agentes.

MATERIAL Y METODOS

En agosto del 2023 se muestred a conveniencia el 10% de la poblacion de 22 predios lecheros
de la Provincia de Valdivia, obteniéndose un total de 254 muestras de materia fecal de terneros
menores de 30 dias de edad, seleccionados al azar y sin discriminar su estado de salud.
Adicionalmente, se aplicé una encuesta predial para obtener datos asociados a manejos de
bioseguridad, manejos en terneros y en hembras adultas. Para la identificacion de
Cryptosporidium spp. se utilizé la tincion de Ziehl Neelsen (ZN) y se midio la intensidad de
infeccioén, segun lo descrito por Mufioz et al. 2011. Se utilizé la técnica de Teuscher para la
deteccion de Eimeria spp. y se identificaron las especies presentes en las muestras positivas
a través de métodos morfométricos descritos por Hidalgo et al. 2001, Saravia et al. 2021 y
Melo et al. 2022. Para el analisis estadistico se utilizé estadistica descriptiva y la prueba de
regresion logistica para determinar posibles factores prediales que favorezcan la infeccion por
ambos géneros parasitarios.

RESULTADOS Y DISCUSION

Del total de los animales muestreados, el 2% resulté positivo a Cryptosporidium spp. a través
de la técnica de ZN (figura 1). La intensidad de infeccion fue muy baja a baja en el 80% de las
muestras positivas y el 20% restante obtuvo una intensidad intermedia. El 3,5% de la poblacién
resulté positivo al género Eimeria con la técnica de Teuscher. Ademas, se identificaron seis
tipos de ooquistes compatibles con las especies Eimeria alabamensis, E. auburnensis, E.
bovis, E. illinoisensis, E. pellita y E. zuernii (figura 2). A través de la prueba de regresion
logistica, se analizaron 9 factores ambientales presentes en la encuesta predial, los cuales
podrian participar en la presentacion de estas enfermedades. Este analisis arrojé como
resultado que la administracion de calostro desde un banco de este mismo aumenta 9,5 veces
la probabilidad de infeccidon por Cryptosporidium spp. en terneros de lecheria (1C95%=1,39-
189.41; odds ratio=9,59). Asimismo, esta prueba marcé una tendencia no significativa para los
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materiales de cama, demostrando que el uso de camas de paja aumenta 9,3 veces la
probabilidad de infeccién por diferentes especies de Eimeria (1C95%=0,44-82,90; odds
ratio=9,33).

e : '7.":?:" _ s = ,
Figura 1. Ooquistes de Cryptosporidium en | Figura 3. Ooquistes compatibles con E.
terneros de lecheria clinicamente sanos de | auburnensis (A), E. alabamensis (B), E.
la Provincia de Valdivia, teiidos con la | illinoisensis (C), E. pellita(D), E. bovis (E) y
técnica de Ziehl Neelsen. Observacion | E. zuernii (F). Observacién microscopica

microscopica (100x). (40x).

CONCLUSIONES

Se obtuvo una baja prevalencia de los agentes protozoarios en terneros clinicamente sanos
menores a 30 dias, provenientes de la Provincia de Valdivia, Chile. Ademas, se asocio
estadisticamente un factor de manejo que favorece la presentacion de criptosporidiosis y se
marco una tendencia no significativa que se asocia a la presentacion de coccidiosis bovina en
el ganado lechero. Aun asi, se requiere perfeccionar el disefio de la investigacion para enfocar
el estudio hacia las enfermedades parasitarias.
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INTRODUCCION

La ganaderia caprina en Chile se desarrolla principalmente en manos de pequefos
productores, cuya produccion se ha orientado principalmente en la elaboracién artesanal de
queso y en el autoconsumo de carne. Segun el VIl Censo Agropecuario y Forestal, a nivel
nacional se encuentra un total de 333.436 animales, de los cuales el 48% se ubica en la Regién
de Coquimbo, mientras que la Region de Los Rios, lugar en donde se llevo a cabo el presente
estudio, se encuentra el 1,9% de la poblacion nacional (INE 2021). La escasa investigacion en
el ambito sanitario de esta especie animal, sumada a la falta de acceso de los pequenos
productores al asesoramiento de médicos veterinarios, generé la necesidad urgente de
caracterizar la poblacién de endoparasitos en el rebafio caprino.

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se realizé en la Region de Los Rios, abarcando las comunas de Valdivia,
Los Lagos, La Unién, Lago Ranco, Mariquina y Paillaco. Los 11 predios muestreados fueron
seleccionados en base a la premisa de corresponder a pequefios productores y de contar con
un nucleo de crianza de caprinos. La recoleccion de muestras fecales se llevé a cabo entre los
meses de octubre de 2023 y mayo de 2024 y las muestras fueron obtenidas directamente
desde el recto de los animales mediante palpacién transrectal. Las muestras fueron
trasladadas al Laboratorio de Parasitologia Veterinaria de la UACh donde se realizaron las
pruebas de: Teuscher (para la obtencién de huevos de nematodos, cestodos y digeneos),
Baermann (para la obtencion de larvas L1 de nematodos pulmonares) y coprocultivo (para la
obtencion de larvas L3 infectantes de nematodos gastrointestinales). Para la clasificacion de
los ooquistes de Eimeria spp. se utilizaron las claves morfométricas establecidas por Oliveira
de Macedo y col (2019), donde se evalu6é el tamafo del ooquiste (um), tamafio del
esporoquiste (um), forma, color, presencia o ausencia de casquete polar y presencia o
ausencia de micropilo. Con el fin de realizar la clasificacion morfométrica de larvas L3 de
nematodos gastrointestinales se evalué el tamano total del nematodo, largo de la cola,
presencia o ausencia de filamento y la presencia de estructuras anexas, para esto se utilizo lo
descrito por Knoll et al. (2021), van Wyn et al. (2013) y Abu-Elwafa et al. (2016)

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 130 muestras analizadas bajo la técnica de Teuscher, se obtuvo un 98,5% (n=128) de
positividad frente a huevos tipo estrongilideos, un 31,5% (n=41) de Trichuris spp., Nematodirus
spp. en un 20,8% (n=21), huevos de Fasciola hepatica en un 12,3% (n=16) y ooquistes de
Eimeria spp. en un 56,9% (n=74) de las muestras. Respecto a las especies de Eimeria spp.,
éstas se clasificaron como Eimeria ninakohlyakimovae (54,9%), Eimeria arloingi (24,4%) y
Eimeria caprovina (20,7%). Con respecto a la técnica de Baermann, se pudo evidenciar que,
de 130 muestras analizadas, 113 resultaron positivas a la presencia de nematodos
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pulmonares, siendo posible encontrar mas de una especie en un mismo animal. Las especies
de parasitos pulmonares identificadas fueron: Dictyocaulus filaria (45,4%), Muellerius capillaris
(74,6%), Protostrongylus rufescens (1,5%), Neostrongylus linearis (1,5%) y Cystocaulus
ocreatus (0,8%). Del coprocultivo llevado a cabo (Tabla 1), un 61,3% de las muestras
resultaron positivas al desarrollo de larvas L3 de parasitos gastrointestinales de caprinos. Los
géneros identificados se clasificaron como Trichostrongylus spp. (62,4%), Haemonchus spp.
(21,5%), Cooperia spp. (8,3%), Teladorsagia spp. (3,3%), Chabertia spp. (2,4%) y
Oesophagostomum spp. (0,9%); el 1,2% de las larvas no pudieron ser clasificadas; respecto
a este hallazgo, podria tratarse de larvas de nematodos pulmonares o larvas de nematodos
gastrointestinales L2.

Tabla 1. Media y desviaciones estandar de larvas de nematodos gastrointestinales obtenidas
en coprocultivo de heces de caprinos de la region de Los Rios.

N° celulas Media largo Desviacion estandar Media largo Desviacion estindar

Género intestinales total (um) largo total (um) cola (um) largo cola (um)
Trichostrongylus spp. 264 16 698 58,3 32:3 48
Haemonchus spp. 91 16 679.6 51.2 575 146
Cooperia spp. 35 16 780,5 64,6 539 14,6
Teladorsagia spp. 14 16 7833 36.4 343 6,9
Chabertia spp. 10 24 7526 325 1117 13,6
Qesgphagostomum 4 18 870.7 451 1399 159
Spp-
CONCLUSIONES

El estudio concluye que los caprinos de pequefios productores en la Region de Los Rios estan
altamente infectados por endoparasitos, tanto gastrointestinales como pulmonares. La alta
prevalencia de estas infecciones parasitarias sugiere que los productores deben implementar
mejores practicas de manejo sanitario. Se pudo evidenciar la presencia de dos especies
potencialmente zoondticas, Fasciola hepatica y Trichostrongylus spp., por lo que existe un
riesgo a nivel de salud publica. Cabe mencionar que este es el primer reporte de los nematodos
pulmonares Cystocaulus ocreatus y Neostrongylus linearis a nivel nacional.
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PRIMER AISLAMIENTO DE Prototheca ciferrii ASOCIADO A CASO DE MASTITIS BOVINA
EN CHILE

First isolation of Prototheca ciferrii associated with a case of bovine mastitis in Chile

J Rodriguez'”, M Vasquez', C Cornuy? y A Mella’
'Instituto de Bioquimica y Microbiologia, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile,
Valdivia, Chile; ?Lecherias del Sur SpA "(g8.jaime@gmail.com)

INTRODUCCION

La mastitis bovina es una de las enfermedades mas prevalentes y costosas que afectan a los
rebafios lecheros a nivel mundial (Viguier et al., 2009). Su complejidad se debe a la variedad
de agentes etioldgicos implicados, entre los cuales se encuentra Prototheca spp., responsable
de la mastitis prototecal. Esta patologia es la enfermedad animal mas significativa de origen
algal, con un nimero creciente de casos reportados y hasta la fecha no existe tratamiento (Ely
et al., 2023). En Chile no se han realizado estudios que indiquen las especies mas frecuentes
de Prototheca como agente de mastitis. Por lo tanto, planteamos la hipotesis de que los
aislamientos de Prototheca spp. asociados a casos de mastitis bovina en Chile, corresponden
a mas de una especie, siendo el objetivo de esta investigacion identificar y genotipificar dichos
aislamientos.

MATERIAL Y METODOS

Este estudio se llevd a cabo en la Region Metropolitana y en el sur de Chile. Se analizaron
6442 muestras de leche provenientes de casos de mastitis clinica y subclinica de diferentes
predios lecheros que enviaron muestras al Laboratorio de Mastitis Bovina del Instituto de
Bioquimica y Microbiologia de la Universidad Austral de Chile entre enero de 2023 y julio de
2024. Las muestras fueron recolectadas de manera aséptica por veterinarios encargados y
procesadas segun las pautas del Consejo Nacional de Mastitis para su cultivo microbiolégico.

El muestreo fue por conveniencia, con el objetivo de maximizar la probabilidad de obtener
aislamientos de Prototheca spp., ya que esta microalga es descrita como un patdégeno poco
frecuente en casos de mastitis. De las 6442 muestras analizadas, se diagnosticaron 16
aislamientos de Prototheca spp. mediante caracteristicas macroscopicas y microscopicas de
las colonias. Estas muestras provinieron de 7 predios del sur de Chile. Adicionalmente, se
incluyeron 27 aislamientos de Prototheca spp. previamente criopreservados a -80°C en el
laboratorio. Estos aislamientos fueron obtenidos de un brote de mastitis clinica en la Region
Metropolitana y se utilizaron como material complementario de estudio.

Para la identificacion de Prototheca spp., se examinaron microscopicamente las colonias
sospechosas mediante un frotis hiumedo con azul de lactofenol para observar la morfologia
caracteristica de esporangios. Posteriormente, se extrajo el ADN y se realizé6 una PCR
especifica de género. La genotipificacion de los aislamientos se llevé a cabo mediante la
técnica de Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccion (PCR-RFLP), siguiendo
el protocolo descrito por Roesler et al., 2006.
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RESULTADOS Y DISCUSION

De los 43 aislamientos de Prototheca spp. analizados en este estudio, 42 correspondieron a
Prototheca bovis y uno a Prototheca ciferrii, de acuerdo a la técnica de PCR-RFLP. La
predominancia de P. bovis en los casos de mastitis bovina en Chile es consistente con reportes
previos en otros paises que sefalan a esta especie como el principal agente etiolégico y que
esta bien adaptada al entorno lechero y al hospedador bovino (Chen et al., 2024). El hallazgo
de P. ciferrii es particularmente relevante, ya que constituye el primer reporte de esta especie
como causante de mastitis bovina en Chile y el segundo a nivel global, de acuerdo a la
literatura revisada. Inicialmente, P. ciferrii fue considerada una especie no patdégena (Jagielski
et al., 2011); sin embargo, investigaciones mas recientes han evidenciado su capacidad para
provocar enfermedades en humanos y caninos (Ely et al., 2023). Este descubrimiento destaca
la necesidad de seguir investigando el papel de P. ciferrii en la salud animal, especialmente
en la mastitis bovina, y de evaluar su impacto epidemiolégico. No obstante, dado que la
identificacion de las especies se realiz6 mediante PCR-RFLP, es importante tener en cuenta
que técnicas mas avanzadas, como la secuenciacion y el analisis filogenético, podrian ser
necesarias en investigaciones futuras.

CONCLUSIONES

Este estudio evidencia que Prototheca bovis es la especie dominante en los casos de mastitis
bovina en Chile. Ademas, se reporta por primera vez la presencia de Prototheca ciferrii como
agente etiolégico de esta enfermedad en el pais.
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EVALUACION DE UNA TERAPIA EXPERIMENTAL BASADA EN SECRETOMA DE
CELULAS TRONCALES MESENQUIMATICAS (sMSC) PARA EL TRATAMIENTO DE LA
ENDOMETRITIS EN VACAS LECHERAS

Evaluation of an experimental therapy based on bovine mesenchymal stem cell (MSC)
secretome for the treatment of endometritis in dairy cows

C. Diaz Boudon', D. Frankenberg?, OA. Peralta3

'"UNED, Madrid, Espafia; ?Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile;
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INTRODUCCION

Una de las patologias mas comunes del periodo de postparto en vacas lecheras son las
endometritis. Se han realizado diversos estudios, donde se demuestra la resistencia de
patégenos causantes de endometritis a diversos antibioticos, como es el caso de Escherichia
Coli. En el presente estudio se evalué como terapia alternativa, el uso de secretoma derivado
de células troncales mesenquimaticas (sMSC) para el tratamiento de endometritis bovina.
Nuestra hipétesis plantea que el sMSC posee propiedades inmunomoduladores, angiogénicas
y antibacterianas que ejercen un rol regenerativo en casos de endometritis bovina. El objetivo
del estudio fue evaluar una terapia experimental basada en sMSC en vacas con endometritis
clinica.

MATERIAL Y METODOS

Las células troncales mesenquimaticas (MSCs) fueron aisladas desde tejido adiposo, médula
6sea y fibroblastos. En un primer estudio se evallo el efecto antibacteriano del medio
condicionado (MC) derivado de MSCs sobre la sobrevivencia in vitro de E. Coli
(ATCC®25922™), Posteriormente se realizé una prueba de seguridad en vaquillas lecheras,
donde se evalud el efecto de la administracion intrauterina de sMSC sobre parametros
hematoldgicos, citologia endometrial, cultivo bacteriano, antibiograma y parametros clinicos.
Finalmente se realizé una prueba de eficacia donde se evalué la administracion intrauterina
de sMSC en vacas con endometritis clinica tipo 2 sobre citologia endometrial, grado
endometritis clinica (GEC) y temperatura rectal. Para el estudio de eficacia, el disefio
experimental incluyé 3 grupos de vacas (n=8), 1) placebo o PBS, 2) antibiético intrauterino
Metricure y 3) sMSC, con dos aplicaciones cada grupo separado por 14 dias. EI sMSC
liofilizado fue analizado mediante espectrometria de masa y cromatografia liquida (nano-
MS/MS), para detectar el perfil de péptidos o proteinas bioactivas (De Moraes et al, 2017). La
cantidad de animales del estudio se determind considerando la eficacia o seguridad contra
tratamientos estandar y placebo segun estudios previos (Dubuc et al, 2021). Los datos
promedios de las variables fueron comparados mediante ANOVA utilizando el software Info
Stat (Cordova, Argentina). Se realizd prueba de Shapiro-Wilk previo a ANOVA, para verificar
distribucién normal de datos.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el andlisis in vitro se detectd que el MC de MSCs ejerce un efecto antibacteriano en E. Coli.
El estudio de seguridad in vivo no presenté diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
en las variables hematoldgicas, del perfil bioquimico, conteo de PMN o parametros fisioldgicos.
En cuanto a cultivo y antibiograma, el 79,16% de las muestras de secrecion uterina fueron
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positivas a E. Coli y el 20,83% de las muestras presento resistencia a cefalexina, el 4,17% a
enrofloxacino y el 4,17% a Sulfa+Trimetropin.

Las vacas tratadas con sMSC o con Metricure (ATBu) mostraron un mayor (p>0,05) grado de
recuperacion clinica (Grado de endometritis, Fig. 1C) y un menor conteo de PMN (Fig. 1A) en
comparacion al grupo placebo durante las 4 semanas del estudio. Los valores de PMN y grado
de endometritis fueron similares (p<0,05) entre los grupos sMSC y ATBu. El analisis
protedmico detecté mas de 400 proteinas en el sMSC liofilizado, de las cuales la mayor
proporcion (11%) corresponde a la proteina SPARC (Jiang et al, 2023), también conocida
como Osteonectina o BM-40 (Fig. 1D).
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Figura 1: Niveles de PMN (A), temperatura rectal (B) y grado de endometritis clinica (C) en
vacas tratadas con dos dosis de sMSC, Metricure (ATBu) y placebo (PCB). Composicion de
las principales proteinas detectadas en analisis protedémico de sMSC liofilizado (D).

CONCLUSIONES

Bajo condiciones in vitro, el MC de MSCs es efectivo en reducir la proliferacién de E. Coli,
especialmente en el caso de MC derivado de MSC aisladas desde tejido adiposo. El sMSC es
una terapia segura y efectiva para la recuperacion clinica en vacas con endometritis. El SMSC
contiene una gran cantidad de proteinas o péptidos con actividad biolégica. La proteina
SPARC es la proteina mas abundante en el sMSC y podria ser la responsable del efecto
regenerativo.
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DESARROLLOY EVALU'ACION DE UN TEST DIAGNOSTICO RAPIDO BASADO EN
LAMP PARA LA DETECCION DE PATOGENOS MAMARIOS EN LECHE DE VACAS CON
MASTITIS BOVINA

Development and evaluation of a rapid diagnostic test based on LAMP for the
detection of mammary pathogens in milk of cows with bovine mastitis.
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INTRODUCCION

La mastitis bovina es una de las enfermedades mas costosas en la industria lechera,
principalmente causada por agentes microbianos. Los métodos tradicionales de diagndstico,
como el cultivo bacteriolégico, son lentos y costosos. La amplificacién isotérmica mediada por
bucle (LAMP) ha surgido como una alternativa rapida, sensible y especifica para la
identificacion de patégenos. Este estudio tuvo como objetivo desarrollar un test de LAMP para
la deteccion de 3 patodgenos frecuentes (Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis y
Escherichia coli) y dos emergentes (Mycoplasma bovis y Prototheca bovis) en muestras de
leche de vacas con mastitis.

MATERIALES Y METODOS

Se disenaron primers especificos de LAMP para cada uno de los patdgenos utilizando
secuencias genoémicas disponibles en la base de datos NCBI y se verificaron in silico por
primer BLAST. Los partidores se disefiaron mediante la plataforma NEB LAMP primer design
tool. Se probaron cepas ATCC de S. aureus, S, uberis, E. coliy M. bovis, y cepa SAG de P.
bovis. EI DNA gendmico se extrajo y cuantificé para evaluar la especificidad analitica y limite
de deteccidn del test de LAMP. La especificidad analitica se determiné verificando que los
primers amplificaran unicamente el DNA del patégeno objetivo y, las diluciones seriadas de
DNA permitieron establecer el limite de deteccion. Las reacciones de LAMP se detectaron
visualmente mediante fluorescencia en luz UV y se cuantificé con ImageJ.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los primers disefiados para S. aureus, S, uberis, E. coliy P. bovis mostraron alta especificidad
amplificando solo en presencia del DNA del patégeno correspondiente (Figura 1). En el caso
de M. bovis, se observd amplificacion inespecifica lo que sugiere la necesidad de redisefar
los primers. El limite de deteccion fue de 0,01 ng de ADN para S. aureusy S. uberis 'y de 0,001
ng para E. coliy P. bovis (Figura 2). Estos resultados resaltan el potencial del método LAMP
como una herramienta rapida y precisa para el diagnéstico de mastitis bovina, ofreciendo
resultados en menos de una hora y sin necesidad de un equipo especializado, lo que lo hace
ideal para su uso en campo.
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Muestra
S. aureus S. uberis E. coli M. bovis P. bovis (=)

Primers

S. aureus
S. uberis
E. coli

Figura 1. Determinacién de la especificidad Analitica del test de LAMP.

Cantidad
100 ng 10ng 01ng 0,01ng 0,001 ng 0,0001ng
Muestra

S. aureus

S. uberis

E. coli

P. bovis

Figura 2. Determinacién del limite de deteccion del test de LAMP para cada patégeno.

CONCLUSIONES

El test de LAMP mostré ser altamente especifico y sensible para la deteccion de los patdégenos
causantes de mastitis bovina, con la excepcidon de M. bovis. Esta tecnologia tiene el potencial
de revolucionar el diagnéstico en campo, permitiendo la identificacion rapida de los agentes
causales de mastitis en menos de una hora, y mejorar el manejo de la enfermedad en las
explotaciones lecheras, dirigiendo y reduciendo conscientemente los tratamientos
antimicrobianos, mejorando la higiene en las lecherias y monitoreando continuamente los
rebafos.
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EFECTO DEL TRANSPORTE TERRESTRE PROLONGADO SOBRE VARIABLES
FISIOLOGICAS EN TERNEROS Y SU IMPACTO EN BIENESTAR

Effect of long-distance land transport on physiological variables in calves and their
welfare impact
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INTRODUCCION

El transporte prolongado es una practica comun de realizar en los sistemas de crianza de la
zona austral de Chile. En la Patagonia, se realiza la primera etapa del ciclo productivo que
considera hasta el destete de los terneros, que luego son transportados hacia la zona centro
sur del pais para continuar con las etapas de recria y engorda. Estos viajes tienen una duracion
aproximada de 2-3 dias recorriendo mas de 1400 km (Gallo y Tadich, 2008, Werner et al,
2013). Debido a la geografia nacional, la Unica opcion via terrestre incluye pasar por Argentina.
Durante el trayecto, los animales no reciben alimento ni agua y pueden estar expuestos a
condiciones climaticas adversas. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del
transporte terrestre prolongado sobre parametros fisiolégicos séricos y pérdidas de peso en
terneros que viajan desde la Patagonia a la zona centro-sur y que reflejan el impacto del viaje
sobre su bienestar.

MATERIALES Y METODOS

Este estudio contemplo dos viajes via terrestre de 96 y 97 terneros machos de las razas Angus,
Hereford y cruzas, con un peso promedio de 241 kg (+ 20; DE). Los viajes se realizaron en 2
camiones con carro desde Puerto Natales con destino Frutillar durante los meses de junio y
julio del 2024, siguiendo una ruta terrestre de 3 dias continuos de viaje, considerando un tramo
por Argentina. Se registroé el peso vivo de cada ternero al inicio y al término de cada viaje.
Adicionalmente, se tomaron dos muestras de sangre en el mismo animal, una previo a la carga
y una segunda posterior a la descarga en 48 y 51 animales al azar en el primer y segundo
viaje, respectivamente. Se midieron las concentraciones de 3-hidroxibutirato, proteinas totales,
albumina, creatinkinasa y hematocrito, para determinar parametros de movilizacion de
reservas grasas, deshidratacion y fatiga muscular. El analisis de las variables consideré una
prueba T-student pareada, para determinar diferencias medias de los valores previos y
posteriores al transporte. Se fij6 un valor de P<0,05 para considerar diferencias
estadisticamente significativas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se determiné una diferencia estadisticamente significativa en todas las variables estudiadas.
La concentracion de B-hidroxibutirato se redujo en 0,052 mmol/L posterior al transporte (P =
0,029), lo que indica que, si bien los animales experimentaron falta de comida durante el viaje
y pérdida de peso, no hubo movilizacién de reservas grasas. Similares resultados han sido
reportados y son atribuidos a que la disminucion se debe a la utilizacion del B-hidroxibutirato
circulante en la sangre ya que los rumiantes producen una cantidad constante de cuerpos
ceténicos (Knowles et al., 1999; Tadich et al., 2000). Las proteinas totales y albumina
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aumentaron al finalizar el transporte prolongado, en 8,44 y 3,80 g/L respectivamente (P
<0,001), demostrando la falta de agua y deshidratacion durante el trayecto. La enzima
creatinkinasa aumenté en 402,905 U/L para el final del viaje (P = 0,002), lo que refleja fatiga
muscular probablemente por la incapacidad de poder echarse y descansar adecuadamente,
ademas de la mantencién del equilibrio. Por otro lado, el hematocrito mostrd una disminucion
de 9,784% (P < 0,001), y los animales presentaron una pérdida de peso considerable (30,531
kg; P < 0,001; Cuadro 1) equivalente a un 12% del peso vivo, similar a lo reportado por Gallo
et al. (2000) de un 10,5% en animales transportados por 24 horas en otofio-invierno.

Cuadro 1. Media = DE de concentracion de B-hidroxibutirato, Proteinas totales, Albumina,
Creatinkinasa, Hematocrito y peso vivo, antes y después del transporte prolongado.

Variable Muestreo Diferencia I1C —95% P
Antes del Después del media
transporte transporte
B-hidroxibutirato 0,43+0,14 0,38+0,18 0,052 0,005 -0,09 0,029
(mmol/L)
Proteinas totales 68,85 + 6,20 77,28 £+9,78 8,44 11,14 — 5,74 <0,001
(9/L)
Albumina (g/L) 33,92 + 2,07 37,62 £ 4,32 3,80 4,69-2,72 <0,001
Creatinkinasa 504,84 + 906,74 + 402,91 650,59 - 0,002
(U/L) 260,88 1088,84 155,23
Hematocrito (%) 45,45 + 4,80 35,66 £ 3,50 9,78 8,66 — 10,91 <0,001
Peso (kg) 241,80+ 20,96 211,27 +19,48 30,53 29,20 -31,86 <0,001
CONCLUSIONES

El transporte terrestre prolongado desde la Patagonia, tomando la ruta Chile-Argentina tiene
efectos sobre las variables fisioldégicas e impacta negativamente su bienestar de los terneros.
Los animales pierden un 12% de su peso vivo, asociado principalmente a contenido digestivo
y falta de alimento y agua. Existe evidencia de deshidratacion y fatiga muscular debido a que
los camiones no estan adaptados para tramos largos, sumado a que los animales no pueden
ser descargados, alimentados e hidratados en su paso por Argentina debido a razones de
bioseguridad.
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VISUALIZACION Y EVALUACION DE BIOPELICULAS DE Mycoplasma bovis BAJO
ESTRES TERMICO Y DESECACION: ESTUDIO PILOTO

Visualization and evaluation of Mycoplasma bovis biofilms under Thermal Stress and
Dehydration: Pilot study

'N. Canales, 'J. Aichele, 'J. San Martin, 'A. Mella
'Instituto de Bioquimica y Microbiologia, Universidad Austral de Chile.
niviaca.mor@gmail.com

INTRODUCCION

La mastitis bovina causada por Mycoplasma bovis (M. bovis) es un problema de salud
significativo para el ganado lechero a nivel mundial, generando grandes pérdidas econémicas
debido a la falta de tratamientos efectivos y persistencia de la infeccion. Las infecciones por
M. bovis son altamente contagiosas y resistentes a los tratamientos antibiéticos, con una
notable capacidad para formar biopeliculas (Nicholas et al., 2016). Esto contribuye a su
supervivencia y persistencia en los rebafios, haciendo que su erradicacion sea un desafio.
Este estudio tiene como objetivo visualizar la formacion de biopeliculas en cepas de M. bovis
mediante microscopia electrénica (ME) y evaluar su viabilidad frente a dos factores de estrés:
calor y desecacion.

MATERIAL Y METODOS

Se aislaron 30 cepas de M. bovis de vacas afectadas por un brote de mastitis en tres lecherias
del sur de Chile. De estas, se seleccionaron aleatoriamente tres cepas como productoras de
biopeliculas (2P, 3P y 5P) y dos como no productoras (2LV y 25LV), segun su clasificacion
mediante tincidén con cristal violeta. Las muestras fueron preparadas para ME siguiendo el
protocolo de Latorre et al. (2010), con modificaciones. Las biopeliculas se evaluaron en un
fragmento de goma de pezonera (1x1cm) en los dias 2, 7 y 14 en la Unidad de Microscopia
Electronica (UME) de la Universidad Austral de Chile. Para evaluar la viabilidad bacteriana
bajo condiciones de estrés térmico (50°C por 40 min) y desecacion (31h), se utilizaron
biopeliculas cultivadas en las mismas cepas evaluadas para ME, siguiendo el protocolo
modificado de McAuliffe et al. (2006). La supervivencia bacteriana se determiné mediante
recuento viable en placa.

RESULTADOS Y DISCUSION

La microscopia electronica mostré estructuras asociadas con biopeliculas en todas las
muestras analizadas desde el dia 2 en las cepas clasificadas como productoras de
biopeliculas. En las cepas clasificadas inicialmente como no productoras, también se
observaron biopeliculas, aunque en menor medida. A partir del dia 7, todas las cepas
mostraron estructuras consistentes con biopeliculas, o que sugiere que el tiempo de
incubacion influye en la capacidad de formacién de biopeliculas, cuestionando los resultados
obtenidos por la tincion con cristal violeta, la cual solo evalué un periodo de incubacion corto
(2 dias). Este hallazgo subraya la importancia de extender los tiempos de observacion para
una evaluacidon mas precisa de la capacidad formadora de biopeliculas (Figura 1). En cuanto
a la viabilidad bacteriana bajo estrés térmico, ambas cepas productoras y no productoras
mostraron una reduccién significativa en la concentracion de bacterias entre los dias 2 y 14,
pero la presencia de células viables sugiere que la biopelicula proporciona una funcion
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protectora frente al calor (Figura 2A). En contraste, en el ensayo de desecacion, las cepas
evaluadas fueron mas sensibles, ya que los recuentos bacterianos llegaron a cero en los
ultimos controles (24 y 31 h) (Figura 2B). Estos resultados concuerdan parcialmente con
estudios previos (McAuliffe et al., 2006), pero sugieren que la biopelicula de M. bovis es mas
resistente al calor que a la desecacion, especialmente en condiciones de estrés prolongado.
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Figura 1. Imagenes de ME en goma de linea de ordefio. Ordenadas por
cepas productoras de biopelicula (2-P, 3-P y 5-P), cepas no productoras
de biopelicula (2-LV y 25-LV) y control negativo, las cuales se ordenan
nor dias de incubacion (2. 7 v 14 d). Escala de medicion 2 um
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Figura 2. Resultados de los recuentos de UFC/mL en escala logaritmica
en la cepa productora (2P) y no productora (25LV). A. Ensayo de estrés
térmico para el dia 2 y 14 post incubacién. B. Desecacion correspondiente

Este estudio proporciona la primera evidencia de formacion de biopeliculas de M. bovis en
Chile. Las biopeliculas fueron observables desde el dia 2 y persistieron al menos hasta el dia
14. Ademas, las cepas evaluadas in vitro mostraron mayor resistencia al estrés térmico que al
estrés por desecacion, lo que resalta la funcion protectora de las biopeliculas frente a ciertos

factores ambientales.
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Suspected Bovine Respiratory Disease in Chile: Implications for Diagnosis and Control
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INTRODUCCION

La enfermedad respiratoria bovina (ERB) es uno de los mayores problemas de salud a nivel
global que afecta a la industria ganadera, causando pérdidas econdmicas significativas.
Mycoplasma bovis es un patégeno bacteriano clave asociado al desarrollo de neumonia
cronica en bovinos, caracterizada por lesiones caseosas necréticas (Caswell et al., 2010). A
pesar de su relevancia, en Chile no se han reportado estudios previos sobre M. bovis como
agente causal de ERB. Este trabajo plantea la hipétesis de que es posible aislar M. bovis a
partir de tejido pulmonar de terneros con signologia clinica de ERB, lo que contribuiria a
mejorar el diagnodstico y control de esta enfermedad en el pais.

MATERIAL Y METODOS

Entre mayo y diciembre de 2022, se obtuvieron 13 muestras de tejido pulmonar de terneros
con signos clinicos de ERB. Los animales fueron sometidos a eutanasia y necropsia en el
Instituto de Patologia Animal de la Universidad Austral de Chile. Las muestras fueron
trasladadas al Laboratorio de Mastitis Bovina para realizar cultivos de Mycoplasma spp. en
agar Hayflick modificado. Las colonias sospechosas de Mycoplasma spp. fueron sometidas a
PCR convencional para la identificacion de M. bovis, segun Foddai et al. (2005). Ademas, se
realizé la extraccion de ADN del tejido pulmonar para su deteccion mediante gPCR, de acuerdo
con Sasche et al. (2010). Para ambos PCR se utiliz6 como control positivo la cepa ATCC
25025.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 13 muestras analizadas (Figura 1), 7 (53,8%) mostraron crecimiento de colonias
sospechosas de Mycoplasma spp., y todas fueron confirmadas como M. bovis mediante PCR
convencional. En el analisis por gPCR, 11 de las 13 muestras (84%) resultaron positivas..

kt " . - st
Figura 1. Tejido de pulmoén de ternero con sospecha de ERB. Se
observan abscesos con material purulento.

Es importante destacar que, de las muestras positivas por qPCR, solo 7 (63,6%) presentaron
crecimiento en cultivo, lo que indica la menor sensibilidad del cultivo bacteriolégico para

23



Mycoplasma (Tabla 1). Estos resultados subrayan la importancia de implementar métodos
moleculares como la gqPCR para evitar falsos negativos, especialmente en casos donde el
cultivo no logra detectar la presencia del patdgeno.

Tabla 1. Resultados de cultivo bacteriano, PCR convencional y PCR en
tiempo real para M. bovis.

Muestra Cultivo PCR convencional de cultivo | qPCR de tejido pulmonar
1 Positivo Positivo Positivo
2 Positivo Positivo Positivo
3 Positivo Positivo Positivo
4 Positivo Positivo Positivo
5 Negativo Negativo Negativo
6 Negativo Negativo Negativo
7 Positivo Positivo Positivo
8 Positivo Positivo Positivo
9 Negativo Negativo Positivo
10 Positivo Positivo Positivo
11 Negativo Negativo Positivo
12 Negativo Negativo Positivo
13 Negativo Negativo Positivo

CONCLUSIONES

Los resultados permiten aceptar la hipétesis planteada: es posible aislar Mycoplasma bovis a
partir de tejido pulmonar de terneros con signologia clinica de ERB. La técnica de qPCR
demostré una mayor sensibilidad en comparacién con el cultivo bacteriolégico, lo que sugiere
la necesidad de su implementacion rutinaria en laboratorios de diagndstico. Este estudio
reporta, por primera vez en Chile, el aislamiento de M. bovis en tejido pulmonar de terneros
con ERB, lo que tiene implicancias para un diagnéstico mas rapido y control de la enfermedad
a través de un manejo oportuno con la separacion de los animales y consecuente prevencion
de la propagacion en la industria ganadera del pais.
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EVALUACION COMPARATIVA DE LA ALIMENTACION CON LECHE DE DESCARTE,
LECHE DE DESCARTE PASTEURIZADA Y LECHE COMERCIAL EN LA SALUD
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milk on the gastrointestinal health in suckling Holstein calves
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INTRODUCCION

Incluir leche de descarte (LD) en la dieta liquida de los terneros es comun, principalmente para
reducir los costos de cria. Esta fuente de dieta liquida puede provenir de vacas en tratamiento
y puede contener residuos antimicrobianos, altos recuentos de células somaticas (RCS),
calostro y leche de transicion (Firth et al., 2021). Es bien sabido que alimentar a los terneros
con LD promueve la seleccion de bacterias resistentes a antimicrobianos y puede causar
disbiosis en la microbiota intestinal (Penati et al., 2021). El objetivo general de este estudio fue
evaluar el efecto de tres diferentes fuentes de dieta liquida en la salud gastrointestinal (Gl) de
terneros lactantes alimentados con LD, leche de descarte pasteurizada (LDP) y leche
comercial (LC).

MATERIAL Y METODOS

Treinta terneros machos Holandés fueron alojados en jaulas individuales en el Laboratorio de
Investigaciéon de Terneros de la FMVZ/USP, Brasil. Los animales fueron asignados
aleatoriamente en tres grupos experimentales: leche de descarte pasteurizada (LDP, n = 10),
leche comercial (LC, n = 10) y leche de descarte (LD, n = 10), 3L en dos alimentaciones
(6L/dia). A los 25 dias, los terneros comenzaron a consumir 300g de alimento iniciador con
22% de proteina cruda (AgMilk, Agroceres®, Brasil) ad libitum, con un 10% de sobra. Se
registraron puntuaciones diarias de diarrea (0-3+) y se recolectaron muestras fecales en los
dias de vida de los terneros: 7, 21, 35, 49 y 63 para medicién de pH, materia seca fecal (MS),
acidos grasos de cadena corta (AGCCs). Se recolectaron muestras fecales en el primer dia
de diarrea para la identificacion de agentes virales (Rotavirus y Coronavirus) y cultivo
bacteriano mediante PCR multiple y MALDI-TOF, respectivamente. Las muestras fecales en
un colector universal se preservaron afiadiendo dicromato en una proporcion de 1:1, para la
posterior preparacion de frotis fecales y la identificacion de ooquistes de Cryptosporidium spp.
utilizando la técnica de tincion modificada de Ziehl-Neelsen. Los analisis estadisticos se
realizaron utilizando el software SAS (version 9.0, 2002). Las frecuencias de diarrea se
analizaron mediante la prueba de Chi-cuadrado. Los efectos de la dieta liquida (tratamiento) y
los tiempos de muestreo se evaluaron mediante un modelo mixto. Se emplearon las pruebas
de Tukey y Duncan en los casos de interaccion significativa (P< 0,05) entre tratamiento*tiempo.

RESULTADOS Y DISCUSION

La ocurrencia de diarrea varié entre 28, 35y 37% desde la segunda semana hasta los 61 dias
de edad en los grupos LDP, LD y LC, respectivamente. Se detectd un efecto del grupo para la
diarrea grave (escore fecal = 3), con frecuencias de 13%, 15% y 22% en los grupos LDP, LD
y LC, respectivamente. Tres de los treinta terneros (10%) no presentaron diarrea durante todo
el periodo experimental. Las bacterias identificadas en el primer episodio de diarrea fueron
Escherichia coli spp. (100%, 27/27), Clostridium perfringens (55,5%, 15/27), Clostridium
sporogenes (3,7%, 1/27) y Salmonella enterica (22,2%, 6/27). Seis terneros experimentaron
un segundo episodio de diarrea durante el experimento, con identificacion de Escherichia coli

25



A 2 =
spp. (100%, 6/6). En la busqueda de Cryptosporidium spp., usando la tincion de Ziehl-Neelsen
modificada, el 81.5% (22/27) de los terneros resultaron positivos, con 18.2% clasificados como
1+, 13.6% como 2+ y 68.2% como 3+. Rotavirus y Coronavirus no fueron detectados. La
diarrea ocurrié solo en el periodo neonatal (30 dias). Las frecuencias de aislamiento de
Clostridium spp. fueron mas altas en el grupo LC (21.2%, 7) en comparacién con LDP (18.2%,
6) y LD (9.1%, 3). La frecuencia de positividad para Cryptosporidium spp. fue mayor en el
grupo LD (87.5%, 7/8) en comparacién con LC (69.2%, 9/13) y LDP (50.0%, 6/12). De manera
similar, la frecuencia de Salmonella enterica fue mayor en LD (9.1%, 3) en comparacion con
LC (3.1%, 1) y LDP (6.1%, 2). En cuanto a la materia seca fecal (MS), hubo un efecto de
tratamiento con promedios de 22.93+5.37% para LDP y 22.91+7.30% para LC, mientras que
LD mostré 19.261£6.21%. De manera similar, el grupo LD presenté valores mas bajos en D7 y
D21. La alta carga patogénica en LD, debido a los frecuentes diagnésticos de Cryptosporidium
spp. durante la segunda y tercera semana de vida, pudo haber contribuido a los valores mas
bajos de MS. ElI MS se alineé consistentemente con puntuaciones fecales =2 durante ese
tiempo. La evaluacion del pH fecal y AGCC mostré un efecto de los tiempos de muestreo. Se
detectd una interaccion tratamiento*edad para el peso semanal. Ademas, se encontré un
efecto de la edad para los parametros de peso semanal.

Tabla 1. Efecto de la dieta liquida en la materia seca fecal (MS), pH fecal, acidos grasos de
cadena corta (AGCC) de 30 terneros machos Holandés lactantes.

Grupos P-valor

LDP LC LD Grupo Tiempo G*T
Peso Final (kg) 86.9+5.6 89.6 +4.4 90.5+1.8 0.81 - -
Peso semanal (kg) 73.7 £ 2.1 749+ 2.1 75.3+1.7 0.84 0.00 0.04
Ganancia do peso 5.9+0.5 55+0.5 5605 0.86 0.72 0.35
semanal (kg)
MS (%) 2293+537 2291+730 19.26+6.21 0.0251 0.26 0.26
pH 6.69+ 0.78 6.55 + 0.67 6.74+ 0.77 0.5406 <.0001 0.28

AGCC total (mM)  102.61+35.25 96.56 +34.93 91.33+34.19 0.5314 0.0004 0.26

CONCLUSIONES

Alimentar a los terneros con LD y LDP afecté su salud gastrointestinal durante el primer mes
de vida, ya que se observé una mayor frecuencia de diarrea y un menor valor de MS en el
grupo LD. Sin embargo, después de este periodo, junto con el consumo ad libitum de alimento
iniciador de alta calidad desde los 21 dias de vida, los animales se adaptaron y no sufrieron
retrocesos en su desarrollo.
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LIPIDOSIS HEPATICA EN VACAS LECHERAS A PASTOREO II: RELACION CON SALUD
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INTRODUCCION

La lipidosis hepatica (LH) afecta a vacas lecheras en sistemas pastoriles y estabulados. Si
bien la LH se ha asociado con un deterioro en la salud y rendimiento productivo en vacas
estabuladas, existe poca claridad sobre su impacto en vacas de mediana produccién bajo un
sistema pastoril. El objetivo de este estudio fue determinar la relacion entre LH, salud y
parametros productivos en vacas lecheras a pastoreo.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se desarroll6é durante la temporada de partos de primavera de los afios 2022 y 2023 en
la Estacién Experimental Agropecuaria Austral de la Universidad Austral de Chile. Se obtuvo
muestras de tejido hepatico de 103 vacas Holstein de produccién moderada (29 primiparas y 74
multiparas) por puncién con aguja fina al dia 10 postparto (+ 2; DE), las cuales fueron analizadas
a través de citologia para la cuantificacion del contenido de lipidos en los hepatocitos (Fry et al.,
2018). Segun esto, la LH se clasificd en leve, moderada y severa. Las vacas se examinaron cada
3 dias y hasta el dia 14 postparto para el diagnéstico de enfermedades clinicas. A su vez, se obtuvo
una muestra de sangre dentro de las primeras 24 h posteriores al parto para determinar
concentraciones de calcio, y alos 7, 10 y 19 (1) dias postparto para determinar la concentracion
de B-hidroxibutirato (BHB), acidos grasos no esterificados (NEFA), colesterol y magnesio, con el
fin de evaluar el balance energético y movilizacion grasa, y diagnosticar enfermedades subclinicas
(hipocalcemia, Ca <2,0 mmol/L; hipomagnesemia, Mg <0,65 mmol/L; cetosis, BHB >1,2 mmol/L).
La produccion lactea individual fue registrada diariamente desde el dia 7 hasta el dia 90 postparto,
evaluandose como litros de produccién acumulada en 4 periodos: 7 a 21 dias en leche (DEL); 22
a60DEL; 61a90DELY 7 a90DEL. Enlos 30, 60 y 90 DEL se obtuvo una muestra de leche para
analizar el contenido de grasa y proteina. La relacion entre LH y el estado de salud se analizé con
modelos de regresion logistica, y la relacion con balance energético y performance productiva a
través de modelos lineales mixtos. Ambos consideraron como efectos fijos el grado de LH, nimero
de partos, dia de muestreo, condicion corporal al parto, mes de parto y el efecto aleatorio del
individuo.

RESULTADOS Y DISCUSION

La presentacion de la LH fue de 52,4% para casos leves, 24,3% casos moderados y 23,3%
casos severos. Las vacas con LH moderada y severa evidenciaron un incremento en las
concentraciones de BHB de 0,24 mmol/L (P = 0,004; IC 95% = 0,08 — 0,40) y 0,53 mmol/L (P
< 0,001; IC 95% = 0,37 — 0,69), respectivamente, en comparacion con LH leve. Las
concentraciones de NEFA se relacionaron con la presentacién de LH moderada y severa,
observandose un incremento de 205 pmol/L (P = 0,017; IC 95% = 37 — 371) y 470 pymol/L (P
< 0,001; IC 95% = 294 — 645), respectivamente, comparado con LH leve. No se evidencio
relaciéon entre las concentraciones de colesterol sanguineo con LH. Respecto a las
enfermedades evaluadas (Cuadro 1), solo cetosis subclinica se asocié con LH (P < 0,001).
Las vacas con LH severa y moderada presentaron 20,5 (OR; IC 95% =5,3-108,9) y 6,4 (OR;
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IC 95% = 2,1 — 22,0) mas riesgo de presentar la enfermedad en comparaciéon con LH leve. El
resto de las enfermedades clinicas (retencién de placenta, cojera, hipocalcemia puerperal y
mastitis) no se analizaron estadisticamente debido a la baja frecuencia de eventos.

Cuadro 1. Incidencia de enfermedades clinicas y subclinicas durante los primeros 21 dias
postparto en vacas lecheras a pastoreo segun grado de lipidosis hepatica.

Lipidosis hepatica

Incidencia Leve Moderada Severa

% n % n % n
Cetosis subclinica 241 13 68,0 17 79,2 19
Hipocalcemia subclinica 27,8 15 28,0 7 45,8 11
Hipomagnesemia subclinica 38,9 21 36,0 9 62,5 15
Metritis puerperal 9,3 5 8,0 2 20,8 5

Vacas con LH severa presentaron una reduccion en 0,11 unidades de proteina lactea (P =
0,046; IC 95% = -0,21 — -0,001) en comparacioén a las vacas con LH leve, sin observarse
variaciones en la grasa lactea (P > 0,1). La produccién de leche se afecté por el grado de LH,
donde las vacas con LH severa produjeron en promedio 161 litros mas en todo el periodo de
medicion (P < 0,001; IC 95% = 67,3 — 255,1; Figura 1) con respecto a LH leve. Este aumento
en la produccidn podria ocurrir a expensas de la mayor movilizaciéon grasa en los animales con
LH severa, relacion descrita anteriormente en vacas estabuladas (Arshad y Santos, 2022).
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Figura 1. Producciéon media de (A) grasa lactea (%), (B) proteina lactea (%) y (C) produccion
lactea acumulada (L/periodo) en cada periodo en vacas lecheras a pastoreo segun grado de
lipidosis hepatica (leve, barra gris claro; moderada, barra gris oscuro; severa, barra negra).

CONCLUSIONES

La LH severa en vacas lecheras de producciéon moderada aumenta el riesgo de cetosis
subclinica, pero no de hipocalcemia, hipomagnesemia o metritis. A su vez, la LH severa
disminuye el contenido de proteina lactea y aumenta la produccion de leche, pero a expensas
de una mayor movilizacion de reservas grasas corporales.
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DESCRIPCION DE LAS IMAGENES DE ULTRASONIDOS PULMONARES DE TERNEROS
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INTRODUCCION

La ultrasonografia se destaca por permitir una evaluacion en tiempo real, con imagenes
dinamicas, facilitando el seguimiento de la transicion fisiolégica del sistema cardiorrespiratorio
desde el ambiente intrauterino hasta la vida neonatal (Jung y Bostedt, 2004). En humanos se
observa un uso destacado de esta técnica, sin embargo ha sido poco explorada en la
neonatologia bovina. El objetivo de esta investigacién es describir imagenes ecograficas
pulmonares en neonatos bovinos nacidos con asfixia y sin asfixia.

MATERIAL Y METODOS

Se evaluaron terneros de la raza holandesa, provenientes de partos vaginales, con o sin
necesidad de intervencion en el parto. La evaluacion del puntaje de vitalidad mediante el “Calf
Vigor Score” se realizé de 0 a 10 minutos de vida, seguida de asistencia neonatal (Figura 1).
Se recolectaron 2 mL de sangre de la arteria coccigea para gasometria, utilizando el analizador
clinico portatil i-STAT (Abbott®), la cual se repitid a los 70 minutos de vida, con el fin de
clasificar al neonato en acidemia mixta transitoria o persistente. El ultrasonido pulmonar se
realizé inmediatamente después del nacimiento (de 0 hasta 30 minutos), 1h, 2h, 3h, 4h, 6h,
12h y 24h postnacimiento. Se utilizé el aparato Mindray modelo M5Vet, con una sonda lineal
transrectal de 38 mm Mindray modelo 7L4s de 3.5-13MHz, en una frecuencia de 6.5 MHz,
profundidad de 8.6 cm y ganancia de 54dB, tras la tricotomia y aplicacién de alcohol al 70%
para demarcar las ventanas de ultrasonido, desde el 7° hasta el 5° espacio intercostal. La
imagen obtenida de cada video registrado obedecia al criterio de mostrar el bucle con el mayor
numero o gravedad de artefactos. La propuesta de puntuacion para la evaluaciéon de las
imagenes de ultrasonido se baso en los estudios de neonatologia humana publicados por Brat
et al. (2015) y Raimondi et al., (2014).

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 presenta una propuesta de puntuacion para la interpretacion de las imagenes de
ultrasonido en perinatologia bovina: 0: Pulmén aireado, presencia de lineas A sin alteracion
pleural; 1: Pulmon parcialmente aireado, lineas A y hasta 3 lineas B; 2: Presencia de liquido
amnidtico, lineas B y/o “White lung”; 3: Area de atelectasia con incongruencia pleural."

Figura 1- Propuesta de puntuacion para la evaluacion del proceso de depuracién y complacencia
pulmonar en neonatos bovinos.
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La mayoria de los animales nacieron de distocias con intervencion, aunque la mayoria de los
neonatos no presentaron alteraciones en la estatica fetal. La puntuacion de vitalidad adoptada
no parece mostrar correlacién con el desarrollo de asfixia perinatal. Las imagenes obtenidas
indicaron cambios significativos a lo largo del tiempo, demostrando la rapida expansion
pulmonar en direccion caudo-craneal. Las Figuras 2 y 3 muestran la evolucion del patrén de
ultrasonido pulmonar de dos neonatos distintos, con o sin asfixia perinatal, segun la
interpretacion de la gasometria.

— ——— >
04:00

Figura 2 - Imagenes ultrasonograficas pulmonares secuenciales del 5° espacio intercostal derecho en
un ternero sano que no manifiesta asfixia perinatal.

00:00

Figura 3 - Imagenes ultrasonograficas pulmonares secuenciales del 5° espacio intercostal derecho en
un ternero que manifiesta asfixia perinatal.

CONCLUSIONES
La ultrasonografia pulmonar demostrd ser una herramienta prometedora para la evaluacion de

la adaptacién pulmonar a la vida extrauterina. Se necesitan estudios futuros para la validacion
del sistema de puntuacion propuesto.
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BROTE DE MASTITIS BOVINA CAUSADO POR Mycoplasma bovis and Mycoplasma
californicum EN UN REBANO LECHERO EN CHILE.

Outbreak of Bovine Mastitis due to Mycoplasma bovis and Mycoplasma californicum in
a Dairy Herd in Chile.

F. Ulloa', M. Goddard?, N. Canales?, D. Bérquez?, M. Penati®, E. Garcia?, and A. Mella?
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INTRODUCCION

Las infecciones intramamarias bovinas causadas por especies de Mycoplasma son una
preocupacién creciente en la industria lechera mundial. En los ultimos afios, se ha observado
un aumento en la prevalencia de mastitis causada por estos agentes, principalmente asociada
con lecherias de gran tamafo. Ademas de mastitis, las infecciones por Mycoplasma también
pueden estar asociadas a enfermedades respiratorias, otitis, trastornos reproductivos y artritis
(Nicholas et al., 2016, Gelgie et al., 2024). Las infecciones intramamarias causadas por
Mycoplasma son muy contagiosas, resistentes a los tratamientos con antibiéticos y pueden
afectar a varios cuartos, lo que reduce la produccién de leche y hace necesaria la segregacion
o la eliminacién de los animales infectados. Se han identificado varias especies de
Mycoplasma como agentes de mastitis en bovinos, pero entre ellas M. bovis causa los casos
mas graves. Estudios previos en Chile han identificado M. bovis, M. bovigenitalium y M.
alkalescens en leche de estanque, y M. alkalescens en vacas con mastitis subclinica (Ulloa et
al., 2021). Si bien la presencia de M. bovis en el estanque de leche indica que en el rebafo
hay al menos una vaca con infeccion intramamaria, hasta la fecha no se han reportado casos
de mastitis por este patdégeno en rebafios chilenos. Este estudio tuvo como objetivo describir
un brote de mastitis bovina causado por M. bovis y M. californicum en una lecheria de gran
tamano en Chile.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio transversal en un rebafo que tenia aproximadamente 1.500 vacas en
ordefio. El rebafo estaba en un sistema estabulado donde frecuentemente eran incorporadas
vacas provenientes de otras lecherias. La produccion diaria promedio era de 31,4 L y el
promedio de los recuentos de células somaticas (RCS) de los 2 meses anteriores al muestreo
era de 195.000 y 230.000 cél/mL. En julio de 2019, hubo un aumento en los casos de mastitis
clinica (MC) que no respondieron al tratamiento y de los cuales no se aislaron patégenos
mamarios comunes. Posteriormente, en agosto de 2019, se aislé Mycoplasma spp. de cuatro
muestras de leche de estanque. Después de dos meses, en octubre de 2019 se realizé una
visita para recolectar muestras de leche de vacas con mastitis.

Se incluyeron un total de 155 vacas con mastitis subclinica (RCS >200.000 cél/mL) o con MC.
Se recolectaron muestras de leche compuestas y de cuartos, las cuales se transportaron
inmediatamente para su analisis. Se realizd el cultivo estandar de leche para para aislar
patogenos comunes de mastitis y adicionalmente se realizé el cultivo especial de Mycoplasma
(Middleton et al., 2017). Los aislados de Mycoplasma se identificaron mediante PCR
convencional, secuenciacion del gen 16S ARNry secuenciacion del genoma completo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Como se observa en el cuadro 1, en el grupo de mastitis subclinica (n=106), se identificé M.
bovis en 5 muestras (4,72%) y M. californicum en 4 (3,77%). El grupo de MC (n=49) exhibi6
una mayor prevalencia de M. bovis, con 16 muestras positivas (32,65%), y M. californicum con
10 muestras positivas (20,41%) e infecciones mixtas con ambas especies en 3 vacas (6,12%).
Todos los aislamientos de M. bovis fueron confirmados mediante secuenciacion del gen 16S
ARNr, ANI y analisis de DDH, mostrando una alta similitud con la cepa M. bovis PG45.
Ademas, todos los aislados fueron identificados como ST60 por MLST.

La coinfeccidon con M. bovis y M. californicum en vacas con infeccién intramamaria muestra la
naturaleza compleja de estos brotes de mastitis. Factores como el tamafo del rebano, el
movimiento de los animales y las practicas de higiene inadecuadas se han asociado a la
presencia de Mycoplasma en los rebafios lecheros (Gelgie et al., 2024). Las Mycoplasma spp.,
especificamente M. bovis, estan presentes en Chile como causa de infecciones intramamarias
en vacas de lecheras. Se recomienda el seguimiento regular de la leche de estanque y la
realizacion de pruebas especificas a las vacas con sospecha de infecciones por Mycoplasma
para prevenir una mayor transmision de estos patégenos.

Cuadro 1. Especies de Mycoplasma identificadas en muestras de mastitis clinica y subclinica.

Resultado Mastitis subclinica Mastitis clinica Total

M. bovis 5 (4,7%) 16 (32,7%) 21 (13,6%)
M. californicum 4 (3,8%) 10 (20,4%) 14 (9,0%)
M. bovis + M. californicum - 3 (6,1%) 3 (1,9%)
Mpycoplasma spp. - 1(2,0%) 1(0,7%)
Negativa 97 (91,5%) 19 (38,8%) 116 (74,8%)
Total 106 (100%) 49 (100%) 155 (100%)
CONCLUSIONES

Este es el primer reporte de infecciones intramamarias causadas por M. bovis 'y M. californicum
en Chile, lo que enfatiza el riesgo potencial que estos patdgenos representan para los rebarnos
lecheros de la zona. Los hallazgos muestran la importancia de implementar medidas efectivas
de bioseguridad y programas de vigilancia para prevenir la propagacion de infecciones por
Mycoplasma en las lecherias chilenas.
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PREVALENCIA DE Mycoplasma spp. EN HISOPADOS NASALES DE TERNEROS DE
LECHERIAS Y LECHE DE DESCARTE EN EL SUR DE CHILE

Prevalence of Mycoplasma spp. in nasal swabs of dairy calves and waste milk in
southern Chile
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M. Salgado’.
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INTRODUCCION

Los micoplasmas son patégenos importantes que afectan a vacas y terneros de lecherias en
todo el mundo. En los ultimos afios, estos agentes han surgido como una causa importante de
infecciones intramamarias en vacas y una causa comun de infecciones respiratorias, otitis y
artritis en terneros. En los terneros, el modo primario de transmision es la via respiratoria
debido a la inhalacién de aerosoles, la ingestion de leche de vacas con mastitis o por contacto
nariz a nariz (Nicholas et al., 2016).

En Chile, estudios previos han descrito el aislamiento de M. bovis, M. bovigenitallium, M.
alkalescens y M. californicum en leche de estanque y muestras individuales de leche de vacas
(Ulloa et al., 2021), sin embargo, se desconoce la prevalencia de estos patdégenos en terneros.
Por lo tanto, este estudio tuvo como objetivo determinar la prevalencia de Mycoplasma spp.
en hisopados nasales de terneros de lecherias en el sur de Chile.

MATERIAL Y METODOS

Se realizdé un estudio transversal durante julio y septiembre de 2023 para investigar la
prevalencia de Mycoplasma en hisopados nasales de terneros menores a 60 dias en las
regiones de Los Rios y Los Lagos. Se realizd6 un muestreo multietapa que considerd la
seleccion por conveniencia de 40 rebafos lecheros, mientras que, en la segunda etapa, se
seleccionaron aleatoriamente el 10% de los terneros presentes en cada lecheria. El tamafio
de la muestra se calculé basado en un 5% de margen de error, un 95% de nivel de confianza
y una prevalencia esperada de un 50%, lo que resultd en una muestra minima de 384
animales. Adicionalmente, se obtuvieron muestras de leche de descarte y se aplicé una
encuesta para caracterizar las lecherias.

Las muestras de leche de descarte y los hisopos nasales obtenidos se enviaron
inmediatamente al laboratorio a 0-4°C para su analisis. Las muestras fueron enriquecidas en
caldo Hayflick modificado por 72 h. Posteriormente, se traspasaron 50 uL del caldo en una
placa de agar Hayflick modificado de acuerdo con el protocolo descrito por Ulloa et al., (2021).
Simultaneamente, las muestras de leche de descarte se inocularon directamente en las placas
sin el paso de enriquecimiento. Las placas se incubaron a 37°C con 10% de CO: y se
examinaron a los 5-12 dias de incubacion para detectar las colonias tipicas. Posteriormente,
se extrajo el ADN de las colonias sospechosas con un kit comercial QlAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Germany), utilizando el protocolo recomendado por el fabricante. La
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identificacion de las colonias se realizé utilizando la secuenciacion del genoma completo,
analisis de indices OGRI y analisis filogenéticos. Posteriormente, se realizé un analisis
descriptivo para caracterizar la poblacion del estudio basado en las pruebas diagndsticas y en
las respuestas de la encuesta.

RESULTADOS Y DISCUSION

En total se muestrearon 589 terneros desde los cuales en 29 (4,58%) se obtuvieron muestras
positivas para M. bovirhinis. No se detectaron otras especies de Mycoplasma en las muestras.
Las muestras positivas provenian de 14 de 40 lecherias (35,0%), lo que sugiere que M.
bovirhinis esta ampliamente distribuido en terneros de lecherias en el sur de Chile. La
positividad promedio en los rebafios fue de 16,0% (2,0-40,0%). La mayoria de las lecherias
eran sistemas pastoriles biestacionales. Los terneros eran criados principalmente en
ternereras colectivas con capacidad para 5-10 terneros. La mayoria de las lecherias
alimentaba a los terneros con leche de descarte y leche de estanque. De acuerdo al tamafio
del rebano, el 21% de los rebafios pequefios, el 33% de los medianos y el 47% de los grandes
tenian al menos una muestra positiva a M. bovirhinis. Este especie es un microorganismo
comensal que habita en el tracto respiratorio y en los 6rganos reproductivos de bovinos. A
menudo esta involucrado en infecciones respiratorias asociado con M. bovis, Mannheimia
haemolytica, Pasteurella multocida and Haemophilus somnus (Frucchi et al., 2024). Es
importante considerar que los hisopados nasales tienen menor sensibilidad que los hisopados
tonsilares o el lavado traqueobronquial, y el cultivo es menos sensible que otras técnicas como
la PCR, por lo que es probable que la prevalencia real de M. bovirhinis esté subestimada.

Respecto a la deteccién de Mycoplasma spp. en leche de descarte, estos no fueron aislados
desde ninguna muestra. Hay evidencia que la prevalencia de Mycoplasma en el calostro y en
los casos de mastitis clinica es baja en rebafios endémicamente infectados. Sin embargo,
otras técnicas de diagndstico, o muestreos seriados pueden ser necesarios para detectar
Mycoplasma en este tipo de muestras. Considerando estos hallazgos, estudios futuros
deberian profundizar en la identificacion de los factores de riesgo asociados con M. bovirhinis
en terneros lecheros y explorar la genotipificacion de los aislamientos para una comprension
mas completa de la dinamica de estas bacterias.

CONCLUSIONES

Mycoplasma bovirhinis esta ampliamente distribuido en terneros de lecherias en el sur de Chile
con una baja prevalencia, sin embargo, no se detectaron otras especies de Mycoplasma.
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EFICACIA DEL TRATAMIENTO CON IONES DE COBRE SOBRE BACTERIAS Y
RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS CONTENIDOS EN LA LECHE DE DESCARTE BOVINA
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INTRODUCCION

La leche de descarte posee una gran cantidad de bacterias y residuos de antibiéticos, sin
embargo, es ampliamente utilizada por los productores lecheros para la alimentacion de
terneros. Los terneros alimentados con leche de descarte sin tratar tienen una mayor
incidencia de diarrea, menores ganancias de peso y un mayor riesgo de desarrollar bacterias
resistentes a los antimicrobianos (Maynou et al. 2017, Penati et al., 2021). Aunque la
pasteurizacion es eficaz para controlar los microorganismos, algunos patdgenos tienen la
capacidad de resistir este proceso térmico. Ademas, la pasteurizacion no tiene efecto sobre
los residuos antibidticos (Ricci et al., 2017). A lo largo del tiempo, se han evaluado diversos
métodos para degradar los residuos de antibidticos, pero hasta ahora, ninguno ha sido
implementado con éxito en la practica (Ricci et al., 2017). Estudios previos han mostrado la
efectividad de los iones de cobre para inactivar bacterias y afectar la deteccién de penicilina
en leche artificialmente contaminada, sin embargo, su aplicacioén en leche de descarte aun no
ha sido evaluada (Steuer et al., 2018; Ulloa et al., 2024). Es por ello por lo que este estudio
tuvo como objetivo, evaluar la eficacia de un tratamiento basado en iones de cobre, sobre las
bacterias y los antibioticos contenidos en la leche de descarte bovina.

MATERIAL Y METODOS

Se realizd un estudio experimental, con un muestreo longitudinal durante siete semanas en
una lecheria ubicada en la regién de Los Lagos, que tenia aproximadamente 1,400 vacas en
ordena. Se recolectaron 7 muestras de leche de descarte desde un estanque dispuesto para
su almacenamiento. Las muestras fueron recolectadas, transportadas al laboratorio y tratadas
con iones de cobre segun el protocolo descrito por Steuer et al (2018). Se obtuvieron
submuestras en triplicado antes del tratamiento con iones de cobre, a los 15 y 30 minutos de
tratamiento. Se realizaron analisis microbioldgicos para evaluar el impacto del tratamiento con
iones de cobre en la leche de descarte en todas las muestras obtenidas. Estos analisis
involucraron la deteccion y cuantificacion de poblaciones bacterianas relevantes para la
calidad de la leche y la salud animal a través de cultivo y qPCR. Los analisis incluyeron el
recuento bacteriano total (RBT), recuento de coliformes totales, recuento de Streptococcus
spp., recuento de Staphylococcus spp., deteccion de Listeria spp., deteccion de Salmonella
spp., deteccién de Mycoplasma spp., deteccién de Mycobacterium bovis y Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis. Adicionalmente, se utilizd una técnica de analisis
metagendmico basado en metabarcoding del gen 16S ARNr en una muestra para conocer las
comunidades microbianas antes del tratamiento. Adicionalmente, se realizé la deteccion de
residuos de antibiéticos en todas las muestras de leche utilizando el método rapido de prueba
IDEXX SNAPduo ST Plus Test (Idexx Laboratories Inc., Westbrook, ME). El analisis de datos
se realizo utilizando el software R (v4.2.1; R Core Team 2022) y Excel 2016 (Microsoft Corp.,
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Redmond, WA). Se us6 la prueba de rangos con signo de Wilcoxon para determinar las
diferencias significativas en las concentraciones de bacterias antes y después del tratamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

Antes del tratamiento, el RBT promedio de las muestras de leche de descarte fue de 4,0 x 10°
UFC/ml, 1,7 x 10* UFC/ml para coliformes, 2,6 x 10¢ UFC/ml para Streptococcus spp. y 5,4 x
102 UFC/ml para Staphylococcus spp. No se detectdé Salmonella spp., Mycoplasma spp. o
Mycobacterium spp. Cabe destacar que el RBT indicO de manera consistente una alta
concentracion bacteriana en la leche de descarte, lo que sugiere la presencia de una poblacion
significativa de bacterias ambientales y patdgenas.

Debido a las limitaciones de los métodos basados en cultivos, que solo detectan bacterias que
pueden crecer en condiciones especificas, se empled una prueba auxiliar para complementar
la informacion obtenida del cultivo. El analisis metagenémico mostré una comunidad
bacteriana muy diversa, con algunos grupos abundantes coincidentes con los detectados
mediante cultivo. Los grupos mas abundantes revelados por el analisis metagendmico fueron
Lactococcus (29,94%), Pseudomonas (28,89%) y Enterobacteriaceae (21,19%).
Adicionalmente, se detectaron en baja abundancia bacterias como Coxiella burnetii, Listeria
spp., S. aureus, Histophillus somni, Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa,
Corynebacterium spp., Fusobacterium necrophorum, Rhodococcus spp., and Trueperella spp.
El tratamiento con iones de cobre redujo significativamente los recuentos bacterianos a los 15
minutos. El recuento total de bacterias disminuyo a 2,7x10® UFC/ml, Streptococcus a 1,5x10?
UFC/ml Staphylococcus spp. a 1,1x102 UFC/ml y Coliformes a 1,8x10? UFC/ml. Después de
30 minutos, el recuento bacteriano total fue de 1,1x10? UFC/ml, mientras que los otros grupos
no se detectaron. El tratamiento con iones de cobre sobre la leche de descarte bovina en este
estudio mostré una eficacia significativa, reduciendo la concentracion de bacterias totales en
mas del 99,9% después de 15 minutos de tratamiento, con menos de 150 UFC/mL detectados
después de 30 minutos de tratamiento. En cuanto al efecto del tratamiento sobre los
antibidticos, el resultado muestra que hubo un efecto sobre la deteccién de residuos de
antibidticos en la leche de descarte después de 30 min, pero este resultado no es concluyente
porque solo fue evidente en una de las muestras (1 de 7). Se ha descrito que la degradacion
de la penicilina G puede ocurrir por hidrélisis seguida de la oxidacion de los productos de esta
hidrdlisis (Ulloa et al., 2024).

Si bien el tratamiento con iones de cobre ha mostrado resultados prometedores en la
eliminacion de bacterias de la leche de descarte, es esencial realizar una evaluacién integral
de su aplicaciéon en la alimentaciéon de terneros y su impacto potencial en la salud de los
terneros.

CONCLUSIONES

El efecto del tratamiento con iones de cobre sobre los diferentes grupos bacterianos fue eficaz
en reducir las concentraciones de bacterias, pero mostré un efecto limitado en la deteccion de
antibidticos en las muestras analizadas.
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INTRODUCCION

Las vacunas multivalentes atenuadas o inactivadas a menudo se utilizan para controlar la
infeccién por el virus de la diarrea viral bovina (BVD)), que es un problema importante para la
ganaderia en todo el mundo. Las vacunas inactivadas monovalentes y las modificadas vivas
(MLV) pueden no ofrecer una proteccion adecuada debido a la divergencia antigénica entre
los genotipos BVDv1 y BVDv2, las vacunas que contienen el mismo subgenotipo que genera
la enfermedad permiten la eliminacién de los animales persistentemente infectados (Kelling,
2004). El objetivo de este trabajo fue desarrollar un prototipo de vacuna contra DVB tomando
en cuenta los subgenotipos de la proteina viral E2 de los virus circulantes en el pais, lo que
permite un mejor manejo del control de la enfermedad.

MATERIAL Y METODOS

Para identificarlas cepas virales circulantes en el pais, y realizar la formulacién de la vacuna,
se realiz6 aislamiento viral en predios infectados desde Maule hasta Magallanes, entre enero
de 2019 y diciembre de 2022. Para esto se analizaron 1955 muestras de suero mediante
ELISA, encontrando anticuerpos contra BVDv en 1636 muestras y virus en 132 muestras
positivas para el antigeno BVDv, se realizé secuenciacion en ellas y en las muestras de la
biblioteca de sueros del SAG en Osorno. Se encontraron cinco subgenotipos diferentes para
la proteina E2 (1aE2, 1bE2, 1cE2, 1dE2 y 1eE2).

Las proteinas E2 de los genotipos seleccionados se produjeron en células CHO-K1. Las
secuencias génicas se insertaron en un vector de expresion y se transfectaron en las células.
Los clones se seleccionaron mediante fluorescencia de GFP en un citémetro de flujo. Las
proteinas E2 se purificaron de clones amplificados en medio RPMI. Se us6 cromatografia de
afinidad con niquel y se cuantificaron las proteinas mediante BCA y SDS-PAGE.

La vacuna candidata se formulé con proteinas E2 purificadas de los cinco subgenotipos
secuenciados (1aE2, 1bE2, 1cE2, 1dE2 y 1eE2). Se produjeron en cultivos celulares de
mamiferos y se purificaron mediante cromatografia de afinidad con metales inmovilizados. Se
utilizé Montanide ISA 50 V2 como adyuvante, en una proporcion de 60/40 de fase
acuosa/aceite (Couvreur et al., 2007). El grupo con vacuna comercial utilizé CattleMasaterVR
Gold FP 5 (Zoetis, USA), y el grupo placebo se inyecté con PBS. La vacuna candidata se probd
en 24 ovinos para ajustar la dosis y luego en bovinos (24 en total serolégicamente negativos
a BVDv). La vacuna candidata, la comercial y el placebo se aplicaron en el dia 0 y 21, se
evaluo la respuesta humoral, celular y signologia clinica tipo (respiratoria, digestiva, coloracion
mucosas) hasta los 56 dias.
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Para evaluar la respuesta inmune celular se aislaron células mononucleares periféricas que
fueron estimuladas con los antigenos E2 y se evaluaron los marcadores de respuesta celular
mediante RT-gPCR. La concentracion de IFN-y en los sobrenadantes de cultivos de PBMCs
se determin6 mediante el ELISA Flex comercial. Se realizé ensayo de seroneutralizacion viral
en cultivo celular para medir los titulos de anticuerpos(Chung et al., 2018).

Dependiendo de la homogeneidad de varianzas y la normalidad de los datos, se usaron
métodos paramétricos (ANOVA y Bonferroni) o no paramétricos (Kruskal-Wallis, Mann-
Whitney, Wilcoxon, Friedman y Dunn). Se considerd confianza del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los subgenotipos identificados mediante el screening seroldgico fueron aproximadamente
80% BVDv1by 20% BVDv1d, con cinco subgenotipos secuenciados (1aE2, 1bE2, 1cE2, 1dE2
y 1eE2).

Una mezcla equimolar de proteinas E2 formulada en un adyuvante de aceite en agua conformé
el candidato a vacuna que indujo una alta respuesta humoral (p<0,05) a dosis de 50, 100 y
150 mg en ovejas vacunadas. También se observé una alta inmunogenicidad (p<0,05) en
bovinos a una dosis de 50 mg, donde los cinco antigenos utilizados en la formulacion
contribuyeron a los niveles de anticuerpos, lo cual es concordante con lo reportado por
Gonzalez et al., (2021).

El titulo de anticuerpos fue similar al de la vacuna comercial en el ultimo tiempo evaluado (56
dias) (p>0.05). La respuesta celular mostré un aumento significativo (p<0.05) en los niveles de
transcripcion de citoquinas Th1, mientras que los niveles de transcripcion de la citoquina Th2
IL-4 y el control negativo fueron similares (p>0.05).

Estos resultados sugieren que el prototipo de vacuna podria convertirse potencialmente en
una vacuna multivalente eficaz contra la infeccién por el virus de la diarrea viral bovina,
considerando los serotipos presentes en Chile

CONCLUSIONES

Los altos niveles de anticuerpos neutralizantes demostraron que la efectividad del candidato a
vacuna fue similar a la observada en el suero de animales vacunados con la vacuna comercial,
siendo una herramienta potencial para el efectivo control de la BVD en Chile.
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DESARROLLO DE UNA PRUEBA DE DIAGNOSTICO INMUNOHISTOQUIMICO PARA

IDENTIFICAR Coxiella burnetii EN FETOS BOVINOS ABORTADOS: ESTUDIO
RETROSPECTIVO EN 53 ABORTOS DE CAUSA INDETERMINADA

Development of an immunohistochemical diagnostic test to identify Coxiella burnetii in
aborted bovine fetuses: Retrospective study of 53 abortions of undetermined cause
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(UACh), Valdivia, Chile; 2 Instituto de Patologia Animal, Facultad de Ciencias Veterinarias,
UACh, Valdivia, Chile. vleyan@uach.cl

INTRODUCCION

La bacteria Coxiella burnetii esta presente en rumiantes, gatos, perros, aves y otros animales
silvestres, habitualmente sin presentar signos. En rumiantes puede producir abortos, crias
débiles o problemas reproductivos (Agerholm 2013, Gisbert et al., 2024). En Chile, se han
producido 2 brotes importantes (1998 y 2017), que han afectado la salud publica. Sin embargo,
no se han desarrollado pruebas diagndsticas para demostrar la presencia de la bacteria
asociada al aborto. Este estudio, en el marco del Proyecto FIA PYT 2021-0205 plante6 como
objetivo desarrollar una prueba de diagnéstico inmunohistoquimico para identificar C. burnetii
en tejido de aborto bovino, asi como, pesquisar la presencia de la bacteria en fetos bovinos
sin diagnostico examinados en el Instituto de Patologia Animal de la UACh entre 2016 y 2023.

MATERIAL Y METODOS

La produccion de anticuerpos anti C. burnetii se realizé en conejos mediante inmunizacion con
la bacteria obtenida de la vacuna Coxevac® emulsionada con adyuvante completo e
incompleto de Freund segun protocolos establecidos en nuestro laboratorio y autorizados por
el Comité de Bioética de la UACh. Los anticuerpos fueron purificados y luego validados
mediante Elisa. La prueba inmunohistoquimica se desarrolld utilizando los anticuerpos anti C.
burnetii mediante el método de Complejo Avidina Biotina, estandarizado y validado en nuestro
laboratorio con tejidos cedidos por el Dr. Francisco Uzal (EEUU). Para el estudio retrospectivo
se realizd una revisidn de las fichas de necropsias de abortos bovinos realizadas en
Laboratorio de Anatomia Patolégica del Instituto de Patologia Animal (UACh), con diagndstico
de aborto inespecifico entre 2016 y 2023. Se seleccionaron 53 casos provenientes de las
regiones de a La Araucania, Los Rios y Los Lagos, en los que se contaba con placenta y/o
tejidos del feto incluidos en parafina, a los cuales se les aplico el método inmunohistoquimico.

RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados de la inmunizacién en conejos obtenidos por ELISA demostraron altos titulos
de anticuerpos anti C. burnetii (Figura 1).

ELISA IgG Conejo Anti C. burnetii Fig. 1. ELISA, IgG de conejo anti C. burnetii
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La prueba inmunohistoquimica se validé con tejidos placenta de cabras con fiebre Q (Figura
2).

Fig. 2. Placenta de aborto de cabra, células del trofoblasto con distintas tinciones A:
Hematoxilina-Eosina, B: Tincion Macchiavello para bacterias intracelulares (rojo), C:
Inmunohistoquimica para C. burnetii, D: Control negativo.

La inmunohistoquimica es un método altamente especifico y confirmatorio, como se observa
en la imagen C la intensa tincion de células del trofoblasto con el método inmunohistoquimico
desarrollado (anticuerpo 1:8000), une especificamente C. burnetii.

Siendo el aborto la principal fuente de diseminacion de la enfermedad, la identificacion de la
bacteria asociada a los tejidos del aborto se hace muy necesario. En este sentido, la prueba
inmunohistoquimica otorga la certeza de la presencia de la bacteria en la causa del aborto. En
consecuencia, los resultados de este estudio aportan una potente herramienta para el
diagndstico de fiebre Q (Macias-Rioseco et al., 2019).

La aplicacion de la técnica inmunohistoquimica a los tejidos del estudio retrospectivo resultd
negativa en todos los casos, lo que confirma que la causa del aborto no fue causada por C.
burnetii.

CONCLUSIONES

Los resultados permiten concluir que se logré desarrollar un anticuerpo anti C. burnetii para su
uso en analisis inmunohistoquimicos, especificamente en la identificacion de la presencia de
C. burnetii asociada a lesiones tisulares en aborto bovino.

El uso de la prueba inmunohistoquimica en tejidos de 53 fetos bovinos abortados sin causa
determinada examinados entre 2016 y 2023 permite concluir que la infeccion por C. burnetii
no fue la causa de aborto en los casos examinados.

La aplicaciéon de la prueba en tiempo real a los abortos que se denuncian al SAG permitira
contribuir a un sistema de vigilancia y control de la enfermedad en el pais.
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¢EI LUGAR DONDE OCURRE EL PARTO TIENE EFECTO SOBRE LA VITALIDAD E
INMUNIDAD DEL TERNERO RECIEN NACIDO EN SISTEMAS PASTORILES?

Does the calving site influence the vitality and immunity of the newborn calf in grazing
dairy systems?
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INTRODUCCION

Al momento del parto, las vacas buscan lugares apartados del rebafio y que les otorguen
proteccion, conducta que es importante para fortalecer el vinculo con su cria (Rgrvang et al.,
2018) y, consecuentemente, favorecer una adecuada ingesta de calostro (Zobel et al., 2020).
En sistemas lecheros pastoriles, el parto generalmente ocurre en potreros colectivos
desprovistos de proteccion natural (ej. arboles, arbustos) o artificial, que permitan la expresion
de este comportamiento. Por tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de
proporcionar areas con refugio natural y artificial a vacas y vaquillas al momento del parto, y
determinar el efecto de esta preferencia sobre la vitalidad y transferencia de inmunidad pasiva
en el ternero.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se llevd a cabo en la Estacion Experimental Agropecuaria Austral de la Universidad
Austral de Chile ubicada en Valdivia, donde se observo el parto de 46 vacas Holstein (16
nuliparas y 30 multiparas) ocurridos durante los meses de julio a septiembre del afio 2024
(Proyecto Fondecyt N°1230962). Los animales fueron mantenidos en un potrero de rezago de
pradera de superficie de 8.450m?y en el cual tenian acceso libre a areas de refugio natural y
artificial. Los comederos y bebederos se encontraban al centro del potrero, a distancia similar
de ambas areas de refugio. El area de refugio artificial correspondié al otorgado por 3
estructuras metalicas de 18m? cada uno distribuidas en el potrero, y el de refugio natural a un
area de aproximadamente 400m? protegida por el follaje de arboles y arbustos. La composicién
del grupo fue dinamica, ya que las vacas eran trasladadas al potrero 16 dias (+ 9; DE) antes
de la fecha probable de parto y retiradas junto a su ternero entre 3 y 10 horas después del
parto. Doce video camaras se instalaron en diferentes lugares del potrero y a través de la
observaciéon de los videos se logré identificar el lugar (potrero abierto, refugio natural o
artificial), fecha y hora del parto. Posteriormente, los videos fueron evaluados de manera
continua por un periodo de 120 minutos para observar en los terneros el tiempo (latencia) en
que ocurrio el primer intento de pararse, pararse exitosamente e intento de mamar. Los
terneros fueron evaluados en dos oportunidades: a las 8 (x 0,3) y 30 horas (+ 0,3) post
nacimiento, donde se determinaron parametros relacionados con la vitalidad como la
presencia de meconio al nacimiento, reflejos de succion y palpebral, respuesta a estimulos y
frecuencias cardiaca y respiratoria (Calf vigor scorer®, 2024), con un puntaje maximo de 27 y
18 puntos respectivamente. A su vez, durante la segunda evaluacion se obtuvo una muestra
de sangre por venopuncion yugular, la cual fue centrifugada y el suero utilizado para
determinar a través de reflectometria la concentracion de proteinas totales. Para el analisis
so6lo se incluyeron los videos de partos que no presentaron interrupciones durante el periodo
de observacion, dejando un total de 26 vacas (7 nuliparas y 19 multiparas) con sus respectivos
terneros. El uso de refugios se contrasté como proporcion a través de una prueba exacta de
Fisher. Las latencias conductuales, parametros de vitalidad y proteinas séricas se analizaron
a través de una prueba Kruskal-Wallis, debido a que los datos no se distribuyeron
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normalmente. La obtencién de un valor de P en un rango entre 0,1 y 0,05, se consideré como
tendencia estadistica.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los 26 partos registrados, 17 ocurrieron en el &rea de refugio (53% y 47% en refugio natural
y artificial, respectivamente) y 9 en el area abierta del potrero (65% vs. 35%; P = 0,051; IC
95% = 0,99 — 13,09), indicando una tendencia de las vacas a buscar entornos que ofrezcan
proteccién al momento del parto. Las variables conductuales evaluadas en los terneros
presentaron valores similares entre los tres lugares de parto (P > 0,1; Cuadro 1). Uno de los
terneros nacido en refugio artificial no presenté la conducta de intento de mamar. Los puntajes
de vigor presentaron valores adecuados en todos los lugares de parto, siendo similares entre
ellos (P > 0,1). La evaluacion de las proteinas totales séricas evidencié una diferencia entre
los lugares de parto, observandose un menor valor en aquellos terneros nacidos en potrero
abierto (P = 0,05; Cuadro 1), indicando una falla en la transferencia de inmunidad pasiva de
éstos. Sin embargo, se desconoce si esto ocurrié debido a que los terneros presentaron un
menor tiempo de amamantamiento u a otro factor que no fue determinado en el estudio.
Valores menores a 5,1 g/dL son indicativos de un estado inmunitario deficiente y esta asociado
con mayor riesgo de morbilidad y mortalidad neonatal (Lombard et al., 2020). Estos resultados
sugieren que otorgar areas protegidas dentro de los potreros en que se mantienen vacas al
parto es beneficioso tanto para el bienestar de la vaca como para la salud de su cria.

Cuadro 1. Mediana y rango (min — max) de latencia de ocurrencia de conductas, puntajes de
vigor y proteinas totales séricas segun lugar de parto en terneros recién nacidos.

Lugar de parto

item Refugio artificial Refugio natural Potrero abierto P
(n=8) (n=9) (n=9)
Intento de pararse (min) 17 (3 - 68) 14 (3 - 59) 16 (5 —40) 0,98
Pararse exitosamente (min) 30 (3-111) 19 (9-74) 28 (17 — 54) 0,77
Intento de mamar (min) 45 (23 - 114) 33 (18 -99) 41 (17 - 118) 0,55
Vigor primer examen (puntos) 25 (24 - 27) 26 (9 — 26) 25 (23 - 26) 0,94
Vigor segundo examen (puntos) 17 (15-18) 18 (15-18) 17 (16 — 18) 0,68
Proteinas totales séricas (g/dL) 6,7 (4,7 -8,2) 6,2 (5,8-9) 4,6(3,9-8) 0,05
CONCLUSIONES

Vacas mantenidas en potreros prefieren parir en areas que ofrecen refugio, ya sea natural o
artificial. Los terneros nacidos en zonas desprotegidas mostraron una tendencia a tener una
transferencia de inmunidad pasiva inferior en comparaciéon con los nacidos en areas con
refugio, aunque esta diferencia no afecto su vitalidad en las primeras horas de vida.
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CARACTERIZACION Y CALIDAD DE CARNE POR ULTRASONIDO
Characterization and Quality of meat by Ultrasound
Jorge Daniel Ferrario MV
Email: jorgeferrario@me.com
INTRODUCCION

Tradicionalmente las ecografias de carcasa se utilizan para la evaluacion de la capacidad
carnicera de los reproductores, posibilitando estimar en el animal vivo la musculosidad, la
capacidad de deponer grasa (o blandura de engrasamiento) y la calidad de la carne, mediante
un método no invasivo, permitiendo utilizar esta informacién en las evaluaciones genéticas de
reproductores. Con casi 20 afios de aplicacion en la Argentina, ha demostrado ser una técnica
de facil aplicacion en sistemas ganaderos y que provee de mediciones confiables y seguras.

La diversificacion del mercado de la carne en los ultimos afios ha generado a partir de
demandas especificas de los compradores diferencias en los sistemas de produccion, desde
empresas dedicadas a producir animales para consumo, hasta empresas enfocadas en un
producto para exportacion, en general con algunos atributos diferentes a lo solicitado por el
mercado interno, como ser animales mas grandes, determinados niveles de terminacion e
incluso la presencia de determinado grado de grasa intramuscular.

Actualmente el mercado de la carne esta regido por la subjetividad, compradores y vendedores
tienen pocos elementos para discriminar productos de calidad superior, esto conlleva en
muchas oportunidades a que los compradores pagan sobreprecios por productos que no
terminan siendo lo que parecen, o que los productores reciban un precio inferior del que
deberian obtener por un producto de calidad.

En esta diversidad de escenarios productivos la ecografia se presenta como una herramienta
que permite obtener valores objetivos de situacién y desempefio de los novillos, vaquillonas y
otras categorias, volviéndose una herramienta de planificacion en los sistemas de
clasificacion, engorde y que ademas permite pactar precios justos tanto para compradores
como para vendedores segun el producto que se esta entregando.

La técnica se basa en la obtencién de imagenes en dos sitios anatdomicos particulares, y a
partir de estas imagenes determinar tres mediciones:

a) el area de ojo de bife (AOB),
b) el espesor de grasa dorsal o de cobertura (EGD) y
c) el porcentaje de grasa intramuscular (%GIM).

Las primeras dos determinaciones se realizan en una imagen de un corte transversal del
musculo longissimus dorsii entre las costillas 12 y 13 (Figura 1 izquierda)

La determinacion del AOB nos da el nivel de musculosidad del animal, relacionado con el
potencial de crecimiento, el rendimiento al gancho, y sobre todo con el rendimiento de cortes
luego de despostar la res. Por su parte el EGD mide de manera muy certera la cantidad de
cobertura grasa que tiene un animal, especificando el “nivel de terminacién”. Mientras que el
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% GIM (grasa intramuscular) medido en una imagen en sentido longitudinal paralelo a la
columna del animal en el mismo sitio que la imagen anterior (Figura 1, derecha), esta
relacionado con la calidad de la carne medida por la escala de marméreo o marbling, siendo
la caracteristica mas buscada por los mercados de alto valor agregado, algo imposible de
determinar mediante observacién en el animal en vivo.

Figura 1. Derecha: Imagen utilizada para determinar el Area de Ojo de Bife y el Espesor de
Grasa Dorsal. Izquierda: Imagen utilizada para determinar el porcentaje de grasa
intramuscular.

PROPUESTA
La ecografia de carcasa en los sistemas de engorde propone resolver dos problematicas:
1. Clasificacion de tropas de venta

Pasados ya el 70 — 80% del tiempo de engorde, cuando los novillos y/o vaquillonas comienzan
a alcanzar una gordura cercana a la terminacion, la determinacién de Espesor de Grasa Dorsal
y/o lumbar o P8, posibilita conocer el nivel de engrasamiento logrado. Con esta informacién se
pueden programar las ventas, animal por animal, ofreciendo un producto homogéneo basado
en lo que el mercado solicita, a este concepto lo definimos como “alimentar hasta cierto
punto”, el punto puede estar determinado por el mercado, o bien por la necesidad de contener
los costos de produccion vendiendo los animales con el minimo de grasa requerido, evitando
dias de encierre de malas conversiones de alimento. Es frecuente encontrar que en animales
mas angulosos o menos musculosos se necesita un nivel de grasa muy elevado para
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observarlos redondeados, en este punto la ecografia es una herramienta que contribuye a
eliminar dias de conversiones poco favorables. Hemos venido haciendo ecografias
seriadas para evaluar deposicion de la grasa dorsal y lumbar, en funciéon de las razas,
alimentacién, ambiente, donde el diagndstico en esta caracteristica es interesante.

La otra medicién que venimos haciendo es el de grasa intramuscular con una correlacién que
supera el 88 % entre el animal vivo y las canales. Es en este momento donde puede
determinarse la cantidad de grasa intramuscular infiltrada en el musculo, caracteristica que
confiere a la carne jugosidad, palatabilidad y terneza, asi podran definirse destinos
comerciales para los diferentes novillos, accediendo con un producto de alta calidad a
mercados de mayor valor comercial.

2. Clasificacion de tropas al momento de encierre.

A poco tiempo de iniciar el engorde, finalizada la adaptacién a la alimentacién intensiva, es
posible clasificar los animales en funcion del area de ojo de bife y del espesor de grasa
subcutanea, (dorsal y/o lumbar P8).

Esta informacion en conjunto con los pesos de los novillos permitira armar corrales
homogéneos, es frecuente que animales con pesos similares presenten diferencias en el nivel
de engrasamiento, en consecuencia, los tiempos a la terminacion seran diferentes.
Combinando el espesor de grasa subcutanea junto con el peso se obtendran lotes de animales
mas parejos y menos variables. Esta informacién adicionalmente permitira planificar la
alimentacién de los corrales, permitiendo proyectar dias de comida.

Por otro lado, la determinacién del area de ojo de bife y su relaciéon con el peso vivo permitira
identificar animales mas musculosos y por lo tanto con mayor potencial de crecimiento, estos
animales en general son los mas eficientes en convertir alimento en carne, por una mayor
proporcion de musculo en cada kilo ganado, siendo ademas los novillos donde se logran ganar
mas kilos sin sobre engrasarse.

Las razas continentales y las sintéticas han demostrado ser animales con mucho potencial
para satisfacer las demandas de mercados que demandan calidad. En la siguiente tabla se
presentan los resultados promedio de una tropa de 180 animales engordados durante 104 dias
con destino de producciéon Cuota 481 “High quality beef UE”.

Tabla 1. Peso, area de ojo de bife (AOB), espesor de grasa dorsal (EGD) y porcentaje de
grasa intramuscular (GIM) de novillos Braford engordados a corral.

Peso Final AOB EGD % GIM
(kg)
Promedio 429 62,4 8,5 2,9
Desvio 32 4,6 1,6 0,6
estandar
Variacion % 7,41 7,33 18,19 21,03
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TECNICA DE ULTRASONIDO COMO HERRAMIENTA DIAGNOSTICA

La técnica de ultrasonidos como diagndstico en cantidad y calidad de carne se utiliza en lo
siguiente:

- Evaluaciones genéticas

- Sistemas de engorde

- Seleccion de animales

- Tipificacién objetiva en los frigorificos

El uso de la técnica del ultrasonido tiene una gran demanda para los técnicos en los programas
de mejoramiento genético, donde el mismo debe hacer un curso de entrenamiento y
certificacion para poder participar en dichos programas, con equipos de captura de imagenes
y enviar a los centros de interpretacion de imagenes para los posteriores Dep’s en
caracteristicas de carcasa.

Lo apuntado arriba sobre los sistemas de engorde y su gran impacto en la homogeneidad de
los animales, el engorde justo, no el exceso de grasa.

En la seleccion de animales, la importancia de la facilidad de deposicién de grasa y su
correlacion con la fertilidad en hembras, hemos presentados trabajos en hembras de
reposicion donde animales de igual raza, ambiente, alimentacion, la que presenta mayor
grados en engrasamiento, ejemplo 4,5 mm en razas britanicas, el ovario empieza a ciclar, al
igual y con menos milimetros de grasa en cadera, casos razas indicas.

Seleccion del sitio de escaneo

Area de ojo de lomo y
espesor de grasa dorsal.
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IMPACTO Y ESTRATEGIAS DE CONTROL DE COCCIDIOSIS Y CRIPTOSPORIDIOSIS
EN TERNEROS: ENFOQUES INTEGRALES PARA MEJORAR LA SALUD ANIMAL.

Impact and control strategies of coccidiosis and cryptosporidiosis in calves: integral
approaches to improve animal health.

F. Fredes

Departamento de Medicina Preventiva Animal, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
(FAVET), Universidad de Chile.

ffredes@uchile.cl

Tanto la coccidiosis como la criptosporidiosis son producidas por endoparasitos
gastrointestinales, protozoarios del phylum Apicomplexa. En la especie bovina el agente
causal de la coccidiosis pertenece al género Eimeria, en tanto que el de la criptosporidiosis es
del género Cryptosporidium.

En el caso de la coccidiosis bovina, se han descrito mas de 20 especies de Eimeria en las
heces del ganado vacuno en todo el mundo. Sin embargo, se ha reportado que solo Eimeria
auburnensis, Eimeria alabamensis, Eimeria bovis'y Eimeria zuernii suelen asociarse con la
enfermedad clinica, indicandose que experimentalmente las otras especies de Eimeria no se
consideran patégenos importantes. Asi también se ha descrito que las infecciones mixtas son
comunes y pueden aumentar la patogenicidad, en tanto que todas las especies
de Eimeria bovina son especificas de hospedador.

Por otro lado, y hasta la fecha, se han reportado cuatro especies de Cryptosporidium en
el ganado bovino y estas son Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium
andersoni, Cryptosporidium bovis 'y Cryptospridium ryanae. A pesar que todas estas
especies estan adaptadas al ganado bovino, como hospedero principal, es posible que
algunas de ellas puedan desarrollarse e incluso causar patogenia en otras especies animales
e incluso tener riesgo zoonodtico. De hecho, en la actualidad se ha descrito que un poco
menos del 50% de las especies validamente reconocidas de este agente (alrededor de 19)
son zoondticas y precisamente la segunda especie mas identificada o aislada en los seres
humanos con criptosporidiosis es C. parvum, que en bovinos es también reconocida como una
causa comun de diarrea en terneros.

La coccidiosis/eimeriosis es una causa importante de diarrea en animales jovenes en
crecimiento y es motivo de estudio principalmente en las especies animales de produccion,
principalmente en bovinos y aves de corral. Lo anterior, ya que se diagnostican mas casos
clinicos de coccidiosis en el ganado vacuno que en cualquier otra especie de mamifero. El
parasito es una de las causas mas importantes de diarrea en terneros y animales jovenes en
crecimiento, y suele reducir la produccion. Las especies descritas como mas patégenas son
la E. bovis y la E. zuernii. La infeccidén de los rumiantes por especies patdégenas de Eimeria
es inevitable, ya que sus elementos de resistencia (ooquistes) son ubicuos en el entorno en el
que se crian los animales y por sus caracteristicas pueden sobrevivir durante largos periodos
de tiempo. El riesgo de infeccién aumenta cuando la densidad de poblacion es alta y la materia
fecal se acumula, cuando las condiciones ambientales son 6ptimas para la supervivencia de
los ooquistes y sumando a lo anterior cuando existen factores de estrés relacionados con el
manejo productivo. Por lo anterior, el que un animal presente signos clinicos o se vea afectado
de forma subclinica dependera de la dosis infecciosa, la patogenicidad de la o las especies
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implicadas, el estado del sistema inmune y los factores de estrés concurrentes predominantes.
Se describe que la infeccion clinica se produce entre el primer y segundo mes de vida, hasta
el primer afio de vida. Por lo anterior, la coccidiosis no suele producirse en las tres primeras
semanas de vida y por ello no se considera parte del complejo de diarrea neonatal en los
terneros. En todo caso, la coccidiosis es una enfermedad autolimitante y es frecuente la
recuperacion espontanea sin tratamiento especifico, una vez que ha pasado la etapa de
multiplicacion de los coccidios, en el ganado que no presenta signos clinicos.

En tanto la criptosporidiosis bovina es una causa comun de diarrea en terneros, en particular
por C. parvum que es considerado a nivel mundial un agente re emergente. Si los rebafios
estan afectados exclusivamente por Cryptosporidium, la enfermedad es elevada, pero la
mortalidad suele ser baja. Sin embargo, los casos graves pueden provocar la muerte. Los
signos clinicos de la enfermedad suelen aparecer en terneros de 7 a 13 dias de edad y se ha
reportado que afecta a terneros desde de 1 a 4 semanas de edad. Cuando existe una co
infeccién intestinal neonatal, normalmente rotavirus, la mortalidad es elevada. Se describe que
las infecciones mixtas son frecuentes en los terneros y la enfermedad tiende a ser mas
frecuente en aquellos animales que han recibido una cantidad inadecuada de calostro. Este
agente parasitario tiene un elemento de resistencia (ooquiste) que es inmediatamente
infectante y es muy dificil de eliminar, ya que es resistente a la inactivaciéon por muchos de los
desinfectantes que se utilizan habitualmente en los sistemas productivos. Al igual que en la
coccidiosis bovina, el riesgo de infeccidn y el que curse en forma subclinica o clinica dependera
o tiene relacion con la dosis infectante, las enfermedades concurrentes, el estado
inmunolégico, la especie parasitaria involucrada, la densidad de poblacion, el acumulo de la
materia fecal, las condiciones ambientales y los factores de estrés relacionados con el manejo
productivo. En particular para la criptosporidiosis y hasta la fecha, no existe un farmaco de uso
rutinario que sea exitoso, por lo que se requiere un enfoque paliativo o de apoyo al tratamiento.

Bajo el marco tedrico descrito, la presentacion se enfocara en revisar el impacto y las
estrategias de control de la coccidiosis y criptosporidiosis en terneros, revisando los enfoques
integrales que permitan mejorar la salud animal.

A continuacion, se pueden observar algunas imagenes de lesiones intestinales provocadas
por estos agentes parasitarios.
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Pérdida del epitelio en el ciego de animales, observado mediante microscopia electrénica de
barrido, durante el periodo patente de la infeccién por Eimeria zuernii (Mundt et al., 2005).

Vellosidades atrofiadas y fusionadas del ileon de un ternero gnotobidtico infectado con
Cryptosporidium, observadas mediante microscopia electronica de barrido. Numerosos
parasitos (indicados con la flecha) sobresalen del epitelio de las vellosidades (Heine et al.,

1984).
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PARASITOSIS CLAVES EN GANADO BOVINO: DIAGNOSTICO, IMPACTO Y MANEJO
EFICAZ PARA OPTIMIZAR LA PRODUCCION.

Key parasitoses in cattle: diagnosis, impact and effective management to optimize
production.

F. Fredes

Departamento de Medicina Preventiva Animal, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
(FAVET), Universidad de Chile.

ffredes@uchile.cl

Dado que existira una conferencia relacionada con la coccidiosis y criptosporidiosis bovina,
esta presentacion se basara solo en los helmintos mas comunes que causan parasitismo
gastrointestinal en el ganado bovino.

En términos generales, se ha descrito que los helmintos gastrointestinales suelen ser
especificos de hospedero (salvo excepciones) e incluso de ubicaciéon u érgano blanco y los
grupos parasitarios que seran mencionados son nematodos los de las familias
Trichostrongylidae, Strongylidae, Ancylostomatidae, Trichuridae, asi como cestodos de la
familia Anoplocephalidae y un trematodo de la familia Fasciolidae.

Al igual como ocurre con los protozoos apicomplexos, los animales a pastoreo se infectan con
helmintos gastrointestinales durante su vida y el riesgo de infeccion aumenta cuando la
densidad animal es alta, la materia fecal se acumula, as condiciones ambientales son 6ptimas
para la supervivencia de los estadios de resistencia (huevo o larva) y sumado a lo anterior,
cuando existen factores de estrés relacionados con el manejo productivo. Si esto ocurre, la
gravedad de la enfermedad resultante puede variar desde asintomatica hasta una enfermedad
debilitante y mortal, segun el estado inmunoldgico de los animales, la carga parasitaria
adquirida, la patogenicidad de las especies involucradas, los factores estresantes
concurrentes y las enfermedades concomitantes.

Los rumiantes adquieren inmunidad protectora no estéril, contra los helmintos
gastrointestinales, después de la exposicibn a los parasitos, pero con una memoria
inmunolégica de corta duracién. Por esto, los animales jovenes y en crecimiento (primo
infeccidn) son los mas susceptibles a la enfermedad, especialmente en la primera temporada
de pastoreo. Asi también y sin importar la edad, los animales que han dejado de estar
expuestos al agente, por estar mantenidos en un entorno “libre de parasitos”, no desarrollan
inmunidad protectora y sufren signos clinicos graves, incluso en la edad adulta. Sumado a lo
anterior, la presencia de anticuerpos especificos contra los helmintos en la leche y el calostro
del ganado bovino y de los pequeinos rumiantes, no asegura que estos anticuerpos induzcan
inmunidad protectora. Por lo anterior, este tipo de animales que puede ser una pequeia
proporcion de los animales de un rebafio, eliminan una elevada carga de elementos de
resistencia al ambiente y pasan a ser una gran fuente de contaminacion ambiental para el
resto de los animales, los que deberian ser identificados con fines de control y prevencion.

Se ha descrito que los rumiantes jévenes, también adquieren infecciones causadas por
parasitos cestodos mientras pastan, los que se adquieren, por el consumo de un hospedero
intermediario, ya que esta clase parasitaria tiene un ciclo de vida indirecto. Se ha descrito, que
las infecciones leves a moderadas con cestodos rara vez producen signos clinicos, ya que la
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inmunidad no estéril adquirida generalmente previene la enfermedad, a menos que el animal
se enfrente a cargas ambientales muy altas.

Segun el segmento del aparato digestivo del bovino, los géneros de los principales helmintos
parasitos son: en el abomaso Haemonchus, Ostertagia y Trichostrongylus; en intestino
delgado Bunostomum, Nematodirus, Cooperia, Trichostrongylus y Moniezia; en intestino
grueso Oesophagostomum, Chabertia, Trichuris, Moniezia y Thysanosoma; en tanto que en
higado se describen Fasciola'y Thysanosoma.

Los helmintos que parasitan el abomaso segun la virulencia y la carga parasitaria, causan
erosion y ulceracion de la mucosa gastrica y, como consecuencia, gastritis, lo que puede
redundar segun la especie en anemia profunda, hipoproteinemia y problemas de crecimiento.
Asi también, puede disminuir la cantidad de pepsina y acido clorhidrico producidos, lo que da
como resultado un abomaso potencialmente menos acido.

Por otro lado, la infeccidon con nematodos en el intestino delgado produce enteritis y grados
variables de enteropatia con pérdida de proteinas, segun la virulencia y la carga parasitaria.
En tanto que los cestodos del intestino delgado rara vez causan enfermedades en el ganado
adulto; sin embargo, pueden causar problemas de crecimiento y pérdida de peso en animales
jévenes con infecciones que pueden llegar a ser muy graves.

En el caso los parasitos gastrointestinales del intestino grueso, causan enteritis con
hemorragias petequiales y edema de la pared intestinal, asi como grados variables de
enteropatia con pérdida de proteinas, dependiendo de la virulencia del parasito y de la carga
parasitaria. En infecciones cronicas, algunos de estos agentes pueden causar la formacion de
nodulos calcificados en la superficie serosa.

Conocido es el hecho que la fasciolosis, causada en Chile por Fasciola hepatica, es la zoonosis
parasitaria de mayor importancia en los animales de abasto beneficiados en las plantas
faenadoras y ademas el nivel de infeccion va en aumento especialmente en aquellas zonas
donde se encuentran las condiciones ambientales 6ptimas para la presencia de su hospedero
intermediario. Por ello su distribucion podria variar en funcion de las fluctuaciones climaticas
que se estan produciendo a escala global. Asi, por ejemplo, la prevalencia de la fasciolosis
bovina en el periodo 1989-1995 fue de 30,1%, en tanto que del total de animales beneficiados
durante 2019 a nivel pais, el nivel de infeccion por distomatosis fue de un 57,3%.

Bajo el marco tedrico descrito la presentacion se enfocara en revisar las parasitosis helminticas
claves del ganado bovino en relacion a su diagnéstico, impacto y manejo eficaz para optimizar
la produccion.

A continuacién, se pueden observar representaciones graficas de los ciclos biolégicos de las
dos enfermedades parasitarias gastrointestinales que causan mayor decomiso en lo animales
de abasto de Chile.
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Ciclo biolégico del trematodo Fasciola hepatica

Ciclo biolégico del cestodo Echinococcus granulosus (Gallego Berebguer, 1980)
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ERRADICACION DE LA BRUCELOSIS BOVINA: ;CUANTO FALTA?
Eradication of Bovine brucellosis: How much longer to get there?

M. Vega, C. Toledo R. Peia
SERVICIO AGRICOLA Y GANADERO

PROGRAMA NACIONAL DE ERRADICACION DE BRUCELOSIS BOVINA
Objetivo: Erradicar la Brucelosis bovina en Chile.

Utiliza la zonificacion como estrategia para erradicar.

3 Ejes Estratégicos:

1. Deteccion de rebanos infectados (vigilancia de Brucelosis bovina)

2. Saneamiento de los predios infectados (cuarentenas)

3. Impedir la diseminacién de la enfermedad (medidas preventivas y de control como
vacunacion, movimiento, declaracion areas libres).

La estrategia de vigilancia de brucelosis bovina en Chile aprovecha los puntos focales de
confluencia de ganado y leche como son las ferias, mataderos y plantas lecheras y queseras.
Ademas, comprende los muestreos de area, las investigaciones de abortos y la informacion
proveniente de laboratorios SAG y privados.

En los predios infectados el SAG se enfoca en el saneamiento del rebafio, con medidas como
la vacunacion y la deteccion/eliminacién de positivos. Esto ha permitido el levantamiento de
cientos de cuarentenas desde el aino 2006 hasta la fecha (Figura 1), en que la enfermedad se
circunscribe a solo unos pocos predios en algunas zonas especificas.

1200
1000
800
600
400
200

Figura 1 Evolucién de las cuarentenas nuevas, periodo 2006-2024

Se impide la diseminacion de la enfermedad con medidas como la cuarentena predial, pero a
escala nacional se aplica en el territorio una estrategia de zonificacion, que para el caso de
brucelosis bovina considera tres zonas: una gran zona libre desde las regiones del norte hasta
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Valparaiso, un area de erradicacion en las
regiones australes (Figura 2).
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Figura 2: Areas de zonificacién para brucelosis bovina en Chile.

Resultados del Programa

Desde 1975 en que se comienza con un plan de control de brucelosis bovina que incluia
estrategias como la vacunacion, en su tiempo con Cepa 19, se ha logrado ir disminuyendo la
prevalencia predial, sumandose hitos como el programa de Predios Libres, autorizacién de
laboratorios y médico veterinarios, introduccion de la vacuna RB51, y la medida de

cuarentenas prediales el afio 2006.

En los ultimos afios la frecuencia de predios infectados, y por ende las cuarentenas, han
disminuido considerablemente, por lo que se puede pensar que la enfermedad sigue estando
presente, aunque en una frecuencia muy baja (Fig. 3).

Prevalencia Brucelosisbovina
S
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Esto ultimo necesariamente significa que se debe reforzar la vigilancia de brucelosis bovina
con el fin de lograr la deteccion de todos los casos, una forma es el aumento de vigilancia
activa, por ejemplo, con muestreos de area.
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Figura 4. Numero de cuarentenas nuevas periodo 2024-2023.

Las dltimas cuarentenas iniciadas se ubican en la Regién Metropolitana, Region de Nuble, y
Los Lagos (Tabla 1).

Regién Comuna Cuarentenas Cu?rentenas
nuevas 2024 activas hoy
Tiltil 1 1
Metropolitana Colina 1 1
Lo Barnechea - 1
Nuble Chillan 2 1
Los Muermos 1 1
Fresia 2 2
Osorno 1 1
Los Lagos
Purranque 2 2
Frutillar 1 -
Puerto Varas 1 -
Total 12 10

Tabla 1 Nuevas cuarentenas brucelosis bovina 2024
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Dificultades

La vigilancia de brucelosis bovina se lleva a cabo en las plantas lecheras, en ferias ganaderas,
mataderos, en muestreos prediales, investigaciones sindrome abortivo, en laboratorios
privados y muestreos de area, esto implica un costo 95% privado y solo un 5% directamente
SAG.

Vigilancia
Ano
Predios Bovinos
2021 23.042 1.441.951
2022 20.863 1.169.274
2023 22.225 1.297.979

Tabla 2 niumero de predios y bovinos vigilados para brucelosis bovina.

Todas estas modalidades de vigilancia dejan fuera un importante nimero de predios, con lo
que la cobertura de vigilancia del programa es insuficiente para abarcar todo el universo bovino
susceptible.

46%

m Predios vigilados Predios no Vigilados

Figura 5. Porcentaje de predios vigilados enero 2020-septiembre 2024

Esto impulsa a que el SAG incorpore a su vigilancia poblaciones poco o no cubiertas por el
programa, extendiendo las areas de la vigilancia, con vistas a demostrar ausencia de
enfermedad en base a evidencia.
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De detectar predios infectados se aplicara cuarentena al rebafio y se da inicio a una
investigacion epidemiolégica que permita la deteccion de planteles asociados contactos y
movimientos de animales.

La estrategia actual por lo tanto se basa en mantener la vigilancia, ampliarla mediante
muestreos de areay a nivel regional avanzar en la zonificacion, para pasar desde regiones sin
casos a regiones provisionalmente libres, hasta regiones libres (Figura 6).

Regiones
provisionalment
e libres

Regiones

Regiones con Regiones sin

casos casos libres

Figura 6. Estrategia de avance regional en zonificacién

Para esto se requiere la participacién del sector privado, autoridades nacionales regionales y
comunales, universidades, gremios y otros; una campafia comunicacional eficiente y un
despliegue territorial contundente.

Proyecciones

Se proyecta en el corto plazo la declaracién de zona provisionalmente libre en la isla de Chiloé,
y a la Region de Los Rios (Figura 7).

£

}
g 3

Figura 7 Proyeccion de zonificacion regional

.'.

En la Regién de Los Rios durante 2024 se esta desarrollando un trabajo que contempla
muestreos de area y tiene como meta incorporar a la vigilancia 3.400 predios bovinos. Este
despliegue en terreno ya esta permitiendo alcanzar la tasa de vigilancia necesaria para la
declaracion de region provisionalmente libre.
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BENEFICIOS Y LIMITACIONES DE LA ALIMENTACION LACTEA INTENSIFICADA EN
TERNEROS DE LECHERIA.

Benefits and limitations of enhanced milk feeding in dairy calves.
Ana Velasquez-Mufioz. M.V, MSc., PhD.

Facultad de Ciencias Veterinarias y Salud Publica, Universidad Catoélica de Temuco, Chile.
ana.velasquez@uct.cl

INTRODUCCION.

La crianza de terneras es un punto critico en la eficiencia de un sistema productivo lechero, ya
que estas deben ser capaces de alcanzar los objetivos de la industria asociados a morbilidad,
mortalidad, ganancia de peso diaria (GPD), edad y peso al encaste y al primer parto. Por lo
tanto, la dieta desde el nacimiento es fundamental para que las terneras puedan satisfacer sus
necesidades nutricionales y alcanzar un crecimiento y desarrollo 6ptimo (Drackley, 2008). Por
otro lado, la oferta de alimentos debiese considerar las distintas etapas del ternero desde su
fase de pre-rumiante a rumiante (Palczynski et al., 2020).

Histoéricamente, la crianza de hembras de reemplazo ha representado del 15 al 20% de los
costos totales de produccion, y es el segundo gasto mas alto en las lecherias (Heinrichs et al.,
1993). La etapa mas costosa de generar hembras de reemplazo es del nacimiento al destete
(predestete), siendo la alimentacién con leche o sustituto lacteo aproximadamente el 40% de
los gastos (Boulton et al., 2017). Ademas, esta etapa es donde los terneros presentan una
mayor susceptibilidad a enfermedades y por ende una mayor mortalidad (Urie et al., 2018).
Es importante considerar que la crianza artificial de terneras de lecheria es intensiva y bastante
particular cuando la comparamos con bovinos de carne o bovinos salvajes. Por ejemplo, la
etapa de predestete en terneros de lecheria tiene una menor duracién y los animales son
expuestos a distintos manejos que causan estrés y pueden impactar su salud, crecimiento y
bienestar (Hulbert y Moisa, 2016). De manera tradicional, el predestete en terneras de lecheria
ha sido asociado a una restriccidon en la oferta de alimento lacteo, con el fin de estimular un
desarrollo ruminal temprano mediante la introduccion de alimentos sélidos (Kertz et al., 2017).
A pesar de esto, la investigacion de las ultimas dos décadas nos ha entregado evidencia de
que alimentar planos nutricionales altos de leche esta asociado con beneficios en el
crecimiento, salud y el bienestar de los terneros (Welk et al., 2023). Es fundamental mencionar
que la fuente mas importante de energia y nutrientes para un correcto crecimiento y desarrollo
en las primeras semanas de vida de los terneros proviene del alimento lacteo. Por lo cual una
restriccion en esta etapa conlleva a repercusiones negativas.

Cabe sefialar que la nutricidon por si sola no es suficiente para permitir que las terneras
alcancen su potencial de crecimiento, esto debe ir acompafiado de manejos que minimicen
enfermedades y promuevan los comportamientos naturales de los animales (Welk et al., 2023).
Por lo tanto, en este resumen se abordara la evidencia cientifica que existe para mejorar el
bienestar de las terneras de lecheria desde el punto de vista de la nutricion lactea, analizando
su beneficios y limitaciones.

ALIMENTACION LACTEA CONVENCIONAL VS. INTENSIFICADA.

La alimentacién lactea convencional o restrictiva (ALR) se basa en facilitar un destete
temprano y acelerar la transicion de una alimentacion lactea a sélida, estimulando el desarrollo
ruminal (Khan et al., 2011). En ALR se ofrece el 10% del peso vivo al nacimiento en leche o
sustituto lacteo (20% proteina y 20-22% grasa en base a materia seca) durante el predestete
y con esto se estimula el consumo de concentrado de iniciacién antes del primer mes vida
(Khan et al., 2011; Kertz et al, 2017). Este sistema tiene claras ventajas econdémicas, ya que
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como se menciond anteriormente, la alimentacion lactea es el mayor costo en esta etapa
(Tabla 1). A pesar de esto, el restringir el consumo de leche ha sido asociado a menores tasas
de crecimiento y a un menor consumo de nutrientes, lo cual impacta la salud y bienestar de
estos animales (Khan et al., 2011; Welk et al., 2023).

Por otro lado, diversos estudios han demostrado que los terneros son capaces de consumir
mas de 9 litros de leche al dia sin un aparente compromiso en la salud (Khan et al., 2011;
Rosenberger et al., 2017). Esto también indicaria que los terneros necesitan un mayor
consumo de leche para lograr saciedad (Palczynski et al., 2020). Por lo que un sistema de
alimentacion lactea intensificada (ALI) se basa en ofrecer una cantidad de alimento lacteo por
sobre los requerimientos de mantencion del ternero. Para esto se ofrece al menos 20% del
peso vivo al nacimiento en leche entera o sustituto lacteo (28-30% proteina y 20% grasa en
base a materia seca) durante el predestete (Tabla 1; Khan et al., 2011; Kertz et al., 2017). La
leche o sustituto lacteo se alimenta mediante un aumento progresivo de la cantidad de leche
en los primeros dias de vida y también en un destete progresivo en las ultimas semanas de
esta etapa. Hay que tener presente que con ALI se retrasa el consumo de concentrado de
iniciacion, lo que puede retrasar la transicion a rumiante y aumentar los costos de crianza
(Kertz et al., 2017). Por otro lado, al aumentar la oferta de leche deben generarse cambios en
la frecuencia de la alimentacion, para favorecer el consumo adecuado por parte de los
terneros. A pesar de esto las ventajas asociadas a este plano nutricional no solo se reflejan en
los primeros meses de vida, si no que hasta la primera lactancia.

Para ejemplificar, un ternero Holstein en un sistema de alimentacion restrictivo consume 4 a 5
litros de leche al dia y se destete aproximadamente a las 7 u 8 semanas de vida y en un
sistema intensificado consume al menos 8 litros al dia, repartido en al menos dos tomas diarias
con un destete promedio a los 10 semanas.

Tabla 1. Resumen de las principales caracteristicas de sistema de alimentacion lactea
convencional e intensificada para terneros de lecheria

Sistema convencional/restringido Sistema intensificado
Motivacion econdmica Satisfacer requerimientos nutricionales
10% del peso vivo al nacimiento = 20% peso vivo al nacimiento

Leche de descarte, entera o sustituto Leche de descarte, entera o sustituto lacteo
lacteo
Sustituto lacteo: 20% Proteina, 20% Sustituto lacteo: 28-30% proteina, 15-20%

grasa, 0,45-0,56 kg/d grasa, 0.9-1.3 kg/d
Estimular consumo de concentrado  Estimular crecimiento, mejorar salud y
bienestar

EFECTO DE LA NUTRICION LACTEA EN EL CONSUMO DE CONCENTRADO DE
INICIACION.

Una de las mayores problematicas asociadas a ALI es un retraso en el consumo de alimentos
solidos. A pesar de esto, existe robusta evidencia cientifica que el consumo de concentrado
de iniciacion en las primeras 3 a 4 semanas de vida se mantiene bajo independiente de la
cantidad de leche ofrecida (Tabla 2) y que no representa un ingreso calérico significativo para
el ternero, ya que el consumo es menor a 50 gr/d (Khan et al., 2011; Rosenberger et al.,2017;
Curtis et al., 2018). Esto trae como consecuencia que al limitar la oferta de leche al 10% del
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peso vivo, no se estan satisfaciendo todos los requerimientos nutricionales del ternero en las
primeras semanas de vida. De todas maneras, el concentrado de iniciacion es un alimento
necesario para el desarrollo ruminal y debe ser suministrado desde la primera semana en
pequefias cantidades.

Se ha descrito que terneros con ALI tienen un menor consumo de concentrado de iniciacion
durante el predestete (Tabla 2). Pero mas relevante es que este consumo puede permanecer
bajo posterior al destete, lo cual se ha asociado con una pérdida de peso, lo que compromete
y anula los beneficios de este sistema de alimentacion (de Passillé et al., 2011; Quigley et al.,
2018). Para evitar estas consecuencias, hay que considerar que terneros en programas ALl
(sobre todo si se les esta ofreciendo mas del 20% del peso vivo) deben tener un periodo de
predestete mas prolongado, el que se ha descrito entre las 9 a las 12 semanas (de Passillé et
al., 2011; Curtis et al., 2018). Por otro lado, el destete debe hacerse de manera progresiva
para monitorear y estimular el consumo de concentrado de iniciacién (Ahmadi et al., 2022).
Hay numerosos estudios que demuestran que una vez que comienza el proceso de destete
los terneros ALI aumentan su consumo de concentrado y en la mayoria de los casos igualan
a los terneros en un sistema ALR, con un consumo de concentrado de iniciacion superior a 1,5
kg/d al finalizar el proceso del destete (Curtis et al., 2018; Jafari et al., 2021). Ademas, estos
animales pueden mantener un consumo posdestete que es similar a terneros ALR (Tabla 2).
Por lo cual este no deberia ser un motivo para restringir el consumo de leche.

Tabla 2. Consumo de concentrado de iniciacidon con distinta oferta de sustituto lacteo entre los
7 a 68 dias de vida en terneros Holstein. Fuente: Rosenberger et al., 2017

Oferta de leche (L/dia)

Edad y consumo concentrado 6 8 10 12 P-value
7-41 dias (kg/d) 0,3 0,1 0,1 0 <0,001
42-54 dias (destete, kg/d) 1,2 1 0,7 0,5 <0,01
55-68 dias (posdestete, kg/d) 2,7 2,8 29 29 0,13

Existe informacién limitada en relacion con el desarrollo ruminal en terneros con ALI. Jafari et
al. (2021) reportaron una menor concentraciéon de acidos grasos volatiles (AGV) al dia 35 de
vida de terneros alimentados 8 L/dia en comparacion con terneros alimentados 4 L/dia. Esto
se explica principalmente por el menor consumo de concentrado de iniciacién en las primeras
semanas de vida (Khan et al., 2007). Pero al destete y posterior al destete se ha reportado
que terneros ALl tienen mayores concentraciones de AGV que terneros con dietas restrictivas
(Khan et al., 2007; Jafari et al., 2021; Wu et al., 2021). Los autores concluyen que esta
diferencia puede deberse a que al hacer un destete progresivo de los terneros en programas
ALl se estimula el consumo de concentrado de iniciaciéon y heno lo que impacta positivamente
la capacidad de fermentaciéon ruminal. Por otro lado, Wu et al. (2021) reportan un incremento
en el largo de las papilas ruminales en terneros ALI.

EFECTO DE LA NUTRICION LACTEA EN EL CRECIMIENTO.

En el 2023 fue publicada una revisién sistematica enfocada en los efectos de las practicas
para alimentar leche a terneros de lecheria. En este estudio se reportan 56 estudios en los
que se ha evaluado el efecto de ALl en crecimiento de terneros. Se concluye que en el 90%
de los estudios publicados se ha encontrado una asociacion positiva entre el aumento de la
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oferta de leche y la GPD en el predestete en comparacion con terneros en sistema ALR (Welk
et al.,, 2023).

Estudios publicados son consistentes en reportar una mayor GPD durante toda la fase de
predestete en terneros alimentados con ALI o ad-libitum. Esta mayor ganancia de peso ha sido
descrita no solo por la mayor cantidad de nutrientes entregados al ternero, pero también
porque los componentes nutricionales de la leche o sustituto lacteo tienen una mayor
digestibilidad que los del concentrado de iniciacion (Orellana-Rivas et al., 2020; van Nierkerk
et al., 2020; Jafari et al., 2021). De todas maneras, la ganancia de peso entre estudios es
variable y también va asociada a la cantidad y calidad de sustituto lacteo suministrado. Se han
descrito GPD para teneros con ALI que van de los 615 gr/d hasta 1,04 kg/d en el predestete
(Rosenberger et al., 2017; Curtis et al., 2018; Jafari et al., 2021; lvermeyer et al., 2022). Es
importante considerar que bajo las nuevas recomendaciones se considera que una GPD
excelente en terneras de lecheria en el predestete debe ser superior a 800 gr/d (Shivley et al.,
2018). Por otro lado, el impacto de ALl en GPD al destete y posterior al destete no es tan claro
y no hay evidencia consistente para determinar un efecto a largo plazo en esta variable (Welk
et al., 2023).

EFECTO DE LA NUTRICION LACTEA EN LA SALUD.

Animales que se encuentran bien nutridos y en un ambiente adecuado tienden a ser mas sanos
y presentar menor incidencia y severidad de patologias. Por lo demas una alta tasa de
mortalidad en el predestete esta asociada con bajo bienestar animal (Umafa Sedé et al.,
2023). La nutricion es determinante para una adecuada respuesta inmune, ya que se necesita
proteina, energia, vitaminas, minerales para una montar una respuesta acorde a la edad del
ternero (Galyean et al., 1999; Vlasova y Saif, 2021).

En el predestete, la incidencia de enfermedades es alta y las principales causas de morbilidad
y mortalidad son diarreas y enfermedades respiratorias (Urie et al., 2018). En términos
generales el mayor impacto en la salud de los terneros en el predestete lo tiene la transferencia
de inmunidad pasiva por medio del calostraje (Godden et al., 2019). De todas maneras, se ha
descrito una menor presentacion de diarreas en terneras con planos nutricionales de leche
mas altos (De Paula Vieira et al., 2008; Wu et al., 2021). Pero también estudios apuntan a un
efecto variable del plano nutricional en la salud (Welk et al., 2023) Cabe destacar que hay
estudios en los que se ha reportado una mayor incidencia de diarreas en terneros alimentados
con ALI que en terneros con ALR (Quigley et al., 2006). Esto puede deberse a la definicion de
diarrea de cada estudio, ya que no siempre se evalla si la diarrea es de origen infeccioso o
asociado a manejo. Cambios en consistencia de la materia fecal se pueden producir al
aumentar el plano nutricional, incluso si este es progresivo. Por otro lado, se ha reportado una
alta incidencia de diarreas en terneros con una oferta de hasta 10L/d de leche debido a
condiciones ambientales extremas (estrés calorico) (Velasquez-Munoz et al., 2022).

EFECTO DE LA NUTRICION LACTEA EN EL BIENESTAR Y COMPORTAMIENTO.

No cabe duda de los beneficios de ALI en el bienestar de las terneras de lecheria, ya que al
aumentar la oferta de leche se disminuyen algunos comportamientos que producen estados
negativos en los terneros. Si bien en la literatura se han observado una gran diversidad de
comportamientos en terneros alimentados con sistemas de ALR o ALlI, los que mas destacan
son la motivacién de los terneros por consumir leche, los comportamientos asociados al
hambre y los comportamientos antagonicos hacia otros terneros en el caso de ser criados en
grupos (De Paula Vieira et al., 2008; Krachun et al., 2010; Welk et al., 2023). Cabe mencionar,
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que en estudios en los cuales se han usado alimentadores automaticos, los terneros con ALR
tienen mas visitas sin recompensa en el alimentador, lo que se traduce en pasan mas tiempo
realizando amamantamiento no nutritivo y consumen su racién de manera mas rapida que
terneros con ALI (De Paula Vieira et al., 2008; de Passillé et al., 2011; Rosenberger et al.,
2017). Por ejemplo, se determind que terneros alimentados ad-libitum tuvieron en promedio
2,1 visitas sin recompensa al dia, en comparacion con 24 visitas en el grupo de terneros ALR,
cada visita tuvo una duracién por sobre los 4 minutos (De Paula Vieira et al., 2008). Hay que
considerar que estas visitas se relacionan con el hambre y un estado de saciedad no
alcanzado, ademas al realizar este tipo de comportamiento de manera recurrente durante el
dia, los terneros estan dejando de realizar comportamientos asociados a un buen bienestar,
como lo son el descanso y el juego (Krachun et al.,, 2010; de Passillé et al., 2011). El
comportamiento de juego ya sea de manera individual 0 como grupo, es un indicador relevante
de bienestar en terneros (Krachun et al., 2010). Existe evidencia de que en las 3 primeras
semanas de vida el tiempo de juego se reduce debido a ALR y probablemente a un bajo nivel
de energia (Krachun et al., 2010, Duve et al., 2012). Por otro lado, terneros que se mantienen
en dietas restrictivas vocalizan mas, pero esto se ha hecho mas evidente en estudios donde
los terneros son alimentados de manera directa por personas y no por medio de un alimentador
automatico (De Paula Vieira et al., 2008). Se ha descrito que la vocalizacién a la hora de la
alimentacién podria ser realizada como una manera de tratar de conseguir mas alimento.
También se ha reportado que los terneros ALR son mas competitivos con otros animales, pero
este no ha sido un comportamiento observado de manera constante en los estudios (De Paula
Vieira et al., 2008; Welk et al., 2023). Una situacion similar se ha descrito con el chupeteo
dirigido hacia otros terneros u objetos dentro del corral, ya que tampoco es un comportamiento
observado de manera consistente en distintos estudios (Ivermeyer et al., 2022; Welk et al.,
2023).

Por otro lado, hay publicaciones en las cuales se ha evaluado el estrés y estado inflamatorio
en terneros ALI comparado con ALR. Interesantemente, Alimirzaei et al. (2019) determinaron
una menor concentracion de cortisol sérico a los 14 y 28 dias de vida que terneros ALI en
comparacion con ALR (41,8 £3,8 vs 58,4+3,8 nmol/l, P=0,01), una menor concentraciéon de
amiloide A sérico a los 14 dias (6,11+0,26 vs 6,98+0,26, P<0,05), pero ambos indicadores
fueron mas altos al destete en comparacién con el grupo con alimentacién restringida
(Alimirzaei et al., 2019). El destete en estos animales se llevd a cabo a los 57 dias de vida, lo
que este aumento de cortisol y amiloide sérico A podria ser reflejo de una menor adaptacion
al proceso del destete.

EFECTO DE LA NUTRICION LACTEA EN LA GLANDULA MAMARIA Y PRODUCCION EN
LA PRIMERA LACTANCIA.

En relacion con el efecto del plano nutricional lacteo en el desarrollo del tejido mamario, los
estudios de Geiger et al. (2016) y Soberon y Van Amburgh (2017) son relevantes de
mencionar. Estos autores compararon un grupo de terneras ALI con un grupo de terneros ALR
usando de sustituto lacteo (Tabla 3). Si bien las condiciones de estos estudios fueron distintas,
las terneras se eutanasiaron al destete y se determind una diferencia significativa en el peso
de la glandula mamaria y del parénquima mamario, que favorecié a los grupos con dietas
lacteas intensificadas (Tabla 3). Esto se tradujo en las terneras alimentadas con un sistema
intensificado tuvieron un incremento significativo entre 3,4 y 5,2 veces en el peso de la glandula
mamaria y de 5,9 a 7,3 veces en el peso del parénquima mamario en comparacion con ALR
(Soberon y Van Amburgh, 2017; Geiger et al.,2016). Potencialmente, esto nos puede indicar
que el tejido mamario de terneras mantenidas con un plano nutricional intensificado responde
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de manera positiva y pudiese estar asociado a una mayor produccion de leche en la vida

adulta.

Tabla 3. Resumen de los principales resultados de publicaciones asociando la oferta de
alimento lacteo en el desarrollo de la glandula mamaria

Variable Geiger et al., 2016 Soberon y Van Amburgh,
2017

Dieta' ofrecida grupo 0.45 gr/d (20% PCy 20% 2.8 Mcal de EM/dia (28%

restringido grasa) PCy 15% grasa)

Dieta’ ofrecida grupo 1,13 gr/d (28% PC y 25% 4.2 a 8.4 Mcal de EM/dia?

intensificado grasa) (28% PC y 15% grasa)

Peso glandula mamaria, 1,3 vs 0,39 gr/kg de peso 337,5 vs 75,48 gr; P<0,01

Intensificado vs limitado vivo; P<0,01

Peso parénquima mamario 0,07 vs 0,02 gr/kg de peso 6,48 gr vs 1,1 gr; P<0,01

Intensificado vs limitado vivo; P<0,05

'Sustituto lacteo, ?La cantidad ofrecida se ajusto por peso de las terneras, PC= proteina cruda,
EM= energia metabolizable.

También se ha estudiado el efecto de una dieta lactea intensificada (al menos 20% del peso
vivo) y GPD en el predestete con la produccién de leche en la primera lactancia. Hay
abundante evidencia que sugiere una tendencia o un aumento significativo en la produccion
de leche a los 305 dias, que se ha descrito sobre los 1.100 kg por lactancia comparado con la
produccion de leche de hembras que recibieron ALR en las primeras semanas de vida
(Soberon and Van Amburgh, 2013; Gelsinger et al., 2016; Ahmadi et al., 2022). Es mas, se
estima que por cada kg de GPD predestete una ternera produce entre 850 y 1.113 kg mas de
leche en la primera lactancia en promedio (Soberon et al., 2012). Finalmente, se ha
determinado que el 25% de la variacién en la producciéon en la primera lactancia podria
deberse a la GPD en el predestete (Khan et al., 2011). De todas maneras, aun se necesita
estudios para estimar si el costo asociado a un sistema intensificado de alimentacion lactea
predestete se compensa con la longevidad y la produccion lactea de esa hembra en la adultez.

CONCLUSION.

La crianza de terneras de reemplazos es una inversién para el futuro, por lo cual los cuidados
y manejos que realizados deben estar alineados para potenciar su desarrollo.

Los beneficios de aumentar la oferta de leche o sustituto lacteo en el predestete tiene
indiscutibles efectos al corto y largo plazo. El sistema de alimentacién lactea intensificada
impacta la ganancia de peso, la salud, el bienestar y la futura produccion de leche. A pesar de
que se pueden presentar algunas limitaciones en su implementacion, ajustando los manejos y
practicas prediales pueden generar resultados exitosos. Es importante mantener presente que
la alimentacion es un componente mas del programa de crianza de hembras de reemplazo y
diferentes aspectos deben ser considerados para alcanzar los objetivos sanitarios y
productivos.
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CONSIDERACIONES GENERALES DE LA PARATUBERCULOSIS

La paratuberculosis (PTB), también conocida como enfermedad de Johne, es una enfermedad
infecciosa bacteriana de caracter créonico ampliamente distribuida en rumiantes domésticos y
silvestres. La enfermedad se caracteriza por generar una enteritis granulomatosa crénica,
acompafada de linfangitis y linfadenitis regional, diarrea profusa y pérdida progresiva de peso
después de una fase preclinica prolongada que puede extenderse durante meses e incluso
anos (Clarke, 1997). Conduciendo al sacrificio prematuro o muerte de los animales afectados
(Chiodini et al., 1993).

El agente causal de la paratuberculosis es Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP) (Windsor, 2015). Bacteriolégicamente, esta bacteria patégena, se caracteriza por ser
Gram-positiva, intracelular obligada, de crecimiento lento, poseer una pared celular compleja,
destacando su grosor y su composicion rica en lipidos (Harris & Barletta, 2001), y presentar
una actividad metabdlica muy baja. Ademas, esta bacteria tiende a formar agrupaciones o
"clusters". A diferencia de otras especies de micobacterias, MAP no puede producir
micobactina (Chiodini et al.,, 1984), un quelante de hierro, el cual es necesario para la
replicacion bacteriana y se encuentra facilmente disponible en las células de mamiferos. Esto
podria explicar en parte su condicién de patdgeno intracelular obligado, con los macréfagos
como su célula objetivo principal (Lambrecht & Collins, 1993). MAP pertenece al Complejo
Mycobacterium avium (MAC por sus siglas en inglés). Este grupo abarca diversas
micobacterias con importancia en medicina veterinaria y humana debido a su relacion con
infecciones en animales de produccion y pacientes inmunosuprimidos (Turenne & Alexander,
2010).

La infeccion por MAP se define como la presencia y persistencia de la bacteria en el hospedero
durante un periodo suficiente para desencadenar una respuesta inmune en cualquier momento
durante su vida, y una vez establecida, se presume que la infeccién perdura de por vida
(Nielsen & Toft, 2008).

La PTB causa importantes pérdidas econémicas a nivel mundial en la industria ganadera. Se
ha estimado que las pérdidas econdmicas alcanzan entre 200 y 250 millones de dolares
anuales, llegando a estimarse pérdidas de hasta 27 ddlares estadounidenses por vaca/afio en
sistemas de produccién lechera de América del Norte (Ott et al., 1999) y pérdidas hasta por
1.330 dolares canadienses por granja/afio en Canada (McKenna et al., 2006). Recientemente,
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se estimd que aproximadamente el 1% de los ingresos brutos por leche, equivalente a 33
dolares estadounidenses por vaca, se pierde anualmente en los rebafos lecheros infectados
por MAP. Adicionalmente, el mismo estudio estimé que en Estados Unidos la enfermedad
cuesta a la industria lactea 198 millones de ddlares estadounidenses al afio. Otros paises con
pérdidas significativas incluyen a Alemania ($75 millones), Francia ($56 millones), Nueva
Zelanda ($54 millones) y Canada ($17 a $28 millones) (Rasmussen et al., 2021).

Estas pérdidas se deben principalmente a efectos directos de la infeccién, como la disminucion
en la produccién de leche y carne, el aumento en la tasa de descarte, reemplazo y muerte de
animales, la depreciacion del valor comercial de la canal y la infertilidad, entre otros factores
(Losinger, 2005; Hasonova & Pavlik, 2006; Barkema et al., 2010). Ademas, dentro del impacto
econdémico deben considerarse los costos asociados a la prevencién y control de la
enfermedad (Garvey, 2020). Lo anterior justifica la necesidad de desarrollar herramientas
diagnosticas mas sensibles y especificas para apoyar programas de control que sean
verdaderamente efectivos (Bakker, 2010).

Ademas del impacto econdémico derivado del progreso de la infeccion y aparicion de la
enfermedad, se plantea que MAP desempefia un papel relevante en la salud publica, ya que
puede infectar a los seres humanos. La exposicion a la bacteria puede ocurrir a través del
contacto directo con animales infectados, el contacto con materia fecal contaminada o el
consumo de carne, productos lacteos o agua contaminados (Atreya et al., 2014). Esta
suposicion se basa en la evidencia consistente de aislamiento de MAP desde biopsias de tejido
de pacientes humanos con enfermedad de Crohn, lo que sugiere que esta micobacteria es
capaz de colonizar el tejido intestinal humano (Kirkwood et al., 2009; Zarei-Kordshouli et al.,
2019). Asimismo, se ha asociado la presencia de MAP con otras enfermedades autoinmunes
como el Sindrome de Blau, la Diabetes tipo 1, la Tiroiditis de Hashimoto, la Esclerosis multiple
y la Artritis reumatoide, lo que refuerza su potencial papel zoonético (Lee et al., 2011; Wynne
etal., 2011; Sechi & Dow, 2015; Ekundayo & Okoh, 2020). Sin embargo, no se ha demostrado
causalidad por parte de MAP en ninguna de estas enfermedades.

AMBITO DEL ESTUDIO

La infeccion por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) es un problema
importante en rebafios bovinos lecheros. A pesar de los esfuerzos en programas de control,
no se han reportado erradicaciones exitosas (Barkema et al., 2018). Los programas de control
tradicionales se centran en evitar el contacto entre adultos infectados y terneros susceptibles,
mediante la eliminacion de animales infectados y medidas de bioseguridad (Garry, 2011;
Tuberquia-Lopez et al., 2022). Aunque han reducido la prevalencia, no logran eliminar la
infeccion (Grant et al., 2017).

Estudios recientes investigaron la inmunidad y diseminacién fecal de MAP en terneros,
encontrando discordancia entre pruebas inmunoldgicas y fecales, aunque sugirieron un mayor
riesgo en terneros nacidos de madres infectadas (Antognoli et al., 2007). Otros estudios han
evaluado la asociacion entre la infeccion materna y la transmisién a terneros, encontrando un
mayor riesgo en terneros de madres seropositivas (Patterson et al., 2020; Nunney et al., 2023).
Experimentos también sugieren la transmision entre terneros y de vaca a ternero en diferentes
condiciones (van Roermund et al., 2007; Santema et al., 2012; Mortier et al., 2014; Corbett et
al., 2017).

En Chile, la prevalencia de MAP en rebafos lecheros del sur del pais varia entre el 44% vy el
87%, con una prevalencia individual entre el 3% y el 25% (Kruze et al., 2013; Verdugo et al.,
2018). Un estudio reciente evidencio la relacion entre la severidad de las lesiones y la

76



diversidad genética de MAP (Verdugo et al., 2023). Otros estudios destacan cepas de MAP
con diferentes niveles de virulencia (Colombatti et al., 2023), y se sugiere que las diferencias
en los patrones de infeccidn natural y experimental son significativas (Mitchell et al., 2015). Un
enfoque a largo plazo seria esencial para mejorar el control de MAP en condiciones reales.

METODOLOGIA

Este estudio tuvo como objetivo determinar la prevalencia de la infeccion por Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (MAP) en terneros lecheros naturalmente infectados y
identificar los factores de manejo ambiental y animal relacionados.

Se realizé un estudio transversal en terneros menores de 60 dias en las regiones de Los Rios
y Los Lagos, Chile. Se seleccionaron predios lecheros cercanos a la Universidad Austral de
Chile, clasificados segun su produccion anual de leche, y se muestrearon al 10% de los
animales por rebafio. Se calculd un tamafo de muestra de 384 animales, ajustado a 500
debido a la disponibilidad de recursos.

Se tomaron muestras fecales de los terneros y se administraron encuestas a los productores
sobre el manejo y bioseguridad en las lecherias. Las muestras se procesaron mediante la
técnica de PhMS (separaciéon fagomagnética) y PCR para identificar MAP.

El analisis de datos se baso en una metodologia frecuentista para estimar la prevalencia de la
infeccién por MAP en terneros. Ademas, se utilizé una regresion logistica multivariada para
identificar los factores de riesgo asociados a la infecciéon por MAP. Todos los analisis fueron
realizados utilizando el software R.

RESULTADOS

Los resultados del estudio llevado a cabo en 579 terneros de 40 lecherias distribuidas en 12
comunas de las regiones de Los Rios y Los Lagos, Chile (figura 1), arrojaron los siguientes
hallazgos relevantes:

Distribucion de Lecherias y Prevalencia de MAP:
e Prevalencia de MAP en terneros: El 6% (35/579) de los terneros resultd positivo a la
infeccidn por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), con un intervalo de

confianza del 95% (IC95%) de 4.3% a 8.3%.

e Frecuencia de lecherias con resultado positivo: El 43% (17/39) de los campos
presentd al menos un ternero positivo a MAP (1C95%: 28.1 - 60.2%).

e Frecuencia de muestras ambientales positivas: El 19.4% (22/113) de las muestras
ambientales fue positiva (IC95%: 12.8 - 28.2%).

e Frecuencia de campos con al menos una muestra ambiental positiva: El 30.7%
(12/39) de los campos mostrd al menos una muestra ambiental positiva a MAP (1C95%:
17.5-47.7%).
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Figura 1. Mapa de distribucion de las lecherias muestreadas en el estudio
Encuesta de Caracteristicas de las Lecherias

En cuanto a las caracteristicas de las lecherias y manejo (tabla 1), se obtuvieron los siguientes
resultados clave:

o EI45% de las lecherias tenia entre 300 y 999 vacas en lactancia, y el 66.6% producia
mas de 1,500,000 litros de leche anuales.

o EI46.7% de las lecherias operaba con un sistema de partos estacional, mientras que
el 39.4% utilizaba un sistema bi-estacional.

o EI74.3% de los productores no compraban animales de otras lecherias, y el 97.5%
tenia presencia de animales no bovinos.

e Solo el 8.8% de las lecherias compartia utensilios o equipos con otras lecherias,
mientras que el 79.3% implementaba un sistema regular de limpieza de botas y manos
en las instalaciones.

o EI 100% de las lecherias contaba con asistencia veterinaria.

e En cuanto al manejo de los terneros, el 74% de los terneros pasaba mas de una hora
con su madre después del parto, y el 99.1% era criado en ternereras colectivas.

o EI100% de los terneros fue alimentado con leche de descarte, pero solo el 3% de las
lecherias usaba leche pasteurizada.
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Tabla 1. Resultado de la encuesta sobre factores de manejo y bioseguridad en las lecherias
del estudio.

Indicador Categoria n %
0-99 103 18.1
. 100-299 91 16.0
Vacas en lactancia
300-999 256 45.0
>1000 119 20.9
<500,000 113 19.9
Produccioén anual de leche 500,000-1,500,000 77 13.5
>1,500,000 379 66.6
Estacional 266 46.7
Sistema de partos Continuo 79 13.9
Bi-estacional 224 394
Compra de animales S 146 25.7
No 423 74.3
Presencia de animales (no bovinos) S 555 97.5
No 14 2.5
Comparte utensilios/equipos con otras Si 50 8.8
lecherias No 519 91.2
Limpieza y lavado de botas y manos en | Si 451 79.3
las instalaciones No 118 20.7
. . L Si 569 100.0
Asistencia veterinaria
No 0 0.0
El ternerero realiza otras funciones Si 368 64.7
No 201 35.3
. <1hrs 148 26.0
Tiempo que pasa el ternero con la madre
>1 hrs 421 74.0
Tipo de ternereras Individual 5 0.9
Colectivo 564 99.1
Paja 565 99.3
Tipo de cama en las ternereras Arena 0 0.0
Otro 4 0.7
Fuente del calostro Madre 275 48.3
No solo la madre 294 51.7
Alimentacion de terneros con leche de Si 569 100.0
descarte No 0 0.0
Pasteurizacion 17 3.0
Tratamiento en la leche de descarte Acidificacion 17 20.6
Otro 10 1.8
No tratamiento 425 74.7
Tratamiento en la leche de descarte Si 144 25.3
No 425 74.7
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Sistema de alimentacion de terneros Automatico 88 18.5
Manual 481 84.5
Después de cada
uso 549 96.5

Frecuencia de lavado de utensilios para | 1/4ig 20 35

i tacio

alimentacion < 1/dia 0 00
No limpia 0 0.0

Novillas de reemplazo en la lecheria Si 377 €6.3
No 192 33.7
Pastoreo 11 1.9

Sistema de produccion de leche Confinado 451 79.3
Mixto 107 18.8

Muestra ambiental positiva Si 7 20.6
No 452 794

En el analisis estadistico, la presencia de una muestra ambiental positiva fue un factor de
riesgo significativo para la infeccion por MAP en terneros, con una razén de momios (OR) de
2.71 (1C95%: 1.23 - 5.78), lo que sugiere que la probabilidad de encontrar terneros positivos a
MAP es 2.71 veces mayor en lecherias con muestras ambientales contaminadas.

CONCLUSIONES

Las principales conclusiones de este estudio indican que es posible detectar la presencia de
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) en terneros menores de 60 dias. La
prevalencia individual de MAP en terneros se estimé entre 4% y 8%, mientras que, a nivel de
rebafo, la prevalencia oscil6 entre 28% y 60%. Ademas, se observd una presencia significativa
de MAP en las muestras ambientales, lo que destaca la importancia del manejo higiénico y la
bioseguridad en las lecherias para el control de esta enfermedad.
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FACTORES QUE INCIDEN EN LA INMUNIDAD DE LA VACA LECHERA EN TRANSICION
Factors that affect the inmunity of the transiciéon dairy cow

J. Ibanez
M.V, MSc Inmunologia clinica aplicada, jeanineibanezn@gmail.com

INTRODUCCION

La vaca lechera en transicion en cualquier tipo de sistema se encuentra sometida a un
constante estrés debido a varios factores, los que inciden directamente sobre el sistema
inmunitario. Para poder entender como operan esos factores, es indispensable tener claro qué
es la inmunidad, sus componentes y que es lo que necesita para brindar una proteccion
eficiente, y de esta manera poder tomar las decisiones y acciones en uno de los momentos
fisioldgicos mas complejos de la vaca.

CONCEPTOS BASICOS DEL SISTEMA INMUNE

El Sistema inmune es aquel que protege al organismo contra agresiones externas, patégenos
y elementos toéxicos. Es uno de los sistemas mas importantes del cuerpo. Su funcion es
reconocer sustancias o antigenos extrafos y reaccionar contra ellos.

La inmunidad es la capacidad del organismo de resistir a un agente infeccioso. Una
caracteristica muy importante es que carece de auto reactividad, es decir, reconoce lo propio
de lo extrafio.

El Sistema Inmune se compone de 6rganos linfoides, células y proteinas especificas. En los
6rganos linfoides primarios (timo y médula ésea) se producen y multiplican las células del
sistema inmune, las que luego migran a los érganos linfoides secundarios para su maduracion.
En los 6rganos linfoides secundarios (nddulos linfaticos, bazo y placas de Peyer) maduran
linfocitos T como linfocitos B y es donde se les son presentados los antigenos por las células
presentadoras de antigeno, migrando luego al sitio de la infeccidn. Los tejidos linfoides estan
asociados a las mucosas donde hay presencia de linfocitos en caso de ataque externo. Si bien
dentro de estos 6rganos no esta considerado el higado, éste también actiua como érgano
linfoide, ya que un tercio esta compuesto por células endoteliales, linfocitos, células de Kupffer
(fagocitos fijos en el espacio periportal) y células estrelladas (también fagocitos).

Con respecto a las células del sistema inmune, se encuentran células natural killer (NK),
Leucocitos polimorfonucleares (neutrdfilos, basofilos, eosindéfilos y mastocitos), fagocitos
(células dendriticas (CD), Células de Langerhans, monocitos, macrofagos) y linfocitos. Hay
distintos tipos de proteinas involucradas, como citoquinas, sistema complemento,
inmunoglobulinas, opsoninas, etc. Las células del sistema inmune se generan a partir de
células madre en la médula 6sea, habiendo dos lineas celulares, el progenitor mieloide, que
produce los leucocitos: neutrdéfilos, eosindfilos, basdfilos, mastocitos y fagocitos, y el progenitor
linfoide, que produce los linfocitos T, B y NK.

TIPOS DE RESPUESTA INMUNE Y BARRERAS DE DEFENSA

Existen dos tipos de respuesta inmune. La innata o inespecifica y la adquirida o especifica. La
inmunidad innata tiene las caracteristicas de generar una respuesta no especifica, una
respuesta maxima inmediata, no tiene memoria inmunoldgica y esta mediada por células y
componentes humorales. La inmunidad adquirida genera una respuesta especifica contra
patégenos y antigenos, demora en la respuesta desde la exposicion a la respuesta maxima,
es una inmunidad mediada por células y componentes humorales, adquiere memoria
inmunolégica y mejora la respuesta a través de futuras exposiciones, ademas de reconocer
una gran cantidad de determinantes antigénicos (10°-10 ).
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La inmunidad innata se compone de barreras externas primarias, como la piel, mucosas y
secreciones que impiden la entrada de patégenos al organismo. Cuando estas barreras son
traspasadas por alguna injuria, se activan las barreras secundarias, que son principalmente
células natural Killer, células fagociticas, neutrdfilos y sistema complemento, generando una
respuesta inflamatoria y fiebre. Mas del 90% de las infecciones no ingresan al organismo
gracias a la respuesta innata. En la inmunidad adquirida participan tanto los linfocitos T y
subgrupos (CD4+ y CD8+) encargados de destruir bacterias, células infectadas o cualquier
célula del cuerpo que presente alguna anormalidad (asociados a complejo mayor de
histocompatibilidad MHCI y MHCII); asi como linfocitos B, encargados de generar los
anticuerpos y la memoria inmunoldgica para futuras infecciones con el mismo antigeno.
Existen dos tipos de inmunidad: la inmunidad activa, propia del organismo y con memoria
inmunoldgica, generando anticuerpos especificos en presencia de antigenos ya sea por
infeccidn natural o infeccion artificial (vacunacion); y la inmunidad pasiva, la cual tiene efecto
temporal, el individuo adquiere anticuerpos especificos exdgenos (calostro en bovinos,
placenta en humanos, o seroterapia).

IMPORTANCIA DE LA NUTRICION SOBRE EL SISTEMA INMUNE

Se deben proveer los nutrientes necesarios para mantener la homeostasis. Estos nutrientes
son necesarios para los requerimientos de energia de las células, formacion de moléculas
como enzimas y proteinas. Vitaminas y minerales participan en procesos metabdlicos de las
células, replicacion y diferenciacion celular, recambio de los epitelios y sistema inmunolégico.
Pueden afectar tanto la respuesta humoral como los componentes humorales como lisozimas
y hormonas que regulan la respuesta inmune.

Vitaminas: Participan en el desarrollo y mecanismos de la respuesta inmune. La vitamina A
mantiene la integridad de los epitelios del tracto respiratorio e intestinal, elaboracién de la
queratina de la piel y es un factor fundamental en la resistencia a infecciones por hongos; la
vitamina D participa en el metabolismo del calcio, influye en la activacion de los linfocitos y
favorece la sintesis de anticuerpos secretorios; la vitamina E protege a las células del dafo
de la oxidacion por radicales libres, mejora la respuesta inmune celular y humoral; la vitamina
C favorece la accion fagocitica de neutrdfilos, protege a los leucocitos de los efectos toxicos
de las especies reactivas de oxigeno (ROS), mejora la quimiotaxis de los fagocitos y NK en el
foco de la infeccion, mejora la actividad citotdxica de NK y actividad antimicrobiana, estimula
enzimas hepaticas de detoxificacion; la vitamina D regula la division y crecimiento de células
inmunitarias.

Minerales: El selenio, interviene en la proliferacién de neutrdfilos y en la diferenciacion de los
linfocitos, neutraliza radicales libres y reduce el estrés oxidativo (principal componente de la
glutatién peroxidasa), favorece la adhesién y migracion de neutréfilos desde el endotelio al
sitio de accion; el zinc esta presente en concentraciones altas en leucocitos, es inmuno-
regulador y antiviral, interviene en la maduracién de las células inmunitarias y es cofactor de
enzimas (anhidrasa carbdonica, ADN y ARN polimerasa); el cobalto esta implicado en la
proliferacion y funcién de los neutrdfilos, disminuye la retencion de placenta e infecciones
intramamarias, su deficiencia disminuye la capacidad de los linfocitos B de producir
anticuerpos y citoquinas (InF, TNF) y es un componente de las proteinas de la sangre y
cofactores enzimaticos de respiracion celular; el cobre esta presente en el higado y esta ligado
a la sintesis de ceruloplasmina, proteina de fase aguda ante infecciones y estrés, sintesis de
superoxido dismutasa (enzima antioxidante); el hierro, participa en la produccion de
citoquinas, potencia la actividad bactericida de los neutréfilos y produccion de sustancias
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antioxidantes; el calcio, no solo es un mineral estructural de huesos y células, sino que es
esencial para el sistema inmune, ya que es el segundo mensajero mas importante para la
activacion de células inmunitarias. Si hay deficiencia de calcio, las células inmunitarias no
pueden responder adecuadamente. Las células deben tener calcio almacenado listo para su
liberacion.

INMUNIDAD DE LA VACA LECHERA EN TRANSICION

La vaca en transicion se ve afectada por muchos factores estresantes que alteran su funcion
inmunitaria mas de lo normal en un periodo ya estresante como es el parto y la lactancia.
Estrés, es cualquier factor que altera la homeostasis. Esta regulado por el eje hipotalamo-
hipdfisis-adrenales, habiendo estrés agudo y cronico. El estrés agudo es aquel que se genera
como respuesta normal y necesaria para la proteccion del individuo. Hay una secrecion
transitoria de cortisol y catecolaminas, induce respuesta inflamatoria autorregulada,
regresando al estado basal en horas. El estrés crénico es una respuesta estimulos estresantes
que se mantiene en el tiempo. Se genera inflamacion crénica que produce disfuncién
inmunitaria y compromiso de funciones biologicas, hormonas y metabolismo (efecto
psiconeuroinmunoendocrinolégico). Cualquier estrés que dure horas a meses genera una
exposicion cronica a glucocorticoides los cuales inhiben la migracién de neutrdéfilos a los tejidos
(mayor propension a retencion de placenta, metritis y enfermedades infecciosas), disminucion
de fagocitosis de los neutrdéfilos, desregulacion de los mediadores inflamatorios, disminucion
de la eficiencia de las respuestas adaptativas (fracaso en los programas de vacunacion),
apoptosis linfocitaria (menor cantidad de LB, LT y NK circulantes).

La vaca gestante mantiene un estado de inmunotolerancia para evitar el rechazo del feto, lo
que la hace mas susceptible a enfermedades. Dias antes del parto esto cambia y se pasa de
inmunotolerancia a un estado proinflamatorio. Las senales fetales, y prostaglandinas gatillan
este estado para desencadenar el parto, donde participa principalmente la inmunidad innata.
La inflamacion es un proceso necesario y esencial en el postparto, con el fin de que los
fagocitos puedan fagocitar los detritos, bacterias y remodelar el tejido uterino. Debe durar solo
algunos dias en animales inmunocompetentes, pero puede durar semanas en animales
inmunodeprimidos. Los animales inmunodeprimidos presentan neutrofilos con funcion
alterada, liberacién exacerbada de superoxidos, pero sin capacidad de fagocitar, lo que
aumenta aun mas el estrés oxidativo. El sistema llama a mas neutréfilos y fagocitos, los que
finalmente llegan en estados inmaduros, siguiendo el ciclo inflamatorio. En el postparto, las
células mas importantes son los neutréfilos que tienen funciéon de secretar proteasas para
degradar la matriz extracelular de la placenta y remodelar el tejido uterino, y los fagocitos que
engullen bacterias, células muertas y residuos. Es importante que la vaca preparto tenga una
buena condicién inmunoldgica, ya que esto determina la duracién de la inflamacién postparto,
funcién inmunitaria y susceptibilidad a enfermedades metabdlicas en infecciosas (disfuncion
inmunitaria 2 semanas preparto y 4 semanas postparto).Los animales que llegan al parto en
buena condiciéon corporal y buena nutricién tienden a tener un buen estado inmunoldgico,
contrarrestan mejor el estrés oxidativo, son menos propensas a enfermedades, la inmunidad
innata funcionara de manera 6ptima y por ende la recuperacién de la vaca sera mas rapida.
Por otro lado, los animales con deficiencias nutricionales tienden a tener mas estrés oxidativo,
lo que conlleva a enfermedades metabdlicas, funcion deficiente de fagocitos y neutréfilos y
agotamiento inmunolégico.

Inmunoglobulinas: En las ultimas semanas de gestacion la glandula mamaria comienza a
producir calostro y con ello el traspaso de inmunoglobulinas de la sangre hacia el calostro. La
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IgG 1 es traspasada al calostro, mientras que la IgG 2 se mantiene en la madre para la
proteccion de ésta. Factores que inhiben al sistema inmune reducen la produccion de 1gG
natural como inducida a través de las vacunas, generando un calostro deficiente en calidad.

FACTORES QUE INCIDEN EN LA INMUNIDAD DE LA VACA LECHERA EN TRANSICION
1.-Cambios de dieta pre y post parto: Las vacas pasan de una dieta rica en nutrientes
durante la lactancia al periodo seco donde se disminuye considerablemente la cantidad y
calidad del forraje, luego se cambia a la dieta preparto y consecutivamente, la dieta postparto
vuelve a cambiar abruptamente, aumentando los aportes para la produccion de leche. Estos
cambios pueden generar una disbiosis del sistema digestivo, disminuyendo el grosor del moco
intestinal y la barrera del intestino, quedando expuesto a la colonizacion de patégenos.

2.- Cambios metabdlicos y endocrinos: En el post parto las vacas generalmente no son
capaces de adaptarse fisiologicamente a los mayores requerimientos de nutrientes para el
parto y la lactancia. El estrés presente en este periodo hace que haya una disminucion del
consumo de alimento, lo que provoca una alteracién en el metabolismo de los nutrientes,
aumento del estrés oxidativo y consigo respuestas inflamatorias disfuncionales (Triada de la
transicion). La alteracion en el metabolismo de los nutrientes se debe a una disminucion en la
ingesta de materia seca en torno al parto, esto gatilla el balance energético negativo, ya que
las necesidades de energia superan lo que las vacas pueden ingerir y la inmunidad se afecta
por el desbalance nutricional y estrés (que aumenta el cortisol). Al estar alterado el
metabolismo de los nutrientes, hay un aumento en el estrés oxidativo, aumentando los
subproductos de respiracién celular (ROS: subespecies reactivas de oxigeno), como
superoxidos, peroxidos y radicales hidroxilos. Estos son factores de riesgo para la incidencia
y gravedad de mastitis y metritis. De ahi la importancia del aporte de antioxidantes como Se,
vit. E, Zn Cu y Mn.

3.- Cambios en el grupo social: El reagrupamiento constante genera efectos criticos como
disminucion de la ingesta de materia seca, aumento de balance energético negativo,
disminucién de la produccion de leche, disminucién de la reproduccion y comportamientos
agresivos y sumisos. El aumento del cortisol dado este estrés y la disminucién de la IMS hace
que se afecte la inmunidad.

4.-Temperatura: El calor produce disminucion de la ingesta de materia seca, baja ingesta
energia. El frio aumenta la tasa metabdlica para la generacion de calor y disminucion de peso.
La energia se va a la generacion de calor, dejando al sistema inmune, reproduccion y
produccion en segundo plano.

5.- Transporte: El estrés por transporte genera un aumento en los niveles de cortisol que dura
varios dias provocando disfuncién inmunitaria.
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MANEJO DE LA INMUNIDAD EN LAS VACAS EN TRANSICION

Manejo del ambiente: Intentar controlar los factores que producen estrés para evitar en lo
posible la disminucién de la ingesta de alimento, mantener un ambiente limpio y tranquilo para
el preparto.

Nutricidn: Aporte adecuado de nutrientes para mantener la funcionalidad de las células
inmunitarias; Dietas aniénicas preparto para mejorar la homeostasis del calcio, antioxidantes,
vitaminas y minerales.

Vacunacion: Vacunar a las vacas desde el secado para disminuir la incidencia de
enfermedades y apoyar la inmunidad del ternero Para que la vacunacion sea efectiva la vaca
debe tener competencia inmunoldégica.

Aditivos inmunomoduladores: Existen aditivos nutracéuticos naturales que modulan el
sistema inmune: productos en base a algas, betaglucanos y probidticos. Estos alteran
microbiota intestinal comensal ayudando a excluir patégenos, mejorar la barrera intestinal,
activar los receptores de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMS) en células
inmunitarias.

Teniendo en cuenta cuales son los factores estresantes, se puede tomar acciones para
disminuirlos y de esta forma evitar que las vacas entren en un estado inflamatorio constante
que provoque un desbalance de la homeostasis dejando a la vaca susceptible a enfermedades
infecciosas y metabdlicas. Estos manejos pueden ayudar a mejorar la condicion inmunoldgica
de la vaca desde el secado hasta el postparto, mejorando la calidad del calostro y haciendo
que la vaca se recupere mas rapido después del parto.
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MEJORANDO LA INMUNIDAD DE LA GANADERIA CON EL USO DE ALGAS MARINAS
R. T. Pereira V", M. Garcia-Suarez '

"Olmix SA, Za du Haut du Bois, 56 580 Bréhan, France
*rpereira@olmix.com

Los polisacaridos parietales de algas marinas presentan una complejidad estructural y
una composicion Unica que les confieren una alta reactividad y explican sus propiedades
biolégicas cuando se utilizan en animales. La complejidad y la reactividad bioldgica de los
polisacaridos de algas provienen de la naturaleza de las unidades de azucar, que son diversas
y a veces raras, como el acido urénico, la xilosa y la ramnosa; la variedad de enlaces
glucosidicos que conducen a su estructura ramificada y la presencia de grupos sulfato.
Ademas, su estructura polianidnica y su solubilidad aumentan su reactividad y permiten su
reconocimiento por parte de las células del huésped. Los polisacaridos sulfatados son
caracteristicos de las macroalgas (no se encuentran en las plantas terrestres, ni en las
microalgas de agua dulce ni en las paredes celulares de las levaduras).

Estudios combinado extractos de MSP®uvunity de algas verdes y MSP®sarrier de algas
rojas han demostrado mejorar la salud y la productividad, asi como reducir los retrasos en la
reproduccion asociados con el estrés por calor. El uso de extractos de algas marinas en
granjas espanolas que sufrian estrés por calor (media de 33° durante la prueba) durante el
periodo seco (60 dias antes del parto) resulté en una mejora significativa de los parametros de
salud y produccion: reduccion de los niveles de haptoglobina en el dia 3 después del parto (lo
que representa un estado inflamatorio mas bajo) y reduccion de los recuentos de células
somaticas (Figura 1); aumento de produccién de leche (+2%, 0,84 kg/vaca/dia a los 90 dias
en leche, p<0,001) y reduccion de dias en leche en la primera inseminacion artificial exitosa
en comparacion con el grupo control (-17d, p<0,001) ( Figura 2). El uso de los extractos de
algas generdé un ingreso adicional de 52 € por vaca. Las vacas recién paridas durante los
periodos de estrés por calor pueden beneficiarse del uso de algas marinas como se observo
en una granja lechera comercial de 500 vacas en Wisconsin (EE.UU.) en la que las vacas
recién paridas suplementadas mantuvieron su ingesta de alimento y el tiempo de rumia.

También se ha observado una mejora en la calidad del calostro (valores brix >28 en el
grupo alimentado con extractos algas marinas en comparacion con el grupo control que estaba
en valores brix de 22), y una reduccién de patologias en el periodo posparto (-19,4% de
ocurrencia de retencién de placenta y -47,2% % de aparicién de mastitis <60 DEL frente al
grupo de control) cuando se administr6 en el periodo seco en granjas italianas.
Adicionalmente, en otra experiencia en Estados Unidos, el apoyo al estado inmunitario y el
refuerzo de la funcion de barrera intestinal aportados por MSP®garrier cOndujeron a una mayor
calidad de calostro en el grupo MSP®umunity Ya que la proporcion de vacas con buena calidad
de calostro cambioé de 39,3% a 56,6%, mientras que la proporcién de vacas con calostro medio
0 pobre se redujo de 42,8% a 28,3% y de 17,7% a 15,1% respectivamente (Figura 3).

La combinacién de extractos de algas marinas verdes y rojas es una solucion
sostenible que se puede utilizar como una estrategia de alimentacién alternativa natural para
ayudar a los rebafos lecheros a hacer frente al estrés por calor al reforzar la funcion de barrera
intestinal y modular la respuesta inmunitaria para mantener o mejorar la productividad de vacas
y terneros.
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Figura 1 y 2. Recuento de células somaticas (*1000/mL) a los 90 dias en leche y niveles séricos de
haptoglobina (mg/mL) en el periparto (dias desde el parto)
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AVANCES EN INMUNOLOGIA DE LA GLANDULA MAMARIA:
INNOVACIONES EN SALUD Y PRODUCCION EN GANADO LECHERO

Immunology of the bovine mammary gland:

Advances in health and milk production in dairy cattle

Marcos Mufioz Domon, MV, PhD.
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de Concepcién, Chile.
marcomun@udec.cl

INTRODUCCION

El sistema inmune mamario de la hembra bovina es una pieza fundamental en lo que los
epidemidlogos veterinarios denominan “los factores de la vaca” en la popular triada animal-
ambiente-agente. Sumado a ello, las infecciones intramamarias junto a sus eventos clinicos
(mastitis) son las afecciones que mas impacto tienen sobre los sistemas productivos lecheros,
su eficiencia, economia, salud y bienestar animal. Es, por tanto, fundamental el conocer la
inmunidad de la glandula mamaria y su respuesta cuando su sistema inmune se ve
comprometido. Asi como también es relevante describir las estrategias para optimizar la
respuesta inmune mamaria, en particular en aquellos momentos en que existe un aumento en
la susceptibilidad a la infecciones mamarias y mastitis.

GENERALIDADES DEL SISTEMA INMUNE MAMARIO BOVINO

La capacidad de una vaca de resistir una nueva infeccion intramamaria depende de la
eficiencia del sistema inmune de la glandula mamaria. El propdsito del sistema inmune
mamario no es solamente prevenir una infeccidon bacteriana, sino que también eliminar las
infecciones existentes y restaurar la funcion tisular y secretora. Los componentes del sistema
de inmunidad mamario estan compuestos de un complejo sistema que involucra tejidos,
células que trabajan juntos para defender la glandula de una gran variedad de patégenos
causantes de mastitis. Los componentes individuales del sistema inmune mamario pueden ser
clasificados en distintas categorias funcionales. Estas categorias incluyen la respuesta inmune
innata y respuesta inmune adaptativa o “adquirida”. La respuesta inmune innata incluye un
conjunto de mecanismos de resistencia que pueden ser gatillados a segundos o minutos del
desafio del desafio bacteriano. Por otra parte, la respuesta inmune adaptativa puede tomar
hasta varios dias en estar completamente activada y ser capaz de generar un respuesta mas
especifica a factores bacterianos seleccionados que causan mastitis. A pesar de lo
conveniente que resulte el analisis separado de las complejidades de la respuesta inmune
innata y de la respuesta inmune adaptativa. Es necesario aclarar que estos dos sistemas no
operan de forma de forma independiente el uno del otro. Para que ambos sistemas
proporcionen una proteccion optima contra los patdégenos causantes de mastitis, es
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fundamental necesario que los factores innatos y adaptativos funcionen de manera interactiva
y altamente coordinados. Como tal este sistema inmune integrado no solo debe mantener un
delicado balance entre la activacion de los mecanismos de defensa necesarios para controlar
la infeccion bacteriana durante los estados tempranos de infeccién, sino también de tener la
capacidad de detener y limpiar la activacion inmune una vez que la invasion bacteriana ha
pasado.

INMUNIDAD INNATA EN LA GLANDULA MAMARIA BOVINA

El sistema y mecanismos innatos de inmunidad constituyen la linea inicial de defensa cuando
la glandula mamaria se ve expuesta de manera inicial y por primera vez a patdgenos
mamarios. Esta repuesta innata se caracteriza por una rapida activacion de sus mecanismos,
la cual ocurre en segundos luego la exposicion bacteriana inicial. Posteriormente, y
dependiendo de la eficiencia de los mecanismos innatos de defensa, los patdgenos causantes
de mastitis pueden ser neutralizados y eliminados antes de que ocurra cualquier cambio
anormal en la leche o en el tejido mamario. Sin embargo, a pesar de que la inmunidad innata
es una linea de defensa intermedia, el reconocimiento y respuesta a bacterias no son
altamente especificos y su inmunidad no es de larga duracion. Mas aun, los mecanismos
inmune innatos no son aumentados por exposicion repetida al mismo patégeno causante de
infeccidon intramamaria o mastitis. Mas aun, los mecanismos de resistencia de inmunidad
innata pueden ser ya sea localizados dentro de los tejidos mamarios afectados o rapidamente
reclutados desde el flujo sanguineo venoso al sitio de infeccidon luego de la activacion por
medio de numerosos estimulos. Los principales constituyentes de la inmunidad innata de la
glandula mamaria bovina incluyen la barrera fisica de la punta del pezén sumado a una gran
variedad mecanismos moleculares y celulares que facilitan la proteccion inicial de la glandula
mamaria. (Tabla 1).

INMUNIDAD ADAPTATIVA EN LA GLANDULA MAMARIA BOVINA

En los procesos de invasion e infeccién de la glandula mamaria bovina, aunque la inmunidad
“adaptativa” tome mas tiempo que la inmunidad innata en desarrollarse luego de la exposicion
microbiana, este tipo de inmunidad es crucial, si los patégenos mamarios son capaces de
evadir o no son completamente eliminados por el sistema innato de defensa. A diferencia de
la naturaleza generalizada de la inmunidad innata, la inmunidad adaptativa es capaz de
producir respuesta inmune a factores especificos asociados con patégenos bacterianos. A los
cuales son refiere o conoce como “antigenos”. Una caracteristica fascinante del sistema
inmune adaptativo es la habilidad de una vaca de reconocer y responder a millones de
antigenos unicos que el sistema pudiera encontrar.

Cuando un antigeno es encontrado mas de una vez, como consecuencia de la accién de la
memoria inmunolodgica, se gatilla la ocurrencia de un estado aumentado de inmunidad reactiva.
Por tanto, la respuesta de memoria es mucho mas rapida, considerablemente mas fuerte, dura
mas, y a menudo es mas efectiva eliminando los patégenos comparada con la exposicion
inicial a un antigeno particular.
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Mientras la habilidad de las respuestas inmunes adaptativas de ser amplificadas mediante
exposiciones repetidas a un patégeno particular proporciona la base de las estrategias de las
vacunas de mastitis. También es importante considerar que respuestas inmune especificas
inapropiadas no ocurren contra los propios antigenos de la vaca. Por esta razén, el sistema
inmune es capaz de distinguir lo propio de lo no-propio, y por tanto solo reacciona
selectivamente a los antigenos extranos. La habilidad de reconocer s6lo antigenos ajenos,
esta mediada por proteinas ligadas a membrana genéticamente diversas, llamadas moléculas
MHC. Mas aun una respuesta inmune especifica solo ocurre si los antigenos se combinan con
una molécula MHC sobre la superficie de ciertas células, en un proceso conocido como
“presentacion de antigeno”. Los mayores componentes del sistema inmune innato incluyen
moléculas de inmunoglobulinas, macrofagos, células dendriticas, y varias distintas
poblaciones de células linfoides que median el reconocimiento de factores patogénicos
especificos (Tabla 2).

Tabla 1. Principales mecanismos de defensa innatos de la glandula mamaria bovina*

Factor Funcién principal

Punta del pezon Mdusculos del esfinter, se contraen para bloquear la
penetracion bacteriana
Keratina, tiene actividades bacteriostaticas y forma una

barrera
Roseta de Furstenberg, densamente poblada con
leucocitos
Receptores para Reconocimiento bacteriano y activacion de las respuestas
reconocimiento de patrones inflamatorias
(PRRs) Presentes tanto en células inmune como en no-inmunes de

la glandula mamaria
Interactuan con PAMPs
PPRs importantes en la glandula mamaria: TLR-2 y TLR-4

Complemento Bacteriolitico
Facilita la fagocitosis

Lactoferrina Secuestro de hierro necesario para el crecimiento
bacteriano.

Almacenada y liberada por neutréfilos en la leche

Puede activar la via clasica del Complemento (C1q)
Citoquinas Inmunoregulatorias para respuestas inmune innatas

Activadas por patrones moleculares asociados a patdbgenos

(PAMPs) y células centinela involucradas en la respuesta

temprana a la invasion.

Oxilipidos Regulacién microvascular
Orquesta las respuestas proinflamatoria y pre-resolutiva
Células epiteliales Reconocimiento de patégenos a través de receptores de
reconociendo de patégenos (PRRs)
Células endoteliales Control del flujo de sangre a tejidos afectados

97



RYTITN
o s,
s @g i n %
X -
“ o~
2oe Ill\\‘

Regula la migracion y activacion de leucocitos

Neutrofilos Fagocitosis y muerte intracelular de bacterias a través de la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS),
enzimas antibacterianas y defensinas
Forma trampa extracelular de neutrofilos (NET)

Macrofagos Fagocitosis y muerte extracelular de bacterias

Produccién de citoquinas inmunoregulatorias y oxilipidos
Remocion de restos celulares

Células dendriticas

Fagocitosis de bacterias
Produccion de citoquinas

Células natural killer

Identifican y ayudan a eliminar células infectadas del
huésped
Secrecion de proteinas antibacterianas cuando al activarse

*Fuente: Actualizado de Sordillo L. (2018,) con modificaciones de Mufioz M. (2024).

Tabla 2. Principales mecanismos de defensa adaptativos de la glandula mamaria bovina*

Factor

Funcién principal

Complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC)

Distingue moléculas del huésped de moléculas ajenas
Presenta y reconoce nuevos antigenos asi como aquellos
ya conocidos por el sistema inmune

Células dendriticas

Presentacién de antigenos
Produccién de citoquinas

Macréfagos

Presentacién de antigenos
Produccion de citoquinas

off Células T

Células Tw (Twu1, T2, Tu17, Treg); producen citoquinas que
regulan la respuesta inmune adaptativa.

Rol en el cambio de isotipo de inmunoglobulinas

Células T citotoxicas (Tc); lisis de células huésped dafadas
Produce citoquinas capaces de down-regular las funciones
leucocitarias

vd Células T

Prevalentes en rumiantes, encontradas en las superficies
mucosas
Su rol en la glandula mamaria es especulativo

Células B

Células B maduras son células presentadoras de antigeno
que se convierten en células de memoria antigeno-
especificas.

Ig (anticuerpos)

IgM es la mas grande y la primera producida; rol en
aglutinacion y activacion del complemento
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IgG1 es selectivamente transportada a la secrecion
mamaria; mejora la fagocitosis bacteriana a través de la
opsonizacion
IgG2 es transportada a la glandula mamaria a través del
influjo de neutrdfilos; opsoniza bacterias y mejora la
fagocitosis.
IgA es encontrada en las superficies mucosas y tiene una
funcién antiviral

Citoquinas Inmunoregulatorias para la inmunidad adaptativa
Facilitan la capacidad funcional de los leucocitos

*Fuente: Actualizado de Sordillo L. (2018,) con modificaciones de Mufioz M. (2024).

ROL DEL EPITELIO MAMARIO COMO SENTINELA Y LINEA DE DEFENSA

En vacas libres de infeccion intramamaria, se requiere gatillar la inflamacion e iniciar la llegada
de neutrdfilos a al tejido mamario para proteger la glandula mamaria de la infeccion, debido a
que las células somaticas de glandula saludables son probablemente insuficientes para gatillar
inflamacion. La pregunta que cabe hacerse es: ¢ Cuales son las células que aseguran la alerta
y la capacidad de responder de la glandula mamaria ante la intrusion o invasion bacteriana?
La respuesta subyace en la segunda linea de defensa de la glandula mamaria. Estas son las
células del epitelio y células asociadas al epitelio de la glandula mamaria. Mas aun, distintos
estudios han establecido que las células epiteliales mamarias (MEC) estan equipadas para
“sensar” la presencia de bacterias y productos bacterianos. Ellos expresan varios de los
receptores de reconocimiento de patrones (PRR), los cuales detectan los ligandos bacterianos
llamado patrones moleculares asociados a microorganismos. De hecho, las células epiteliales
mamarias reaccionan a los patrones moleculares asociados a patégenos/microbianos
(PAMPs), que ellos han sensado, al producir distintos reactivos de autodefensa (péptidos
antimicrobianos y especies de oxigeno reactivo) y mediadores de la inflacion (citoquinas y
guemoquinas).

Ademas de las células epiteliales, el epitelio mamario que tapiza las cisternas mamarias y los
grandes ductos compromete leucocitos cercanamente asociados con el tapiz epitelial.
Involucrando células tales como: células dendriticas, macrofagos y linfocitos. Es por tanto muy
importante considerar que el epitelio de la glandula mamaria (Figura 1) esta equipado para
“sensar’ las bacterias y gatillar la respuestas inflamatorias. Estos mecanismos de respuestas
ocurren tanto en el epitelio glandular alveolar, como en el epitelio a nivel de la cisterna y
grandes ductos.
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Figura 1. Representacion esquematica del epitelio glandular mamario a nivel de la cisterna y
grandes ductos. Fuente: Reinard et al. (2018)

INMUNIDAD Y GENETICA PARA RESISTENCIA A MASTITIS

Hace mas de 70 anos atras, al inicio de la década de los 50, se demostrd la heredabilidad de
la variacion en la incidencia de mastitis sugiriendo la posibilidad de la seleccion genética para
mejorar la resistencia a la mastitis. Posteriormente distintos investigadores establecieron una
fuerte correlacion genética entre mastitis clinica, estatus bacteriolégico y recuento celular
somatico. Estos estudios establecieron la base para los programas de mejoramiento genético
con blanco en la salud de la ubre en donde la justificacién econémica de la inclusién de este
tipo de mejoramiento estaba completamente refrendada.

La seleccion genética puede afectar tanto la inmunidad innata y adaptativa (para lo cual el
recuento celular somatico es un importante efector y marcador) como los rasgos morfologicos
importantes de la glandula mamaria (Figura 2). Por otra parte, inmunidad innata y adaptativa
es también determinada por interacciones previas y actuales con el ambiente microbiano. La
interaccion con éstos determinantes condicionara la resistencia o susceptibilidad a la mastitis.
La glandula mamaria respondera consecuentemente a la presion de infeccion formas mas o
menos eficientes, segun corresponda. El resultado final sera un evento de mastitis clinica,
mastitis subclinica transitoria o crénica, o no infeccién en la glandula.
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Figura 2. Relacion entre los mayores determinantes inmunoldgicos del estatus de salud de la
glandula mamaria bovina. Fuente: Mufioz, 2024 modificado de Rainard et al 2018.

La seleccion contra mastitis pudiera afectar dos niveles de resistencia: el primero respecto de
la morfologia de la glandula mamaria y la eficiencia del canal del pezén que produce un efecto
de reduccion de penetracion de bacterias en la glandula mamaria. El segundo es en relacion
al sistema inmune de la glandula mamaria. El efecto puede ser una mejorada eficiencia de la
respuesta inmune y cura bacterioldgica o una disminucién de la severidad de la enfermedad.
Ambos efectos resultantes de una baja incidencia de mastitis clinica. Asi una glandula mamaria
de bajo Score de Células Somaticos sera mas fenotipicamente receptiva dado que es ella esta
no-inflamada comparada con una glandula mamaria de una vaca de altos recuentos celulares
somaticos y menos susceptible por la resistencia genética. El efecto neto deberia ser en
ventaja del RCS bajo en todos escenarios de presion de infeccion.
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EUTANASIA EN RUMIANTES
Euthanasia in ruminants

R. Arancibia
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile, rarancib@uchile.cl

INTRODUCCION.

Los problemas relacionados con el bienestar animal han dejado de ser invisibles para nuestra
Sociedad. En las ultimas décadas, los esfuerzos para garantizar un trato humano y respetuoso
hacia los animales han captado la atencién mundial. Esta preocupacion ha dado lugar al
crecimiento de la ciencia y la ética del bienestar animal, visible en el desarrollo de programas
académicos, creacion de instituciones especializadas y la adaptacion de los curriculos en
facultades de veterinaria. Asimismo, se ha impulsado la proliferacion de investigaciones
cientificas en revistas especializadas y el surgimiento de nuevas fuentes de financiamiento
dedicadas a estudiar como los entornos e intervenciones humanas impactan a los animales.
Este enfoque ha llevado a una creciente atencion en el uso y manejo de animales, tanto a nivel
nacional como internacional, reflejandose en la creacion y modificacion de leyes, regulaciones
y politicas institucionales que buscan mejorar las condiciones de los animales utilizados en la
agricultura, la investigacion, la educacion, el entretenimiento y animales de compaiia.
Ademas, se ha incrementado la preocupacion por la conservacion de la vida silvestre y el
impacto de las acciones humanas sobre los ecosistemas terrestres y acuaticos.

En este contexto, los Médicos Veterinarios desempenan un papel fundamental como lideres
en el cuidado animal, incluyendo la mitigacion del dolor y sufrimiento innecesario. Existe
bastante literatura al respecto que aborda diferentes aspectos, métodos y procedimientos de
Eutanasia en Animales, especificamente en Rumiantes, si Ud. desea ahondar en estos temas
puede revisar la informacién disponible en la Guia para la Eutanasia de Animales de la
Asociacién Americana de Medicina Veterinaria, que en su ultima Edicién del afio 2020, un
panel de expertos no solo se se esforzé por aplicar la mejor investigacion cientifica disponible,
sino que también practicamente disponible (AMVA, 2020).

Las recomendaciones sobre eutanasia incluyen criterios especificos, métodos apropiados y
agentes indicados, y estan disefiadas para apoyar el juicio profesional de los veterinarios. Por
otro lado, la eutanasia va mas alla del momento de la muerte del animal, abarcando practicas
previas como la sedacion, anestesia, el manejo adecuado y la disposicion ética de los restos
animales.

EUTANASIA

La palabra eutanasia, es derivada del griego "eu" (bueno) y "thanatos" (muerte), y se refiere a
la muerte intencionada de un animal de manera que minimice o elimine el dolor y la angustia.
En este sentido, el término Eutanasia se considera como una “buena muerte”, un acto
humanitario que pone fin a la vida de un animal en beneficio de su bienestar, especialmente
cuando enfrenta enfermedades terminales o sufrimientos insuperables.

La eutanasia en animales es una practica guiada por principios éticos que buscan garantizar
el bienestar y el respeto por la vida de los animales, asegurando que, cuando la muerte sea
inevitable, sea lo mas compasiva y libre de sufrimiento posible, implica dos principios
fundamentales: (1) la disposicidon humanitaria para inducir la muerte de forma ética y centrada
en el bienestar del animal, y (2) la aplicacion de métodos que aseguren una muerte rapida y
sin dolor. Estos principios son interdependientes y reflejan el compromiso del Médico
Veterinario con la responsabilidad moral hacia los animales bajo su cuidado (AMVA, 2020).
Los médicos veterinarios, al tomar decisiones sobre la eutanasia, utilizan indices de bienestar
que incluyen el buen funcionamiento fisico del animal, su bienestar emocional y su capacidad
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para llevar a cabo comportamientos naturales. Si el equilibrio de la vida del animal esta
dominado por estados negativos, se considera humano ofrecer una muerte digna y compasiva
mediante la eutanasia, para aliviar su sufrimiento y garantizar su bienestar.

Estos criterios medibles que evaltuan el bienestar animal en explotaciones productivas de
ganado de carne y ganado de leche incluyen: Comportamiento, Tasas de morbilidad de
enfermedades, Tasas de mortalidad de enfermedades, Cambios de peso y condiciéon
corporal, Eficiencia reproductiva, Aspectos fisicos, Respuestas a la manipulacién y
Complicaciones por procedimientos rutinarios.

Si bien es cierto que los criterios de bienestar animal son medibles, estos en la mayoria son
perfectamente mejorables bajo ciertas condiciones, ya que estan sujetos a diversos factores
que influyen en la salud, comportamiento y calidad de vida de los animales, a través de mejoras
en infraestructura, capacitacion del personal, manejo cuidadoso de la salud, uso de tecnologia,
mejoras en la alimentacién y manejo reproductivo. Estos cambios también pueden incrementar
la productividad y sostenibilidad del sistema.

El principal objetivo al realizar una eutanasia es aliviar el sufrimiento innecesario
proporcionando una muerte sin dolor. Esto se da en el contexto de enfermedades terminales
o donde la calidad de vida se ve comprometida. Las principales razones para realizar una
eutanasia humanitaria pueden incluir (OMSA, 2024):

1.- Emaciacioén severa, gran debilidad o riesgo de no poder levantarse.

2.- Ganado incapaz de desplazarse, que no se pueda levantar, no quiera comer o beber, o
qgue no haya respondido adecuadamente a la terapia.

3.- Rapido deterioro del estado de salud sin mejora con la terapia.

4.- Dolores graves y debilitantes.

5.- Lesion en la médula espinal.

6.- Fractura expuesta.

7.- Enfermedad del sistema nervioso central.

8.- Infecciones articulares multiples con pérdida de peso crénica.

9.- Terneros prematuros con pocas probabilidades de sobrevivir o con anomalias congénitas
debilitantes o indeseables.

10.- Medidas que forman parte de la respuesta ante situaciones de desastre.

En todos los casos, la decision de someter debe basarse en criterios médicos, cientificos y
éticos, con el bienestar animal como prioridad.

AGENTES EUTANASICOS Y METODOS DE EUTANASIA (AMVA, 2020).

El método de eutanasia utilizado en rumiantes incluye métodos farmacoldgicos y/o fisicos los
que deben ser debe rapidos y causar el minimo dolor y estrés posible. La eleccién del método
depende de varios factores, como el tamafo del animal, la disponibilidad de recursos y las
condiciones del entorno.

Los agentes de eutanasia causan la muerte por 3 mecanismos basicos: (1) depresién directa
de neuronas necesarias para la funcion vital, (2) hipoxia y (3) interrupcion fisica de la actividad
cerebral. Este proceso debe minimizar o eliminar el dolor, la ansiedad y la angustia antes de
la pérdida de la conciencia. Dado que la pérdida de la conciencia como resultado de estos
mecanismos puede ocurrir a diferentes velocidades, la idoneidad de un agente o método
particular dependera de si un animal experimenta angustia antes de la pérdida de la
conciencia.

El agente eutanasico ideal se ajustara a diversos criterios (Booth y McDONALD, 1991):

1.- No provocara ansiedad indebida, ni alarma, temor, lucha, gritos, espasmos musculares, ni
otros sintomas clinicos de activacién autonémica. Ademas, el procedimiento de sujecion no
provocara estas reacciones.
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2.- Sera indoloro, o tan indoloro como sea posible bajo las circunstancias del momento.

3.- Actuara con rapidez (provocando inconciencia y muerte de forma instantanea o en pocos
minutos).

4.- Sera fiable (causara la muerte cada vez que se utilice correctamente).

5.- No sera peligroso para el personal entrenado que lo aplica.

6.- Sera sencillo para ser usado por personal entrenado.

7.- No estara considerado como una de las drogas de que abusa el hombre, en tal caso estara
sometido a un riguroso control segun las normas estatales.

8.- Su empleo es estéticamente aceptable. La aceptabilidad dependera de quienes observen
su aplicacion.

9.- Sera compatible con todas las razones y fines que se persiguen al someter a eutanasia al
animal o a los animales (sera de uso practico).

10.- Sera econdémico.

11.- No creara problemas sanitarios ni contaminacion ambiental.

12.- No provocara cambios tisulares que puedan complicar la necropsia. Los residuos en los
tejidos no interferiran las posteriores pruebas de laboratorio para detectar venenos o productos
metabdlicos. No dejara residuos tisulares en animales destinados a consumo humano.

EVALUACION DE LOS METODOS DE EUTANASIA.
En la evaluacion de los métodos de eutanasia, se consideran los siguientes criterios (AMVA,
2020):

1.- capacidad para inducir la pérdida de conciencia y la muerte con un minimo de dolor y
angustia;

2.- tiempo requerido para inducir la pérdida de conciencia;

3.- fiabilidad;

4.- seguridad del personal;

5.- irreversibilidad;

6.- compatibilidad con el uso y propdsito animal previstos;

7 .- efecto emocional documentado en observadores u operadores;

8.- compatibilidad con la evaluacion, examen o uso posterior del tejido;

9.- disponibilidad de medicamentos y potencial de abuso humano;

10.- compatibilidad con especie, edad y estado de salud;

11.- capacidad para mantener el equipo en condiciones de funcionamiento adecuadas;

12.- seguridad para depredadores o carrofieros en caso de que los restos del animal sean
consumidos;

13.- requisitos legales;

14.- impactos ambientales del método o disposicion de los restos del animal.

Los métodos de eutanasia se clasifican como aceptables, aceptables con condiciones y no
aceptables. Los métodos aceptables son aquellos que producen consistentemente una muerte
humanitaria cuando se utilizan como unico medio de eutanasia. Los métodos aceptables con
condiciones son técnicas que pueden requerir ciertas condiciones para producir
consistentemente una muerte humanitaria, pueden tener un mayor potencial de error del
operador o riesgo de seguridad, no estan bien documentados en la literatura cientifica o
pueden requerir un método secundario para garantizar la muerte. Los métodos aceptables con
condiciones son equivalentes a los métodos aceptables cuando se cumplen todos los criterios
para la aplicacién de un método. Las técnicas no aceptables son aquellas que se consideran
inhumanas en cualquier condicion.
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Segun los criterios anteriores se deduce que no existe un agente eutanasico que sea ideal y
la seleccidén del método de eutanasia mas apropiado en cualquier situacion dependera de la
especie y el numero de animales involucrados, los medios disponibles de restriccion animal,
la habilidad del personal y otras consideraciones.

METODOS DE EUTANASIA EN BOVINOS (Shearer, 2018; AMVA, 2020)

1. METODOS ACEPTABLES

Barbitaricos y derivados del acido barbiturico: Los barbituricos actuan rapidamente e
inducen una transicidon suave de la conciencia a la inconsciencia y la muerte. El costo es un
impedimento para el uso de barbituricos en la eutanasia de un gran numero de animales.

Las desventajas del uso de barbituricos son que su administracion requiere una restriccion
adecuada del animal, personal entrenado y un estricto control sobre la droga con contabilidad
de la cantidad utilizada, y menos opciones para la eliminacién de los restos del animal debido
a posibles residuos.

2.- METODOS ACEPTABLES CON CONDICIONES

Métodos fisicos

En situaciones de emergencia, como la eutanasia de un bovino que no esta restringido o puede
ser dificil de sujetar la administracion de un sedante podria ser deseable. En tales casos, se
puede administrar un agente blogueador neuromuscular (por ejemplo, succinilcolina) al bovino
por via intramuscular, pero el bovino debe ser sacrificado mediante un método apropiado tan
pronto como pueda ser controlado. La succinilcolina sola o sin suficiente anestésico no es
aceptable para la eutanasia.

Disparo de arma de fuego: La muerte es causada por la destruccion del tejido cerebral y el
grado de dafio cerebral infligido por la bala depende del arma de fuego, tipo de bala (o cartucho
para escopetas) y precision del objetivo.

Pistolas: Las pistolas son armas de fuego de cafién corto que pueden dispararse con una
mano. Para la eutanasia, el uso de pistolas se limita a disparos a corta distancia (dentro de 1
a 2 pies 0 30 a 60 cm) del objetivo previsto.

Rifles: Un rifle es un arma de fuego de canon largo que generalmente se dispara desde el
hombro. A diferencia del cafidn de una escopeta, que tiene un anima lisa para cartuchos de
perdigones, los cafones de pistolas y rifles contienen una serie de surcos helicoidales
(llamados estrias) que hacen que la bala gire a medida que viaja por el cafdén. Las estrias
proporcionan estabilidad a la bala y mejoran la precision.

Escopetas: Las escopetas cargadas con perdigones para aves (plomo o acero) o proyectiles
sélidos (proyectiles de plomo sdlido disefiados especificamente para escopetas) son
apropiadas desde una distancia de 1 a 2 m. A corta distancia, se asegura la penetracion del
craneo con una destruccion masiva del tejido cerebral debido a la dispersion de perdigones
para aves en el cerebro, lo que resulta en la pérdida inmediata de la conciencia y una muerte
rapida.

PCB o NPCB (perno cautivo penetrante o perno cautivo no penetrante) Dispositivo de
vastago cautivo: Se recomienda el uso de pernos cautivos penetrantes para la eutanasia de
bovinos maduros en situaciones de campo. El uso de NPCB debe limitarse a los terneros. En
bovinos grandes, el NPCB es menos efectivo que el PCB. Los estilos incluyen versiones en
linea (cilindricas) y de empunadura de pistola (parecidas a una pistola).
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Los dispositivos de perno cautivo neumaticas (accionadas por aire) estan limitadas para su
uso en entornos de plantas de sacrificio. Los modelos que utilizan cargas de poélvora se utilizan
con mayor frecuencia en entornos agricolas. Consisten en un perno y un pistéon de acero en
un extremo, alojados dentro de un cafidn. Al disparar, la rapida expansion del gas dentro de la
recamaray el cafidon impulsa hacia adelante el pistén, impulsando el perno a través del cilindro.
Una serie de amortiguadores se ubican estratégicamente dentro del cafon para disipar el
exceso de energia del perno. Dependiendo del modelo, el perno puede retractarse manual o
automaticamente. La precision en la ubicacion sobre el sitio anatémico ideal, la energia (es
decir, la velocidad del perno) y la profundidad de penetracion del perno determinan la eficacia
del dispositivo para causar la pérdida de conciencia y la muerte.

En general, las pistolas de perno cautivo ya sean penetrantes o no penetrantes, inducen una
pérdida inmediata de la conciencia, pero la muerte no siempre esta asegurada con el uso de
este dispositivo solo. Por eso en la actualidad, se recomienda un método adyuvante como la
exsanguinacion, la puncién cerebral (pithing) o la inyeccion intravenosa de una solucion
saturada de cloruro de potasio para garantizar la muerte cuando se utiliza un perno cautivo
penetrante. Ha surgido una version mas nueva de perno cautivo en los ultimos afios. Este
dispositivo esta equipado con un perno extendido con longitud y potencia de cartucho
suficientes para aumentar el dafo al cerebro, incluido el tronco encefalico. Este dispositivo se
esta estudiando en la actualidad y puede ofrecer una opcién de eutanasia con el perno cautivo
que no requiere la necesidad de un método adyuvante.

A diferencia de las técnicas descritas para el disparo, el animal debe estar sujeto para una
colocacion precisa del perno cautivo. Y, a diferencia del uso de un arma de fuego, el uso
adecuado del perno cautivo requiere que la boca del dispositivo se sostenga firmemente contra
la cabeza del animal. Una vez que el animal esta sujeto, la descarga del perno cautivo debe
ocurrir con poco o ningun retraso para minimizar el malestar del animal. Los métodos
adyuvantes deben implementarse tan pronto como el animal quede inconsciente para evitar
un posible retorno a la sensibilidad. Por lo tanto, al llevar a cabo la eutanasia mediante el perno
cautivo, una planificaciéon y preparacion previas mejoran la probabilidad de un resultado
exitoso.

Los indicadores visuales de que un animal ha quedado inconsciente por perno cautivo o
disparo incluyen: colapso inmediato; espasmos tonicos breves seguidos de movimientos
descoordinados de las extremidades traseras; cese inmediato y sostenido de la respiracion
ritmica; falta de intentos coordinados de levantarse; ausencia de vocalizacion; apariencia
vidriosa u opaca en los ojos; y ausencia de reflejos oculares. El control del sistema nervioso
del reflejo parpadeo o corneal se encuentra en el tronco encefalico; por lo tanto, la presencia
de un reflejo corneal sugiere en gran medida que un animal aun esta consciente.

Puntos anatomicos para el uso del perno cautivo y el disparo: En el ganado, el punto de
entrada del proyectil debe estar en la interseccién de 2 lineas imaginarias, cada una trazada
desde la esquina externa del ojo hasta el centro de la base del cuerno opuesto, o en una
posicion equivalente en animales sin cuernos. En ganado de cara larga o ganado joven, se
puede utilizar un punto en la linea media de la cara que esté a medio camino entre la parte
superior de la cabeza y una linea imaginaria que conecta las esquinas externas de los ojos.

Métodos complementarios o secundarios

Cloruro de potasio y sulfato de magnesio: La administracion rapida de soluciones saturadas
de sal a través del corazon interrumpe la conductividad eléctrica en el musculo cardiaco, lo
que resulta en fibrilacién y fallo cardiaco. Los animales deben estar inconscientes antes de la
administraciéon de cloruro de potasio o sulfato de magnesio. Aunque no es aceptable como
unico método de eutanasia, la inyeccion rapida de cloruro de potasio por via intravenosa puede
ayudar a garantizar la muerte después de que el ganado ha quedado inconsciente por medio
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de un PCB, disparo o administracion de anestésicos generales (los agentes a2-adrenérgicos
como la xilazina por si solos son insuficientes. Normalmente, la inyecciéon de 120 a 250 mL de
una solucion saturada de cloruro de potasio es suficiente para causar la muerte; sin embargo,
la solucion de cloruro de potasio debe administrarse hasta que la muerte esté asegurada. Al
realizar la eutanasia de bovinos que pueden requerir la administracion posterior de cloruro de
potasio, el operador debe preparar al menos 3 o 4 jeringas de 60 mL de solucién (equipadas
con agujas de calibre 14 o 16) con antelacion. Esto facilitara la administracién rapida y
garantizara que el animal no recupere la conciencia. Se puede usar cualquier vena disponible;
sin embargo, es importante posicionarse fuera del alcance de las extremidades y pezuias que
pueden causar lesiones durante periodos de movimiento involuntario. En la mayoria de los
casos, es mas seguro arrodillarse cerca de la espalda del animal y cerca de la cabeza del
animal, donde se puede llegar sobre el cuello para administrar la inyeccion en la vena yugular.
Una vez que la aguja esté en la vena, la inyeccion debe realizarse rapidamente.

El sulfato de magnesio se puede administrar de manera similar al cloruro de potasio. Solucion
saturada de MgS0O4. Una dosis propuesta programada de: 83% de solucién de MgSO4
disuelta en agua hirviendo. La muerte puede no ocurrir tan rapidamente, pero al igual que con
la administracion de cloruro de potasio, los riesgos de residuos para depredadores y
carrofieros son bajos (ver Agentes no inhalados).

T-61: es una mezcla inyectable, no barbitirica y no narcética de embutramida, mebozonio
(yoduro de mebenzonio) y clorhidrato de tetracaina. La embutramida induce narcosis y
depresion respiratoria, mientras que el mebozonio causa paralisis muscular no despolarizante.
Se ha expresado preocupacion de que el efecto paralizante del mebozonio ocurra antes de la
inconsciencia inducida por embutramida, lo que crea un potencial de angustia animal antes de
la pérdida de conciencia, como se manifiesta por actividad muscular y/o vocalizacién durante
la inyeccion. Sin embargo, estudios electrofisioldgicos en perros y conejos han demostrado
que la pérdida de conciencia y la pérdida de la actividad motora ocurren simultdneamente
después de la inyeccién de T61. Debido a estas preocupaciones, T61 ha sido retirado
voluntariamente del mercado por el fabricante y ya no se fabrica ni esta comercialmente
disponible en los Estados Unidos, aunque esta disponible en Canada y otros paises. T61 debe
administrarse solo IV y solo en animales inconscientes o anestesiados. Deben tener
precauciones especificas la persona que administre el medicamento veterinario a los
animales, es un medicamento muy téxico pudiendo llegar a provocar la muerte en humanos.

Lidocaina intratecal: Recientemente, se ha introducido un método de eutanasia que ha sido
estudiado en caballos, y que consiste en la administracion intratecal de lidocaina después de
una anestesia completa. La lidocaina es un anestésico local comun que actia bloqueando los
canales de sodio, ademas de otras acciones, y esta ampliamente disponible en solucion estéril
al 2%. La lidocaina se ha utilizado ampliamente tanto en medicina humana como animal como
bloqueo espinal que causa anestesia directa de los nervios locales. El mecanismo probable
de muerte en el caso de la lidocaina intratecal esta relacionado con la ubicacion y la alta dosis
de lidocaina, lo que resulta en una anestesia directa de las estructuras cerebro-corticales y del
tronco encefdlico vitales, y la pérdida secundaria de la funcién respiratoria y cardiovascular
(Aleman et al, 2016).

Con el paciente bajo anestesia, el animal se coloca lateralmente y la cabeza y el cuello se
flexionan para facilitar el acceso al espacio atlantooccipital. Se utiliza una aguja espinal y se
avanza perpendicularmente hasta que se pueda aspirar el liquido cefalorraquideo. Después
de esto, se administra rapidamente la dosis completa de lidocaina. En la investigacion en
caballos y pequefios rumiantes, la dosis de lidocaina ha sido de 4-5 mg/kg utilizando una
solucion al 2% de lidocaina (Aleman 2016, Zolhavarieh 2011).
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En un pequefio estudio realizado en cadaveres de terneros utilizando tinte, el investigador
demostrdé la penetracion en las estructuras anatomicas responsables de la conciencia
(Rousseau 2019). En estudios fisioldgicos, los investigadores observaron una pérdida
inmediata de la respiracion seguida de una pérdida de la actividad eléctrica en el tronco
encefalico y, finalmente, una disminucién de la frecuencia cardiaca que conducia a un paro
cardiaco. El tiempo hasta el paro cardiaco varid entre las especies, pero tardé hasta 15
minutos. (Aleman 2016, Zolhavarieh 2011, Rosseau 2019). En un estudio que examinaba los
residuos en caballos, demostraron residuos tanto de los agentes anestésicos (xilazina,
midazolam y ketamina) como de la lidocaina en niveles bajos que estarian por debajo de la
dosis esperada para afectar a los carrofieros (Aleman 2016). Sin embargo, se recomienda
seguir una disposicién adecuada de la carcasa.

El clorhidrato de lidocaina es un anestésico local que actua sobre los canales de iones de los
nervios, bloqueando el movimiento de sodio hacia la célula y resultando en la falla de la
conduccién nerviosa debido a la incapacidad para generar potenciales de accién. Una
alteracion adicional en la transmisién nerviosa ocurre debido a la inhibicion inducida por la
lidocaina de los receptores acoplados a proteinas G y los receptores de N-metil-D-aspartato.
Los anestésicos locales ocasionalmente se han incorporado en soluciones de eutanasia
basadas en barbituricos IV o embutramida, principalmente por sus efectos cardiodepresores.
La lidocaina deja residuos tisulares relativamente bajos y no se espera que represente riesgos
para animales carrofieros que puedan alimentarse del cadaver, pero se debe considerar el
riesgo para los animales carrofieros debido a los residuos de drogas anestésicas.

La respiracion refleja (agonal) ocurre ocasionalmente después de la pérdida de actividad
eléctrica cerebral.

Existe la posibilidad de exposicién del personal a enfermedades encefaliticas (por ejemplo,
rabia) a partir del liquido cefalorraquideo extraido de animales con enfermedad desconocida.

Métodos fisicos

Segundo disparo: Aunque un proyectil bien colocado o disparo de un perno cautivo
generalmente resulta en una pérdida inmediata de la conciencia con poca probabilidad de
retorno a la conciencia, siempre se debe estar preparado para realizar un segundo o incluso
un tercer disparo si es necesario. La lesion adicional al tejido cerebral, junto con un aumento
en la hemorragia y edema, crea una presion intracraneal sustancial. La compresién resultante
de este aumento de presién interrumpe los centros en el cerebro que controlan las funciones
respiratorias y cardiacas, lo que lleva a la muerte

Exanguinacion: La exanguinacion puede realizarse como una medida adyuvante para
garantizar la muerte cuando es necesario en un animal inconsciente. La exanguinacion se
realiza generalmente mediante una incision en la parte ventral de la garganta o el cuello, que
atraviesa la piel, el musculo, la traquea, el eséfago, las arterias carétidas, las venas y una
multitud de nervios sensoriales y motores, asi como otros vasos sanguineos. Este
procedimiento no se recomienda como unico método de eutanasia; mas bien, se reserva para
su uso como un método adyuvante para garantizar la muerte, ya que la informacion en la
literatura es inconsistente en cuanto al tiempo transcurrido entre el corte del cuello y la pérdida
de conciencia.

La incertidumbre sobre el tiempo desde la incisién en el cuello hasta la pérdida de conciencia
plantea preguntas evidentes, plantea que la sangria solo se utilice en animales inconscientes
como un método complementario para asegurar la muerte. La sangria puede resultar
perturbadora de observar debido al gran volumen de pérdida de sangre; esto también plantea
preocupaciones de bioseguridad. Cuando solo se cortan las arterias carétidas y las venas
yugulares, el sangrado puede persistir a tasas variables durante varios minutos. Cortar estos
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vasos mas cerca del orificio toracico donde los vasos son mas grandes aumentara la tasa de
flujo sanguineo.

Pithing (Descabello): La pithing es una técnica disefiada para causar la muerte aumentando
la destruccion del tejido cerebral y de la médula espinal. Se realiza insertando una varilla de
pithing (descabello) a través del sitio de entrada producido en el craneo por una bala o PCB.
El operador manipula la herramienta de pithing para destruir el tejido del tronco cerebral y la
médula espinal para asegurar la muerte. La actividad muscular durante el proceso de pithing
a menudo es bastante violenta, pero va seguida de quietud que facilita la sangria u otros
procedimientos.

3.- METODOS NO ACEPTABLES

Los siguientes métodos no son aceptables para la eutanasia de bovinos y pequefios rumiantes:
trauma contundente aplicado manualmente en la cabeza; inyeccion de agentes quimicos en
animales conscientes (por ejemplo, desinfectantes, electrolitos como cloruro de potasio y
sulfato de magnesio, agentes farmacéuticos no anestésicos); administracién de xilazina o
cualquier otro agonista de receptores adrenérgicos a2 seguido de cloruro de potasio o sulfato
de magnesio IV (aunque grandes dosis de agonistas de receptores adrenérgicos a2 pueden
producir un estado que se asemeja a la anestesia general, se reconocen como poco confiables
para ese proposito); ahogamiento o embolia gaseosa (es decir, inyeccién de aire en la
vasculatura); y electrocucion con 120 V, ahogamiento y exanguinacion en animales
conscientes.

CONCLUSION

La eutanasia en rumiantes es una herramienta ética y profesional esencial en la practica
veterinaria y el manejo de animales de produccién. Su aplicacion debe guiarse por principios
de bienestar animal, asegurando que el sufrimiento sea minimizado en todo momento. Los
métodos empleados deben ser rapidos y eficaces, y los médicos veterinarios deben estar
capacitados para tomar decisiones informadas en colaboracion con los productores y
cuidadores. En definitiva, la eutanasia es una responsabilidad que requiere sensibilidad,
profesionalismo y un enfoque ético, con el bienestar del animal siempre como prioridad.

ANEXOS

FIGURA 1: Sitio anatémico para disparo o colocacién de perno cautivo y trayectoria deseada
del proyectil en el ganado. El punto de entrada del proyectil debe estar en la interseccién de
dos lineas imaginarias, cada una trazada desde la esquina exterior del ojo hasta el centro de
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la base del cuerno opuesto (A). Alternativamente, en el ganado de cara alargada o en ganado
joven (B), se puede utilizar un punto en la linea media de la cara que esté a medio camino
entre la parte superior del occipucio y una linea imaginaria que conecta las esquinas exteriores
de los ojos (Directrices de la AVMA para el Sacrificio Humano de Animales: Edicion de 2016).

tentorium cerebelli

occipiaone
a mag
medulla ia mater
arachnoid mater
dura mater

spinal dord

FIGURA 2: Craneo de un bovino: Ubicacion de articulacién atlanto occipital y cisterna magna,
para aplicacion de Lidocaina intratecal solo en Animales anestesiados o inconcientes.
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