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RESUMEN

Tres de los patégenos mas frecuentes de la etapa neonatal de becerros Holstein son 1) E. coli de
mayor prevalencia asociado a diarrea en neonatos; 2) Salmonella spp. de los microorganismos
mas persistentes en el ambiente dentro de los hatos lecheros, causante de diarreas y neumonias;
y 3) Cryptosporidium spp., zoonosis de relevancia mundial causante de enteritis en humanos y
animales. Campylobacter spp., patégeno no identificado en ganado lechero en México, se agrego
a este estudio para identificar su presencia y comportamiento, dado que es una importante
zoonosis. Este estudio tuvo como objetivo determinar el efecto de fermentos de levadura sobre los
patégenos mas comunes aislados de becerras en lactancia. El experimento consistié en estudiar
tres grupos de 20 hembras Holstein desde el nacimiento hasta 28 dias. Recibieron tratamiento 1:
fermentos de levadura (T1); tratamiento 2: manano-oligosacéridos (T2) y placebo (P) en calostro,
leche y concentrado. Se realizaron pruebas microbiolégicas ciegas para aislamiento, tincién y
cuantificacion en dos laboratorios. Los resultados arrojados por este estudio determinan la
presencia de los cuatro patégenos desde el dia 0 hasta el dia 28. Las becerras del T1 presentaron
en el dia 10 de nacidos un diferencia significativa (valor P>0.05) sobre T2 y P en cuanto a la
presencia de Salmonella spp. y Campylobacter spp. al analizarse por medio pruebas de Wilcoxon y
comparaciones multiples (Hsu). Las becerras sin diarrea representaron el 10%, 15% y 20%
respectivamente para los T1, T2 y P, sin diferencias estadisticas. Una muestra de 9 animales por
tratamiento identific6 que entre los dias 10 y 14 el T2 presentaron mas oocistos de Cryptosporidium
spp. que en el placebo y T1 (valor-P >0.05) por ANOVA. Los dias promedio de presencia de
diarreas fueron 12.5 + 6.95. Los fermentos de levadura permiten un mejor control de las
interacciones bacterianas y Cryptosporidium spp., entre los dias 10 y 14 de vida periodo durante la
mayor presencia de diarreas en las becerras, que representan los dias de mayor riesgo en su vida
productiva.

1. INTRODUCCION

Las diarreas infecciosas son un problema comin de morbilidad y mortalidad en neonatos,
usualmente son producidas por cuadros complejos de patégenos relacionados a problemas
gastrointestinales. Estos patdgenos pueden estar predispuestos por factores como el manejo
animal, una contaminacion ambiental de patdgenos y un deficiente desarrollo inmunolégico a
causa de un calostro con niveles bajos de inmunoglobulinas (Radostis, 2007).

Los patdgenos relacionados a las diarreas infecciosas de relevancia en cuanto a costo de
tratamiento profilacticos y terapéuticos e impacto en el establo lechero son cuatro: Escherichia coli,
Salmonella, Cryptosporidium spp. y Campylobacter spp.
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Colibacilosis es una de las causas de mortalidad en recién nacidos (Rebhun, 1985), es
producida principalmente por Escherichia coli, patdgeno que destruye las microvellosidades del
intestino delga lo que resulta en la liberacion de citotoxinas. Los principales signos que presentan
son: deshidratacion, debilidad, fiebre, semblante depresivo, aumento de la peristalsis, distension
abdominal, mucosa nasal y oral parece estar seca y un débil reflejo de succién (Foster, 2009). El
diagndstico clinico involucra la apariencia de la diarrea la cual suele ser voluminosa, acuosa, heces
de color verde, amarillo o blanco, algunas veces las heces presentan espuma (Rebhun, 1985). Los
principales factores de riesgo que predisponen el patdgeno es el estiércol de su madre al momento
del parto y el ambiente de la maternidad (Foster, 2009).

La salmonelosis puede ser provocada por un estrés nutrimental, transporte en malas
condiciones, por contagio directo de la madre a los neonatos o por hacinamiento, es generada por
Salmonella spp. (Kahn, 2007).Afecta principalmente el intestino delgado, el ciego y el colon. Suele
aparecer a partir de los 7 y permanecer por el resto de su vida productiva. Lo signos intestinales
son: fiebre, diarrea y deshidratacion. Las diarreas provocadas por este patdégeno muestran
manchas, coagulos de sangre o mucosa intestinal en las evacuaciones (Kahn, 2007). Salmonella
enteritica serovar typhimurium es el patbgeno mas comun relacionado a brotes de diarreas
entéricas en becerros con menos de 60 dias de vida ((Foster, 2009).

Campilobacteriosis es una importante causa de enteritis en los seres humanos, se ha relacionado
con problemas reproductivos en ganado y considerada una importante zoonosis, principalmente
transmitida por aves y perros (Smith & Smith, 2009). La principal via de transmision es oral para
Campylobacter jejuni y Campylobacter coli a través de heces, descargas vaginales, fetos abortados
y membranas fetales, semen, o factores de manejo animal como herramienta contaminada, ropa,
entre otros. También existen vectores como roedores y moscas que lo transmiten. Las vacas y
toros pueden ser portadores sanos. Las diarreas producidas por estos patégenos muestran
diarreas voluminosas, con manchas ocasionales de sangre, mucosa, los becerros podrian
presentar fiebres (Smith & Smith, 2009).

El estudio de Cryptosporidium es de gran relevancia ya que se trata de zoonosis mundial causante
de enteritis en humanos y animales. Este parasito tiene la capacidad de infectar células epiteliales
del tracto digestivo en todas las clases de vertebrados (Fayer y Xiao, 2007). Después de la
esporulacion de los ooquistes, las distintas etapas del parasito se unen a los bordes de las
microvellosidades del hospedero. Usualmente, este parasito ha sido encontrado en asociacion con
diferentes microrganismos entéricos, pero en ocasiones, las excreciones de los ooquistes a través
de las heces fecales no revelan la presencia de otro tipo de microorganismos con los cuales podria
asociarse Cryptosporium (Angus et al., 1988). Debido al mecanismo propio de supervivencia del
parasito, los ooquistes pueden estar dispersos en el ambiente por largos periodos de tiempo,
siendo resistentes a diferentes tipos de estrés asi como desinfectantes quimicos.

La infeccién en animales comienza con la ingestion o inhalaciéon de los ooquistes, siendo el
intestino delgado el sitio primario de la infeccion, la cual es causante de mala absorcién y diarrea
en los becerros neonatos (Fayer y Xiao, 2007).

Las diarreas son uno de los factores que impide un buen desarrollo de los becerros neonatos y los
hace susceptible a enfermedades durante su crecimiento que se ven reflejados en su produccion
en la etapa adulta. Es por esto, que este el siguiente proyecto tiene como objetivo ofrecer una
alternativa para el control de los patégenos gastrointestinales que estan presentes en becerros
neonatos Holstein tratados con fermentos de Saccharomyces cerevisiae.
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2. METODOLOGIA

Se realizaron dos estudios simultaneos en dos establos lecheros en diferente sitio, con
caracteristicas similares en cuanto a nimero de animales estudiados y la dieta. Los grupos de
estudio fueron conformados por 20 becerros, que se asignaron aleatoriamente al grupo de estudio
conforme el orden de nacimiento: en el Sitio 1 se compararon tres grupos: Tratamiento 1,
Tratamiento 2 y Placebo; en el Sitio 2 se analizaron dos grupos Tratamiento 1 y Placebo. El criterio
de inclusion fue becerras de raza Holstein, recién nacidas con pesos entre 35 y 45 kg. sin
malformaciones, ni provenientes de distocias. A cada becerra se le tomaron muestras de heces
que fueron analizados en un laboratorio de Microbiologia privado en un estudio ciego, y otro grupo
en el laboratorio de Diagnéstico Molecular del Tecnoldgico de Monterrey campus Querétaro. Al
primero, se enviaron tres muestras de cada animal colectadas en medio de Stuart (dias 1, 10, 28).
Se realizd aislamiento y cuantificacion de E. coli, Salmonella spp., y Campylobacter spp.. Al
segundo cinco muestras (dias 1, 7, 10, 14 y 28) durante su primer mes de edad. En el segundo
laboratorio se realizaron pruebas parasitolégicas de tincidn y cuantificacion, esta Gltima por medio
del sistema modificado de Arrowood & Sterling utilizando solucion Sheather’'s y conteo en
microscopio con camara de Neubauer objetivo 40x. El estudio fue doblemente ciego, para las
personas que ofrecieron los productos a los becerros asi como para el personal del laboratorio.

3. RESULTADOS

Para analizar la informacion se hicieron tablas de Excel que permitieran ver la informacién de
manera clara y puntual. La Tabla 1 muestra la cantidad de casos de diarreas relacionadas con
patégenos como E.coli, Salmonella y Campylobacter y el nimero de diarreas detectadas como
infecciosas tanto en el sitio 1 y 2. En la Tabla 2 se muestran los resultados del estudio estadistico
de las relaciones de patdégenos encontradas en ambos sitios, el indice de correlacion positivo
indica que existe un efecto directo de un patégeno sobre el otro y viceversa.

Tabla 1. Comparacién de los dos sitios en cuanto al nUmero de casos detectados de diarreas
infecciosas y el nUmero de casos registrados de actividad patogénica.

Sitios de estudio Sitio 1 Sitio 2 Sitio 1 Sitio 2
Tratamiento 1 52 51 8 10
Placebo 54 53 10 6
Tratamiento 2 60 10
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Tabla 2. Principales relaciones de patégenos con un indice de correlacion positivo

Relacién de patégenos Sitio de estudio indice de Correlacion
E.coli- Klebsiella Sitio 1 +0.10200
Klebsiella- E. coli Sitio 2 +0.18890

Klebsiella- Salmonela Sitio 1 +0.39679
Salmonella - E. Coli Sitio 1 +0.40600
Campylobacter- Salmonella Sitio2 +0.69330

Se realizaron gréaficos de caja con la finalidad de visualizar el conjunto de datos obtenidos por
tratamiento y sitio respecto al nimero de dias que duraban las diarreas con la finalidad de conocer
la dinamica de los patdgenos en cada uno de los sitios y los tratamientos. La Gréfica 1. Muestra los
dias de diarrea en el Sitio 1, como se puede observar el tratamiento P muestra al menos 3 valores
atipicos lo que indica que los 3 de los animales con diarreas presentaron una variacion significativa
en los dias de diarrea respecto al nimero de animales total que presentaron dias promedio. Por su
parte T1, presenta un grafico donde los datos son dispersos ya que sus cuartiles son diferentes
comparados con su media lo que indica que el tratamiento presento variabilidad en los dias de
diarrea.

Grafica 1. Dias para la aparicion de las diarreas en el Sitio 1
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Gréfica 2. Dias para la aparicién de las diarreas en el Sitio 2
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Respecto al sitio 2, se puede observar en la Gréafica 2 que en los tres tratamientos evaluados que
el nimero de dias en diarreas en los becerros Holstein es variable, pues los tres graficos presentan
cuartiles asimétricos sin embargo, el T2 presenta puntos atipicos e indices maximos y minimos
mas altos comparados con P y T1 lo que indica que la duracién de dias en diarrea para este
tratamiento podria ser mayor a su promedio y al de los otros tratamientos. Respecto a P vs T1, se
puede observar que T1 tiene cuartiles asimétricos y que sus minimos y maximos superan al P, lo
que es indica que T1 presentan un mayor tiempo de duracién de las diarreas en becerros Holstein
respecto al P y un menor respecto a T2.

Los dias en diarrea para el Sitio 1 fueron 12.5 + 6.95, mientras que para el Sitio 2 fueron
12.72 + 5.97, esto indica una similitud en los dias en que la diarrea es mas frecuente y los tiempos
en donde los patdégenos deben controlarse mas para no causar un mayor detrimento en la salud y
productividad de los becerros, puesto que esta relacionado con la edad donde estos animales
empiezan a producir su propia inmunidad puesto que la inmunidad pasiva recibida por el calostro
esta en su punto mas bajo en el torrente sanguineo.

Para el estudio de Cryptosporidium spp. Se identificé una presencia del 100% en ambos
sitios de estudio. En la grafica 3 para el Sitio 1 se muestra como hay un nimero menor de oocistos
para el Tratamiento 1 en los dias 10 y 14 de vida del becerros, lo que indica que no esta
contribuyendo a las diarreas, en un comportamiento similar a Salmonella y Campylobacter spp.
Para el Sitio 2 no se identifico ninguna diferencia por grupo en este mismo periodo. Para el dia 28
hay un repunte de produccion de oocistos, en el momento que ya no es detrimental para la salud
del becerro.
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Gréfica 3. Comportamiento del nUmero de oocistos
excretados por Cryptosporidium spp en el Sitio 1.
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4. CONCLUSIONES

Con la realizacién de este experimento se pudo determinar que los dos sitios de experimentacion
“Rancho Fuentezuelas” y “Rancho la bien aparecida” el uso de Fermentos de Saccharomyces
cerevisiae tiene un impacto positivo en el nimero de casos detectados por diarrea causadas por
algun patogeno.
En la tabla 1 se puede concluir que el uso del tratamiento 1 para los dos sitios de experimentacion
controla el nUmero de casos por patdgenos, mientras que el tratamiento 2 el cual solo se aplico en
el sitio 2 causo que una mayor cantidad de animales tuvieran una reincidencia ya que existe una
mayor contaminacién ambiental lo que causa esta alza en el niUmero de casos. Por otro lado el uso
del tratamiento 1 bajo el nimero de diarreas en el sitio 1 mientras que en el sitio 2 no se vio
ninguna ventaja el nimero de diarreas es mayor a la cantidad presentados por P.
La tabla 2 dos presenta la correlacion de patdgenos mas importantes durante la fase de neonatos
en becerros Holstein. Con el analisis estadistico se puede concluir que las condiciones ambientales
son favorables para la supervivencia en conjunto de estos patégenos. El indice de correlacion nos
indica lo antes sefialado, cuando este se acerca mas al 1 existe una mayor correlaciéon entre los
patégenos. El caso con una mayor correlacion es Campylobacter & Salmonella el cual fue
encontrado en el sitio 2 el indice de correlacién de estos patdgenos es de .6933, lo que nos quiere
decir que posiblemente Campylobacter aparecera donde esté presente Salmonella de igual forma
que las condiciones para su desarrollo son muy similares y la relacibn de estos patdgenos
produzca diarrea en los neonatos en ambos sitios.

Los fermentos de levadura permiten un mejor control de las interacciones bacterianas y
Cryptosporidium spp., entre los dias 10 y 14 de vida periodo durante la mayor presencia de
diarreas en las becerras, que representan los dias de mayor riesgo en su vida productiva.
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La gréafica 1 presenta dias en diarrea que se presentaron en el sitio 1 dependiendo del tratamiento
gue se aplico a los becerros se puede ver que en el caso de P presenta cuartiles mejor distribuidos
y cercanos a la media aunque se tengan algunas excepciones, lo que indica que los dias en
diarrea de los animales que recibieron este tratamiento estaban cercanos a la media del
tratamiento lo que nos da indicios que el comportamiento de los patdgenos en este tratamiento es
continuo y no sufre cambios brusco de control. Por su parte el T1 los datos estdan mas dispersos
que en el primer caso lo cual quiere decir que los cuartiles estan mas dispersos a la media lo que
causa una variacion en los dias en diarrea.

La grafica 2, presenta claramente la diferencia de la duracién de las diarreas en los neonatos
durante los 28 dias, como se puede observar, T2 comparado con P, presentan mayores dias de
duracion de las diarreas y puntos atipicos lo que indican que existen animales con un menor
numero de dias en diarrea comparado con su media y también animales con mayores dias de
duraciéon comparado con su media que se acerca a los 15 dias. Respecto a T1 y P, se muestra
que T1 presentd animales con diarreas que superaron su media que se acerca a 16 dias, sin
embargo sus valores maximos son menores comparados con T2 que llego a presentar un caso de
diarrea superior a los 25 dias. En conclusion T1 y T2 presentan casos de diarrea infecciosa con
mayor duracion comparados con P, sin embargo de ambos tratamientos, T1 presentan menores
dias de duracion respecto a T2.

En la produccién lechera uno de los factores que mas influye tanto en costo de produccién como
en la proyeccion de la produccion es la capacidad del establo y su personal de generar becerras de
reemplazo inmunolégicamente fuertes (Radostis, Clive, Kenneth & Constable, 2007). Es por esto
que el manejo animal y la calidad de calostro y el ambiente podrian estar relacionados con los
problemas de patégenos en ambos lados lo que debe seguir siendo estudiado pues podrian
presentarse casos de zoonosis o epidemias de patdgenos que podrian acabar con el sector. Estos
factores si fueron estudiados, sin embargo, dicha informacién no fue incluida en este documento.
Los fermentos de levadura permiten un mejor control de las interacciones entre Salmonella spp.,
Campylobacter spp. y Cryptosporidium spp., entre los dias 10 y 14 de vida periodo durante la
mayor presencia de diarreas en las becerras, que representan los dias de mayor riesgo en su vida
productiva.
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