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l. INTRODUCCION

La crianza de becerras es una de las etapas mas importantes en un sistema de
produccion bovina. Su importancia radica en que, en ella, esta todo el trabajo de
mejora genética implementado en el hato, y, por lo tanto, son el futuro de la
produccion. Diversos estudios han demostrado que la calidad de la nutricién que
se implemente en este periodo se vera reflejado en los primeros ciclos de
produccion lactea (Soberdn, 2012; Soberén & Van Amburgh, 2016). Por eso, es
comun ver, en animales jovenes, el uso de sustancias como la monensina sodica

para mejorar la conversion alimenticia (Lowicki & Huczynski, 2013).

La buena calidad nutritiva s6lo se alcanza si la becerra esta sanay libre de estrés.
Esta relacién entre la salud y la nutricion es muy estrecha; debido a que, si el
animal esta sano va a nutrirse adecuadamente y viceversa. El problema reside
en que, en la etapa neonatal, es donde las terneras estan mas susceptibles a
enfermarse porque su sistema inmunolégico aun no esta desarrollado
completamente; y como consecuencia, se produce con mayor regularidad
enfermedades como neumonias y diarreas principalmente (Tao et al., 2012). La
USDA (2021) recomienda un parametro de mortalidad del 5 %. Sin embargo, en
la region de La Comarca Lagunera, el promedio de mortalidad causada por
diarreas es del 15 % y si se combina con neumonias este porcentaje puede
ascender a 28 %. Con estas elevadas tasas de mortalidad, la morbilidad puede
alcanzar hasta 100 % (Rocha et al., 2019) lo que impide que puedan nutrirse
adecuadamente y, por lo tanto, no alcanzaran su potencial lechero, no podran
inseminarse en los tiempos establecidos y tendran mayor probabilidad de ser

enviadas a sacrificio tempranamente (Ferreira et al., 2020).

Cuando una becerra se enferma, regularmente es tratada con antibiéticos y
antinflamatorios. No obstante, en los ultimos afos, se ha tratado de buscar otras
alternativas por el incremento de la resistencia bacteriana (Diao et al., 2017; Low
et al., 2021). La mejor forma de evitar que las becerras se enfermen de diarrea o
neumonias es a través de la prevencion. Dos métodos que han probado su

efectividad previniendo diarreas y neumonias es el uso de bacteriéfagos y la



bacterinizacion, respectivamente (Ahmad et al., 2014; Alomari et al., 2021).
Aunque, en la practica diaria, estas herramientas conllevan implicaciones que es
importante descubrir. Por un lado, es relevante conocer todas las posibles
aplicaciones de los bacteriéfagos en el campo de la produccion para prevenir
diarreas. También, es necesario saber los efectos adversos a las bacterinas que
se pudieran presentar bajo condiciones de estrés. Y, ademas, es importante
conocer las implicaciones del uso de sustancias como la monensina sodica en
bovinos. Aunque muchos de los efectos e implicaciones de estas estrategias ya
se saben, hay otros que aun no se conocen 0 se conocen muy poco, como el uso
de bacteriofagos bajo un ambiente de infeccion parasitaria o bien la
bacterinizacién bajo condiciones de estrés calodrico; circunstancias altamente
comunes en muchas areas ganaderas. Aunado a esto, el uso de distintas
sustancias para alcanzar los parametros nutricionales y de salud, como la
monensina sddica, implica escenarios de intoxicacion si su manejo no se realiza
adecuadamente. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es determinar los efectos
e implicaciones del uso de bacteriéfagos, bacterinas y monensina sédica en la
salud de bovinos jovenes; con la finalidad de que en un futuro se apliquen
correctamente en las unidades de crianza de los hatos ganaderos, contribuyendo

a obtener animales sanos y bien nutridos.



ll. REVISION DE LITERATURA
2.1 Principales enfermedades infecciosas de las becerras lactantes

Las terneras lactantes, en sus primeros 60 dias son muy susceptibles a
enfermarse. Hay que recordar que, técnicamente, aun son recién nacidas. En
este periodo se encuentra la etapa perinatal (del parto hasta las primeras 48 h)
donde el 8 % de las terneras mueren, esto en Estados Unidos (Mee, 2008), en
México esta cifra puede ser mas alta. Una vez que se pasa el riesgo de la etapa
perinatal, las terneras sobrevivientes pasaran aproximadamente 60 dias en
jaulas individuales donde estaran expuestos a diferentes retos, entre ellos, el
riesgo de presentar alguna alteracion patoldgica. Existe una amplia gama de
enfermedades que las podriamos clasificar en: infecciosas y no infecciosas. En
el primer grupo encontramos enfermedades de origen viral, bacteriana, fungica y
parasitarias. Por su parte, en el segundo grupo encontramos alteraciones

metabdlicas, congénitas y hereditarias.

A nivel practico, las enfermedades mas importantes son las del primer grupo,
particularmente aquellos involucrados en el desarrollo de diarreas y neumonias.
Por el lado de las diarreas, se encuentran diferentes parasitos, tal es el caso de
Cryptosporidium spp. y bacterias como Salmonella spp., Escherichia coli o
Clostridium perfringens. Y, por el otro lado, las principales bacterias causantes
de neumonias son Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Mycoplasma
bovis e Histophilus somni (Buczinski & Pardon, 2020; Cho et al., 2013). Estas
bacterias son causantes de las principales muertes de becerras y producen
grandes pérdidas econdmicas a nivel mundial. De manera que es importante
conocerlas, para poder afrontar sus cuadros clinicos, asi como prevenir su

aparicion.
2.1.1 Criptosporidiosis

Las especies de Cryptosporidium son protozoarios distribuidos en todo el mundo

que causan infecciones gastrointestinales en animales y el hombre, este parasito



del phylum Apicomplexa merece una revision especial por lo relevante que
resulta en la crianza de becerras, se le identifica con el responsable de la
enfermedad criptosporidiosis, que afecta principalmente a individuos malnutridos
o inmunodeprimidos; los bovinos son los reservorios mas importantes (Thomson
et al., 2017). Los signos clinicos incluyen: diarrea, falta de apetito, fiebre y
malabsorcién, lo que causa pérdidas econdmicas asociadas con una disminucién
en la tasa de crecimiento y mortalidad en los animales infectados.
Cryptosporidium spp. son capaces de causar enfermedades, sin embargo, los
cuadros graves estan asociados con la interaccion de otras bacterias y Giardia
(Diaz et al., 2021; Santin, 2020).

Por mucho tiempo, se refirié a este parasito como una coccidia, es decir, que era
un parasito intracelular obligado que solo se replicaba dentro de un huésped
adecuado, y que los ooquistes excretados en las heces podian sobrevivir en el
medio ambiente pero no podian multiplicarse. Sin embargo, recientemente se
observo que Cryptosporidium spp. pueden producir nuevas etapas extracelulares
y completar su ciclo de vida en ausencia de un huésped. Por lo que se reubico
formalmente de coccidia a una nueva subclase: Cryptogregaria (antes pertenecia
a la subclase Coccidiasina), es decir, son parasitos gregarinos (U. Ryan et al.,
2016). Entonces, la principal diferencia que se reconocio es que no necesitan de
un huésped para reproducirse, pueden hacerlo incluso en el bioma del agua,
como los estanques utilizados en las crianzas que posteriormente se utilizan para

hidratar a las becerras.

La importancia de este parasito es su capacidad de invasion en diferentes
especies animales, incluyendo al hombre. Hay al menos 44 especies validadas
de Cryptosporidium (muchas de las cuales se identificaron originalmente como
genotipos y luego se describieron como especies); seis Cryptosporidium spp.
aviares (C. ornithophilus, C. proventriculi, C. avium, C. galli, C. baileyi y C.
meleagridis); cuatro especies de peces (C. abrahamseni, C. bollandi, C. huwi, C.
molnari); una especie de anfibio (C. fragile); cuatro especies de reptiles (C.

serpentis, C. varanii, C. testudines y C. ducismarci) y 29 especies de mamiferos



(Figura 1) (U. M. Ryan et al., 2021). De todas las anteriores la especie principal
que afecta a las terneras es C. parvum, aunque también puede ser parasitada
por otras especies. En consecuencia, es de importancia epidemiolégica conocer

su ciclo de vida y patogenia, haciendo énfasis en la afeccién en terneras.

Figura 1. Especies de Cryptosporidium y sus principales huéspedes (Imagen
tomada de Ryan et al., 2021).

2.1.1.1 Ciclo de vida

El ciclo de vida de Cryptosporidium spp. se puede dividir en seis fases principales
de desarrollo: desenquistamiento (liberacidn de esporozoitos infecciosos),
merogonia (multiplicacion asexual dentro de las células huésped), gametogonia
(formacién de micro y macrogametos), fertilizacion (union de micro y
macrogametos), formacion de la pared del ooquiste (para producir la etapa
ambientalmente resistente responsable de la transmisién de la infeccion de un
huésped a otro) y esporogonia (formacion de esporozoitos infecciosos) (Bouzid
et al., 2013). Durante todo el ciclo, todas las formas del parasito quedan
confinadas a la membrana celular de los enterocitos. Las formas infecciosas se

adhieren a la membrana y se internalizan dentro de un compartimento



intracelular, pero extracitoplasmatico separado del citoplasma. El parasito se
encuentra dentro de un compartimento cerrado del plasmalema del enterocito,
descrito como la vacuola parasitéfora, donde esta protegido del ambiente
intestinal y la célula huésped le suministra energia y nutrientes a través de un

organulo alimentador, su complejo apical (Thompson et al., 2005).

El ciclo de vida comienza con la ingestion de los ooquistes esporulados por parte

del huésped; los ooquistes se exquistan y liberan cuatro esporozoitos infecciosos
(Figura 2). Este desenquistamiento de los ooquistes se desencadena ante la
presencia de varios factores, como el didoxido de carbono, la temperatura, las
enzimas pancreaticas y las sales biliares (Bouzid et al., 2013). La exquistacion
permite la salida de los cuatro esporozoitos infecciosos. Los esporozoitos
liberados se deslizan sobre la célula intestinal y los invaden ayudados por su
motilidad. Esta forma de motilidad de los esporozoitos de C. parvum
experimentan movimientos de deslizamiento circulares y helicoidales. Durante la
motilidad deslizante, los esporozoitos depositan rastros de proteinas, que estan
involucradas en la unién e invasion de las células huésped. Los esporozoitos de
Cryptosporidium spp. poseen un complejo apical compuesto por micronemas,
una sola roptria y granulos densos que permiten que el esporozoito se adhiera e
invada la célula, induciendo a la membrana celular a encerrar al parasito en su
interior; la vacuola parasitéfora. Estos organulos secretores estan involucrados
en la unién e invasién de la célula huésped y también estan presentes en otros
parasitos apicomplejos como: Toxoplasma, Plasmodium y Eimeria (Tomley &
Soldati, 2001).

Cada esporozoito se desarrolla en un trofozoito esférico, que sufre merogonia y
forma un meronte tipo | que contiene ocho merozoitos. Estos merozoitos se
liberan y se adhieren nuevamente a la superficie de una célula epitelial, donde
experimentan merogonia una vez mas y forman un meronte de tipo | adicional o
un meronte de tipo Il. Un meronte tipo |l contiene cuatro merozoitos. Estos
merozoitos, cuando se liberan, se adhieren nuevamente a la célula epitelial, pero

en lugar de convertirse en mas merontes, inician la gametogonia. Los merozoitos



individuales producen microgamontes o macrogamontes. Cada microgamonte
emprende la division nuclear y se diferencia para formar hasta 16 microgametos
que, cuando se liberan de la vacuola parasitéfora, localizan y fertilizan un
macrogametocito unicelular que se ha desarrollado a partir de un macrogamonte
(Bouzid et al., 2013).

El producto de la fertilizacion, el cigoto, experimenta dos ciclos asexuales de
esporogonia para producir un ooquiste con una pared gruesa o una pared
delgada, que contiene cuatro esporozoitos. Los ooquistes de paredes gruesas se
liberan en la luz del intestino, se excretan del huésped en las heces y son
inmediatamente infecciosos, lo que permite la propagacion de la infeccidn a otros
huéspedes susceptibles. Ademas, Cryptosporidium spp. es capaz de autoinfectar
al mismo huésped. La autoinfeccidon se produce a través de los ooquistes de
paredes delgadas, que se desenquistan una vez que se separan del epitelio, y el
ciclo comienza de nuevo. La autoinfeccién y el reciclaje de merontes tipo | brindan
una explicacion para la infeccion crénica persistente (Bouzid et al., 2013; Sinski
& Behnke, 2004; Tomley & Soldati, 2001)



Figura 2. Ciclo biolégico de Cryptosporidium spp. (Imagen tomada de Bouzid et
al., 2013).

2.1.1.2 Daio alos enterocitos

Como parte del ciclo de vida de Cryptosporidium spp., al llegar al tracto
gastrointestinal, los esporozoitos invaden el epitelio entérico de las terneras
(Santin, 2020). Estas se adhieren a las células epiteliales del ileon (Figura 3),
concretamente en la unidn ileocecal en el caso de C. parvum. Después de la
unioén, los esporozoitos se incorporan dentro de una vacuola parasitéfora formada
por la membrana de la célula huésped, pero permanecen extracitoplasmaticos.
Un organulo alimentador, exclusivo de Cryptosporidium spp. y presente en todas
las etapas intracelulares, actia como interfaz entre el parasito y la célula
huésped. El organulo alimentador permite que el parasito obtenga todos los
nutrientes necesarios del huésped mientras aun esta protegido de la respuesta
inmune del huésped y las condiciones intestinales hostiles (Figura 4) (Thomson
et al., 2017).



Figura 3. Adherencia del esporozoito a célula entérica y formacién del trofozoito.

(Imagen tomada de Thomson et al., 2017).

Figura 4. Las imagenes ilustran un esporozoito de Cryptosporidium que invade
las células epiteliales del huésped (izquierda) y un trofozoito de Cryptosporidium
dentro de la vacuola parasitofora (derecha). (Adaptado de invasion parasitarias

en células huésped [fotografia] por Thomson et al., 2017).

En este proceso de adhesidn, se presenta alteracion de la membrana celular del
enterocito, puesto que es el lugar donde se fija el parasito. Regularmente, el
enterocito no se destruye inmediatamente, porque el parasito necesita que la
célula viva para alimentarlo y completar sus fases bioldgicas, aunque si le causa
dafo. Si la respuesta inmune es eficiente, el parasito sera destruido y la célula
podra repararse. Pero si no, ésta experimentara el punto de no retorno debido al

dafio a su membrana y sufrira necrosis (Lépez et al., 2017). Si la célula muere,



sera reemplazada por otra. En este punto y dependiendo del grado de invasion y
de la respuesta inmunitaria, el tejido experimentara cambios de mecanismos de
adaptacion al principio y necrosis después, donde las criptas intestinales seran
destruidas alterando el equilibrio de absorcion y secrecidn. Los cambios a nivel
histolégico son evidentes en animales infectados y no infectados (Figura 5)
(Sateriale et al., 2021).

Figura 5. Histologia de intestino delgado sin infeccion (izquierda) y con infeccion
(derecha) de Cryptosporidium parvum. Es notable el cambio histolégico donde
los mecanismos de adaptacion hacen que en el intestino dafiado se incrementen

la tasa de mitosis. (Adaptado de Sateriale et al., 2021)
2.1.2 Diarreas de origen bacteriano

La diarrea se define como la secrecidon de heces anormalmente liquidas
acompanada de un mayor volumen de heces y una mayor frecuencia de
defecacion, que implica pérdida excesiva de liquidos y como consecuencia,
deshidratacion y desequilibrio electrolitico (Trigo & German, 2015; Zachary,
2022). En el desarrollo de la diarrea, puede estar involucrado un solo agente o
bien multiples de estos. De igual manera, pude ser causado por virus, bacterias,

10



parasitos o trastornos alimentarios. En esta seccion se hara énfasis solo en
diarreas de origen bacteriano. Estos patégenos se dividen en dos categorias

principales: los que inducen la secrecion intestinal y los que son invasivos.

El primer grupo (patdgenos que inducen secrecién intestinal), por lo general lo
hacen a través de las endotoxinas que producen. Estos organismos, producen
diarreas no inflamatorias, debido a que sus toxinas regularmente alteran a la
fisiologia de la célula a nivel bioquimico; es decir, los mecanismos de absorcion
0 secrecion de los enterocitos, pero sin destruir a la célula (Zachary, 2022). En
este grupo se encuentran bacterias como Escherichia coli enterotoxigénica.
También esta Clostridium perfringens tipo D con su angiotoxina que como su
nombre lo dice, afecta a los vasos sanguineos (Nasr & Meghawery, 2007). Por lo
general, pero no siempre, las diarreas no inflamatorias afectan las porciones mas
proximales del intestino. Si el origen de la diarrea fue por uno de estos
microorganismos, en la inspeccion histoldégica no se observan células dafadas
(Zachary, 2022).

En el otro grupo, estan los patdbgenos que son invasivos. Estos microorganismos
producen inflamacién ya sea por la activacién directa de citoquinas que
intervienen en la inflamacion o bien por dano a los enterocitos que conlleva a una
respuesta inflamatoria; algunos de ellos producen citotoxinas. Aqui entran
microorganismos como Salmonella spp. Generalmente, no siempre, las diarreas
inflamatorias afectan el ileon, el ciego o el colon (Trigo & German, 2015; Zachary,
2022).

Cualquiera que sea el tipo de diarrea, la consecuencia es el desarrollo de
desordenes entéricos como: mala absorcién, exudacién (por el incremento de la
permeabilidad vascular) e hipermotilidad. Las consecuencias, son anorexia y una
grave deshidratacion que pudiera llegar a choque hipovolémico o séptico (Cho et
al., 2013; Zachary, 2022).

Los enteropatdgenos bacterianos mas importantes capaces de causar diarrea en

los terneros son E. coli enterotoxigénica (que produce toxinas), Salmonella spp.,

11



y C. perfringens, este ultimo produce una enterotoxemia bovina caracterizada por
una alta tasa de letalidad, muerte subita, lesiones de enteritis necrédtica y
hemorragica del intestino delgado y, a veces, con ausencia de otros signos

clinicos.

Estas bacterias patdgenas son las mas comunes y son, sin duda una de las
causas bacterianas mas importante de infeccion entérica en animales domésticos
(Nasr & Meghawery, 2007).

2.1.2.1 Prevencion

Prevenir las diarreas es posible, sin embargo, requiere de un complejo de
actividades interrelacionadas y que estan encaminadas a mantener el equilibrio
de la microbiota intestinal, ese es el objetivo final. Para ello, se requieren que no
entren bacterias ajenas o bien, que la carga bacteriana no sea mayor de la que

deberia estar. Este desequilibrio puede suceder por diferentes factores:

e Ausencia o mala implementacion de un adecuado programa de
vacunacion en las vacas previos al parto y en los primeros dias de vida de
las becerras. Este punto es de suma importancia debido a que los
animales necesitan tener los anticuerpos necesarios para poder combatir
la invasion de cualquier bacteria. Ademas, con esta medida se previene la
infeccion de agentes virales, que en muchas ocasiones son la puerta de
entrada de bacterias oportunistas, aunado a que por si solo también
producen alteraciones entéricas (Heinrichs, 2017).

¢ Mal suministro de calostro. Este punto esta relacionado con el anterior. El
calostro es la primera secrecidon lactea proveniente de la madre. Este
liquido es de suma importancia ya que es la principal fuente de anticuerpos
para las terneras. Debido al tipo de placentacidén epiteliocorial de las
vacas, los anticuerpos maternos no pueden ser transferidos al feto, por lo
que la unica via es a través del calostro. Estos anticuerpos, al ser grandes
moléculas proteicas, solo pueden ser absorbidos las primeras 24 horas de

vida, aunque lo ideal es ser consumido en la primera hora de vida, ya que,
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después de ese tiempo, comienza a disminuirse su absorcion (Chamorro
et al., 2017). Por lo tanto, si la vaca no tiene suficientes anticuerpos, si el
calostro es de mala calidad o si no se le suministra calostro a la ternera en
los tiempos establecidos, la transferencia inmunitaria se vera disminuida y
las terneras estaran mas susceptibles a enfermarse.

Suministro de leche en mal estado o bien, una suplementacion de leche
solida inadecuado. Hay que recordar que la leche es un buen medio para
la propagacion de bacterias, y esto lo podemos ver incluso con un buen
sistema de almacenamiento. Por lo tanto, es importante garantizar que la
leche esté libre de patdgenos, lo cual sera posible a través de la
pasteurizacion. Es muy comun que se cometan errores en este punto, asi
que es de relevancia siempre considerarlo. Si se ofrece leche en polvo,
asegurarse que este bien mezclado y que sea de buena digestibilidad
(McGrath et al., 2016).

Un mal suministro de alimentos. No importa si los alimentos, ya sea leche
o alimento sdlido, estan inocuos, un cambio abrupto en la frecuencia o en
el volumen puede tener efectos deletéreos. Estos cambios deben hacerse
paulatinamente, adaptando el sistema digestivo a los ingredientes nuevos,
al volumen o la frecuencia. Como ejemplo es la leche, si se da en grandes
cantidades, esta no sera capaz de digerirse correctamente lo que puede
provocar diarrea mecanica que puede ser un factor determinante para que
surjan diarreas infecciosas. Lo mismo pasa con el concentrado solido que
puede ser capaz de cambiar el pH gastro entérico, favoreciendo la
replicacion de bacterias indeseadas.

Sistema de desinfeccion de las instalaciones deficiente. Esta actividad
puede obviarse, pero muchas veces pasa desapercibido el riesgo que
representa tener instalaciones y equipos contaminados. Se incluyen
contenedores, almacenadores y por supuesto, también las jaulas. Hay que
recordar que, en este sistema de produccion, las becerras entran y salen

constantemente, por lo que ya hubo animales que estuvieron usando los
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mismos equipos e instalaciones, por lo que los patdégenos pueden estar
activos o en latencia esperando un nuevo huésped.

Exposicion a factores de estrés. Un animal estresado ya sea por el manejo
o por factores ambientales, suelen liberar cortisol y otras citocinas que
tienen un impacto directo al sistema inmune, como la disminucion de la
actividad leucocitaria (Bagath et al., 2019). Esto, tendra como
consecuencia que la respuesta inmunitaria ante los patdbgenos no sea la
adecuada, sea sobrepasada y como consecuencia, el desarrollo de la
enfermedad.

Una mala terapia antibiotica. El uso de los antibiéticos es, sin duda, una
de las mejores herramientas que existen para el tratamiento de las
enfermedades. Sin embargo, también puede ser contraproducente si no
se hace un buen uso de ellos. Estos tienen efectos secundarios o téxicos
en diversos 6rganos como rifion, higado u oido, y asi mismo, son capaces
de alterar la microbiota intestinal. Recordemos que en la microbiota
intestinal hay bacterias y por lo tanto, estan susceptibles al efecto
bactericida o bacteriostatico de los antimicrobianos. Si se desequilibra este
sistema, puede haber una proliferacién de bacterias oportunistas capaces
de producir enfermedad (Hommerich et al., 2019).

Una mala calidad el agua. Elagua es el nutriente esencial mas importante,
las becerras necesitan beber agua para su metabolismo y bienestar. Pero
también puede ser un vector en la trasmision de innumerables
microorganismos que causan enfermedades. Y dado que los terneros
recién nacidos tienen sistemas inmunoldgicos y digestivos en desarrollo,
la mala calidad del agua puede afectar la salud y el rendimiento de los

terneros (Senevirathne et al., 2018).

Cada uno de estos puntos aporta en si, un valor importante en la prevencion

de las diarreas. Pero no pueden ser manejadas como estrategias separadas

si no, como se dijo al principio, como estrategia integral que abarque a todos.

Si estos factores se controlan adecuadamente, es poco probable que una

ternera desarrolle diarrea.
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2.1.3 Neumonia de origen bacteriano

El complejo respiratorio bovino (CRB) es el término que se utiliza para describir
la enfermedad respiratoria bovina aguda y grave de causa clinicamente
indeterminada. Médicamente, el CRB incluye neumonia enzodtica bovina
(etiologia multifactorial); manheimiosis neumonica (Mannheimia haemolytica);
histofilosis respiratoria (Histophilus somni); Mycoplasma bovis; infecciones
virales respiratorias, tales como rinotraqueitis bovina infecciosa (IBR)/herpesvirus
bovino 1 (BoHV-1), virus de la parainfluenza bovina 3 (BPIV-3) y virus respiratorio
sincitial bovino (BRSV); ademas de neumonias intersticiales no infecciosas,
como edema y enfisema pulmonar bovino, sindrome de reinfeccion y muchas
otras (Buczinski & Pardon, 2020; Zachary, 2022). En este trabajo sélo nos
enfocaremos el origen bacteriano producido por: Mannheimia haemolytica e

Histophilus somni.

La manheimiosis neumonica es la enfermedad respiratoria mas importante de los
bovinos, particularmente en animales que han pasado por procesos de estrés,
convirtiéndose en la principal causa de neumonia bacteriana grave. Las terneras
son muy susceptibles a procesos de estrés, por lo que siempre estan en riesgo
de desarrollar este tipo de neumonia. M. haemolytica biotipo A, serotipo 1 es el
agente etiolégico mas comunmente responsable de las lesiones pulmonares
graves (Zachary, 2022). Lo que vuelve a M. haemolytica uno de los patégenos
mas peligrosos, es que suele encontrarse en las vias respiratorias altas,
esperando una oportunidad para poder causar dafio. Ademas de esto, produce
una leucotoxina que provoca necrosis, apoptosis o0 activacion de leucocitos de
rumiantes (Confer & Ayalew, 2018). Algunos investigadores aun consideran a P.
multocida y otros serotipos de M. haemolytica como principales causas de esta
enfermedad, porque, junto a otros serotipos, especialmente serotipo 2 y serotipo
6 podrian estar asociados con el 40 % de todos los casos. Esta enfermedad se
caracteriza por una bronconeumonia fibrinosa aguda severa y la presencia de

exudados fibrinosos en la cavidad pleural (Crouch et al., 2012). Lo que refleja el
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hecho de que la muerte generalmente ocurre de manera temprana o en una etapa

aguda.

La histofilosis respiratoria es causada por H. somni, que presenta al menos ocho
formas clinicopatoldgicas, cada una de las cuales afecta a érganos diferentes.
Este complejo incluye septicemia, encefalitis (conocida como meningoencefalitis
trombotica), neumonia (histofilosis respiratoria), pleuritis, miocarditis, artritis,
oftalmitis, conjuntivitis, otitis y aborto. La forma respiratoria de histofilosis bovina
es el resultado de la capacidad de la bacteria para inducir bronconeumonia
supurativa y fibrinosa. Al igual que M. haemolytica, requiere factores
predisponentes como el estrés o una infeccion viral previa para producir
enfermedad. La capacidad de H. somni para causar septicemia e infecciones
localizadas en los pulmones, cerebro, 0jos, oido, corazon, la glandula mamaria,
los 6rganos genitales o la placenta es atribuible a factores de virulencia
especificos, como las proteinas de union a inmunoglobulina y los
lipooligosacaridos (Zachary, 2022). Ademas, H. somni tiene la capacidad de sufrir
variaciones estructurales y antigénicas, evadir la fagocitosis al promover la
apoptosis leucocitaria, inhibir la destruccién intracelular, reducir las
concentraciones de transferrina e inducir la apoptosis endotelial en los pulmones
de los terneros afectados (McGill & Sacco, 2020). Las infecciones pulmonares
mixtas de H. somni, M. haemolytica, P. multocida son las mas comunes en
terneros que junto a las diarreas, causan elevados porcentajes de morbilidad, lo

que repercute en pérdidas econdmicas.
2.1.3.1 Vacunacion y estrés calorico

Las neumonias tienen un gran impacto econémico en las unidades de crianza,
pero estas se pueden evitar. En general hay dos maneras de prevenirlas: por un
lado, esta la inmunizacién, a través del calostro y por medio de vacunas y
bacterinas. Y por el otro, esta el evitar situaciones de estrés que puedan deprimir
el sistema inmune haciendo que los patdégenos aprovechen y produzcan

alteraciones.
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La inmunizacién, es de las formas mas eficientes de evitar el desarrollo de
neumonias. En ellas se utilizan antigenos contra virus y bacterias involucradas
en el complejo respiratorio bovino. Esta se puede hacer de dos maneras:
inmunizando a la madre, quien, a través del calostro podra pasar los anticuerpos
a la cria; o bien, inmunizando a la ternera, ya sea por via parenteral o nasal. En
la mayoria de las neumonias el mayor dafio lo provocan bacterias, pero es
importante prevenir la infeccion por virus debido a que son estos los que “abren”
el paso para que la infeccion por las bacterias se desarrolle (McGill & Sacco,
2020; Oliveira et al., 2020). Por el lado de las bacterias, estas se pueden prevenir
inmunizando con bacterinas. El término “bacterina” hace referencia a un
compuesto biolégico que contiene Patron Molecular Asociado a Patdgenos
(PAMP) y otros compuestos que funcionan como antigenos al momento de
inocularlo. Aunque también puede usarse el término “vacuna” para describir al
mismo compuesto, tal y como se hace con las vacunas virales (Confer et al.,
2009).

El inconveniente del uso de las bacterinas es la reaccion adversa que pueden
desencadenar. Aunque cada vez se mejora la calidad de las bacterinas,
regularmente se usan lipopolisacaridos (LPS) de bacterias Gram negativas como
antigenos. Estos LPS son los que también se liberan en caso de endotoxemia
que conduce al desarrollo de choque séptico (Lépez et al., 2017). La endotoxemia
es un factor importante en la patogenia de varias condiciones clinicas, desde
acidosis ruminal, sindrome de muerte subita hasta laminitis, debido a infecciones
por Gram negativos y positivos. Las endotoxinas (como los lipopolisacaridos) son
partes estructurales de la pared celular bacteriana. Estan compuestos por
unidades repetitivas de oligosacaridos; y el tipo, secuencia y enlace de estos
sacaridos determinan la especificidad antigénica. Por lo tanto, la cadena lateral
se conoce como la cadena lateral especifica de O y se usa para la tipificacion

seroldgica de bacterias Gram negativas (Andersen, 2003).

La administracion de endotoxinas al ganado bovino desencadena una cascada

de eventos fisioldgicos vy fisiopatoldgicos donde la manifestacion clinica en el
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animal va a depender de la dosis. Si esta es muy alta, los signos que se presentan
son similares al de un choque séptico. Se observan alteraciones de o6rganos y
sistemas como el respiratorio, cardiovascular, gastrointestinal y tegumentario.
Las endotoxinas bacterianas dafan los tejidos y desencadenan la liberacion de
sustancias vasoactivas (histamina, cininas y leucotrienos) que conduce al
desarrollo del choque (Zachary, 2022). En general, las endotoxinas se consideran
moderadas en cuanto a su toxicidad y antigenicidad, pero el ganado bovino es
particularmente sensible a ellas. La liberacion de estas sustancias puede ocurrir
en cualquier etapa, desde la fabricacion del producto hasta su manejo en si, como
la agitacion excesiva, exposicion a rayos UV o congelacién, lo que puede
aumentar la concentracion de endotoxina liberada debido a la destruccion de las
bacterias, aumentando la probabilidad de efectos adversos (Rashid et al., 2009;
Richeson et al., 2019).

La otra forma de prevenir las neumonias, ademas de la inmunizacion, es
mediante el manejo de los animales. Con “manejo” se hace referencia a las
acciones tomadas en la crianza desde el parto de las terneras hasta el destete.
Algunas de estas acciones son las mismas que se mencionaron en el apartado
de prevencién de diarreas. En general, lo que se pretende es disminuir el mayor
estrés posible en las terneras para evitar que se inmunodepriman. Aunque, hay
un tipo de estrés que, en ocasiones, ya sea por omision o por falta de recursos,

se pasa por alto. Y es el estrés caldrico.

El estrés por calor ocurre cuando un animal no puede mantener el equilibrio entre
la acumulacion y la disipacion de calor. Los factores climaticos que influyen en la
acumulacion de calor en el ganado lechero incluyen la temperatura ambiente
(°C), la humedad relativa (%), la radiacién solar (W/m2) y la velocidad del viento
(m/s). El impacto del estrés calorico también esta influenciado por el genotipo, la
salud y el estado inmunoldgico individual de cada animal (Bagath et al., 2019).
Durante el estrés agudo la produccion de cortisol actua como un estimulo para el
sistema inmunitario. Sin embargo, durante el estrés cronico, la secrecién de

cortisol se ha asociado con la supresién inmunitaria. Por ejemplo, bajo estrés
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agudo, los leucocitos aumentan entre 21 — 26 % en por la involucién timo linfatica.
Este aumento podria deberse a una movilizacién acelerada de neutrdfilos
maduros desde la médula, debido a la liberacion de glucocorticoides. Pero en
estrés crénico el numero de linfocitos y leucocitos disminuye (Figura 6) (Bagath
et al.,, 2019; Jin, Y., Hu, Y., Han, D., Wang, 2011). Ademas, el estrés calérico
reduce las barreras naturales a las bacterias y también aumenta potencialmente
el nivel de endotoxinas, lo que puede tener mas efectos indeseables en las
vacunas que contienen ceélulas enteras, como el caso de las bacterinas que se

usan para la prevencion de neumonias (Lambert, 2009).

Figura 6. Descripcion del estrés caldrico en el sistema inmunolégico y otros

parametros del ganado lechero. (Imagen tomada de Bagath et al., 2019)

Ahora que se sebe como influye el estrés caldrico en la respuesta inmune, es
importante saber, cuando una vaca esta sometida bajo estrés calorico. El ganado

lechero es sensible al estrés por calor debido a la alta produccion metabdlica de
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calor y al consumo de alimento asociado con la fermentacion del rumen y la
produccion de leche. Asimismo, por las mismas razones, el ganado lechero es
relativamente resistente al estrés por frio. El estrés por calor en el ganado se
caracteriza por un aumento de la temperatura rectal, tasas de respiracion
elevadas y una menor ingesta de alimento, lo que contribuye a la disminucion de
la produccion de leche (Collier et al., 2012). Muchos estudios publican sobre el
efecto de la temperatura sobre diferentes variables productivas y fisiolégicas.
Pero en la respuesta al clima no solo influye la temperatura sino otros factores,
por eso se utiliza el indice de temperatura y humedad (ITH), esta medida combina
la temperatura ambiente y la humedad relativa, aunque algo mas preciso seria
medir también la velocidad del viento. Asi pues, a un ITH de 68, el estrés caldrico
comienza a estar presente, y entre mas aumenta, sus efectos deletéreos son mas

marcados en el ganado Holstein Friesian (Figura 7).

Figura 7. ITH y sus diferentes niveles en ganado Holstein Friesian. (Imagen
tomada de Collier et al., 2012).
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2.2 Uso de antibidtico y su resistencia

Un antibidtico es una sustancia natural o sintética que mata las bacterias o
bloquea su crecimiento. Los antibioticos actuan sobre la bacteria atacando ya sea
su pared celular, su membrana citoplasmatica, su metabolismo de sintesis de
proteinas, su acido nucleico (ARN y ADN), o incluso mas de uno de estos
elementos (Mbarga et al., 2022). En muchos hatos ganaderos, las diarreas (al
igual que las neumonias), son tratadas con antibiéticos sin previo diagnéstico.
Sin embargo, esto no deberia ser asi. No es que este mal usar antibiéticos, sino
que, antes de administrar cualquier terapia es importante hacer un examen fisico
que, junto a la anamnesis y pruebas de laboratorio complementarias (si fuera
necesario), nos dara un diagnoéstico donde podremos elegir el tratamiento
adecuado. Entonces, caeriamos en cuenta que muchas veces ni siquiera es

necesario usar antibioticos.

El uso indiscriminado de estos antimicrobianos ha ido en aumento en los ultimos
afios. En el ramo de la veterinaria y especificamente en el sector productivo, su
uso ha sido desmedido. Por la naturaleza de esta industria, muchas veces no se
tratan animales aislados, sino que, frecuentemente se presentan alteraciones en
un grupo de ellos con las mismas caracteristicas. Por o que hacer un examen
fisico a cada uno de ellos se vuelve impractico. Ademas, no solo se utiliza como
tratamiento de enfermedades sino como promotor de crecimiento, donde se
afiade antibidtico a animales clinicamente sanos. Solo en los Estados Unidos,
uno de los paises con mayor control del uso de estos farmacos, se ha estimado
que aproximadamente el 80 % de los antibidticos se utilizan en la cria de ganado
como aditivos alimentarios o promotores del crecimiento para mejorar la calidad
y el rendimiento de la produccién (Mbarga et al., 2022) lo cual, desde un punto

de vista médico, esta mal.

Aplicar antibiético ha funcionado a través del tiempo. Pero, en los ultimos afios
su efectividad no ha sido la misma. Se observan problemas de resistencia
antimicrobiana. La resistencia a los antibidticos se define como la capacidad de
una bacteria para resistir la actividad inhibidora o destructiva de un
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antimicrobiano al que no era resistente (Palma et al., 2020). El problema de usar
antibidtico para todo se exacerba por el mal uso de la terapia; no se les aplica ni
las dosis correctas ni el tiempo indicado. Favoreciendo aun mas a la resistencia.
Y no es que solo en el ramo veterinario se hagan malas practicas, esto también
se observa en medicina humana. Todos estos factores han llevado a que la
comunidad cientifica haya comenzado desde hace algunos afios, su

preocupacion por este problema.

Aunque la resistencia a los antibidticos parece ser un problema actual, lo cierto
es que los primeros reportes de resistencia datan de los afos 40’s. por lo que la
resistencia no esta dado por estos ultimos anos, sino por la exposicion de la
bacteria a un antibiético en si. Por ejemplo, a finales de los afos 20’s, Alexander
Fleming (1929) informé sobre el descubrimiento de la penicilina, lo que vino a
revolucionar el mundo de la medicina respecto al manejo de las infecciones
bacterianas. Tiempo después, Rammelkamp y Maxon (1942) reportaron la
primera resistencia de la penicilina a Staphilococcus aureus. Es decir, S. aureus
le tomo solo 14 afos crear resistencia a la penicilina que en ese momento se
producia. Y este mismo caso se fue replicando para los antibiéticos que se
generaban al punto que actualmente, se tiene reporte de resistencia para casi
cualquier antibidtico. Y de los que aun no se reportan, se cuidan para evitar crear

resistencia (Saga & Yamaguchi, 2009).

Los mecanismos de resistencia a los antimicrobianos incluyen los sistemas de
exportacién activa dentro de las membranas de las bacterias, la prevencion de la
entrada de antimicrobianos en las células de las bacterias patdgenas, la
destruccion enzimatica de los agentes antimicrobianos, la produccién de
biopeliculas gruesas y los sitios de accion bacterianos que han cambiado para
protegerlos ante la accion de los antibidticos (Varela et al., 2021). Por eso es de
suma importancia hacer uso correcto de los antibiéticos y no llegar al punto de
prohibirlos incluso entre los profesionales de la salud como la media que tomo el
gobierno en Chile, donde restringié6 17 clases de antimicrobianos a los

profesionales veterinarios. Prohibiendo su registro, fabricacion, venta vy
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utilizacion. La medida se sustentd en las determinaciones tomadas por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) que los ha clasificado a estos
antibioticos como de importancia critica para la salud humana, por lo que , segun
sus decisiones, restringieron su uso en medicina veterinaria para evitar el
desarrollo de resistencia antimicrobiana, y asi mantener su eficacia al aplicarlos
en las personas que los requieran para determinado tratamiento de una
enfermedad (Resolucion 1012/2022: Prohibe EI Registro, Fabricacion,
Importacién, Distribucion, Venta, Tenencia y Uso de Los Siguientes
Antimicrobianos y Deroga Resolucion N° 5.340 Exenta, de 2020, 2022).

Dado este grave problema de salud mundial, se estan buscando alternativas que
puedan suplir el uso de antibiéticos. Muchas de estas alternativas practicas que
actualmente se estan implementando en el campo de la produccién, estan
enfocadas en mejorar el bioma natural del animal o bien, en crear un sistema
inmune mas efectivo, capaz de responder eficientemente ante la invasion de
microorganismos (Low et al., 2021; Mbarga et al., 2022). Pero, a pesar de esto,
sigue siendo necesario estrategias que se enfoquen en destruir a la bacteria en
si, porque si bien, las anteriores alternativas pueden funcionar, los animales de
produccion son muy susceptibles al estrés, que puede alterar el sistema inmune.
Una alternativa viable es el uso de bacteriéfagos, un virus capaz de destruir a
una bacteria independientemente si es o no resistente a los antibiéticos, y que
ademas se encuentra de forma natural en el medio ambiente (Borie et al., 2014;
Duenas et al., 2017; Jeong et al., 2021; Van Belleghem et al., 2017).

2.3 Bacteri6fagos

Los bacteriofagos, también conocidos como fagos, son virus que infectan
Uunicamente a bacterias (células procariotas) (Squires, 2018). Estos
microorganismos se multiplican dentro de su célula diana mediante la utilizacién
a su favor de la maquinaria biosintética, o que al final de su proceso de
replicacién, produce la destruccién de la bacteria, logrando reprimir el crecimiento
de éstas (Jeong et al.,, 2021). Al tener esta propiedad de controlar grupos
especificos de estos microorganismos, también puede destruir bacterias
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patdgenas, mostrando un gran potencial para diversas aplicaciones para la salud

animal y humana (Abedon et al., 2011).
2.3.1 Breve historia

La terapia con fagos comenzo en 1896 cuando Ernest Hankin informé por primera
vez de la existencia de actividad antibacteriana contra Vibrio cholera, el agente
causante del célera que se consideraba uno de los peligros mas mortales que los
humanos habian enfrentado (Ul Haq et al., 2012). Tiempo después, en 1915,
Frederick Twort planted la hipotesis de que la actividad antibacteriana podria
deberse al virus (fago), sin embargo, su planteamiento no fue tomado en cuenta.
En un contexto histérico narrativo, el crédito es de Félix d’'Herelle, quien también
descubrié a los bacteriéfagos en 1917. En esas fechas, Félix d’'Herelle anuncio
que descubrié un microbio invisible dotado de efectos antagénicos hacia el bacilo
Shiga, y desde alli comenz6 a hablar de bacteriéfagos. (Hermoso et al., 2007;
Roux, 2007)

El interés en estos virus comenzd a incrementarse, y en 1919 se usaron por
primera vez fagos como agentes terapéuticos en humanos (Summers, 1999).
Después, en 1925, d'Herelrel reporté un tratamiento para la peste utilizando
fagos. Este suceso atrajo aun mas la atencion hacia la terapia con estos nuevos
virus por lo que se continud investigando como posibles tratamientos a

infecciones médicas y quirurgicas (D’Herelle, 1931; Hermoso et al., 2007).

Todo marchaba muy bien como para revolucionar el mundo con el uso de
bacteriofagos, pero a finales de 1920 Sir Alexander Fleming (1929) descubrio la
penicilina. Esta nueva sustancia era muy efectiva contra las bacterias evitando
infecciones graves, y ademas no era irritante ni toéxica para los animales a
grandes dosis. Asi pues, se convirtié en un antiséptico eficiente para la aplicacion
en areas infectadas con microbios sensibles a la penicilina. Por lo tanto,
transformé los tratamientos médicos de la época, siendo un tesoro valioso para
la medicina. Por su parte, los fagos fueron perdiendo interés. Sin embargo, del

lado europeo en lo que fue la Unién Soviética, continuaron las investigaciones
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con los bacteriéfagos y aun se continua haciendo. Incluso el interés en ellos ha
vuelto a resurgir en casi todo el mundo debido a las mayores dificultades para
curar infecciones causadas por cepas bacterianas resistentes a los antibioticos,
y por el mayor conocimiento que se ha generado de los bacteriéfagos (Nilsson,
2014; Ul Haq et al., 2012)

2.3.2 Taxonomia

Mencionar la taxonomia de los fagos es desglosar una lista enorme de grupos;
todas son importantes. Sin embargo, regularmente al referirse a ellos, se hace
mencionando la familia al que pertenece. Hay siete familias poliédricas,
filamentosas y pleomorficas que estan separadas por profundas diferencias en el
contenido y la estructura de los acidos nucleicos. Todas las familias son
pequenas, a veces tienen un solo miembro y taxonbmicamente no presentan
problemas. Los viriones de cuatro grupos contienen lipidos y dos de ellos tienen
envolturas de lipoproteinas. Los fagos que mas se estudian son del orden
Caudoviridae (de “cauda”, que en latin significa cola). Morfolégicamente, se han
clasificado en tres familias: Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae (Figura 8 y 9)
todos ellos con contenido de ADN. En la figura X se muestran la familias y la

forma de sus fagos (Ackermann, 2011; Nobrega et al., 2018).

Figura 8. Estructura representativa de los fagos del orden Caudoviridae. (Imagen
tomada de Nobrega et al., 2018)
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Figura 9. Familias de los bacteriéfagos y sus caracteristicas. (Imagen tomada de
Ackermann, 2011).

2.3.3 Estructura

Para que el fago complete su ciclo de replicacion, estos han desarrollado
particulas estructurales que se mantienen estables en periodos de tiempo bajo
diferentes circunstancias; algunas de ellas, muy adversas. Estas particulas
estructurales son los que le dan forma al bacteriéfago, como la capside, formada

de proteinas que resguardan el material genético.

Los fagos varian de tamafo, desde 25 a 200 nm. Asi también, el material genético
que resguardan varia en dimension, lo que da como resultado una amplia gama
de longitudes de genoma, de 10 a mas de 500 kilopares de bases (kbp)
acomodados dentro de la capside. De igual forma, la capside también varia en
extension, desde aproximadamente 30 a 160 nm de diametro. La mayoria de los
fagos, alrededor del 80 al 90 %, forman capsides con simetria icosaédrica,
mientras que el 10 al 20 % restante forman capsides alargadas (Luque et al.,
2020). Se hace énfasis en la capside, porque es una de las partes mas

importantes en su estructura.
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Las capsides de los fagos son generalmente simétricas, con muchas copias de
la misma proteina debido a que su genoma es relativamente pequefio y no
pueden codificar muchas proteinas diferentes. Algunos fagos tienen en sus
capsides proteinas que se unen a moléculas presentes en matrices donde es
probable que se encuentren bacterias huésped, por ejemplo, mucinas para unirse
en pulmones o intestinos de animales. Los fagos también pueden tener
estructuras disefiadas para el monitoreo ambiental; mostrar ciertas proteinas solo
cuando se encuentra con un huésped adecuado en las condiciones idoneas
donde es probable que la infeccién y posterior replicacion, sea exitosa (Sanz-
Gaitero et al., 2019).

La representacion clasica de un bacteriofago es citando a uno de la familia
Myoviridae. Estos fagos infectan enterobacterias y tienen colas largas y
contractiles. El tubo de cola esta unido a la capside y, en el otro extremo, al
complejo de la placa base. Esta rodeado por una vaina contractil que facilita la
puncidn de la envoltura celular bacteriana y la entrega del ADN viral. La
interaccioén entre las fibras de la cola, las espigas de la cola y la espiga central de
la cola, y la superficie bacteriana desencadena la contraccién. Las colas
contractiles son las estructuras mas complejas utilizadas para la entrega de
genomas de fagos. La placa base T4 tiene fibras de cola cortas y largas (Figura
10) (Jansenetal., 2018; Nobrega et al., 2018). Cada una de toda esta maquinaria
es indispensable para que estos virus puedan realizar su ciclo de replicaciéon

exitosamente.
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Figura 10. Estructura grafica de un bacteriéfago (izquierda) e imagen real de un
fago tomado con microscopia electrénica (derecha). (Imagen tomada de Jansen
et al., 2018; Nobrega et al., 2018)

2.3.4 Modo de accién

Los bacteriéfagos destruyen a las bacterias por medio de la lisis de éstas. La
forma de accién se clasifica en dos formas: un proceso litico y el otro lisogénico

(Barr, 2017) que se detallan a continuacion:

El proceso litico lo realizan los denominados “bacteriéfagos liticos o virulentos”.
Aqui, el genoma del fago se inyecta en la bacteria, donde utilizan los sistemas
metabdlicos del huésped alterando su metabolismo. Esto resulta en la lisis al final
del ciclo por accién de lisozimas codificadas por los fagos, que permite la
liberacion de la progenie viral que se ha formado, los cuales pueden infectar a

nuevos huéspedes y repetir el ciclo litico (Batinovic et al., 2019; Borie et al., 2014).

Por otro lado, los “bacteriéfagos lisogénicos o atemperados” utilizan la via
lisogénica, donde el genoma del fago, luego de ser inyectado en el citoplasma
bacteriano, integra su material genético en el genoma del huésped o bien, forma
un plasmido circular o lineal dentro del citoplasma. Una vez dentro, se replica
como parte su genoma, pero no lisa inmediatamente a la bacteria,

permaneciendo latente por periodos prolongados. En este punto, se le denomina
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“profago” porque es lo que posteriormente originara a los fagos al momento de
activarse. Si la bacteria huésped enfrenta condiciones ambientales adversas,
este profago puede activarse y regresar al ciclo litico, produciendo en
consecuencia, la lisis bacteriana (Figura 11) (Batinovic et al., 2019; Borie et al.,
2014).

Figura 11. Ciclo de vida del bacteriéfago: los fagos liticos se adhieren e infectan
una célula bacteriana, lo que da como resultado la reproduccion de fagos y la lisis
de la célula huésped. El ciclo lisogénico da como resultado la integracién de un
genoma de fago en el genoma bacteriano llamado profago, el cual, bajo las
condiciones de activacion, podra entrar al ciclo litico. (Imagen tomada de
Batinovic et al., 2019).

El ciclo de infeccion del fago sucede de la siguiente manera:

01. Reconocimiento de una bacteria adecuada para infectar. Esta etapa lo hace
mediante el reconocimiento de estructuras celulares bacterianas especificas por
medio de sus fibras o espiculas de la cola. Las estructuras de la cola son
determinantes clave de la especificidad del huésped y del proceso de infeccidon
de los respectivos fagos. Muchos fagos con cola usan proteinas de unién al
receptor (RBP, por sus siglas en inglés) en el extremo distal de su cola para
interactuar con los receptores en la superficie de la célula bacteriana. Para ello,
el fago puede utilizar como receptor a las capsulas bacterianas, diferentes
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lipopolisacaridos, flagelos, fimbrias y algunas otras proteinas de superficie,
oligosacaridos y porinas. La cola del fago es la maquina molecular que reconocen
especificamente las células huésped bacterianas, penetran la envoltura celular y
entregan el genoma del fago al citoplasma. Todos los fagos con cola tienen un
genoma de ADN y pertenecen al orden de los Caudovirales (Nobrega et al., 2018;
Sanz-Gaitero et al., 2019).

Cuando un fago localiza a un huésped, las seis fibras de la cola larga alternan
entre conformaciones plegadas y extendidas (Figura 12a). Una fibra de cola larga
extendida hace el contacto inicial con su receptor huésped especifico, es decir,
LPS o proteina C de membrana externa (OmpC) (Figura 12b). Esto es seguido
inmediatamente por el contacto de una segunda fibra de cola larga antes de que
la primera se haya disociado. La repeticion de este proceso utilizando diferentes
fibras de cola larga extendidas transitoriamente permite que el fago se mueva y
encuentre un sitio 0ptimo para la adsorcion irreversible y la eyeccion del genoma
(Figura 12c). La union reversible es el primer paso que determina el rango de
host de T4. Cuando dos o tres de las seis fibras de cola larga se unen a sus
receptores, se transmite una sefal a la placa base y cambia de conformacion, lo
que permite que algunas fibras de cola corta se unan irreversiblemente a su
receptor, es decir, la region central externa de LPS. Después de un mayor cambio
conformacional y expansion de la placa base, las fibras restantes de la cola corta
se unen y orientan el virién para la eyeccién de ADN (Figura 12d). La contraccion
de la vaina (Figura 12e) es un proceso rapido que empuja el tubo de la cola a
través de la membrana externa bacteriana (Figura 12f). El ensamblaje de la cola
y la capside se trasladan y giran alrededor del eje del tubo de la cola. La
combinacion de traslacion y rotacién permite que la punta del tubo de cola
atraviese de manera efectiva la membrana huésped para posteriormente inyectar

el material genético (Nobrega et al., 2018).

2. Transferencia del material gendmico al huésped. El fago inyecta el genoma en
la bacteria huésped, esto es facilitado por una enzima presente en la punta de la

cola del fago que degrada el peptidoglicano. Esta introduccion del genoma viral
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depende de la energia, obtenida del ATP disponible o del potencial de membrana
de la bacteria (Borie et al., 2014).

Figura 12. Modelo de adsorcién del fago T4 a la superficie del huésped. (Imagen
tomada de Nobrega et al., 2018)

03. Subversién de la maquinaria metabdlica del huésped para producir nuevas
particulas de fagos. Esto sucede primero con la expresion génica temprana en
fagos y sintesis de proteinas tempranas. Que estan implicadas en la intervencion
de los sistemas enzimaticos bacterianos y la replicacion del genoma viral.
Posteriormente, se da la replicacion del genoma del fago. Luego, la expresiéon de
proteinas de fagos tardios, que estan implicadas en la formacion de nuevas
particulas virales, la formacién de la capside viral y la lisis de la bacteria huésped.
Y, por ultimo, el ensamblaje de cabezas y colas de fagos, y compactacion del

genoma viral (Borie et al., 2014; Sanz-Gaitero et al., 2019).

Algunos fagos tienen la capacidad de “decidir” si causar lisis o lisogenia. La
comunicacion de este mecanismo esta mediada por la produccion y secrecion de

un hexapéptido (AimP) durante el ciclo litico. Una vez internalizado, AimP reduce
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la expresion del regulador negativo de la lisogenia, AimX, al unirse al factor de
transcripcion, AimR, promoviendo la lisogenia. AimR presenta plasticidad
intrinseca y comparte caracteristicas estructurales con la familia de deteccién de
quérum RRNPP. AimR se une a un operador inusual con un espaciador largo que
interactua de manera no especifica con el dominio TPR del receptor, mientras
que el dominio HTH reconoce candénicamente dos repeticiones invertidas. AimP
estabiliza una conformacién compacta de AimR que se aproxima a las hélices de
reconocimiento de ADN, evitando que AIimR se una a la region promotora de
aimX (Figura 13) (Gallego del Sol et al., 2019).

Figura 13. Mecanismos de comunicacion dentro de la bacteria huésped infectada

por fagos. (Imagen tomada de Gallego et al., 2019)

04. Lisis de la célula huésped y liberacion de nueva progenie de fagos. Los
bacteriéfagos han desarrollado diversos mecanismos de lisis para liberar
progenie de fagos de células huésped infectadas. La lisis de células bacterianas
inducida por fagos se basa en el desequilibrio osmaético causado por la
degradacion de la pared celular después de una accion coordinada de proteinas
liticas codificadas por bacteriéfagos. Las principales proteinas liticas pertenecen

a tres clases funcionales: endolisinas, holinas y espaninas, que a menudo estan

32



codificadas por genes organizados en un grupo de genes, conocido como casete
de lisis. La endolisina y la holina degradan la pared celular y la membrana
plasmatica respectivamente, la destruccion ocurre debido a la incapacidad
estructural para resistir la presion osmotica interna. (Borie et al., 2014; Sanz-
Gaitero et al., 2019). Las holinas son proteinas transmembrana que se acumulan
inofensivamente en el citoplasma hasta desencadenar la formacion de agujeros
en la membrana citoplasmatica, a través de estos poros pasara la endolisina y
actuara degradando el peptidoglicano. Esto desencadenara el aumento de la
presion osmaotica en el interior del citoplasma y la bacteria explotara (Figura 14).
Esta ruptura de la pared celular y las membranas permite la liberacién de la
progenie viral previamente formada, lo que permite una infeccion posterior de
otras bacterias (Gutiérrez-Fernandez, D., Fernandez-Llamas, L., Rodriguez-
Gonzalez, A., & Garcia-Suarez, 2020; Zampara et al., 2020).

Figura 14. Representacion esquematica del sistema holina / endolisina
encargado de la lisis desde dentro de una bacteria. (Imagen tomada de

(Gutiérrez-Fernandez et al., 2020).
2.3.5 Los bacteriofagos, ¢ estan vivos?

La respuesta a si los virus y en este caso, los bacteriéfagos, estan vivos o no, ha

sido un tema de discusidon durante muchos afos. Para responder a ello, es
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necesario conocer que es un organismo vivo. El término "organismo vivo" se usa
generalmente para describir algo que muestra todas las caracteristicas de los
seres vivos. Y esas caracteristicas, segun el Dr Kadhila (2009) de la universidad

de Cambridge son:

1. Nutricidn. Los seres vivos toman materiales de su entorno que utilizan para

crecer o para proporcionar energia.

2. Respiracion. La respiracion es la liberacion de energia de las sustancias

alimenticias en todas las células vivas.
3. Movimiento. Todos los seres vivos se mueven.

4. Excrecion. Tienen que deshacerse de materiales toxicos, los productos de

desecho del metabolismo y las sustancias en exceso.
5. Crecimiento. Es aumento en el niumero y/o tamafio de las células.
6. Reproduccion. Tienen la capacidad de producir descendencia.

7. Sensibilidad. son capaces de sentir y responder a los estimulos que los rodean,

como la luz, la temperatura, el agua, la gravedad y las sustancias quimicas.

Basado en lo anterior y en un sentido estricto de la biologia, los virus no estan
vivos, puesto que no cumplen con todas las caracteristicas mencionadas. Sin
embargo, si muestran comportamientos similares. Tradicionalmente, se ha
considerado que los virus, se encuentran en el limite entre lo vivo y lo no vivo

porque incluso la comunidad cientifica aun no se pone de acuerdo.

En el caso de los fagos se ha definido como “elementos genéticos
semiautébnomos que en algun momento de su ciclo de vida existen como
genomas encapsidados, particularmente capsides infecciosas que no se
encuentran dentro de los limites de las células huésped” (Hobbs & Abedon,
2016). El concepto de no vivo, puede aceptarse cuando los virus no estan en su

célula huésped. Pero algunos autores han propuesto que durante la etapa
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intracelular de su ciclo de reproduccion pueden considerarse como "vivos" (Jean-

Michel, 2006). Entonces, ¢,como manejar este concepto?

El Dr. Forterre (2017) ha propuesto el concepto de “virocell” que implica la
transformacién de todo o parte del huésped infectado en un “organismo vivo”
viral. En la virocell, el virus expresa su propio metabolismo y autonomia ya que
el “objetivo” de la célula infectada ya no es dar dos células hijas sino producir
tantos viriones como sea posible para permitir la reproduccion y multiplicacion de
la informacion viral. EI concepto virocell termina por considerar a los virus como
organismos celulares durante parte de su ciclo de reproduccion. Al ser
organismos, pueden ser parasitos estrictos, pero también vivir en simbiosis con

la célula infectada.

Desde un punto de vista personal, creo que el concepto de vida debe rebatirse
desde un sentido filosofico y biolégico. Ya que, si decimos que un virus no esta
vivo, entonces, ¢ esta muerto? Porque incluso en la propia definicion de entidad
bioldgica, que es el término que a veces se les da, es confuso al mencionar que
tiene caracteristicas de reproduccion propias de organismos vivos. Dado a lo
anterior, es complicado darle una definicion precisa sobre que es un virus. Incluso
en investigaciones especializadas, el tema como “Understanding Viruses:
Philosophical Investigations” de Pradeu et al., (2016) no se llega a una conclusion
valida. Es necesario reunir a la comunidad cientifica y hacer una concluir sobre

su estado bioldgico.
2.3.6 Beneficios

Mencionar las ventajas de los bacteriéfagos es hablar sobre la efectividad de
estos respecto a los antibidticos Y si se habla de ello, entonces los fagos tienen
mas ventajas puesto que en teoria no existe alguna bacteria que no pueda ser
lisada. Los fagos estdn mas capacitados para matar bacterias; han estado aqui
durante miles de anos, a diferencia de los antibidticos. Esa efectividad en la forma
de lisar bacterias ha hecho que sean muy especificas, y esa es una de sus
ventajas. Aunque esto puede sonar como algo negativo, no es asi, ya que evita
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los problemas mas importantes relacionado con la administracion de antibiéticos:
la alteracién de la microbiota intestinal (debido a la eliminacién de bacterias
potencialmente beneficiosas) y el crecimiento excesivo de patdgenos
secundarios, ademas de la aparicion de bacterias resistentes (Ul Haq et al.,
2012). Esto se ha demostrado en diversos estudios, por ejemplo, Sarker et al.
(2012), administraron durante dos dias un coctel oral de nueve fagos de E. coli
tipo T4 a 15 adultos sanos. Después de un lavado de cinco dias, a pesar de que
los fagos se pudieron detectar en las heces de casi todos los sujetos tratados, no
se evidencio ninguna modificacion de la composicion de la microbiota intestinal.
Hay seguridad en no alterar la microbiota, lo cual es fundamental para controlar

bacterias oportunistas del tracto digestivo.

La seguridad que brindan es otra de sus ventajas, y no solo al no destruir otras
bacterias potencialmente benéficas, sino también al lisar solo a microorganismos
procariotas, las células eucariotas como el de cualquier mamifero, queda intacta;
no hay dafos a tejidos del huésped (Nobrega et al., 2018). Recientemente se han
estudiado otros beneficios como la influencia que tienen para mantener activo el
sistema inmune del huésped. Ya se sabe que los fagos influian en la inmunidad
indirectamente a través de los efectos en el microbioma de los mamiferos. Sin
embargo, ha quedado claro que los fagos también tienen un impacto directo en
la inmunidad, en formas que suelen ser antiinflamatorias. Los fagos pueden
modular la inmunidad innata a través de la fagocitosis y las respuestas de
citoquinas, pero también pueden afectar la inmunidad adaptativa a través de los
efectos sobre la produccién de anticuerpos y la polarizacion de los efectores. Por
lo tanto, los fagos pueden tener efectos profundos sobre el resultado de las
infecciones bacterianas mediante la modulacion de la respuesta inmunitaria (Van
Belleghem et al., 2019).

Siendo los fagos tan seguros, pudiera administrarse durante varios dias. Sin
embargo, no es necesario, y esta es otra de sus ventajas ante los antibioticos,
porque pueden permanecer en el cuerpo humano por periodos de tiempo

relativamente prolongados, y mientras haya bacterias que lisar, se seguiran
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replicando. En general, se necesitan muy pocas dosis debido al aumento en la
concentracion de bacteriofagos en el sitio de infeccion después de la
administracién inicial (Principi et al., 2019). Por ultimo, en un futuro cercano, el
uso de fagos podria ser menos costoso que el de los antibiéticos, cuyos farmacos
de ultima generacion son cada vez mas caros contrario a los fagos que, gracias
a los avances en investigacion, sus costos van disminuyendo. Estas solo son
algunas de sus ventajas. Como se ha descrito, los bacteriéfagos son una muy
buena alternativa para afrontar esta crisis de resistencia antimicrobiana que

permite tratar enfermedades que afectan a las becerras lactantes.
2.4 Eficientar la ganancia de peso: Implicaciones de la monensina sédica

Un animal con un esquema de vacunacion eficiente, sin ningun tipo de estrés y
una optima alimentacion alcanzara los estandares de ganancia diaria de peso,
peso final y altura al destete. Cuando el rumen del bovino ya es funcional, pueden
utilizarse sustancias como la monensina sodica, la cual, ha demostrado su

efectividad en la ganancia de peso (Lowicki & Huczynski, 2013).

La monensina sodica forma parte de un grupo de ionoéforos derivados a partir de
metabolitos de Streptomyces cinnamonensis. Los iondforos forman un complejo
con los cationes y los transportan a través de la bicapa fosfolipidica. La
monensina sodica, tiene propiedades antibacterianas que provoca un cambio en
el potencial de hidrégeno y el balance del sodio / potasio dentro de la célula, lo
que conlleva a un desbalance critico en los procesos celulares, resultando en la
muerte celular (Lowicki & Huczynski, 2013; Zachary, 2022). La actividad
antimicrobiana de esta sustancia se ha observado principalmente contra
bacterias Gram positivas de los géneros Micrococcus, Bacillus, y
Staphylococcus. Esta afinidad a las bacterias Gram positivas, esta relacionada
con la estructura de su pared bacteriana, ya que, las bacterias Gram negativas,
tienen una pared mas compleja que, incluso, no permite la entrada de antibiéticos

formados de grandes moléculas (Huczynski et al., 2008).
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Los ion6foros son muy utiles y han sido utilizados para tratar problemas de pH
ruminal, asi como mejorar la conversion alimenticia de los bovinos. Sin embargo,
pese a estos beneficios, existe el inconveniente que los bovinos son muy
susceptibles a sufrir intoxicaciones por el uso de esta sustancia. Fuera de los
limites terapéuticos, la farmacodinamia de esta sustancia comienza a llevarse a
cabo en las células somaticas del animal moviendo cationes monovalentes
(calcio y sodio) a través de la pared celular a cambio de iones de potasio e
hidrogeno (Ensley, 2020; towicki & Huczynski, 2013). La unién a estos iones
causa la pérdida de potasio intracelular, lo que resulta en la inhibicion de la
produccion de ATP en las mitocondrias, alterando asi, uno de los puntos de “no
retorno de la célula” y como resultado, la célula muere. La muerte celular se
evidencia con mayor claridad en tejidos del corazén, provocando alteracion de

otros organos (Aleman et al., 2007; Zachary, 2022).

Las intoxicaciones por ion6foros no son exclusivas de bovinos; también se han
reportado en bufalos (Rozza et al., 2006), cabras (Deljou et al., 2014), borregos
(Ashrafihelan et al., 2014) cerdos y aves (de Carvalho et al., 2021; Roder, 2011).
Pero los bovinos son altamente susceptibles y la intoxicacion se ha reportado en
diferentes lugares (Andrade et al., 2020; Espinosa et al., 2022; Omidi et al., 2008).
Estos eventos podrian explicarse, por un lado, por la dinamia en si de la
monensina al interactuar con la célula somatica del animal, y, por otro lado,
porque el manejo en masa de estos animales lo expone a cometer errores en su
formulacion, mezclado y administracion, especificamente en sistemas de

produccion intensiva (Espinosa et al., 2022).
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Effect of the Administration of Bacteriophages to Calves Infected with

Cryptosporidium spp. on the Health Status, Nutrition, and Survival Rate

Highlights:
e The use of bacteriophages in calves decreases the use of antibiotics.
e Bacteriophages reduce diarrhea in calves infected with Cryptosporidium spp.
e Bacteriophages decrease the mortality rate in calves infected with Cryprosporidium
Spp.

e The nutritional state of calves improves if bacteriophages are used.
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Abstract

Cryptosporidium spp., together with enteropathogenic bacteria, induces diarrhea,
which could cause death to the calf. The treatment includes antibiotics, however, in recent
years bacterial resistance has required the search for other alternatives. The objective of this
work was to evaluate the use of bacteriophages in calves infected with Cryptosporidium spp.
on their state of health, nutritional aspect, and survival rate. A farm with calves infected with
this protozoan was selected. For its control, decoquinate (2.5 mg/Kg) was used. They were
used 72 pre-weaned calves, divided into two groups. The treated group (n= 36) received 5 g
of bacteriophages by mouth; the control group did not receive bacteriophages. The treated
group had a higher survival rate (100 vs 86.11%, p= 0.05). The total number of days with
diarthea was lower for the treated group (4.69 + 2.29 vs 13 + 4.88 d, p= 0.04) and the range
of appearance was wider. The diarrheas appeared earlier in the control group (13 vs 18 d, p=
0.03). The treated group obtained a lower probability of receiving antibiotics treatment (OR
=0.05). Similarly, better results were obtained in the daily weight gain (0.634 + 0.01 vs 0.562
+0.02 kg, p=0.03), weight (77.35 + 1.47 vs 71.38 + 1.62 kg, p= 0.01), and height (92.21 +
0.8 vs 89.2 £ 0.59 cm, p= 0.009). The treated group reported the highest value of leukocytes
on day 10 and the lowest on day 5 (p= 0.04). The supplementation with bacteriophages to
calves infected with Cryprosporidium spp. improves the survival rate, the days of diarrhea
decrease, and the appearance of diarthea is delayed. Additionally, the use of antibiotics is

reduced. While improving the health of calves, it is also improved their nutritional state.

Keywords: bacterial resistance, bovine, diarrhea, parasite, phage.
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Introduction

Enteric and respiratory diseases are the main causes of morbidity and mortality in
calves (Diao et al., 2017; Tora et al., 2021). A frequent origin of gastrointestinal diseases is
the Cryptosporidium spp. infection (Thomson et al., 2017). This parasite damages the
epithelial cells of the gastrointestinal tract, causing diarrhea; nevertheless, its mortality is low
(Santin, 2020). However, when it is associated with bacteria, the disease becomes more
severe and could cause death (Santin, 2013). To treat this enteric disease, antiparasitic and
antimicrobial compounds are used. Nevertheless, the use of antibiotics has ceased to be
efficient in the last decade due to the increase in bacterial resistance (Hommerich et al., 2019).
Therefore, new environmentally friendly alternatives are being searched. An alternative is
the use of bacteriophages (or phages). Phages are viruses that infect and lysate specific
bacteria, even if the bacteria are resistant to antibiotics (Squires, 2018). In previous studies,
it has been proved the effectiveness of phages in the digestive system to control bacteria
(Jeong et al., 2021; Schmoeller et al., 2021). In addition, it has been found that the same
strain could sometimes lysate other varieties and even other bacterial species, which makes
wider its range of action (Duenas et al., 2017; Moreno Switt et al., 2013). Hence, the objective
of this study is to evaluate the use of bacteriophages in calves infected with Cryptosporidium

spp. on their state of health, nutritional aspect, and survival rate.

Materials and methods
The present study was carried out on a dairy farm with prevalence of Cryptosporidium
spp. The use of animals and experimental protocols were reviewed and approved by the

Committee of Animal Research Ethics of the Antonio Narro Autonomous Agrarian
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University (approval number 38111-425502002). The study was performed under the
ARRIVE and 2010/63/UE guidelines of the European Parliament (du Sert et al., 2020).

Farm selection

Samples of feces were taken randomly from different farms to diagnose
Cryptosporidium spp., which was carried out by the Ziehl Neelsen technique (Rekha et al.,
2016). A farm where the calves presented a certain degree of infection (+, ++, +++, ++++)
was chosen. During the experiment, all the calves received decoquinate 2.5 mg/kg by mouth
as a prophylactic and the collection of samples continued at random to monitor the protozoan.

Experimental scheme and treatment

A random study was performed on a dairy farm in Torreén, Mexico, from February
to June of 2021. They were used 72 Holstein-Friesian pre-weaned female calves (37.5 £ 4.3
kg body weight), from their birth (d 1) to their weaning (d 60). The calves were divided into
two groups (control and phage) with 36 animals each and homogeneous in body weight. The
groups were assigned randomly at birth.

To the group phage (treated), 5 g of bacteriophages (eXolution® CTCBIO, Inc., Setll,
Corea) were given per day, targeting Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis,
Salmonella dublin, Salmonella derby, Staphylococcus aureus, Escherichia coli k99 and f41,
and Clostridium perfringens of types A and C. The phages were added every day to the
recipient where milk was given to each calf. The control group didn't receive phages.

Accommodation and feeding

At the moment of birth, the calves were subjected to a physical exam; they were
weighted, they received 4 L of colostrum of the same quality, and they were kept in individual
cages until weaning. The calves were fed with whole milk and balanced solid food (Iniciador

supra®, Nuplen S.A. de C.V.). The balanced food contained protein (21.5%), fiber (10%),

4
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fat (2%) and ashes (14%). At every moment the calves had water ad libitum. The feeding
protocol (milk and balanced solid food) was adjusted every day according to age: 1 -7 d: 6
Land 0.3 kg; 8-25d: 8L and 0.4 kg; 26 —40 d:10 L and 0.5 kg; 41 —50 d: 8 L and 0.8 kg;
51-55d:6 Land 1.2 kg; 55 —-60d: 0 L and 1.5 kg. Balanced solid food was offered once
and milk twice each day at 7:00 and 15:00 in equal amounts.

Evaluated variables

The presence of diarrhea and the use of antibiotics were evaluated according to the
methodology used by Chamorro et al. (2017). Those calves that presented some type of nasal
discharge (mucous, serous, or muco-serous) were considered positive for pneumonia. These
evaluations were performed every day in the mornings and afternoons. On day 60, the
survival rate was evaluated. When a calf presented diarrhea, a sample of the feces was taken
from the rectum and then taken to the laboratory of the Universidad Auténoma Agraria
Antonio Navarro to determine the growth of Salmonella spp. (Cho and Yoon, 2014) and
Cryptosporidium spp. In the same laboratory, the diagnosis for the death of the calves was
made.

The body weight was evaluated with a digital scale on the day of birth and after that
every 15 days until weaning. The daily weight gain (DWG) was evaluated by dividing the
body weight of the period in evaluation by the 15 last days. At the same time, the height at
withers was measured. These evaluations were carried out in the mornings before the
morning feeding.

The total leucocytes were measured on days 1, 5, 10, and 15. The blood sample was
taken from the jugular vein in a vacutainer tube with EDTA in the mornings. The reading
was made in an automated hematology analyzer for bovines (H-2000 vet, Hlab).

Use of antibiotics
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The antimicrobial treatment of infectious diarrheas consisted of gentamicin sulfate
and penicillin G procaine. For pneumonia, a product that contained florfenicol, paracetamol,
and bromhexine was given to the calves. The used treatments, including the decoquinate,

were established by the farm.

Statistical analysis

The data were analyzed with the statistical package SPSS ver. 25.0 IBM Corp. (2017).
For the assumption of normality, the Kolmogorov-Smirnov test was used. The verification
of homoscedasticity was made with the Levene test. The survival test was calculated by a
chi-square test. For the total days of diarrhea for each group, a univariate General Linear
Model (GLM) was used, where the dependent variable was the duration of diarrhea in days,
and the independent variable was the presence of diarrhea. Latency until the day of the
presence of diarrhea was analyzed through a Mann-Whitney U test. The probability of
receiving antibiotic therapy or developing pneumonia among the groups was calculated with
Odds Ratio, in the case that any cell was lower than 5 it was considered the value of Fisher's
exact. For the analysis among the groups of weight, DWG, and height at weaning, a t-student
was used. The total of white cells was analyzed in the same group using ANOVA of related
groups and Tukey test as posthoc. The differences between the groups were analyzed with a

t-student test. It was considered as statistically different a value of p < 0.05.

Results

Survival rate
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A significant difference was observed between the two groups regarding the survival
rate of the calves (p= 0.05). In the group that got phages, all (100%) survived, while in the
control group 86.11% survived.

Diarrhea, antibiotic therapy, and pneumonia

The total of days with diarthea was lower in the phage group than in the control group
(4.69 +2.29 and 13 + 4.88, respectively, p= 0.04) (Figure 1). A significant difference was
observed between the groups regarding the beginning of diarrheas (p= 0.03). In the control
group they appeared faster (13 d) than in the group with bacteriophages (18 d) where, in
addition, the range of appearing was wider than in the control group (Figure 2). According
to the results of the Odds Ratio, the calves of the treated group tended to have a lower
probability of receiving antibiotics treatment compared to the control group (OR= 0.05, p=
0.005). In addition, it was observed that the treated group had a lower risk of developing

pneumonia (OR= 0.4), but this result was not significant (p= 0.32) (Table 1).

DWG, weight, and height

In the results at weaning, it was observed a significant difference in the DWG,
weight (77.35+ 1.47 vs 71.38 £ 1.62 kg), and height (92.21 £ 0.8 vs 89.2 £ 0.59 cm). The

phage group had the highest mean (= 0.03, 0.01 and 0.009 respectively) (Table 2 and

Figure 3).

Leukocytes

During the first 15 days, no significant differences were observed in the

concentration of leukocytes between the groups. Nevertheless, in the phage group, there
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was a significant difference (p= 0.04), taking the highest value on day 10 and the lowest on

day 5 (Table 3).

Discussion

The infection by Cryptosporidium spp. is frequent and produces chronic diarthea
which brings great economic losses (Shaw et al., 2020). To our knowledge, this is the first
study that evaluates bacteriophages in Holstein-Friesian pre-weaned calves infected with
Cryptosporidium spp.

During the study period, the diarrheas were not completely eradicated, probably due
to the presence of Cryptosporidium spp. (Santin, 2013), which was tried to be controlled by
administrating decoquinate. Nevertheless, in the random sampling, some moderate to severe
(++, +++) infections were found. This drug reduces the number of oocysts, but sometimes it
is not enough to avoid the appearance of diartheas (Aberg et al., 2020; Moore et al., 2003).
The origin of the diartheas is multifactorial, and we cannot attribute them only to this
protozoan.

Even so, in the phage group, all the calves survived (100%) while in the control group,
86.11% survived. Most deaths were due to gastroenteric problems. This survival is similar to
the 99% obtained by Schmoeller et al. (2021), although in their study there was no
cryptosporidiosis. The deaths in the control group could be caused by enteropathogens such
as E. coli, Salmonella spp., and C. perfringens (Nasr and Meghawery, 2007; Thomson et al.,
2017). Not having mortality in the phage group complies with the most crucial indicator of
animal wellbeing (Uetake, 2013). Also, the diarrheas in the control group were treated with
antibiotics; therefore, not having deaths in the phage group would indicate that these are

better at controlling bacterial populations than the antibiotic.
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The phage group was the healthiest, presenting fewer days with diartheas and
delaying their appearance even with the prevalence of Cryprosporidium spp. Similar results
have been obtained in other studies although they did not report infection by protozoans
(Alomari et al., 2021; Schmoeller et al., 2021). This explains why bacteriophages are
effective controllers for bacteria that cause diartheas (Duenas et al., 2017; Moreno Switt et
al., 2013), and giving it by mouth is effective despite the pH of the abomasum (Bicalho et
al., 2012). This control was observed in the phage group, where there was no growth of
Salmonella spp.; this did not happen in the control group. Cryptosporidium spp. opens the
opportunity to other agents (Santin, 2020), but if the enteropathogen bacteria are controlled,
the diartheas decrease.

Diarrheas were treated with antibiotics, but the phage group obtained a lower
probability to receive antimicrobial therapy. Other therapies with bacteriophages have been
tried, where favorable results were also obtained (Alomari et al., 2021; Bicalho et al., 2012;
Kwiatek et al., 2020; Schmoeller et al., 2021). The phages are very effective for the lysate of
bacteria, so technically there is no need for the use of an antibiotic (Nobrega et al., 2018);
this also avoids the destruction of intestinal microbiota (Low et al., 2021). Hence
bacteriophages are a good alternative for addressing antimicrobial resistance (Hommerich et
al., 2019). If the diarrheas are eliminated, the pneumonias could also be diminished (Pardon
et al., 2015). In this study, it was obtained a preventive effect of the phages on the appearance
of pneumonias but without an acceptable statistical significance. Some complementary
studies are required to evaluate this effect in a total absence of Cryptosporidium spp.

The difference in DWG was not significant when being evaluated every 15 days, but
it was significant during the entire trial period (60 d); the phage group gained more weight.

These results agree with Jeong et al. (2021) but disagree with Schmoeller et al. (2021), who
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obtained statistical differences in all the evaluated periods. Regarding the body weight, there
was a difference only in the second half of the study, including the weaning. Some studies
have reported differences (Schmoeller et al., 2021) but some others showed no difference
(Jeong et al., 2021). The statistical equality in the first month could be because it is the period
where the highest infection of Cryptosporidium spp. manifests (Aberg et al, 2020).
Otherwise, the difference could be observed since day 11 (Alomari et al., 2021). The most
evident effect was in the height, where in the whole period of study there was a statistical
difference except in birth, similar to that obtained by Schmoeller et al. (2021). This indicates
that, although the weights variate, the height growth is different (Ozkaya and Bozkurt, 2009).
The positive effects in the parameters of nutrition could be explained by the low morbidity
in the phage group (differently than the control) which allowed to have better nutrition (Tora
et al., 2021). Hence, although the bacteriophages are not nutrients, they improve the state of
health and, consequently, they improve nutritional efficiency.

The effect of phages in the leukocytes was not significant. Van Belleghem et al.
(2017) and other authors (Barr, 2017; Krut and Bekeredjian-Ding, 2018) mention that in high
concentrations, the phages migrate from the intestine to the bloodstream, where the activity
of macrophages and other immune cells increase. In the 5 g of the treatment, 5X106 UFP of
each bacteriophage were administrated; nevertheless, no differences were obtained, which is
similar to that obtained by Jeong et al. (2021). In the phage group, there was a statistical
difference throughout time, but the values were in the range of the normal parameters (Brun-
Hansen et al., 2006). Further study is suggested with the purpose of knowing how the

concentrations of bacteriophages influence the health status of calves.

Conclusion
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Cryptosporidium spp. causes diartheas in pre-weaned calves which could complicate
with opportunistic bacteria, increasing the mortality rate. However, if bacteriophages are
administrated, the survival rate improves, the diarthea days decrease and the appearance of
diarrhea is delayed. Additionally, the use of antibiotics is reduced, contributing to the strategy
of mitigating the bacterial resistance to these compounds. While improving the health of

calves, the nutritional state is also improved.
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Tables

Table 1. Probability of receiving antibiotics therapy or presenting pneumonia in calves

infected with Cryptosporidium spp. supplemented with bacteriophages.

Variable OR (PHA vs CTL) 95% CI OR p-value
Antibiotic therapy 0.05 0.005-0.533 0.005
Pneumonia 0.4 0.06 - 2.769 0.32

Shows results of the Odds Ratio (OR), the confidence interval (CI), and the value p

(calculated through the Fisher exact) between the phage (PHA) and control (CTL) groups.
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Table 2. Effect of the supplementation with bacteriophages to calves infected with

Cryptosporidium spp. on the DWG from birth to weaning.

y ADG
Item 1-15 15-30 30-45 45-60 1-60
Control 0.148+0.11 0.748+ 0.06 1.1£ 0.05 0.244+0.06 0.562+0.02
Phage 0.273+£0.05 0.91+£0.05 1.07£0.03  0.277£0.06 0.634+£0.01
p-value 0.32 0.06 0.6 0.72 0.03

ADG: average daily gain. Data are shown as mean + Mean Standard Error. A value of p <

0.05 was considered statistically different.
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Table 3. Effect of supplementation with bacteriophages to calves infected with

Cryptosporidium spp. on the number of blood leukocytes during the first 15 days of life.

Day
Item 1 5 10 15 p-value
Control 11.03+1.35  9.83+1.03 11.01+1.21  10.55+0.74  0.85
Phage 8.99£1.26® 7.50+0.86°  11.45+0.79° 10.301® 0.04
p-value 0.28 0.09 0.76 0.84

Data are shown as mean + Mean Standard Error. For Tukey test, a value of p < 0.05 was
considered statistically different. The differences between groups were analyzed with t-
student. Intra-group differences were analyzed with ANOVA test. Different superscripts in

the same group means significant difference.
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Influencia del estrés calérico posinmunizacion

EL ESTRES CALORICO INFLUYE EN LAS REACCIONES ADVERSAS POSINMUNIZACION EN

BECERRAS HOLSTEIN-FRIESIAN

HEAT STRESS INFLUENCES ADVERSE REACTIONS FOLLOWING IMMUNIZATION IN HOLSTEIN-

FRIESIAN CALVES
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Javier Moran Martinez?, Leticia Romana Gaytan Aleman', Dalia Ivette Carrillo Moreno™
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Antonio Narro Unidad Laguna, Raul Lopez Sanchez s/n, valle verde 27054, Torre6n Coahuila, México

RESUMEN

El objetivo es informar sobre la influencia del estrés calorico en los efectos adversos de una bacterina
aplicada a 547 temeras Holstein-Friesian. Se inmunizaron terneras sanas en siete establos lecheros en
Torredn, Coahuila, México. Se registro el desamollo de las reacciones adversas y se calculd el ITH. La
mayoria de las reacciones (48.5 %) ocurrieron enfre 60 y 90 min pos-inmunizacion; el mayor nimero de
muertes se observéentre los 90 y 120 min. Uno de los lotes comerciales produjo la mitad de las reacciones;
nueve temeras murieron. Se observé que el estrés por calor moderado-severo afecta alos temeros mayores
con untiempo de aparicion mas prolongado; y un nivel mas bajo de estrés afecta a los temeros mas jovenes
con signos de aparicion mas rapida. La administracion de bacterinas conlleva un riesgo de reacciones
adversas y el estrés por calorinfluye en su desarrollo.

Palabras clave: Bacterina, bovino, efecto adverso, ITH, vacuna.
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ABSTRACT

The objective is to inform about the influence of heat stress on the adverse effects of a bacterin applied b
547 Holstein-Friesian calves. Healthy calves were immunized in seven dairy farms in Tomedn, Coahuila,
Mexico. The development of adverse reactions was recorded and the ITH was calculated. Most of the
reactions (48.5 %) occurred between 60 and 90 min post-immunization; the highest number of deaths was
observedbetween 90and 120 min. One of the commercial batches produced half the reactions; nine calves
died. t was observed that moderate-severe heatstress affects older calves with a longeronsettime; and a
lower level of stress affects younger calves with more rapid onset signs. The administration of bacterins
carries a risk of adverse reactions and heatstress influences their development.

Key words: Bacterin, bovine, side effect, THI, vaccine.

INTRODUCCION

El complejo respiratorio bovino es causado por virus y bacterias que afectan la salud de los terneros
(Buczinskiy Pardon2020). Enla unidad de crianza, la mejorforma de prevenirunainfeccion por Mannheimia
haemolytica, Pasteurella multocida e Histophilus somni, es mediante la aplicacion de bacterinas. Sin
embargo, la bacterinizacion de temeros lactantes Holstein-Friesian, a diferencia de otras razas, generan una
alta incidencia de reacciones adversas que varian enintensidad, tiempo de presentacion y, ocasionalmente,

producen la muerte de los animales (Ramsay et al. 2005, Ahmad et al. 2014).

Existenreportes de reacciones adversas paracasitodos los ipos de vacunas, pero los informes sonmayores
cuando se usan bacterinas (Confer y Ayalew 2018). Y el riesgo aeste tipo de reaccidn podriaincrementarse
en terneros bajo estrés calérico, debido al efecto adverso sobre la respuestainmune mediada por células
(Inbaraj et al. 2016). El desarrollo de estas reacciones adversas ya esta descrito en la literatura (Zachary

2017); sin embargo, atn no se demuestra cientificamente una relacion plausible enfre los efectos adversos
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por bacterinizacion y todos los factores que la desencadenan, incluido el estrés calérico. Ademas, esbs

eventos enterneros lactantes atn no han sido bien documentados (Nakayama 2019).

Por lo tanto, es importante investigar qué factores estan involucrados en este tipo de reacciones. Esb
generara informacion que ayude a realizar un 6ptimo manejo de la vacunacion en cada unidad de crianza
para evitar la muerte de los animales. Asi pues, el objetivode este frabajo fue, describirel desarrollo de las
reacciones adversas posteriores a la bacterinizacion en terneros lactantes Holstein-Friesian bajo estrés

calorico.
MATERIALES Y METODOS

De abril a junio de 2021, veterinarios cap acitados inmunizaron 547 temeras sanas divididos ensiete establos
lecheros (78.14 + 67.38 DE) en Tomedn, Coahuila, México. Todos los establos se distribuyeron en un radio

de nueve km. El calendario de vacunacion fue similar en cada unidad de crianza.

Manejo de los animales. Las temeras se ubicaronen una seccion especial del establo, lejos de las vacas
en produccion. La edad de las terneras inmunizadas oscil6 entre 35y 50 d. Estas se mantuvieron en una
jaula individual hasta el destete eneldia 60. Cada jaula estabarodeadapor cinco hileras de madera de 13
cm de ancho con 10 cm de espacio entre ellas. Las jaulas tenian 2 m de largoy 1 m de ancho con una
sombra de 1 m? a una altura de 1.60 m proporcionada por una lamina de aluminio. Las terneras eran
alimentadas con leche y alimento balanceado sélido (6 L y 1.5 kg /dia respectivamente), el alimenb
balanceado contenia: proteina (21.5 %), fibra (10 %), grasa (2 %), cenizas (14 %) y ELN (40.5 %). En todo

momento disponian de agua ad libutum.

Inmunizacion. El procedimiento se realizé por las mafianas entre las 7:00 y las 8:00. Segun|las instrucciones
delfabricante, se aplicaron5 mL de la bacterina porvia subcutanea en la region lateral del cuello, con una

jeringa multidosis de 50 mL (Aliflex®). El calendario de vacunacion incluyé dos fechas: la primera exposicion
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al antigeno fue alos 30d de edad y lasegunda alos 45d. Labacterina utilizada contenia culivos complebs
de M. haemolytica serotipos A1, A2 y sus toxoides, P. multocida serotipo A1, H. somni 'y Salmonella dublin,
quimicamente inactivados y adsorbidos en hidroxido de aluminio. El total de las dosis utilizadas se distribuyo
en siete lotes distintos asignados por el fabricante. Para este reporte, los lotes se identificaron con las letras

A/B,C,D,E,FyG.

Criterios para la identificacion de reacciones adversas y tratamientos. Al momento de la inmunizacion,
se registro el iempo para cada temera; se vigilaron constantemente. La vigilancia consistio en recomertodas
las jaulas haciendo observacionvisual. El recomido de las 78.14 (+ 67.38 DE) temeras en cada unidad de
crianza, era realizado por cuatro médicos capacitados y no tardaba mas de siete minutos en completarse.
Los temeros sospechosos de reaccion adversa fueronlos que presentaron alguno de los siguientes signos:
disnea, hiperpnea, tos, incoordinacion, postracion, diaforesis, secrecion espumosa dela boca, fosas nasales
o secrecion anal (Rashid et al. 2009). Una vez que se idenfificaba una ternera positiva, se administraba el
siguiente tratamiento: epinefrina (15 g / kg-!), difenhidramina (0.7 mg / kg'), sulfato de atropina (0.2 mg /
kg), lumetasona (0.1 mg / kg-') y cafeina (5 mg / kg-') (Tavares y Sakata 2012, Ring et al. 2014, Lieberman

et al. 2015).

Calculo del ITH. Dadas las caracteristicas geogréficas y ambientales del lugar, todos los animales
compartian el mismo indice de temperatura y humedad (ITH), el cual se calculé conla formula descrita por
Mader et al. (2006). Los datos climatologicos se obtuvieron del observatorio meteorolégico de Torre6n

(CONAGUA 2021).

Andlisis estadistico. Los datos se analizaron con el paquete estadistico SPSS ver. 25.0 IBM Cormp. (2017)
y el sofiware estadistico MedCalc Statistical Software (2020). Se obtuvo estadistica descriptiva. Se ufilizo
Chi cuadrada para el efecto de los tratamientos sobre el nimero de muertes y para el efecto del lote sobre
las reacciones. También, se realizé una correlacion de Pearson entre el tiempo transcurrido y el nimero de

4
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muertes. Por Ultimo, se llevé a cabo una pruebade Kruskal-Wallis y Conover para determinar el efecto del

estrés calorico sobre el iempoy laedad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los efectos adversos en bovinos y otras especies asociados con la vacunacion han sido reportados desde
el comienzo del desarrollo de las vacunas. En este trabajo, del total de temeros inmunizados 35 (6.4 %)
presentaron reaccion adversa. Del total de estas reacciones, nueve (25.7 %) murieron, estos fueron
inmunizados conlos lotes A (3), D (2). E (2) yF (2). La distribucionde las reacciones adversas observadas
y la muerte de los temeros a lo largo del iempo se muestra en la Figura 1. El porcentaje de reacciones
presentadas y el numero de muertes son elevados en comparacion con otros estudios (Ellis y Yong 1997,
Nakayama 2019). Las reacciones adversas que se presentaron, son compatibles con un choque endotdxico,
que conlleva aun sindrome inflamatorio de respuesta sistémica. Esta compatibilidad se da por fres razones:
primero, debido a los signos clinicos y la alteracion de sistemas como el respiratorio, cardiovascular,
gastrointestinal y tegumentario; que se alteran tras la exposicion a endotoxinas bacterianas, liberando
sustancias vasoactivas (histamina, cininas y leucotrienos) (Zachary 2017). Segundo, por el tiempo breve en
que se manifestaron los signos clinicos en todas las becerras; caracteristico de este tipo de reaccion. Y
tercero, la mayoria de los animales que presentaron una reaccion adversa fue su primera exposicion a
antigeno (Fry 2012). El desencadenamiento de estas reacciones es debidoa que, las bacterinas, pueden
contener endotoxinas como peptidoglicanos, lipoproteinas, lipopolisacaridos (LPS) y otros componentes
celulares (Carroll et al. 2009). Estas endotoxinas, en general, se consideran de moderada toxicidad, pero los

bovinos son particularmente sensibles a éstas (Ellis y Yong 1997, Rashid et al. 2009).

El porcentaje de muertes presentadas es preocupante, yaque en otros informes las muertes fueron menores
(Ellis y Yong 1997, Ramsay et al. 2005, Nakayama 2019), lo que puede estar relacionado con una respuesta
inadecuada del sistema inmunolégico inmaduro de la temeray a unretraso en la manifestacion de los signos

5
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clinicos tras la exposiciona LPS (Carroll et al. 2009, Gelsingery Heinrichs 2017). Esto podria explicar los
resultados obtenidos en este reporte a diferencia de otros, donde las edades oscilaronentre tres y siele
meses. Solo el reporte de Ellis & Yong (1997) tiene una edad similar. Sin embargo, laraza era diferente y
solo informaron una muerte. Futuros estudios deberian encaminarse a buscar una predileccion genética a

estas reacciones enlaraza Holstein-Friesian.

Aunque las reacciones adversas se registraron a lo largo del iempo (hasta los 150 min), la mayoria (17)
ocurrieron entre los 60 y 90 min. El mayor nimero de muertes ocurrié entre los 90 y 120 min. Se observo
una correlacionentre el aumento delnumero de muertes a través deliempo; aunque estano fue significativa
(R=0.75, p=0.09). Se haobservado que después de una hora las concentraciones de TNF-a, IL1p, coriisol
y ofras citocinas alcanzan sus concenfraciones maximas en presencia de LPS (Carroll et al. 2009, Kvidera

et al. 2017).

Otro de los factores que alteran la respuesta inflamatoria es el estés caldrico. Los datos climatoldgicos
mostraron que el dia anterior a la bacterinizacion todas las unidades de crianza alcanzaron un ITH alto (=
81). Eldia de la inmunizacion, aunque se realizé antes de las 8:00 (por gestionintema del establo), el 85.7
% de los temeros presentaron algin grado de estrés por calor (ITH = 69) segun la clasificacion de Collier et
al. (2012). La edad de los temeros que presentaron reaccion adversa fue diferente seguin el grado de esfrés
(p = 0.05). Los temeros bajo estrés moderado-severo eran mayores (60 d) que los de leve-moderado (40 d)
y umbral (32 d) (temeras jovenes) (Figura 2). Asimismo, el tiempo transcurrido hasta la presentacion de la
reaccion vario segun el grado de estrés (p = 0.01). Los temeros bajo estrés moderado-severo tardaron mas
(90 min) en presentar la reaccion que aquellos en estrés leve-moderado (73.5 min) y umbral (32.5 min)
(Figura 3). Estos resultados muestran que el estrés calérico moderado-severo, afecto a los temeros mayores
con un tiempo de aparicion del choque mas prolongado; y un nivel de estrés mas bajo, afecté a los temeros

mas jovenes con signos de aparicion mas rapida. Esto podria estar directamente relacionado con la
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maduracion del sistema inmunologico. Dado que, al nacer, muchos de los componentes inmunitarios
esenciales no son funcionales y alcanzan la madurez aproximadamente seis meses después del nacimieno
(Tao et al. 2012). Por consiguiente, es probable que los temeros mas jovenes sean mas susceptibles debido
a su sistema inmunoldgico inmaduro y porque, ademas, la zona trmica ne utra es mas estrecha (Bakony y

Jurkovich 2020).

Asimismo, la exposicion prolongada a un estrés calérico alto (ITH = 81), como ocumi6 el dia anterior, pudo
haber influido en la aparicion del choque; debido aque un estrés alto desencadena la expresionde genes
de larespuestainmune, las vias de sefializacion como el receptor iipo Toll y receptores de las células Ty B.
Por lo que, las vias de presentacion y procesamiento de antigenos pueden estar sobre regulados (Dahl et
al. 2020); exacerbando elefecto negativo delas endotoxinas y alterando larespuesta a la vacunacion (Zhang

et al. 2014, Bagath et al. 2019).

De los temeros que presentaron reaccion adversa, el 71.4 % fue en la primera exposicion al antigeno y el
resto en la segunda (28.5 %). Se determiné el efecto del lote del producto sobre la frecuencia de las
reacciones: el lote A (51.7 %), B (13.8 %) y C (13.8 %) produjeronel mayor nimero de reacciones (X2 =
124.84, GL =6, p = 0.0001) a diferencia delresto (D 6.9 %; E 6.9 %; F 3.4 % y G 3.4 %). Es dificil encontrar
la causa exacta de las altas reacciones que produjeronlos lotes A, B y C respecto a los demas. Aunque
puede ser consecuencia de unamala manipulacion del producto durante su fabricacion, almacenamienb o
transporte. Segun Richeson et al. (2019) estos emores alteran la seguridad de un lote en particular. El mal
manejo como exposicion a altas o bajas temperaturas, la agitacion excesiva o la exposiciona la luz
ultravioleta, puedenromperlas células bacterianas, provocando laliberacion de endotoxinas; aumentando
asi, la probabilidad de efectos adversos (Rashid et al. 2009, Confer y Ayalew 2018, Griffin et al. 2018,
Richeson et al. 2019). Para evitar la influencia de ese factor, en este trabajo se aplicaron buenas practicas

al manipular el producto.
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Por otro lado, el adyuvante también puede desencadenar la reaccion adversa. Esta bacterina contenia
hidroxido de aluminio como adyuvante. Aunque esta sustancia puede generar una reaccion negativa, la
respuesta que produce es de hipersensibilidad tipo IV y rara vez produce una reaccionadversa sistémica

(Ahmad et al. 2014, Nilsson et al. 2017).

El estrés caldrico influye enla aparicion de las reacciones adversas por bacterinas. En temeras jovenes, los
signos de choque aparecen mas rapido con un estrés calérico bajo; adiferencia de las mayores, donde los
signos tardan mas en aparecer bajo estrés calérico moderado. Sin embargo, en estas ultimas, mientras mas
se tarde en aparecer los signos, parece incrementarse el riesgo de muerte. Es necesaria la vigilancia
permanente de los animales inmunizados durante los primeros 150 min y cualquier sospecha de reaccion

adversadebe fratarse inmediatamente.
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(ITH 68-71.9) estrés leve-moderado (ITH 72-79) y estrés moderado-severo (ITH 80-89). Diferentes literales

significan diferencia significativa (p = 0.05).
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Figura 3. Tiempo transcurrido hasta que ocurrié una reaccion adversa en terneras bajo estrés
calorico. Estrés umbral (ITH 68-71.9) estrés leve-moderado (ITH 72-79) y estrés moderado-severo (ITH 80-

89). Diferentes literales significan diferencia significativa (p = 0.01).
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IV. CONCLUSIONES GENERALES

Las becerras lactantes estan expuestas a patdégenos y factores ambientales que
las hacen susceptibles a enfermedades infecciosas causantes de diarreas y
neumonias; la mejor manera de mitigar los efectos deletéreos es a través de la

prevencion.

Las diarreas causadas por infeccion de Cryptosporidium spp. junto a bacterias
oportunistas pueden ser menos graves si se suministran bacteriéfagos, porque,
se retrasa la aparicion de la enfermedad, se mejora la tasa de supervivencia y se
disminuyen los dias con diarrea. Adicionalmente, se reduce el uso de antibioticos,
contribuyendo a la estrategia de mitigar la resistencia bacteriana a estos
compuestos. Ademas, al mejorar la salud de las terneras, también se mejora el

estado nutricional.

Hay que considerar el efecto del estrés caldrico en la inmunizacion de las
becerras debido a su influencia en la aparicion de las reacciones adversas. En
terneras jovenes, los signos de choque aparecen mas rapido con un estrés
caldrico bajo; a diferencia de las mayores, donde los signos tardan mas en
aparecer bajo estrés calérico moderado. Sin embargo, en estas ultimas, mientras
mas se tarde en aparecer los signos, parece incrementarse el riesgo de muerte.
Es necesaria la vigilancia permanente de los animales inmunizados durante los
primeros 150 minutos y cualquier sospecha de reaccion adversa debe tratarse

inmediatamente.

La monensina sodica es una herramienta muy util para eficientar la ganancia de
peso en bovinos. Sin embargo, es facil cometer errores que conllevan a casos de
intoxicaciones por estos ionéforos que resultan en la muerte de muchos
animales. Se recomienda tener un minucioso cuidado al manejar este tipo de

sustancias.
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