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RESUMEN EJECUTIVO

La diarrea neonatal (DN) es la patologia méas frecuente y la primera causa de muerte en
terneros, generando altas pérdidas en la industria. Los tratamientos mas utilizados incluyen
el uso de antibioticos de amplio espectro. El uso de antibacterianos especificos podria

contribuir al control de esta patologia.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de un producto comercial formulado a
base de bacteriofagos especificos para el control de E.coli y Salmonella spp., sobre la
presentacion de DN y peso al destete en terneras Holstein de la zona central de Chile. Para
ello, se trabajo en dos lecherias comerciales ubicadas en las regiones de Valparaiso y
Metropolitana, donde se asignaron aleatoriamente 80 terneras recién nacidas a dos grupos en
cada predio, un grupo control y un grupo experimental. EI grupo experimental recibi6 0,5
gramos de un controlador microbioldgico (Milkeeper S®, Phage Technologies, Santiago,
Chile) a base de bacteriofagos especificos contra E. coli, Salmonella panama, S. dublin, S.
mbandaka y S. typhimurium, disueltos en la leche o sustituto, dos veces al dia hasta el destete.
El grupo control recibié, 0,5 gramos de un placebo a base de almidéon disuelto en la leche o
sustituto, dos veces al dia hasta el destete. Se evalud en cada ternera el peso al nacimiento,
proteinas séricas totales (PST) entre el 3% a 5% dia de vida, peso a los 30, 60 y 75 dias

aproximadamente, como también se registraron los casos de enfermedad y muertes.

Las incidencias de diarrea no fueron diferentes (p=0,79) entre el grupo control (50%) vy el
grupo experimental (42,5%). Tampoco se observaron diferencias en la mortalidad registrada
en el periodo, siendo de 7,5% en el grupo control y de 5% en el grupo experimental. Por otro
lado, la duracién de los cuadros fue significativamente menor (p=0,03) en las terneras
tratadas con el bacteriofago (5,9+1,81 dias) que en el grupo control (8,5 £ 4,24 dias) y se
observd una tendencia a una menor severidad de las diarreas en las terneras tratadas. Las
terneras del grupo experimental tuvieron una tendencia a una mayor ganancia diaria de peso
que las del grupo control (628gr/dia y 578gr/dia, respectivamente; p=0,07), y un mayor peso
al destete que las del grupo control (82,0 kg y 78,0 kg, respectivamente; p=0,03). Se concluye
que el producto testeado no disminuye en forma significativa la incidencia de DN en terneras,

pero si la duracion y la severidad de estas, mejorando significativamente el peso al destete.

Palabras clave: bovino, ternera, diarrea neonatal, bacteriéfagos.
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ABSTRACT

The neonatal diarrhea (ND) is the most common disease and the main cause of death in
calves, generating high losses in the industry. The most widely used treatments include the
use of broad-spectrum antibiotics. The use of specific antibacterials could help to control this

disease.

The aim of this study was to evaluate the effect of a commercial product formulated with
specific bacteriophages for control of E. coli and Salmonella spp., on the presentation of ND
and weaning weight in Holstein calves of central Chile. The study was conducted in two
commercial dairies located in Valparaiso and Metropolitan regions, where 80 newborn calves
were randomly assigned to two groups on each farm, a control group and an experimental
group. The experimental group received 0.5 grams of a microbiological controller (Milkeeper
S®, Phage Technologies, Santiago, Chile) based on specific bacteriophages against E. coli,
Salmonella panama, S. dublin, S. Mbandaka and S. typhimurium, dissolved in milk or
substitute, twice a day until weaning. The control group received 0.5 grams of a placebo
based on starch dissolved in the milk replacer, twice a day until weaning. Birth weight, total
serum protein (TSP) from the 3rd to 5th day of life, weight at about 30, 60 and 75 days, and

illness and deaths frequencies were also registered.

The incidences of diarrhea were not different (p = 0.79) between the control group (50%)
and the experimental group (42.5%). No differences were observed in mortality rates during
the period, with 7.5% in the control group and 5% in the experimental group. On the other
side, the duration of the episodes of diarrhea was significantly lower (p = 0.03) in calves
treated with bacteriophage (5.9 = 1.81 days) than in the control group (8.5 + 4.24 days ) and
a trend toward a lower severity of diarrhea in treated calves was observed. The calves of the
experimental group had a trend to greater daily weight gain than the control group (628gr /
day and 578gr / day, respectively; p = 0.07), and increased weaning weight than the control
group (82.0 kg and 78.0 kg, respectively; p = 0.03). It is concluded that the tested product
does not significantly decrease the incidence of DN in calves, but affects the duration and

severity of that, significantly improving weaning weight.

Key words: bovine, calf, neonatal diarrhea, bacteriophages.



INTRODUCCION

Las explotaciones ganaderas deben alcanzar una adecuada condicion sanitaria y un buen
rendimiento productivo para obtener resultados econémicos positivos (Millemann, 2009),
por lo que los manejos y cuidados preventivos son una parte fundamental para asegurar éxito

productivo y reproductivo a largo plazo (USDA, 2010).

En la etapa de crianza, las terneras presentan gran susceptibilidad a diversas patologias que
afectan el crecimiento, desarrollo y bienestar animal (Iraira y Canto, 2014), siendo las
diarreas neonatales (DN) las més reportadas y la principal causa de mortalidad descrita en
neonatos (Bendali et al., 1999; USDA, 2010).

Las DN generan grandes pérdidas econdmicas en la industria ganadera (Millemann, 2009),
posicionandose a nivel mundial como uno de los mayores desafios para la industria bovina
(Lorenz et al., 2011).

Ademas de los perjuicios econémicos causados por altas tasas de morbilidad y mortalidad en
los recién nacidos, la enfermedad genera impactos econémicos por retrasos en el crecimiento
y peso, tratamientos en casos clinicos (Montagner et al., 2014), trabajo adicional de los
operarios y pérdida de potencial genético (Millemann, 2009) que repercute en gran parte, en

la capacidad futura de las terneras como productoras de leche (Soberon et al., 2012).

La severidad del cuadro depende entre otros factores del agente etiol6gico que predomina en
la infeccidn (Bendali et al., 1999), donde destacan Escherichia coli y Salmonella spp. como
los de mas relevancia. Otros agentes virales como el Rotavirus y Coronavirus, y parasitarios
como Cryptosporidium, pueden ser causales o concomitantes de la enfermedad (Bendali et
al., 1999; Millemann, 2009).

Para combatir las DN, el uso de antibi6ticos ha sido la primera linea de accion en muchos
planteles, transformandose en un factor de riesgo para la generacion de resistencia a los
antibidticos por parte de los microrganismos (Von Buenau et al., 2005; OMS, 2013). Datos
de vigilancia del USDA en el afio 2010, indican que en Estados Unidos aproximadamente un
75% del total de terneras que cursé con cuadros de diarrea recibié alguin tipo de terapia

antibiotica.



Lo anterior ha estimulado la busqueda de agentes antibacterianos alternativos a los
antibioticos, que disminuyan el riesgo para la salud humana y animal (Von Buenau et al.,
2005; Maura y Debarbieux, 2011), escenario en el cual los bacteriofagos, luego de afios en
los que no se consideraron de eleccidn, han resurgido como una alternativa promisoria para

alcanzar dicho fin (Hungaro et al., 2013).

En relacion a la evidencia previa en el caso de E. coli, durante la década del 80 se realizaron
los primeros trabajos que mostraron la efectividad de los bacteriofagos, luego de tratar con
ellos a ratas inoculadas experimentalmente con la bacteria (Smith y Huggins, 1982;
Sulakvelidze et al., 2001). Posteriormente se realizaron estudios similares en ovejas, cerdos
y terneros (Smith y Huggins, 1983; Sulakvelidze et al., 2001). Para el caso de Salmonella,
existen algunos estudios recientes en aves, donde luego del suministro de bacteri6fagos, se
evidencié una disminucion del namero de bacterias en el tracto digestivo, concluyendo que
es posible considerarlos como una alternativa valida y efectiva (Borie et al., 2008; Hungaro
etal., 2013).

En funcién de la importancia econdémica y productiva de las DN, como de la creciente
necesidad de desarrollar y promover terapias alternativas a los antibioticos, el presente
estudio evalud los efectos de un producto comercial formulado a base de bacteriéfagos en la
presentacion de diarreas bacterianas, asi como su efecto en el crecimiento y peso al destete

de terneras de lecheria.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Generalidades

La crianza de terneras es una etapa de suma relevancia en todo plantel lechero, dado que
existe una importante relacion entre el rendimiento predestete y la productividad esperada de
la ternera (Iraira y Canto, 2014). De esta manera, el adecuado manejo durante este periodo,

resulta en una inversion para el porvenir productivo del plantel (USDA, 2010).

Resguardar la salud y bienestar presenta varias dificultades, ya que las terneras se enfrentan
a numerosos retos desde el primer dia de vida (USDA, 2010). Entre algunos de estos desafios,
se encuentra que al nacer carecen de factores inmunoespecificos, deben ser separadas de su
madre luego del parto para ser alojadas en jaulas o corrales individuales lo que suscita estados
de angustia y estrés (De Paula et al., 2010), deben consumir una cantidad adecuada de
calostro de buena calidad lo méas temprano posible (Godden, 2008; De Paula et al., 2010) y
ademas enfrentar la presencia de diversos agentes patdgenos presentes en el ambiente (De
Paula et al., 2010). Esto puede explicar por qué segun algunas estimaciones, las terneras
previo al destete presentan las tasas més altas de morbilidad y mortalidad en comparacion
con cualquier otra etapa de la vida productiva de estos animales (USDA, 2010).

El intestino delgado de la ternera recién nacida posee la capacidad de absorber moléculas
grandes intactas, como inmunoglobulinas y otras proteinas. Se estima que este proceso se
extiende Unicamente las primeras 24 horas de vida, y transcurrido este tiempo, ocurre el cierre
intestinal. A razén de lo anterior, se sugiere dar a las terneras 2 litros de calostro durante las
primeras 2 horas de nacida, para luego suministrar 2 litros adicionales antes de las 6 horas
siguientes (Godden, 2008). Una mala o insuficiente entrega de calostro predispone a las
terneras a padecer diversas enfermedades, contribuyendo a altas tasas de mortalidad
predestete y otras pérdidas a corto y largo plazo asociadas con la salud animal, el bienestar y
la productividad (Godden, 2008).

De las enfermedades propias de las terneras predestete, se identifican cuadros como los
digestivos y respiratorios, donde cobran especial relevancia los gastroentéricos, como las
diarreas neonatales (USDA, 2010).



I.1. Diarreas neonatales (DN) en terneras

La diarrea neonatal es una de las principales causas de muerte de terneras en el mundo y una
de las enfermedades que més pérdidas econémicas produce en la industria lechera (Bendali
et al., 1999; Von Buenau et al., 2005).

Dependiendo del origen de la DN, ésta suele presentarse a partir de las primeras horas de
vida, hasta las 6 semanas de edad (Tewari, 2012). Hay una serie de causas infecciosas que
originan diarreas neonatales, entre las que se encuentran virus (Rotavirus, Coronavirus),
bacterias (E. coli, Salmonella spp., Clostridium perfringens tipo C) y parasitos
(Criptosporidium spp., coccidias), que pueden estar presentes ya sea solos 0 en combinacion
(Tewari, 2012; Millemann, 2009). Para el caso de las bacterias, destacan E. coli y Salmonella

spp., como las de mas relevancia (Millemann, 2009).

Ademas, existe una serie de causas no infecciosas que pueden condicionar la presentacion de
DN, entre las que se encuentran una inadecuada nutricion de las hembras prefiadas (en
particular durante el Gltimo tercio de la gestacion), la insuficiente atencién al ternero recién
nacido, una inadecuada cantidad y/o calidad del calostro y/o sustituto lacteo, la exposicion a
un ambiente severo, el hacinamiento y la falta de saneamiento en el area de parto o una

combinacidn de algunos de estos factores (Tewari, 2012; VVon Buenau et al., 2005).

En relacion a la prevalencia de esta patologia, un estudio realizado por el Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos evidencié que aproximadamente, una de cada 4 terneras
previo al destete (23,9%) curso6 con algun tipo de cuadro de diarrea. Dentro de las causas de
mortalidad de terneras descritas en dicho estudio, un 56,5% de los animales murié debido a
esta patologia (USDA, 2010).

I.2. Agentes infecciosos de relevancia para el estudio

Para fines de la presente memoria, se consideraron como focos de investigacion, E. coli y
Salmonella spp., por ser los dos principales agentes infecciosos bacterianos causantes de la
enfermedad (Milleman, 2009).



1.2.1. Escherichia coli como agente causal de DN

Esta bacteria ataca durante los primeros siete dias de vida de las terneras (Zurita, 1995;
Younis et al., 2009). Se identifican diferentes patotipos, donde E. coli enterotoxigénica
(ETEC) es la causa mas comun de diarreas en animales de granja (Younis et al., 2009).

La infeccion se produce a partir de la ingestion de ETEC ambiental, la cual transita a través
del estomago y se adhiere mediante adhesinas (K99 y F41) al epitelio del intestino delgado,
permitiendo la colonizacion. Adicionalmente la bacteria produce enterotoxinas que estimulan
la secrecion de agua y electrolitos en el lumen intestinal, provocando diarrea, pérdida de peso
y en algunas ocasiones la muerte (Younis et al., 2009). Estas enterotoxinas no producen
lesiones patoldgicas o cambios morfologicos en la mucosa intestinal, s6lo causan alteraciones

en el metabolismo de fluido intestinal (Gyles y Fairbrother, 2010).

Los signos clinicos son diarrea muy liquida, de color amarillo, con un cuadro rapido e
importante de deshidratacion (ojos hundidos, elasticidad de la piel disminuida), debilidad y

extremidades frias (Millemann, 2009).

1.2.2. Salmonella spp. como agente causal de DN

Las terneras pueden infectarse con una gran variedad de serotipos de Salmonella en sus
primeras horas de vida. Las manifestaciones posteriores de la enfermedad son variables, lo
que refleja el equilibrio entre la inmunidad del huésped, dosis de patégenos, y la virulencia
(Mohler et al., 2009). Normalmente la diarrea a causa de Salmonella se evidencia desde las

2 semanas hasta incluso las 12 semanas de edad (Foster y Smith, 2009).

Se observan diferencias entre infecciones de distintos serotipos y potencialmente entre
diferentes cepas (Mohler et al., 2009), siendo los serotipos de S. typhymurium y S. dublin los
que se describen como de mayor importancia (Foster y Smith, 2009). Igualmente, un estudio
en Chile report6 presencia de serotipos tales como S. dublin, S. panama, S. mbandaka y S.
typhimurium en muestras aisladas de bovinos de las regiones de Valparaiso, Metropolitana y
Los Lagos (Pefialoza, 2008).



Los signos clinicos incluyen fiebre, pérdida de apetito y diarrea, que a menudo incrementa el
contenido de mucus y puede contener sangre. La deshidratacion junto con el desequilibrio
acido-base y electrolitico, contribuyen a la debilidad y depresion en terneros con infeccion
aguda (Mohler et al., 2009), que progresan a la postracion y shock, siendo esta la
manifestacion particular de la salmonelosis en terneros. Aunque la diarrea esté presente, la
muerte es por lo general a consecuencia de septicemia y no a causa de un shock hipovolémico
(Fossler et al., 2005).

1.2.3. Impactos productivos de DN en terneras de lecheria

La cria de terneras en todo plantel lechero, representa una oportunidad para incrementar el
tamano del predio, para mejorarlo genéticamente y para aumentar el ingreso econémico. La
presentacion de DN en este periodo impide lograr estos objetivos de manera exitosa
(Elizondo, 2013).

Entre las pérdidas econdmicas directas se incluyen las pérdidas por mortalidad de los
animales; a esto se suman las pérdidas indirectas como las producidas por animales que
lograron recuperarse de la enfermedad, evidenciandose en un detrimento en el crecimiento,
predisposicion a otras enfermedades, menor tasa de conversion alimenticia, gastos por
tratamientos (Zurita et al., 1987, Millemann, 2009), pérdida de potencial genético, ademas
del tiempo adicional que el personal dedica a atender a los animales enfermos (Millemann,
2009).

En consecuencia, es imprescindible un adecuado manejo y control de la presentacion de DN
(Godden, 2008) para proveer un oportuno numero de vaquillas sanas y genéticamente

superiores (Elizondo, 2013).

|.3. Tratamiento de DN en terneras de lecheria

El tratamiento de DN en terneras, se basa en revertir la deshidratacion, acidosis y pérdida de
electrolitos. Puede ser mediante rehidratacion oral en casos leves, o intravenosa en cuadros
graves. El tratamiento con antibidticos puede administrarse simultdneamente con el

tratamiento de apoyo para la deshidratacion, pero se debe identificar el agente causal de la



diarrea previamente, para realizar una terapia antimicrobiana adecuada (Radostits, 1974;
Tewari, 2012).

Sin embargo, y pese a que aislar la bacteria de heces de terneras afectadas es lo 6ptimo para
una correcta administracion de antimicrobianos, en la préactica el uso de antibi6ticos de
amplio espectro es la primera linea de accion en muchos planteles, ya sea con o sin terapia
paralela de electrolitos (Von Buenau et al., 2005). Datos de la USDA (2010) de Estados
Unidos indicaron que al afio 2007, del total de terneras que cursaron con cuadros de diarrea

previo al destete, aproximadamente un 75% de ellas recibio terapia antibidtica.

El uso de medicamentos antimicrobianos de forma profilactica y terapéutica para
enfermedades, se asociaria al alarmante crecimiento de bacterias resistentes vy
multiresistentes (\Von Buenau et al., 2005; Berge et al., 2009; Connerton et al., 2011), lo que
repercute en una amenaza creciente tanto para la salud animal y humana (Berge et al., 2009;
Connerton et al., 2011).

|.4. Bacteri6fagos

Los bacteriofagos o fagos representan uno de los méas abundantes organismos bioldgicos en
la naturaleza y han sido reconocidos por su uso como agentes terapéuticos (Mahony et al.,
2010). La aplicacion de bacteriofagos en el contexto de la produccion de alimentos es muy
atractiva, debido a que se pueden utilizar a lo largo de toda la cadena alimentaria (Connerton
etal., 2011). Entre sus usos, se encuentra la fagoterapia, que corresponde a su aplicacién para
reducir la colonizacion de bacterias o combatir enfermedades en animales, el biocontrol, para
descontaminar frutas y hortalizas frescas, o descontaminar canales de animales, la
biosanitizacidn, para desinfectar los equipos y superficies de contacto, y por ultimo, la

biopreservacion al utilizarlos como conservantes naturales (Garcia et al., 2009).

Los bacteriéfagos como organismos pueden expresarse de dos formas, ya sea mediante un
ciclo litico, como mediante un ciclo lisogénico (Monk et al., 2010), siendo los fagos que
desarrollan ciclos liticos los candidatos para la fagoterapia, debido a su mayor velocidad de

propagacion, replicacion y ataque (Carlton, 1999).



Estos bacteriofagos se definen como virus que infectan y matan bacterias especificas (Monk
et al., 2010; Connerton et al., 2011), a las cuales alteran lisando sus células huésped y

produciendo con ello la muerte bacteriana (Endersen et al., 2014).

El mecanismo de accion de estos fagos comienza con la fase de fijacién o adsorcion a la
superficie de la célula bacteriana, seguido por la introduccién del material genético del virus
en el citoplasma, donde ocurre una fase de replicacion y sintesis de componentes virales. Los
bacteriofagos inmediatamente se replican, transcriben y traducen para la produccion de
nuevos viriones, convirtiendo asi a la célula huésped, en una fabrica de virus que destruyen

bacterias (Maura y Debarbieux, 2011).

La terapia en base a fagos ha ido en aumento tanto en humanos como en animales, debido a
que ofrecen muchas ventajas sobre las terapias convencionales (Maura y Debarbieux, 2011).
En primer lugar, estan presentes en los mismos ambientes donde habitan las bacterias y son
facilmente aislados. Ademas son especificos, por lo que no dafian la flora intestinal normal,
son auto-replicantes y autolimitados, multiplicAndose s6lo mientras se encuentren bacterias

sensibles a ellos (Connerton et al., 2011).

Los primeros trabajos en animales se realizaron en la década del 80 en Gran Bretafia, con
ratas inoculadas experimentalmente con E. coli, quienes evidenciaron la efectividad de los
bacteriéfagos (Smith y Huggins, 1982, Sulakvelidze et al., 2001). Mas tarde, se realizaron
estudios en ovejas, cerdos Yy terneros con diarrea por E. coli, logrando disminuir el nimero

de patogenos en el tracto digestivo (Smith y Huggins, 1983; Sulakvelidze et al., 2001).

Estudios recientes en Salmonella en aves, muestran resultados auspiciosos para la industria
avicola, donde luego de la aplicacion de bacteriéfagos se evidencié una disminucién del
namero de bacterias en el tracto digestivo, concluyendo que es posible considerarlos como

una alternativa valida y efectiva (Borie et al., 2008; Hungaro et al., 2013).

Actualmente, los bacteriéfagos son utilizados en agricultura, seguridad alimentaria y
diagnostico médico, demostrando la utilidad y viabilidad de estos enfoques. A raiz de la
urgente necesidad de proporcionar alternativas a los antibidticos, el afio 2010 el uso en

humanos inicié un camino a través de ensayos estrictamente regulados (Monk et al., 2010).
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El desafio principal para la expansion del uso de los fagos en salud humana y animal, seré la
realizacion de ensayos clinicos a gran escala, de acuerdo con la Administracion de Alimentos
y Medicamentos de Estados Unidos (FDA, por su sigla en inglés) y las regulaciones de la

Agencia de Medicina Europea (EMA, por su sigla en inglés) (Pimienta, 2013).

En los sistemas de produccion de leche en Chile, la DN es uno de los principales problemas
de salud (Escobar, 2003; Lanuza, 2006). Su incidencia y riesgo aumentan en la medida que
los sistemas se van haciendo mas intensivos. La terapia de eleccion es a través del uso de
antibioticos. Recientemente se encuentra disponible un producto a base de bacteriofagos, lo
que podria contribuir a una disminucion en la incidencia o severidad de los cuadros. No se

encuentran estudios cientificos disponibles acerca de su uso en lecherias de la zona central.



HIPOTESIS
Un producto comercial a base de bacteriofagos especificos para E. coli y Salmonella spp.,
disminuye la presentacion de diarreas neonatales y aumenta el peso al destete en terneras

Holstein de la zona central de Chile.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de un producto comercial a base de bacteriéfagos especificos para E.coli y

Salmonella spp., sobre la presentacion de diarreas neonatales y peso al destete en terneras.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Evaluar el efecto de un producto comercial a base de bacteriéfagos especificos para E.

coli y Salmonella spp. sobre la presentacion y severidad de diarreas en terneras de lecheria.

2. Evaluar el efecto de un producto comercial a base de bacteriéfagos especificos para E.
coli y Salmonella spp. sobre la ganancia de peso diaria y el peso al destete en terneras de

lecheria.

3. Evaluar el efecto de un producto comercial a base de bacteri6fagos especificos para E.
coli y Salmonella spp. sobre la mortalidad entre nacimiento y destete en terneras de

lecheria.
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MATERIALES Y METODOS
El estudio se realizé en 2 lecherias Holstein ubicadas en las regiones de Valparaiso y
Metropolitana; ambas corresponden a sistemas productivos de confinamiento permanente,

con crianza artificial de terneras, y caracteristicas agroclimaticas similares.

Las actividades experimentales fueron realizadas entre noviembre de 2014 y abril de 2015.
Previo al inicio, los operarios de ambos planteles fueron capacitados respecto a los objetivos
del estudio, apoyo en la recoleccion de datos, asi como protocolos de seleccion o exclusion

de los animales.

Manejo de las terneras

Luego del parto, en ambos planteles las terneras eran separadas de sus madres tan pronto
como era posible. Cada ternera recibia aproximadamente 2 litros de calostro en mamadera o
sonda orogastrica, procurando realizar este manejo antes de las 2 horas de vida. En conjunto

con el manejo anterior, los operarios cortaban y desinfectaban el cordén umbilical.

Posteriormente, las terneras se trasladaban a la unidad de crianza para ser alojadas en cunas
individuales de alambre/fierro, de 1,5 mts? aproximadamente, con piso de arena en el caso
del predio 1 y piso de concreto con cama de paja en el caso del predio 2. Las cunas se
encontraban emplazadas en galpones techados de construccién solida y buena ventilacion,
aislados de las vacas adultas y con personal exclusivo. Aqui las terneras fueron pesadas e

identificadas con el DIO (dispositivo de identificacion individual oficial).

Ya ubicadas en sus cunas, cada ternera recibia nuevamente calostro en mamadera y se
evaluaba su estado general. Entre el 3 a 5% dia de vida de las terneras, se tomaba una muestra
de sangre de la vena yugular, para determinar a través de un refractometro de mano el nivel
de proteinas sericas totales (PST), como un estimador de la transferencia de inmunidad pasiva

de la madre a la ternera.

En relacion a los manejos diarios, las terneras eran alimentadas con 5 litros de sustituto de
leche para el caso del predio 1 y con 5 litros de leche pasteurizada en caso del predio 2, ambas
dosis divididas en dos raciones diarias. Adicionalmente, desde el 5% dia de vida se les

entregaba concentrado de iniciacion (23% de proteina) para consumo a discrecion.
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En ambos planteles, el destete se realizaba a partir de los 70 dias de edad, cuando en general
la ternera consumia 2 kg de concentrado y/o habria doblado su peso de nacimiento.

Disefio Experimental

El disefio experimental correspondié a un estudio al azar con doble ciego, con un grupo
experimental y un grupo control, los cuales recibieron un producto funcional y un producto
placebo, respectivamente. Se dispusieron 2 secciones de jaulas en cada plantel, una para cada
grupo. A cada grupo se le asigno un color determinado, el cual quedd evidenciado en las
jaulas de las terneras (Anexo 1), lo que permitio facilitar la identificacion de los animales por
parte de los operarios y de la memorista, quienes durante todo el proceso no tuvieron acceso

a la informacion respecto a qué tratamiento recibia cada grupo.

Posterior al parto, se asignaron las terneras en forma aleatoria a cada grupo. Se seleccionaron
80 animales (28 del predio 1 y 52 del predio 2). Las terneras del grupo experimental
recibieron 0,5 gramos de un controlador microbiolégico (Milkeeper S®, Phage
Technologies, Santiago, Chile) a base de bacteriéfagos especificos contra E. coli, Salmonella
panama, S. dublin, S. mbandaka y S. typhimurium, disueltos en la leche o sustituto, dos veces
al dia hasta el destete. A las terneras del grupo control se les entreg6 0,5 gramos de un placebo

a base de almidon disueltos en la leche o sustituto, dos veces al dia hasta el destete.

Para asegurar la correcta realizacion de los tratamientos, los envases del producto y del
placebo se identificaron segun los colores asignados previamente a los grupos en estudio,

como también los baldes de preparacion de la leche y sustituto.

Los animales durante el estudio, permanecieron bajo las mismas condiciones ambientales,

sanitarias, alimentarias y de hidratacion.
Recoleccion de datos

Las terneras se pesaron mediante romana digital al nacimiento, a los 30 dias, a los 60 dias y
al destete. Los encargados evaluaron diariamente a las terneras en cuanto a actitud y
comportamiento, deshidratacion y presentacion de alguna patologia, registrando las

anomalias detectadas en un formulario de registro de eventos (Anexo 2).
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Cuando se presentaron diarreas, se registro el evento y la severidad del cuadro (Tabla 1). Las
terneras con signos clinicos de diarrea se revisaron y fueron sometidas a un tratamiento de

acuerdo a un protocolo previamente establecido por cada predio.

Tabla 1: Clasificacion de la severidad de la diarrea

SEVERIDAD SIGNOLOGIA DETECTADA

Ternera con diarrea, atenta al medio. Heces pastosas,

1. Leve .

semiformadas

Ternera con diarrea, decaida. Heces semiliquidas que
2. Moderada -

permanecen en la superficie de la cama.

Ternera con diarrea, permanece en decubito. Heces liquidas
3. Grave

que atraviesan el material de cama.

Fuente: Creacion propia basado en antecedentes bibliograficos

Andlisis de la informacion

La informacidn se analiz6 utilizando el programa estadistico SAS/STAT®. El analisis de los
datos y presentacién de los resultados se realizd6 mediante estadistica descriptiva. Todos los

analisis realizados consideraron un nivel del 95% de confianza.

Las PST, el peso al nacimiento y la duracion de las diarreas de ambos grupos, se compararon
a través de pruebas de T de Student para muestras independientes. La incidencia de diarrea
y mortalidad en los grupos experimental y control se compararon por pruebas de Chi

Cuadrado.

Para comparar la severidad de los cuadros de diarreas en ambos grupos, se utilizo la prueba
de U Mann-Whitney.

El peso corregido al destete (75 dias) y la ganancia diaria de peso se analizaron a través de

analisis de varianza utilizando el procedimiento GLM (General Linear Model) del programa.
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Se incluyeron los efectos de tratamiento y predio, incluyéndose como covarianzas el peso al

nacimiento y el nivel de PST, de acuerdo al siguiente modelo:

Yijki = |+ Ti + Pj + (T*P)ij + B(PNk) + B(PST1) + €ijkki

Donde;
Yii = Peso corregido al destete o ganancia diaria de peso
Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento (i=0: control; 1: tratamiento)
P; = Efecto del j-ésimo predio (1, 2)
(T*P)ij = Efecto de la interaccion entre tratamiento y predio

B(PNk) = Regresion del k-ésimo peso al nacimiento
B(PSTI) = Regresion del I-ésimo nivel de PST

eijki = Error

Los promedios fueron comparados mediante el test LSD Fisher.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Peso al Nacimiento

El promedio (£ desviacidn estandar) del peso al nacimiento en el grupo control fue de 36,3
*+ 4,8 kg y para el grupo experimental de 36,4 + 4,1 kg. Estos promedios no presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p=0,91), lo que indica que las terneras ingresan

al estudio con pesos similares en ambos grupos.

Proteinas Séricas Totales

El nivel de PST evidencié un promedio de 4,86 + 0,55 g/dL en el grupo control y de 4,86 +
0,65 g/dL en el grupo experimental. Los promedios no fueron estadisticamente diferentes
(p=0,98). Esto indica que los niveles de inmunidad adquirida, y por lo tanto el riesgo de las

terneras a sufrir infeccion fue similar en ambos grupos.

La relevancia de considerar las PST, radica en evitar atribuir al producto testeado resultados
que pueden estar condicionados por la calidad del traspaso inmunitario y no por el efecto del
mismo, o viceversa. Se debe considerar que uno de los factores de riesgo mas importantes en
la presentacion de DN en terneras, es la falla en la transferencia pasiva de inmunidad (FTP)

a través del oportuno consumo de calostro (Escobar, 2003; Faber et al., 2005).

Se considera exitosa una transferencia de inmunidad pasiva cuando los valores de PST son
> 5,2 g/dL (Faber et al., 2005; Conneely et al., 2014). Las concentraciones de PST alcanzadas
por las terneras en estudio son bajas, lo que revela una FTP en ambos predios. Esto podria
deberse a una deficiente calidad o cantidad del calostro suministrado y/o por un retraso en la
entrega del mismo. En un estudio realizado en la zona central de Chile (Escobar, 2003) se
mostré que terneras Holstein con bajas concentraciones de PST tenian un riesgo de
presentacion de DN y muerte a causa de cuadros digestivos de 1,5 y 1,8 veces mas,
respectivamente, en comparacion con terneras que presentaban concentraciones adecuadas
de PST.
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Diarreas Neonatales

Incidencia

De las 80 terneras evaluadas, 37 presentaron diarrea, lo que corresponde a un 46,3% de
incidencia. En el grupo control, la incidencia de diarreas fue de un 50%, en comparacion con
un 42,5% en el grupo experimental. Estas incidencias no son significativamente diferentes
(p=0,79), lo que indicaria que no hay un efecto del producto en la disminucion de la

presentacion de cuadros de diarrea en las terneras evaluadas.
Severidad
Los casos de diarrea se clasificaron como leve, moderada y grave de acuerdo a lo mostrado

en la Tabla 1. La informacién de severidad en ambos grupos se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2: Incidencia de diarrea segun grado de severidad y grupo en estudio.

Grado severidad Control (%) Experimental (%)
Leve 17,5 17,5
Moderada 0,6 10,0
Grave 27,5 15,0
Total 45,6 42,5

La distribucion de la severidad de las diarreas observadas en ambos grupos no fue
estadisticamente diferente (p=0,38). Esto indicaria que el producto testeado no afecta la
severidad de la diarrea. Sin embargo, se observa una tendencia a que las terneras tratadas con
MilkeeperS ® presentan un menor porcentaje de diarreas graves y un mayor porcentaje de
diarreas moderadas comparadas a las terneras del grupo control. Ademas, la mayor
proporcion de diarreas en el grupo control corresponde a diarreas graves, mientras que en el

grupo experimental predominan las diarreas leves.
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Duracion de la diarrea
La duracion promedio de los cuadros de diarrea para el grupo control fue de 8,5 * 4,24 dias,
lo que es significativamente diferente (p=0,03) a la duracion de los cuadros en el grupo

experimental donde duraron en promedio 5,9 + 1,81 dias.

Lo anterior es consistente con la tendencia observada hacia una menor severidad en los
cuadros cursados por las terneras del grupo experimental. Es posible que MilkeeperS ® no
prevenga la infeccion ni el comienzo del cuadro, pero se podria inferir que disminuye la carga
bacteriana o la agresividad de la infeccion. Ello se deberia a los bacteriéfagos activados que
transitan en el sistema digestivo en las terneras del grupo experimental. Esto se demostré en
el estudio de Bicalho et al. (2012), donde se sefiala que la alta efectividad de los bacteriéfagos
estd basada principalmente en una disminucion en los recuentos bacterianos, lo que
produciria una recuperacion mas prematura de los animales tratados. Esto ademas concuerda

con resultados de otros investigadores como Smith y Huggins (1983) y Barrow et al. (1998).

Mortalidad

Durante el desarrollo del ensayo, 5 terneras (6,25%) murieron por causas asociadas a cuadros
gastroentéricos, 3 fueron del grupo control (7,5%) y 2 del grupo experimental (5%), las
diferencias observadas no fueron significativas (p=0,64).

En los sistemas de crianza de terneras, uno de los objetivos principales es reducir la
mortalidad neonatal a alrededor de un 3% (Lanuza, 2006). Los datos de mortalidad neonatal
de las terneras durante el estudio sugieren altos niveles de mortalidad predial, no obstante el
tamafio muestral de la poblacién estudiada es pequefio, lo que dificulta las comparaciones en
este sentido y no necesariamente refleja la realidad de ambos predios en el largo plazo.

En suma, se considera que el producto probado aparentemente no genera mayores diferencias
en cuanto a la presentacion de diarreas ni a las muertes asociadas a estos cuadros. Sin
embargo, genera una tendencia a disminuir las diarreas graves en los animales alimentados

con el producto, como también a reducir la duracion de éstas.
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Peso al destete
Los promedios de minimos cuadrados (+ error estandar) de las terneras del grupo control
fueron de 77,96 + 1,3 kg. y para el grupo experimental de 82,04 + 1,3 kg. (Figura 1).

Peso al destete

Control Experimental

Grupo de tratamiento

Figura 1: Peso al destete (Kg), para terneras en grupo control y experimental.

A partir del modelo matematico usado, se evidencié que el peso al destete de las terneras fue
influenciado significativamente por los efectos del tratamiento (p=0,03) y del predio
(p<0,001). Ademas la concentracion de PST no tuvo efecto en el peso al destete (p=0,66),
mientras que si es muy determinante el peso al nacimiento (p<0,001). Se compararon los
pesos al destete entre tratados y controles dentro de cada predio, pudiendo constatarse que en
el predio 1 las terneras tratadas con el producto tuvieron un peso al destete de 4,7 kg mayor
(p=0,05) que las controles, mientras que en el predio 2 la diferencia fue de 3,5 kg mas en
terneras tratadas, pero sin ser significativamente diferentes (p=0,21). La informacion de

ambos grupos se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3: Promedios de minimos cuadrados (+ error estdndar) de peso al destete en terneras
del grupo control y experimental segln predio.

Grupo Control (kg) Grupo Experimental p
Predio (kg)
Predio 1 72,52 2,2 77,23 42,1 0,05
Predio 2 83,39 +1,5 86,86 +1,5 0,21
Total 77,96 1,3 82,04 +1,3 0,03

A partir del andlisis de varianza, se evidencia que los factores tratamiento y predio influyen
de manera significativa en el peso al destete de las terneras en estudio. Este mejor peso al
destete podria relacionarse con que las terneras del grupo experimental, alimentadas con
MilkeeperS®, tuvieron cuadros de diarrea méas leves y de menor duracion que las terneras
del grupo control. Esto a su vez seria causado por una menor colonizacion bacteriana en el
tracto intestinal por accion de los fagos, disminuyendo el efecto de las bacterias sobre la
mucosa afectando asi la pérdida de agua y electrolitos, que provocarian la diarrea. Esto,
mejoraria la absorcién intestinal de los alimentos consumidos, lo que repercutiria en el peso

final del periodo de crianza de los animales.

Blum (2006) indica que existe una estrecha y directa relacion entre las cantidades de calostro
ingerido y el crecimiento y desarrollo de las vellosidades intestinales; un mejor desarrollo de
estas, genera una mejor absorcién a nivel intestinal. Ahora bien, las terneras utilizadas en el
presente estudio presentaron FTP, por lo que eventualmente se podria indicar que el producto
testeado funciona como un refuerzo para animales que no fueron suministrados
oportunamente o con calidades o cantidades adecuadas de calostro, previniendo infecciones
causadas por bacterias, logrando con ello una mejor absorcion del alimento consumido y un

mejor peso al destete.

El peso al destete y el efecto del tratamiento son dependientes del predio. En ambos predios

las terneras tratadas obtienen un mayor peso al destete que las controles. En el predio 1 la
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diferencia es significativa mientras que hay una tendencia estadistica en el predio 2. Por otro
lado, el peso al destete es significativamente mayor en este predio. En el predio 2 se realizan
muy buenos manejos productivos y sanitarios, posee personal muy bien cualificado y cuenta
con infraestructura de muy buena calidad. Por esto los pesos al destete en ambos grupos son
mayores que los observados en el predio 1, donde hay menos personal y la calidad del manejo
es levemente inferior. En este predio la incidencia general de diarrea es mayor y es en este
predio donde se observa un efecto mas beneficioso del producto testeado. Se podria concluir
que el producto tendria un efecto mas evidente en predios que presentan falencias en cuanto
a manejo sanitario, personal e infraestructura, con mayores niveles de diarrea y mortalidad.
Por el contrario, en predios con buen manejo, mejor infraestructura, con mejores niveles
sanitarios, y consecuentemente con menores problemas de diarrea, los efectos del producto

son menos evidentes.
Ganancia de peso

Se observé una fuerte tendencia a una mayor GDP en el grupo experimental, con 628 gr/dia,
por sobre los 578 gr/dia que presentd el grupo control (p=0,07).

En la Figura 2, se observan los diferenciales de peso entre grupos en estudio, proyectados
mediante los promedios al nacimiento, 30, 60 y 75 dias. Se aprecia una mayor ganancia de

peso, y consecuentemente un mayor peso al destete, en las terneras tratadas.

| Crecimiento de terneras en estudio

80

4
70
60

50 —@— Control

Peso (Kg.)

40 ®— Experimental

30
0 20 40 60 80

Tiempo (dias)

Figura 2: Curva de crecimiento desde el nacimiento hasta el destete para terneras del
grupo control y experimental.
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Sin perjuicio de lo anterior, al analizar los pesos a los 30, 60 y 75 dias, los pesos de las
terneras del estudio estan por debajo de los pesos promedios de referencia indicados por
Heinrichs y Lammers (1998), correspondientes a 57,1 kg., 80,2 kg y 86,6 kg, respectivamente
(USDA, 2010). Sin embargo, el grupo experimental, especialmente en el predio 2, se
aproxima maés a la linea de tendencia del modelo de referencia. En general estos pesos son
bajos, y podria deberse en primer lugar a que los pesos al nacimiento de las terneras en estudio
son menores al considerado en las curvas propuestas por Heinrichs y Lammers (1998), factor
que influye fuertemente en los pesos posteriores. Adicionalmente, es posible que los manejos
y parametros de los predios investigados estén por debajo de los estdndares estadounidenses.
Sin embargo, pese a esta situacion de menores pesos observada en el presente estudio, hacia
el final de la curva de crecimiento los animales bajo tratamiento acortan en forma importante

su distancia respecto a los valores considerados como optimos.

Discusion general

La salud y el manejo de los animales de reemplazo son componentes importantes de la
rentabilidad de todo el predio. Es por esto que es fundamental comprender que cualquier
alteracion a este nivel, impacta negativamente la rentabilidad del plantel lechero, por lo que
resguardar la salud y bienestar de las terneras es fundamental (Elizondo, 2013).

Es posible deducir que el uso de bacteriofagos especificos para E.coli y Salmonella spp.
permite a las terneras mejorar la expresion de su potencial genético, gracias a un crecimiento
y desarrollo sostenido en la etapa de crianza, situacion clave segln las investigaciones de
Drackley (2005) y de Soberon et al., (2012) que han evidenciado que un aumento en el
consumo de nutrientes previo al destete, genera mejoras en la produccion de entre 450 a 1.300
kg de leche en la primera lactancia en comparacion a terneras restringidas nutricionalmente
en ese periodo. Esto, es consistente con lo sefialado por el USDA (2010), quien indica que
un adecuado desarrollo y crecimiento previo al destete es fundamental para un oportuno

encaste, parto y futura lactancia.

Si bien MilkeeperS ® mejora la salud, bienestar y pesos al destete, el producto no puede, ni
debe utilizarse para disimular problematicas propias de un deficiente y débil protocolo de

manejo de animales, sanitario y alimentario. El uso de este y otros productos similares no
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reemplaza un manejo eficiente. Es prioridad, antes de recurrir a un producto que contribuya
a mejorar los indicadores productivos de un plantel, reforzar la capacitacion y transferencia
de conocimientos hacia los operarios y monitorear frecuentemente los parametros sanitarios

y productivos durante la crianza con el fin de introducir cambios oportunamente.

Deben realizarse nuevas investigaciones con el fin de establecer proyecciones para los
bacteriofagos tanto en la prevencion de la presentacion de DN, como en su posible efecto
como tratamiento en el caso de animales infectados. Lo anterior también se sustenta en la
necesidad de realizar estudios en ambientes controlados y considerando un mayor nimero de
variables, ya que pese a que Salmonella spp. y E. coli son los agentes bacterianos méas

relevantes en la presentacion de DN, no son los Unicos causales de esta patologia.
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CONCLUSIONES

e El producto formulado a base de bacteriofagos especificos no disminuyé de forma

significativa la incidencia de DN en terneras.

e Laduracion de las diarreas fue significativamente menor en las terneras tratadas con
el producto formulado a base de bacteriofagos especificos. Ademas se observéd una

tendencia a una menor severidad de la diarrea en las terneras tratadas.

e La mortalidad de las terneras por DN no fue afectada por el uso del producto

formulado a base de bacteriéfagos especificos.

e Las terneras tratadas con el producto formulado a base de bacteriéfagos especificos
del grupo experimental tuvieron una mayor ganancia diaria de peso, y un mayor peso

al destete que las terneras del grupo control.
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ANEXOS
Anexo 1
Diferenciacién de Jaulas

Predio n°1
Diferenciacion de jaulas y productos a administrar

Predio n°2
Diferenciacion de jaulas y productos a administrar
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Anexo 2

Formulario de Registro de Eventos

Fecha

DIIO

Evento

Tratamiento

Observaciones

29




