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RESUMEN

La explotacion de bufalos de agua en Venezuela, ha tenido un
gran auge durante los ultimos diez (10) afios, estableciéndose
mejoras en los sistemas de explotacion. Esta situacion ha de-
terminado la necesidad de establecer parametros biolégicos,
fisiolégicos y de condiciones nutricionales en estos sistemas
de explotacion animal. Los niveles de Inmunoglobulinas (IgM,
IgG e IgA) en suero sanguineo de bufalos de agua fueron de-
terminados en un total de 30 muestras procedentes de dos ex-
plotaciones bajo dos sistemas de amamantamiento libre y res-
tringido en el Municipio Mara del Estado Zulia. Las muestras
de suero sanguineo fueron congeladas y luego procesadas
para la determinacion de las inmunoglobulinas (IgM, IgG e
IgA) mediante el método turbimétrico. Los resultados son pre-
sentados en forma comparativa entre grupos de los dos siste-
mas de amamantamiento y correlacionados con los niveles de
los adultos. Los resultados obtenidos permiten demostrar que
hay diferencia en los niveles de Igs dentro de grupos y entre
grupos, pudiendo determinarse que en los bucerros habia hi-
pogamnaglolulinemia en forma general.

Palabras clave: Inmunoglobulinas, niveles, suero sanguineo,
bufalos de agua, restringido, sistemas de
amamantamiento.

ABSTRACT

Water buffaloes production has increased greatly during the
late 90's having the nead of better production systems in this
kind of exploitations. There has been a tendency to determine
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the biological and physiological parameters as well as the nu-
tritional condition of these animals. Blood serum Inmunoglobu-
lins (IgM, IgG and IgA) levels were measured in 30 samples
from two water Buffaloes farms under two different weaning
systems (Free and Restricted) in Mara county, Zulia State. Fro-
zen blood serum samples were processed to determine the in-
munoglobulins (IgM, IgA and IgG) by the turbimetric method.
The results are compared within and between groups and cor-
related with adults values. The results showed differences in
the Ig levels within and between groups, showing generalized
hipogamnaglolulinemia in buffalo calves.

Key Words: Inmunoglobulins, levels, blood serum, water
buffaloes, weaning systems.

INTRODUCCION

La introduccién del bufalo de agua en nuestro pais esta
bien documentada [4, 5, 13].

El desarrollo de sistemas de produccion en areas ade-
cuadas para la explotacion racional de Bufalos de Agua ha
sido recientemente introducida en diversas regiones de Vene-
zuela [2, 4, 13, 18, 19, 20]. Esta especie ha sido reproducida a
nivel mundial como alternativa para la producciéon de leche y
carne, asi como animal de trabajo [5, 13, 19].

En el Estado Zulia existen algunos rebafios de bufalos
de agua en regiones con ecosistemas humedos adecuados
para la adaptacion de esta especie, tales como el Municipio
Mara y el Sur del Lago las cuales son zonas inundables en
épocas de lluvias. A nivel mundial se han reportado una gran
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variedad de procesos patologicos [1, 6, 15, 18, 20, 21, 24, 27,
29] en esta especie animal bajo sistemas de produccion tipi-
cos con métodos de manejo y controles sanitarios para una
explotacion integral y racional del Bifalo de Agua [13, 19, 20].

En Venezuela y mas especificamente en el Zulia se vie-
ne realizando investigacion en esta especie desde 1994 a tra-
vés de un programa denominado "Caracterizacion de una Ex-
plotacién de Bufalos de agua en el Municipio Mara", estable-
ciendo proyectos de investigacion en areas especificas como
son nutricion, alimentacion, reproduccion, manejo, produccion
y sanidad [2, 4, 10, 18, 20].

Un aspecto que se le ha dado poca atencion a nivel na-
cional es el estado inmunitario que presentan los bufalos en
estos sistemas de explotacion integral. El estado inmune en
los animales recién nacidos depende de la ingestion y absor-
cion del calostro a tiempo esto ha sido bien documentado. [3,
8,11, 14, 22, 30, 32, 33].

El sistema inmune involucra una interaccion de respues-
tas inmunolégicas bien reconocidas como han sido descritas
en la literatura [9, 12, 16, 17, 23, 25, 26, 30].

La respuesta humoral mediada por IgG depende funda-
mentalmente sobre la produccién de linfocitos B [32], mientras
que la respuesta humoral mediada por IgM depende sobre los
linfocitos T y macréfagos. La IgA, sintetizada por los plasmoci-
tos ha sido considerada como la Ig secretora que confiere in-
munidad pasiva a través del calostro, es rica en carbohidratos
(13%) y se encuentra en las secreciones intestinales, exudado
nasal, leche, saliva, lagrimas y epitelio respiratorio desempe-
flando un importante papel en la inmunidad local [9, 12, 16,
17]. Algunos reportes establecen que los linfocitos productores
de anticuerpos (Igs) provenientes de la sangre se alojan en el
tejido mamario al comienzo de la lactancia y contribuyen a la
produccién de Ig en el calostro, pero en los estadios posterio-
res a la lactancia estas células no se encuentran presentes en
la glandula mamaria[14].

La IgG es la inmunoglobulina mejor conocida, sintetiza-
da por los Linfocitos B se encuentra en mayor proporcion en el
suero sanguineo y aparece incrementada en el transcurso de
infecciones especificas 0 como respuesta a la aplicacion de
vacunas. Existen diferentes subclases de IgG tales como;
1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4 en humanos y en bovinos hay dos
subclases la IgG1 e IgG2, encontrandose en una mayor pro-
porcion en el calostro (56,68%). La IgM se encuentra incre-
mentada en situaciones inmunolégicas inespecificas 0 como
primera respuesta a una primera inmunizacioén a infecciones
bacterianas sanguineas, es la mas voluminosa de todas y tie-
ne un gran poder aglutinante. La IgM se encuentra en un 13%
del total de Igs del suero sanguineo. La respuesta inmune en
los animales recién nacidos depende fundamentalmente de la
ingestion efectiva del calostro antes de las 48 horas después
del nacimiento, periodo en el cual hay permeabilidad intestinal
para las macromoléculas, esta condicion de permeabilidad
dura muy poco en los recién nacidos que no han ingerido ca-
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lostro a tiempo y dura hasta las 24-36 horas en aquellos que si
ingieren el calostro a tiempo, estableciéndose un rango de 21
horas para la 1gG y 23-24 horas para las IgM e IgA, esto es
aplicable en todas las especies de mamiferos domésticos so-
bre todo en rumiantes, equinos y porcinos, debido a que po-
seen un tipo de placenta que no permite el paso de Ig al em-
brién en desarrollo [9, 17, 31, 32, 33].

La vida media de las Ig esta en estrecha relacién con el
tamafio corporal y la especie, se ha reportado una vida media
de Ig en bovinos de 10-21 dias, en humanos de 15-23 dias, en
caninos de 8 dias y en pollos de 2 dias [9, 17, 26, 31].

El objetivo de este trabajo es reportar el estado inmuni-
tario de bucerros y madres mediante la determinacion de in-
munoglobulinas (IgM, 1gG e IgA) en dos grupos de animales
bajo amamantamiento libre y restringido. Los resultados son
comparados entre y dentro de grupos para establecer las dife-
rencias existentes.

MATERIALES Y METODOS

Un total de treinta (30) animales, (16) bucerros con eda-
des entre un dia de nacidos y seis meses asi como (14) bufa-
las fueron seleccionados al azar con el objeto de obtener
muestras de suero sanguineo para la determinacion de los ni-
veles de inmunoglobulinas. Los animales estaban bajo siste-
mas similares de explotacion en ambas fincas con pastoreo
diario a potrero y suplementacion con alimento concentrado.
Los bucerros se encontraban bajo dos sistemas de amamanta-
miento diferentes, uno restringido en donde no se le permitia a
la cria la ingestidn de leche desde el primer dia de nacido y el
otro sistema era libre donde se le daba un cuarto completo de
la madre desde el mismo dia de nacido hasta el destete a los
siete meses.

Se recolectaron 30 muestras de suero sanguineo de los
bucerros (16) y bufalas (14) procedentes de los rebafios en las
fincas Cordero y Casa Blanca del Municipio Mara en el Estado
Zulia. Las muestras de suero sanguineo fueron divididas en
dos grupos de 15 y 15 provenientes de cada finca, se almace-
naron en congelacion por tres meses y luego se determinaron
los niveles de IgG, IgM, IgA, en cada muestra.

Se utiliz6 un Kit comercial* que contenia los siguientes
materiales y reactivos, para la determinacion de Igs por el mé-
todo turbimétrico.

1. a. Solucién Buffer para IgM, IgG, IgA
b. Solucién blanco de buffer para IgM, IgG, IgA

c. Vial de reactivo antisuero para IgM (porcino), 1gG, e
IgA(humanos)

d. Vial de calibrador para IgM, IgG, IgA
e. Tarjeta magnética para IgA

2. Cubetas acrilicas de reaccion para Turbox.
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3. Pipetas de 2 mL.

4. Pipeta automatica de 500pL

5. Pipeta automéatica de 10-50uL

6. Puntillas para pipetas automaticas
7. Solucion de NaCl al 0,9%

8. Tubos de ensayo de 15X75.

Las muestras fueron procesadas en un equipo Kuribox y
los datos obtenidos de niveles de Ig fueron tabuladas.

*Kit Orion Diagnéstica, Finland.

Las muestras de sangre (30) fueron tomadas en tubos de
ensayo estériles rotulados sin anticoagulante y una vez coagula-
das, se centrifugaron en una macro centrifuga a 3000 rpm duran-
te 15 minutos y se transfirieron los sueros a tubos de ensayos
estériles y se congelaron por tres meses [9, 12, 16, 17, 23, 25].

Todas las muestras fueron remitidas al Laboratorio de
Diagndstico de la Facultad de Medicina en donde a través del
método Turbimétrico se determinaron los niveles de Inmuno-
globulinas (IgM, 1gG e IgA). Este método esta fundamentado
en la disminucién de intensidad de un haz colinado como con-
secuencia de la dispersion de la luz por las particulas en sus-
pensién usando el Kit Comercial.

En la determinacién de la IgA, el antisuero para IgA, es
diluido en un buffer al cual se le adiciona una alicuota de la
muestra de suero sanguineo. Este mismo procedimiento fue
utilizado para la determinacion de 1gG e IgM con variacion en
las cantidades de blanco de la muestra y test de la muestra
como se muestra en las TABLAS I, Il y IIl.

La técnica consiste en que se diluye el antisuero y se pipe-
tean 2 mL del reactivo antisuero dentro del Buffer para mezclar
suavemente. Luego se diluye el calibrador 1:51 (1+50) con NaCl
al 0,9% y también las muestras. Se prepara un blanco de mues-
tra para cada muestra de suero sanguineo y un blanco calibrador
para cada calibrador. Todo el procedimiento se realiza por dupli-
cado y se pipetea dentro de las cubetas. Las muestras se mez-
clan suavemente y se mantienen a temperatura ambiente
(38°-39°) entre 30 £ 5 minutos y se procede a leer en el turbo.

La dispersion de luz causada por la formacion de un
complejo antigeno-anticuerpo es medida después de la incu-
bacion. La intensidad de luz dispersada es directamente pro-
porcional a la concentracion de Ig en la muestra. Los valores
fueron registrados y tabulados.

El andlisis estadistico de la informacion obtenida se fun-
damenté en un analisis exploratorio de datos basados en la
técnica de los diagramas de cajas, mediante la cual se hace
un resumen de los datos y se muestra la medida de tendencia
central y dispersion; asi como el sesgo de la distribucién con la
finalidad de producir comparaciones de los niveles de Ig por
Sexo, grupos etarios y sistema de amamantamiento (FIG. 1-9).

Para hacer comparaciones entre dos cajas se utilizo el
criterio que dice "Si la linea del percentil 25 (P 25) para una
muestra excede la linea de la mediana de la otra muestra, hay
fuerte evidencia de una diferencia entre las medias" [7].

Para procesar los datos se utiliz6 el paquete estadistico
STATISTIX de la NH-Analytical Software, version 7 para
Windows [28].

TABLA |
DETERMINACION DE IgA

Blanco de Calibrador

Test de Calibrador

Blanco de Muestra Test de Muestra

(uL) (L) (uL)
Muestra - 50 50
Calibrador 50 - -
Blanco de Buffer 500 500 -
Antisuero Diluido - - 500

UL= Microlitros.

TABLA Il
DETERMINACION DE IgG

Blanco de Calibrador

Test de Calibrador

Blanco de Muestra Test de Muestra

(uL) (uL) (uL)
Muestra - 20 20
Calibrador 50 - -
Blanco de Buffer 500 500 -
Antisuero diluido - - 500

pL= Microlitros.
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TABLA Il
DETERMINACION DE IgM

Blanco de Calibrador

Test de Calibrador

Blanco de Muestra Test de Muestra

(ML) (HL) (ML) (HL)
Muestra - - 150 150
Calibrador 50 50 - -
Blanco de Buffer 500 - 500 -
Antisuero diluido - 500 - 500
uUL= Microlitros.
TABLA IV

NIVELES DE INMUNOGLOBULINAS ( IgM, IgG e IgA) EN SUERO SANGUINEO DE BUFALOS g/L
HACIENDA CASA BLANCA

Animal N° Sexo Edad IgM IgG IgA S.A. Observaciones
2717 F 1 Mes 0,06 3,8 0,16 Libre
522 F Madre 0,12 1,38 0,21
2718 F 2 Meses 0,14 4,2 0,24 Restringido
85 M 2 Meses 0,07 4.3 0,14 Libre
86 F Madre 0.06 4,6 0,15
203* F 3 Meses 0,12 14,4 0,14 Libre
203* F Madre 0,2 5,3 0,12
20* M 3 Meses 0,09 2 0,15 Restringido
20* F Madre 0,05 8,6 0,18
203~ F 4 Meses 0,28 3,5 0,18 Libre
203* F Madre 0,09 3,7 0,13
85 F Madre 0,09 1,6 0,18
2761 F 5 Meses 0,18 1,9 0,29 Libre
20* F Madre 0,12 54 0,18
83 F Madre 0,08 1,2 0,14 Aborté
Total 15 13F 8 adultos
2M 7 jovenes

F=Femenino, M=Masculino, S.A. = Sistema de Amamantamiento
*= Muestras repetidas para comparar en el tiempo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de inmunoglobulinas detectadas en los
bufalos durante el estudio estan expresados en las TABLAS IV
y V. Mientras que las cifras de inmunoglobulinas reportadas en
otras especies son referidas en la TABLA VI. Los resultados
de cifras obtenidas en este estudio son comparados con los
reportados en la literatura para otras especies (Bovinos).

Como se puede observar hay diferencias marcadas den-
tro de cada grupo entre los niveles de Igs entre bucerros y en
comparacion con los niveles en bufalos adultos.

Si se compara con los niveles normales de Ig en bovinos
(TABLA VI), los niveles de IgA e IgM en bucerros indican que
no hay un adecuado consumo de calostro en los animales al
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nacimiento o lo hacen en forma tardia. Este hallazgo esta en
concordancia con reportes previos [14, 30, 32, 33], con niveles
bajos de 1gG e IgM en animales que no han recibido el calos-
tro en forma adecuada

Los niveles de IgM, IgG e IgA en el bucerro N°118 evi-
dencian una hipogammaglobulinemia severa si se toma como
referencia los valores reportados en bovinos, lo cual podria re-
presentar un estado de inmunodeficiencia predisponiendo al
animal a sufrir de infecciones especificas como la pneumoente-
ritis causandole la muerte. Se debe resaltar que este animal es-
taba bajo un sistema restringido de amamantamiento. El nivel
de 1gG en el bucerro N° 118 fue de 1,1 g/L el cual es muy bajo
si se compara con el nivel de 7,1 g/L reportado por otros auto-
res [30], en becerros.
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TABLAV
NIVELES DE INMUNOGLOBULINAS ( IgM, IgG e IgA) EN SUERO SANGUINEO DE BUFALOS g/L HACIENDA CORDERO

Animal N° Sexo Edad IgM 1gG IgA S.A. Observaciones
45 F Madre 0,22 2,6 0,28
182 F Madre 0,05 1,2 0,23
38* M 6 Meses 0,08 4.4 0,14 Libre
4 F 6 Meses 0,13 1,2 0,36 Restringido
118* M 4 Dias 0.09 1 0,1 Restringido Murié
118* F Madre 0,27 1,1 0,19
133* M 1 Dia 0.07 0,7 0,21 Restringido
133* F Madre 0,07 1 0,11
42* F 1 Mes 0,16 0,7 0,18 Restringido
133* M 10 Dias 0,21 1,4 0,08 Restringido
133* F Madre 0,47 1 0,13
216 F Madre 0,11 4,6 0,31
38* M 1 Mes 0,07 1,2 0,2 Libre
42* F 4 Meses 0,13 1,4 0,21 Restringido
82 F 1 Mes 0,1 0,6 0,17 Restringido
Total 15 10 Fem. 6 Adulto
5 Masc. 9 Jévenes

F=Femenino, M=Masculino, S.A.=Sistema de Amamantamiento
*= Muestras repetidas para comparar en el tiempo.

CIFRAS DE INMUNOGLOBULINAS-I(-ISI;:\;/IL,'?g\(/BI e IgA) EN OTRAS ESPECIES (g/L)
Especie IgM IgG IgA
Equino 0,8-2 5-20 0,6-3,5
Bovino 2,5-4 17-27 0,1-0,5
Ovino 1,5-2,5 17-27 0,1-0,5
Suino 1-5 17-29 0,5-5
Canino 0,7-2,7 5-17 0,2-1,2
Ave 1,2-2,5 3-7 0,3-0,6
Hombre 0,5-2 8-16 1,54

Fuente: Tizard, I. Inmunologia Veterinaria. 1998.

Es de hacer notar que el sistema de amamantamiento
restringido obedece a una practica de manejo deficiente ya que
se priva intencionalmente a los animales recién nacidos de la
ingestién de calostro a favor de una mayor produccion lactea.

De acuerdo con los resultados los dos sistemas de ama-
mantamiento no se ejecutan adecuadamente, debido a que en
términos generales los niveles de Igs son similarmente bajos
en todos los bucerros, este hallazgo esta en concordancia con
los valores hematoldgicos bajos encontrados por otros autores
en los mismos rebafios, en donde sefialan un manejo alimenti-
cio deficiente [10]. Los niveles de Igs detectados en ambos
grupos, madres y bucerros aparecen bajos en términos gene-

rales, esto estd en concordancia con otros reportes sobre la
necesidad de un manejo nutricional adecuado [32].

Los niveles de Igs en los bufalos adultos en términos ge-
nerales, estdn por debajo de las cifras reportadas en bovinos
(TABLA VI) y por los reportados en becerros segun la literatura
revisada. Esto podria representar un estado inmune deficitario
que se refleja en los niveles inadecuados que son reportados
en los bucerros referidos en esta investigacion. Esta situacion
refleja un inadecuado manejo sanitario y nutricional en los reba-
flos de bufalos de ambas fincas en concordancia con otros tra-
bajos [3, 8, 11, 14, 21, 22, 30, 32, 33].
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Los resultados de ésta investigacion aportan informacion
relevante y reciente sobre los niveles séricos sanguineos de
Igs en bufalos adultos y jévenes bajo sistemas de amamanta-
miento libre y restringido. Los valores obtenidos son conside-
rados bajos en comparacion con los reportes de la literatura
revisada en bovinos (TABLA VI). Es importante resaltar que
ambos sistemas de amamantamiento conllevan a un status in-
munolégico similar lo cual hace pensar en una falla del manejo
nutricional y sanitario en las explotaciones bajo estudio. Los
resultados de los niveles de Igs en madres y jovenes estan por
debajo de los niveles reportados por otros autores [11, 30].

El andlisis estadistico aplicado en este estudio permitid
determinar las diferencias significativas entre y dentro de los
grupos segun la edad, sexo y el sistema de amamantamiento
practicado en cada finca y a la vez en cuanto al tipo y nivel de
cada inmunoglobulina como se expresa a continuacion.

Los niveles de IgM analizados no mostraron diferencias
significativas por edad. Se observd mayor variabilidad en los ni-
veles de las madres (FIG.1). Los niveles de IgG del grupo joven
resultd ser superior al grupo madres. Se observd mayor variabili-
dad en los niveles de las madres (FIG. 2). Los niveles de IgA del
grupo joven y madres no mostraron diferencias significativa, sien-
do de mayor variabilidad los niveles en las madres (FIG. 3).

Los niveles de IgM de las hembras superaron la de los
machos, siendo al mismo tiempo los de mayor variabilidad (FIG.
4). Los niveles de IgG de las hembras fueron mas variables que
la de los machos, no mostrando una diferencia significativa en
sus niveles medios (FIG. 5). Los niveles de IgA de las hembras
fueron superiores y al mismo tiempo mas variables (FIG. 6).

Los niveles de IgM por sistema de amamantamiento di-
fieren significativamente, siendo superior en el sistema restrin-
gido. La variabilidad de los niveles de IgM fue superior en el
sistema libre (FIG. 7). Los niveles de IgG en el sistema libre
resultaron ser mas dispersos y de mayor valor promedio
(FIG. 8). Los valores medios de los niveles de IgA en el siste-
ma libre y restringido no difieren, pero existe una mayor varia-
bilidad de los niveles en el sistema restringido (FIG. 9)

Los resultados del analisis estadistico expresados en las
FIG. 1-9 permiten evidenciar que hubo diferencias significati-
vas entre los datos evaluados asi como diferencias en la varia-
bilidad de los niveles de Igs en ambos sistemas de amamanta-
miento. Se pudo establecer un valor promedio de IgG en el
sistema libre mayor, mientras que el nivel de IgM fue mayor en
el restringido. Los niveles de IgA promedios no difirieron.

CONCLUSIONES

— Se reportan los niveles de Igs en suero sanguineo de
bufalos jovenes y adultos

— Los dos sistemas de amamantamiento deben ser imple-
mentados con mayor eficiencia en ambas fincas mejo-
rando las condiciones y estado nutricional y sanitario en
la poblacion bufalina.
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FIGURA 4. NIVELES DE IgM POR SEXO.
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FIGURA 6. NIVELES DE IgA POR SEXO.

La no ingestién de calostro a tiempo afecta negativa-
mente el estado inmune de los bucerros predisponiéndo-
los a procesos patoldgicos de naturaleza infecciosa de-
bido a la disminuida ingestion de Igs, esto esta en con-
cordancia con previos reportes [14].

No hay una correlacion adecuada entre los niveles de Ig
en adultos en comparacion con los niveles de Igs en bu-
cerros.

Se concluye que en ambas fincas el manejo de los buce-
rros al nacer es ineficiente e inadecuado.

Los niveles de Igs en adultos estan por debajo de los ni-
veles normales de bovinos y bucerros referidos por otros
autores en la literatura consultada.

Niveles de IGG

Niveles de IgG por Sexo
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FIGURA 5. NIVELES DE IgG POR SEXO.
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FIGURA 7. NIVELES DE IgM POR SISTEMA DE AMAMAN-
TAMIENTO.

El manejo nutricional implementado en los bucerros y
adultos es inadecuado y los expone con mas susceptibi-
lidad al efecto de patégenos potenciales, representando
un peligro en la salud de los animales y un efecto negati-
vo en el desarrollo productivo de las fincas.

Se concluye que hay diferencias entre los dos sistemas
de amamantamiento.

Continuar las evaluaciones y estudios del estado inmune
en bifalos de agua.

Determinar los niveles de proteina total e Igs en calostro
y suero sanguineo para establecer comparaciones.
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FIGURA 8. NIVELES DE IgG POR SISTEMA DE AMAMAN-
TAMIENTO.

— Precisar la determinacion de Igs en los primeros 30 dias
de edad de los bucerros para establecer las fluctuacio-
nes del estado inmune en periodos criticos.

— Comparar los niveles de Igs hallados en bufalos de agua
con aquellos reportados en bovinos en igualdad de con-
diciones sanitarias, nutricionales y de manejo de la ex-
plotacion.

— Revisar los programas sanitarios que se llevan a cabo
en ambas explotaciones e implementar las medidas co-
rrectivas.

— Realizar estudios ulteriores para la determinacion de Igs
en esta especie a través de otros métodos para estable-
cer cual es mas preciso.
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