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Introduccion

Los modelos animales son de suma importancia para la obtencion de cono-
cimiento basico en distintos campos de la medicina veterinaria. Gracias a la
utilizacion de estas herramientas se ha podido abordar la resolucién de pro-
blemas cientificos y biomédicos. El conocimiento de la fisiologia del animal
utilizado como modelo para el estudio de diferentes mecanismos bioldgicos
es imprescindible y determinante para conocer sus posibles aplicaciones.
La obtencion de un animal “estandarizado o definido” es fundamental para
conseguir resultados fehacientes de la experimentacién. Esto implica que el
animal utilizado como modelo de estudio posea caracteristicas genéticas y
sanitarias definidas, que sea criado en un ambiente controlado que respete
los requerimientos de la especie, cumpliendo con los principios éticos de
bienestar animal (Hernandez, D. S., 2006).

El estudio de enfermedades causadas por agentes infecciosos requiere, en
muchos casos de forma indispensable, de la utilizacién del hospedador na-
tural como modelo de infeccién. Es muy importante recrear los signos involu-
crados en el curso de una afeccion causada por el agente infeccioso ya que
esto permite entender la patogenia del agente y cdmo se relaciona con el
hospedador natural (Griffin, J.F. y col., 1995). Obtener datos estandarizados
y comparables facilita, en una siguiente etapa, reemplazar el modelo por
otras alternativas como ensayos in vitro.

El bovino es utilizado en estudios de enfermedades infecciosas ya que per-
mite recrear signos involucrados en la patogenia causada por diferentes
agentes infecciosos y parasitarios (Herath, S. y col.,2006; Lee, C. M. y col.,
1999; Santos, R. L. y col., 2001). Las diferencias entre el sistema inmune del
bovino y de los animales de laboratorio dificultan la interpretacion de resul-
tados de estudios de inmunologia comparada (Bailey, M. y col., 2013). Esto
se pone de relevancia, muchas veces, en estudios de inmunidad vacunal.

Para poder evaluar el comportamiento del sistema inmunolégico del bovino
ante infecciones o inmunizaciones experimentales se requiere de anima-
les libres de anticuerpos especificos o de memoria inmunolégica contra el
agente en estudio. Estas caracteristicas son dificiles de encontrar en paises
como Argentina donde muchas enfermedades infecciosas son endémicas y
la vacunacion contra diversos patégenos de importancia pecuaria constituye
una herramienta frecuentemente utilizada en los sistemas productivos (Mat-
tion, N. y col., 2004; Pecora, A., Malacari D. A. y col., 2014). La utilizacion
de animales jovenes sin vacunacion, que han sido estudiados en los ultimos
afos, tiene como desventaja la presencia de componentes inmunoldgicos
adquiridos de la madre a través del calostro. La inmunidad calostral, que en
el caso de bovinos no es solamente humoral, puede interferir en los estudios
de inmunopagenia y modificar la respuesta a la vacunacion (Bucafusco, D.
y col., 2014; Endsley, J. J. y col., 2003; Sadir, A. M. y col., 1988) . Un punto



importante es que en los bovinos la inmunidad materna se transfiere exclu-
sivamente por el calostro; en consecuencia, un ternero que no consume
calostro carece por completo de elementos inmunolégicos maternos (Reber,
A. J. y col., 2006). Esto hace que el ternero privado de calostro (TPC) sea
un modelo con las caracteristicas adecuadas para estudiar la respuesta in-
munoldgica del bovino ante infecciones o inmunizaciones experimentales
evitando interferencias inducidas por componentes inmunoldgicos adquiri-
dos de forma pasiva.

Establecer el modelo TPC conlleva a la dificultad de mantener viable e in-
munoldgicamente competente al ternero. Es preciso también determinar los
parametros normales del animal en las condiciones que se estandaricen
para el uso de este. Estos parametros (“normales” parala edad, el sexo, la
raza, el lugar geografico y otras variables) seran luego considerados como
valores de referencia en experimentos comparativos con TPC afectados por
distintos tratamientos.

Este manual esta dirigido al personal involucrado en la utilizacion del mo-
delo TPC con fines cientificos. Contiene indicaciones sobre el protocolo de
nutricién sanitario y de manejo de terneros privados de calostro desde el na-
cimiento hasta su empleo como modelo animal. El manual indica las condi-
ciones que deben seguirse con el fin establecer un modelo animal utilizando
TPC, asegurando que posea las caracteristicas adecuadas para el uso en
estudios de inmunopatogenia y eficacia de vacunas. Cabe aclarar que esta
guia pretende ser una herramienta de referencia para dicho propésito y se
recomienda complementarlo con el constante asesoramiento con técnicos
especializados en el tema.

Agradecemos los aportes de los médicos veterinarios Danilo Bucafusco,
Sebastian Di Giacomo, Maria Sol Perez Aguirregurualde y al personal de
apoyo, José Vallejos y Ramon Escobar.
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CAPITULO 1

Obtencién y cuidado inicial del TPC

Uno de los aspectos mas importantes para la obtencion y sobrevivencia de
un TPC es presenciar el parto de este y si es posible ubicar un protector
plastico para evitar el contacto del ternero con el piso. Es imprescindible
mantener un ambiente limpio ya que el ternero es especialmente susceptible
a la entrada o contaminacion con patdégenos durante las primeras horas de
vida. Muchos pueden enfermar y morir a causa de infecciones por bacterias
y virus que contraen en el area de maternidad.

Una vez terminado el parto se debe dejar que la madre limpie al ternero de
forma natural. Este proceso no solamente sirve para la limpieza del liquido
amniotico, sino para estimular, mediante masajes, la circulacién sanguinea
periférica y la respiracion del ternero.

Ante la incorporacién del neonato, es fundamental que este sea retirado
inmediatamente del pie de la madre
para evitar el consumo de calostro.

Acondicionamiento
del ternero neonato

El TPC debe ser ubicado en un lugar
limpio y seco si es posible con piso
de paja de al menos

10 cm de espesor y continuar con el
proceso de secado utilizando, esta
vez, toallas limpias y secas. El ter-
nero no debe ser expuesto a bajas
temperaturas durante las primeras
48 h de vida, dado a que son muy
susceptibles a sufrir hipotermias
dentro de este periodo de vida. En
estos casos es recomendable colo-
carles una capa sobre el lomo para
ayudar a mantener su temperatura
corporal (foto 2).

Foto 1. Ternero posparto siendo secado por
su madre.



Examen clinico

Se debe realizar la inspeccion
clinica objetiva del neonato para
detectar posibles afecciones que
puedan prevenirse. Tenemos que
tener en cuenta que el TPC es
muy susceptible a contraer enfer-
medades que pueden desenca-
denar la muerte de este en cues-
tion de horas.
Los parametros fisiolégicos nor-
o ‘ males de un ternero recién naci-
Foto 2. Ternero con capa para conservar la tempera-
tura corporal. do son:

e Temperatura Rectal: 38,5 a 39,5 °C.

e Frecuencia Respiratoria (inhalacion + exhalacion): 20-40
respiraciones por min.

e Frecuencia Cardiaca: 72-100 latidos por min.

Desinfeccion del cordéon umbilical

Es importante realizar una rapida desinfeccion del cordon umbilical con al-
cohol iodado al 20 % para evitar la entrada de patégenos. Para este pro-
cedimiento se debe sumergir el fragmento de corddn en un frasco de boca
ancha conteniendo la solucion desinfectante durante minimo 30 segundos al
menos dos veces por dia hasta que se observe deshidratacion de este (foto
3). La incorrecta desinfeccion
del ombligo predispone a la
formacion de artritis séptica
o poliartritis teniendo un pro-
nostico reservado con altos
indice de mortalidad. Segun
reportes de Grupo de Sanidad
Animal del INTA EEA Merce-
des, Corrientes (Draghi, M.G.
y col., 2006) solo en el noroes-
te de la Argentina se registra
que el 4,9 % de las causas de

mortandad de terneros es de-  Foto 3. Cordon umbilical de un ternero bien desinfec-
bido a onfalitis. tado y deshidratado.




CAPITULO 2

Tratamientos preventivos de infecciones en el TPC

Antibioticoterapia

Se debe realizar tratamiento con dos antibidticos (ATB) de amplio espec-
tro como preventivo ante infecciones bacterianas. La administracion de la
primera dosis de antibioticos deberia ser dentro de las primeras horas des-
pués del nacimiento para que la quimioterapia comience su actividad lo an-
tes posible. El tratamiento consiste en Cefalosporina de ultima generacion,
Ceftiofur Sodico, administrada de forma intramuscular profunda y un amino-
glucésido, Gentamicina Sulfato, administrado de forma endovenosa. Para
el Ceftiofur Sédico se prepara una dosis de 6 miligramos por kilo de peso
vivo que se aplica una vez por dia durante los primeros 10 dias de vida del
animal. La Gentamicina Sulfato se administra durante los primeros 5 dias de
vida cada 24 horas utilizando una dosis de 8 miligramos por kilo de peso (ta-
bla1). La gentamicina no puede ser aplicada por mas de 5 dias consecutivos
debido a su efecto nefrotdxico. En caso de observar alteraciones en la orina
(hematuria, hemoglobinuria) de los terneros suspender inmediatamente el
tratamiento con este antibidtico.

Mediante el examen periédico de los terneros hay que tener en considera-
cion sustituir el antibidtico, previo antibiograma, ante el caso de una posible
infeccion bacteriana que no responda a los antibiéticos utilizados como pre-
ventivos.

Luego de los diez dias de vida se suspende por completo el tratamiento
preventivo con antibiéticos utilizando los mismos solamente para un posible
tratamiento terapéutico.




Vitaminas

Junto con el protocolo de antibioticoterapia se debe suministrar un complejo
vitaminico de forma parenteral. Se aplica 1 mililitro por ternero via subcuta-
nea de complejo vitaminico que contenga: Vitamina A 500.000 U.I., Vitamina
D3 75.000 U.l. y Vitamina E 50 mg. Es recomendado repetir esta dosis cada

30 dias.
Antibiéticos
Ceftiofur Gentamicina Vitaminas

Dia1 [ 6mg/Kg.IM [ 8 mg/Kg. EV | 1 ml(segun férmula)
Dia2 [ 6mg/Kg.IM [ 8 mg/Kg. EV

Dia3 [ 6mg/Kg.IM |8 mg/Kg. EV

Dia4 [ 6mg/Kg.IM |8 mg/Kg. EV

Dia5 | 6mg/Kg.IM |8 mg/Kg. EV

Dia6 | 6 mg/Kg. M

Dia7 | 6 mg/Kg.IM

Dia8 | 6 mg/Kg. M

Dia9 | 6 mg/Kg. M

Dia 10 | 6 mg / Kg. IM

Dia 30 1 ml (segun féormula)

Tabla 1. Protocolo de antibidtico-terapia y vitaminas para suministrar por
via parenteral.
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CAPITULO 3

Mantenimiento del TPC

Alimentacion

La correcta alimentacion es muy importante en la vida de un neonato y mas
aun en un pre-rumiante ya que el desarrollo ruminal es uno de los procesos
mas importantes en la vida de un bovino y esta altamente relacionado con
factores nutricionales. La alimentacion liquida de bovinos pre-rumiantes es
la fuente de nutrientes mas importante hasta que la dieta sélida sea del 1
% del peso corporal, esto hace que el desarrollo del abomaso e intestino
delgado tome lugar en las primeras semanas de vida. El comienzo temprano
de la estimulacion al consumo de dietas sélidas con altos contenido proteico
promueve la formacion de acido butirico y el correcto desarrollo ruminal, por
esto es que en este trabajo se complemento la dieta liquida con balanceado
al partir del segundo dia de vida.

También se debe proveer agua potable ad libitum. EI consumo abundante
de agua potable promueve la ingesta de alimento concentrado mas alla de
obtener una buena hidratacion, lo cual sera ventajoso en caso de contraer
alguna enfermedad diarreica. El protocolo de alimentacion focaliza en el
mantenimiento de los animales y no en su ganancia de peso; no obstante,
en el transcurso de la puesta a punto del modelo los terneros tuvieron una
ganancia de peso constante.

El protocolo de alimentacion se basa en la administracidén de sustituto lacteo
(SL) utilizando mamaderas correctamente higienizadas y desinfectadas con
lavandina diluida en agua (5 gotas de hipoclorito de sodio por cada litro de
agua, sumergir los elementos durante un minimo periodo de 20 minutos, lue-
go enjuagar con abundante agua). Los terneros reciben aproximadamente el
10 % (entre 4 y 4,51) de su peso vivo al nacimiento de SL por dia. El volumen
se divide en dos tomas de aproximadamente 2 | cada una. Administrando 4 |
diarios nos aseguramos que el ternero consuma aproximadamente 1,6 Mcal
de energia metabolizable por kg de materia seca por dia solamente por el SL.
Teniendo en cuenta que el objetivo de este protocolo es obtener TPC clinica-
mente sanos e inmunocompetentes es necesario utilizar, en los protocolos
de alimentacion, productos de incluyan en su formulacion componentes de
buena calidad y en concentraciones adecuadas. Se requiere de un SL que
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contenga aproximadamente un 80 % de proteina cruda de origen lacteo.

El principal objetivo a la hora de administrar el SL es garantizar el correcto
cierre de la gotera esofagica (GE). Para lograr esto es necesario tener en
cuenta algunos factores que estimulan el funcionamiento de esta y hacen
que el SL vaya directo al abomaso donde se formara la correcta coagulacién
y la formacién de paracaseinato de calcio.

Los factores que garantizan el cierre de la GE son:

Temperatura: La temperatura de toma ideal es de 38-39 °C. Todos los dias
debe administrarse el SL a la misma temperatura.

Horario: la rutina es esencial para
el estimulo del correcto cerrado de
la GE, hay que respetar el mismo
horario todos los dias y realizar el
mismo procedimiento de alimen-
tacion. De este modo se logra que
el ternero ya esté preparado y an-
ticipando la toma de SL. Sugeri-
mos incluir factores a la rutina de
alimentacién, como por ejemplo,
programar una radio dentro de la
sala de crianza que se encienda a
Foto 4. Instalaciones para calentar el agua la_ misma hora todos los dias 1 h
necesaria para diluir el SL y mamaderas utili- ~antes de la administracion del SL.
zadas. Administracion del SL: Como
mencionamos anteriormente, se uti-
lizaron mamaderas con tetinas correctamente hi-
gienizadas y desinfectadas', el reflejo de succion
utilizando tetinas es un elemento mas que com-
plementa el estimulo para el cerrado de la GE.

Figura 1. Inclinacién recomen-
dada para la administracion del
SL en los terneros.

" Higienizacién y desinfeccion de
elementos para la alimentacion del
ternero.
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La posicion del ternero a la hora de toma el SL tiene que ser de pie y con
la cabeza y el cuello aproximadamente a 45° (figura 1); un signo claro que
nos indica que se ha cerrado la GE es la elevacion de la base de la cola y el
movimiento de esta mientras consume el SL.

Es importante retirar los baldes de agua de las instalaciones hasta pasada
las 2 h luego de la administracion del SL para permitir que el coagulo for-
mado en el abomaso sea lentamente digerido por el acido clorhidrico y que
los hidratos de carbono se asimilen rapidamente. Una vez transcurrido el
tiempo indicado luego del consumo de SL hay que ofrecer agua potable ad
libitum, la formacion del liquido ruminal que estimula el desarrollo de este
tiene como componente principal el agua, haciendo esencial el consumo de
esta. A su vez, un ternero bien hidratado? probablemente tenga un mejor
prondstico ante un posible cuadro de diarrea.

A partir del segundo dia se debe ofrecer alimento balaceado con un 18 %
de contenido proteico para favorecer el crecimiento la poblaciéon microbiana
necesaria para el desarrollo ruminal.

En la siguiente tabla se detalla el protocolo de alimentacién del TPC vy la
energia metabolizable ofrecida por dia:

semana1 | semana2 | semana 3 semana 4 | semana 5
Balanceado (gr / dia) 200 400 800 1000 1000
Agua ad libitum | ad libitum | ad libitum [ ad libitum | ad libitum
SL (2veces por dia) ZIL 2L 1L 1 L -
Kcal (EM) Balanceado 560 1120 2240 2800 2800
x dia SL 1600 1600 800 800
Total 2160 2720 3040 3600 2800

Tabla 2. Protocolo de alimentacion utilizado para el protocolo de crianza de terneros priva-
dos de calostro. SL: sustituto lacteo. Kcal: kilo calorias. EM: Energia metabolizable.

El desleche se debe realizar de forma gradual entre la 4.a y 5.a semana de
vida. La administracion de una sola toma de SL por dia estimula el consumo
de alimento balanceado y cuando los terneros consumen aproximadamente
1 kg por dia durante 3 dias consecutivos se debe eliminar el consumo de SL
(tabla 2).
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El protocolo de alimentacion y desleche descripto en esta guia nos permitio
obtener 15 terneros clinicamente sanos e inmunoldégicamente competentes
de 50 dias de vida consumiendo solamente alimento balanceado y agua,
una dieta libre de componentes inmunolégicos. Los valores de ganancia de
peso diario obtenidos (0,476 kg/dia) (figura 2) resultaron similares a los re-
portados por otros autores (Williams, D. R. y col., 2014), donde se observé la
evolucion de 275 terneros Holstein de 39,4 kg en promedio de peso al nacer
y 57 kg de peso en promedio a los 60 dias de vida, (ganancia de peso diaria
de 0,405 kg) alimentados con sustituto lacteo y balanceado arranque con
maiz quebrado, similar a la dieta utilizada en el protocolo presentado en este
manual (Aly, S.S. y col., 2013).

604

0 10 20 30 40 50

Dias de vida

Figura 2. Ganancia de peso de los terneros alimentados me-
diante el protocolo de alimentacion descripto.
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CAPITULO 4

Instalaciones

Boxes de bioseguridad nivel 2 del CICVyA
del INTA, CNIA Centro Nacional de Investi-
gaciones Agropecuarias.

Las instalaciones para alojar a TPC deben ser de facil limpieza ya que la
desinfeccion del ambiente juega un papel crucial en la sobrevida de estos.
En nuestra practica y a modo de ejemplo para la crianza de los TPC se acon-
diciond una sala de 42 m? ubicada dentro del box con nivel de bioseguridad
2 (NBS 2) instalado en el Centro de Investigaciones Ciencias Veterinarias
(CICV) del INTA, CNIA Centro Nacional de Investigaciones Agropecuarias.
Esta sala se utilizd6 como “sala de crianza”. Es importante aclarar que se
utilizé esta sala solamente por cuestiones de bioseguridad ya que los TPC
fueron utilizados como modelo para ensayos en infecciones experimentales.
No obstante, hay que tener en cuenta que la sala debe ser preparada para
poder asistir a los animales hasta los primeros 50 dias de vida. La desinfec-
cion debe realizarse tres veces por semana utilizando de forma alternada
amonio cuaternario, hipoclorito de sodio y cloruro de benzalconio.

La temperatura ambiental debe mantenerse dentro del rango de los 15-22
°C. La ubicacién de los terneros debe ser, desde el primer dia hasta los 10
dias de vida, en corrales especialmente disefiados de 3 m? cada uno y utili-
zando un piso aislante de plastico para grandes animales (foto 5). Una vez
transcurrido este periodo deben retirarse las jaulas para que los terneros
queden sueltos en la sala (fotos 6y 7).
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Foto 5. Jaulas disefiadas para alojar a
los terneros hasta los 10 dias de vida.

Foto 6, 7, 8 y 9. Terneros de
mas de 10 dias de vida sueltos
en la sala de crianza.
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Sugerimos el uso de un sistema de corral individual hasta el dia 10 de vida y
luego pasar a un sistema colectivo hasta el dia 50 de vida.

Teniendo en cuenta las instalaciones utilizadas para la crianza de un TPC es
importante enfocarse en el principal objetivo que es mantener el ambiente
(jaulas, pisos aislantes, baldes y sala) limpio, seco y desinfectado.
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CAPITULO 5

Bienestar animal

Los terneros alojados en la sala de crianza deben tener un riguroso control
orientado al manejo del estrés que podrian sufrir debido a su empleo como
animal de experimentacion. Se debe seguir la normativa de bienestar animal
utilizando la menor cantidad de alternativas para el manejo del dolor. Todos
los procedimientos realizados en este trabajo son avalados por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion (Cl-
CUAE) del CICVyA de INTA CNIA.

Dentro de las salas de crianza se trabaja bajo “el principio de las cinco liber-
tades”:

Ausencia de hambre y sed.

Ausencia de incomodidad fisica y térmica.
Ausencia de dolor, enfermedades y lesiones.
Posibilidad de mostrar una conducta normal.
Ausencia de miedo y distrés.

Para asegurar el cumplimiento de estos principios se establece un protocolo
de alimentacién descripto en el capitulo 3 y bebederos que aseguraban el
consumo ad libitum de agua, el control de la temperatura ambiental median-
te estufas y ventiladores, la prevencién de enfermedades mediante la co-
rrecta aplicacion de antibioticos y desinfeccion del ombligo, el uso de tetinas
para mimetizar la alimentacion natural, el estricto seguimiento mediante un
examen clinico periddico en busca de afecciones y con la importancia de
generar una familiarizacién entre el animal y el investigador para reducir el
estrés.

La crianza de TPC para ser utilizados como modelo de infeccion requiere
instalaciones que muchas veces no son las ideales para ofrecer un am-
biente confortable para este tipo de animales. No obstante, es necesario
que el ambiente elegido sea limpio, seco y ventilado. La implementacién de

18



elementos de distraccion es una buena herramienta para la reducir el estrés
que puedan sufrir los animales. Sugerimos colocar objetos colgados de las
jaulas y bidones sueltos en la sala (foto 10).

i Sl - R IR

Foto 10. Pendiente logrado con un sachet de solucién fi-

sioldgica y una venda cambric para generar distracciones
y reducir el estrés.
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CAPITULO 6

Parametros hematolégicos

La determinacion de parametros hematolégicos tiene como objetivo compa-
rar los valores normales para la edad y especie citados en la bibliografia con
los obtenidos en los TPC bajo el protocolo de crianza aqui descripto. Por un
lado, también es importante establecer los valores normales para este pro-
tocolo, en especial, dado que la crianza de terneros sin consumo de calostro
puede llevar a cambios en alguno de los parametros normales de la edad
y de la especie sin que esto afecte las variables del modelo. Por otro lado,
la obtencion de TPC que posean parametros hematoldgicos y fisioldgicos
similares entre si permite en cierta forma normalizar el modelo y obtener asi
mejores resultados en los ensayos que incluyan la utilizacién de los TPC.

Los valores de la serie roja deben mantenerse siempre dentro de los para-
metros normales descriptos en la tabla “datos hematolégicos”. Normalmente
se suele observar un aumento en el hematocrito a partir de los 30 dias de
vida. Se ha descripto que este aumento es debido a un incremento en el

Dia X SD 1IC£95% ws Sign.
Eritrocitos ar x 10% i 0 9,7 153 9,0 10,4 0,975 ns
30 9,8 2,0 8,7 10,9 0,938 ns
50 9,4 1,9 8,3 10,4 0,919 ns
Hematocrito | % 0 36,1 il BONl 37,0 0,899 ns
30 ST 24 36,4 39,1 0,922 &
50 39,2 2,0 &yel il 40,3 0,906 ns
Hemoglobina| g/dl 0 10,9 1,4 10,7 1,7 0,898 ns
30 11,4 {72 10,8 {121 0,884 ns
50 7 152 1051 12,4 0,929 ns
V.C.M. fL 0 375 36 355 39,5 0,986 ns
30 40,5 9,9 85,0 45,9 0,951 ns
50 43,9 113 37,6 510). 1) 0,831* ns
H.C.M. pg 0 11,8 1,6 10,4 1122 0,955 ns
30 1272 2,9 10,6 183 0,925 ns
50 12,9 25 11,6 14,3 0,939 ns
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C.H.C.M. g/dl 0 30,3 4,6 27,8 5228 0,937 ns
30 30,4 ST 28,3 825 0,952 ns
50 30,0 3,9 27,9 822 0,963 ns
Leucocitos p/mm3 x mil 0 9,0 27 75 10,5 0,944 ns
30 8,7 2.1 7,6 9,9 0,933 ns
50 ©)2 2 Ul 10,7 0,888 ns
Linfocitos p/mm3 x mil 0 515 1,9 4.8 6,8 0,882 ns
30 5,2 1172 4,5 5,9 0,892 ns
50 572 21 4.1 6,4 0,921 ns
Eosinofilos p/mm3 x mil 0 0,2 0,1 01l 0,2 0,903 ns
30 0,2 (0,1 0,1 0.2 0,954 ns
50 0,2 0,1 0,2 0,3 0,913 ns
Basofilos p/mm3 x mil 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,958 ns
30 0,1 0,0 0,0 0,1 0,941 ns
50 0,1 0,1 (01 0,1 0,961 ns
N. seg. p/mm3 x mil 0 250 0,8 1148 25 0,946 ns
30 2,6 1,0 2,1 812 0,896 ns
50 24 0,8 1,6 255 0,905 ns
Monocitos p/mm3 x mil 0 (0.7 0,4 0,5 1,0 0,945 ns
30 05 0,4 0,3 0,7 0,916 ns
50 0,4 0,3 0,3 0,6 0,952 ns
P tot. g/dl 0 &)1 0,5 3.4 3,9 0,933 2
30 5,6 0,8 5,1 6,0 0,959 =
50 5,8 (0,7 b5 6,2 0,933 ns
TP seg 0 27,1 1,8 26,1 28,1 0,905 ns
30 205 I3 26,8 28,2 0,903 ns
50 27,3 1,7 26,3 28,2 0,964 ns

Tabla 3. Datos hematoldgicos de 15 terneros privados de calostro determinados a los dias
0, 30 y 50 de vida. X: promedio, SD: desvio6 estandar, IC+95 %: intervalo de confianza, WS:
valor del test de Wilk-Shapiro, ns: no significativo. (*) Estadisticamente significativo. VCM:
volumen corpuscular medio. HCM: hemoglobina corpuscular media. CHCM: concentracion
de hemoglobina corpuscular media. P tot: proteinas totales. TP: tiempo de protrombina®

2 Tiempo de protrombina

Nuestro objetivo consistid en el desarrollo de un modelo animal utilizando TPC tuvo como propdésito
evaluar la patogenia del Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB) y la eficacia de diferentes vacunas
destinadas al uso en bovinos. Dentro de los ensayos comparativos de patogenia que se realizaron con
el modelo se tuvieron en cuenta algunos aspectos relacionados con la hemostasia en los terneros, ya
que se han descripto ciertas coagulopatias en infecciones con el VDVB. Es por esto que se determind
el tiempo de protrombina en los terneros sanos previo a la infecciéon experimental con dicho virus y
se establecieron los valores normales de este parametro en condiciones de crianza bajo el protocolo
descripto. Es importante realizar este tipo de determinaciones en parametros especificos previo a los
tratamientos que se realicen en el modelo animal.
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tamano de los eritrocitos, este cambio coincide con un crecimiento modera-
do del V.C.M (Coppo, J., 2006). Existe una correlacién significativa entre la
concentracién de proteinas e inmunoglobulinas séricas postcalostrales. Una
concentracién de proteinas totales en plasma por debajo de 5 g/dl dentro de
las primeras 24 h de vida en un ternero es debido a la falta de consumo de
calostro (Donovan, G. A. y col.,, 1998). A los 50 dias de vida los TPC deben
tener una concentracion de proteinas plasmaticas ligeramente inferior a los
bovinos adultos, pero en el rango de los reportados para terneros de 6 a 12
meses de edad de la raza Holando Argentina (5 a 6,6 g/dl) (Edmonds, C. H.y
col., 1975).A continuacion se detalla la tabla 3 con los valores hematolégicos
determinados en 15 animales bajo el protocolo de crianza descripto.
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CAPITULO 7

Evaluacidn de la respuesta inmune del modelo de TPC

El sistema inmune de todos los mamiferos comienza a desarrollarse en eta-
pas tempranas de la gestacion. El feto es inmunocompetente a multiples
antigenos, siendo capaz de desarrollar respuestas basadas en anticuerpos
(Acs) especificos (Baintner,K., 2007; Barrington, G. y col., 2001; Brandtzaeg,
P., 2003). En terneros el timo puede evidenciarse tempranamente hacia los
dias27-30 de la gestacion. El desarrollo y diferenciacion de los timocitos
ocurren durante la gestacion. Las células B, por otro lado, se desarrollan en
la médula ésea. A lo largo de la gestacion aumenta el numero de linfocitos
circulantes, la mayoria de los cuales son linfocitos T (Cortese, V. S., 2009).

Se considera que el sistema inmune del neonato esta completamente de-
sarrollado, aunque inmaduro. Esto significa que no ha sido aun estimulado
inicialmente (“primado”) por los distintos antigenos involucrados en el am-
biente. Se cree que el periodo neonatal es critico con respecto al reconoci-
miento de patégenos. En cada caso, el desbalance de la respuesta inmune
conduciria a una infeccion, o bien al desarrollo de una alergia alimentaria,
respiratoria o de diversa indole, dado que la barrera epitelial y la red in-
munoregulatoria estan aun poco desarrolladas. En el caso particular de la
mucosa intestinal del adulto, esta contiene mas del 80 % de las células B
activadas (finalmente diferenciadas en plasmocitos). Por ello, esta mucosa
es, con gran diferencia, el mayor érgano productor de anticuerpos (Cortese,
V. S., 2009; Brandtzaeg, P., 2003).

En los bovinos no existe trasferencia transplacentaria de anticuerpos, por lo
que los terneros neonatos nacen agammablobulinémicos. Por ello, depen-
den de modo critico de la trasferencia pasiva de anticuerpos y otras molé-
culas bioactivas por parte de sus madres a través del calostro. El ternero
presenta una permeabilidad intestinal inusualmente elevada durante las pri-
meras horas de vida fundamentalmente basada en procesos de pinocitosis
de las macromoléculas. Este fendmeno le permite absorber y transferir con
mejor eficiencia los componentes nutricionales presentes en el calostro a
través de las células epiteliales y hacia la linfa desde la cual entraran luego
en sangre via el conducto toracico. El pico de absorcion ocurre en las pri-
meras 4 h de vida y alrededor de las 48 h de vida ya se habra producido la
denominada “clausura intestinal”, poniéndole fin a este proceso (Weaver, D.
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y col., 2000). Por lo tanto, el recién nacido depende en gran medida de la
transferencia de Ac maternos presentes en el calostro (inmunidad pasiva)
para protegerse frente a los agentes infecciosos presentes en el medio tales
como virus y bacterias (Cortese, V. S., 2009; Fernandez, F., 1998; Parrefo,
V. y col., 2004; Barrington, G. y col., 2001).

Los anticuerpos IgG 1 son activamente transportados desde la sangre de
la madre gestante hacia las secreciones de la glandula mamaria antes del
nacimiento del ternero y en los primeros dias luego de ocurrido este. El de-
sarrollo de una respuesta activa por parte del sistema inmune del ternero es
sumamente importante, especialmente en relacién con la generacién de una
memoria inmunoldgica que prevenga contra futuras infecciones.

El TPC tiene la gran desventaja de no contar con la inmunidad pasiva trans-
ferida por la madre a través del calostro por lo que su sobrevida depende
del éxito de su respuesta activa contra agentes del medioambiente donde se
encuentra. Es por estas caracteristicas del modelo animal desarrollado que
es muy importante disminuir la carga microbiolégica presente en el ambiente
utilizando desinfectante. La accion microbicida de los antibiéticos adminis-
trados pueden conferir en cierto grado de proteccion solamente ante pato-
genos sensibles a estos (figura 2).

Curva tedrica
Respuesta inmune activa de un TPC

Curva teédrica
concentracion de ATB
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Figura 2. Curva tedrica de concentracién de ATB y respuesta inmune activa de los TPC.

Esta ampliamente demostrado que los terneros son capaces de presentar
una respuesta inmune ante la inmunizacién con multiples antigenos a tem-
prana edad. Trabajos previos han demostrado la capacidad de los TPC de
responder ante la vacunacién con Pasteurella hemolitica A1 a las 2 semanas
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de vida presentando una fuerte respuesta de IgM a la semana postvacuna-
cion y de anticuerpos neutralizantes a los 15 dias postvacunacion (Hodgins,
D. C. y col., 2000). Otros autores expusieron resultados de la presentacion
de una respuesta inmune ante la inmunizacion a los 3 dias de vida contra
una vacuna multivalente oral; los TPC estuvieron protegidos ante el desafio
con BVDV, PI-3, HVB-1 y BRSV presentando titulos de anticuerpos neutrali-
zantes a las tres semanas postvacunacion (Xue, W. y col., 2010).

En nuestro caso, el modelo animal descripto en este manual fue desarrolla-
do para evaluar la accion protectora de vacunas contra el VDVB, entre otros
propdsitos. Se evalud la capacidad de los TPC de presentar una respuesta
humoral ante la inmunizacion con una vacuna inactivada experimental del
VDVB. Dos TPC fueron inmunizados a los 15 y 35 dias de vida con una
vacuna formulada con dos cepas del VDVB (VDVB 1b y VDVB 2) y un ad-
yuvante acuoso nanoparticulado (Mansilla, F. C. y col., 2013). Evaluamos la
induccién de anticuerpos neutralizantes contra cada cepa y el perfil de iso-
tipos presentados ante la vacunacion (figuras 3 y 4). Observamos una res-
puesta activa frente ambas cepas virales lo que demuestra la capacidad de
los TPC de responder ante la inmunizacion con este virus a temprana edad.
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#- ANvs.VDVB 1b

= 24l -o= AN vs. VDVB 2 l
‘; >

2

> 18t

<

-o- l

=

-

e D ———

0.0 1 1 1 1 1 1 1 1 ] 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Dias de vida

Figura 3. Curva de anticuerpos neutralizantes de los dos terneros inmunizados con
la vacuna patron. Las flechas indican el dia de vacunacion. AN: anticuerpos neutra-
lizantes.
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Figura 4. Curva de isotipos de los dos terneros inmunizados con la vacuna patrén.
Las flechas indican el dia de vacunacion. (A) ternero A, (B) ternero B. TPC: ternero
privado de calostro.

En un segundo ensayo se evalud la capacidad de proliferaciéon de células
mononucleares de sangre periférica ante un mitégeno. Para este propdsito
se comparo esta respuesta proliferativa de linfocitos obtenidos de 2 TPC de
1 mes de vida, 2 terneros calostrados de 1 mes de vida y dos terneros calos-
trados de 8 meses. Notamos que no hubo diferencias significativas entre los
animales evaluados, todos los terneros mas alla de la edad o condicion ante
el consumo de calostro presentaron indices de linfoproliferacién similares
entre si (figura 5).
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Figura 5. indice de proliferacién de células mononucleares de sangre periférica
de terneros privados de calostro luego de 72 h de estimulacion con Concavali-
na A. TPC: ternero privado de calostro, TC: ternero calostrado, TC8M: ternero
calostrado de 8 meses, TC7M: ternero calostrado de 7 meses.

Concluimos que los TPC empleados en este trabajo fueron capaces de de-
sarrollar una respuesta humoral de similar magnitud que animales adultos o
terneros calostrados con titulos de AN contra VDVB al dia 15 post-revacuna-
cion suficientes para proteger ante un desafio viral (Pecora, A. y col., 2012;
Pecora, A., Malacari D. A. y col., 2014) . Los resultados obtenidos sumados
a otros estudios de inmunizacion realizados en TPC (Nonnecke, B. J. y col.,
2012; Xue, W. y col., 2010) indican que el modelo seria adecuado para poder
realizar pruebas de eficacia de vacunas.
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Los modelos animales son de suma importancia para la obtencién de
conocimiento basico en distintos campos de la medicina veterinaria.
El estudio de enfermedades causadas por agentes infecciosos
requiere, en muchos casos de forma indispensable, de la utilizacion
del hospedador natural como modelo de infeccion. Por todo esto, es
importante recrear los signos involucrados en el curso de una
afeccion causada por el agente infeccioso, ya que esto permite
entender la patogenia del agente y como se relaciona con el
hospedador natural. Para poder evaluar el comportamiento del
sistema inmunoldgico del bovino ante infecciones o inmunizaciones
experimentales, se requiere de animales libres de anticuerpos
especificos o de memoria inmunolégica contra el agente en estudio.
La utilizacion de animales jévenes sin vacunaciéon tiene como
desventaja la presencia de componentes inmunolégicos adquiridos
de la madre a través del calostro. La inmunidad calostral, tanto
humoral como celular, puede interferir en los estudios de
inmunopagenia y modular la respuesta a la vacunacién. Un punto
importante es que en los bovinos, lainmunidad materna se transmite
exclusivamente por el calostro; en consecuencia, un ternero que no
consume calostro carece por completo de elementos inmunolégicos
maternos. Esto hace que el ternero privado de calostro (TPC) sea un
modelo con caracteristicas adecuadas para estudiar la respuesta
inmunolégica del bovino ante infecciones o inmunizaciones
experimentales.

Este Manual esta dirigido al personal involucrado en la utilizacién de
terneros privados de calostro como modelo con fines cientificos. El
mismo contiene indicaciones sobre nutricién, plan sanitarioy manejo
de TPC desde el nacimiento hasta su empleo como modelo animal en
estudios de inmunopatogeniay eficacia de vacunas.
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