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RESUMEN

Treinta terneros Holstein que presentaron diarrea infecciosa durante la segunda
semana después de su nacimiento fueron utilizados para evaluar los efectos de
una fuente estandarizada que contenia una combinacion de probiéticos, R3-
glucanos vy gliconutrientes (GLY) en apoyo de la terapia antibiotica durante la
fase de crianza temprana (d 7 a D 45 después del nacimiento). Los tratamientos
fueron 1) terapia con antibiéticos (trimetoprim y sulfas, ANTIB), y 2) ANTIB mas
5 g/ ternero/d GLY. Los tratamientos no afectaron la duracion de la diarrea, la
cual tuvo un promedio de 16,7 dias. Sin embargo, el suministro de GLY
disminuy6 (P <0,05) la tasa de mortalidad, y aumento6 (P <0,05) la ganancia de
peso. El incremento de peso se atribuy6 a un mayor consumo (P <0,05)
concentrado iniciador para terneros. El suplementar a los terneros con GLY
aumento6 (P <0,05) la glucosa sérica y disminuy6 (P <0,05) el nitrégeno ureico
en suero sanguineo, los acidos grasos no esterificados y la concentracién de
cortisol. Concluimos que el suplementar diariamente 5 g de una fuente
estandarizada que contenga probiéticos, 3-glucanos y gliconutrientes a terneros
gue presenten cuadros diarreicos bajo terapia antibidtica promovera la salud y

mejorara el desempefio temprano del crecimiento.

Palabras clave: aditivos alimenticios, diarrea, terneros lecheros, gliconutrientes,

probiéticos



ABSTRACT

Thirty Holstein calves presenting infectious diarrhea during the second week
following birth were utilized to evaluate the effects of a standardized product
containing a combination of probiotics, B-glucans and glyconutrients (GLY) in
support of antibiotic therapy during the early rearing phase (d 7 to d 45 following
birth). Treatments were 1) antibiotic therapy (trimethoprim and sulfas; ANTIB),
and 2) ANTIB plus 5 g/calf/d GLY. Treatments did not affect diarrhea duration,
averaging 16.7 days. However, GLY support decreased (P < 0.05) mortality
rate, and increased (P < 0.05) live weight gain. Increased weight gain was
attributable to enhanced (P < 0.05) consumption of calf starter. Supplemental
GLY increased (P < 0.05) serum glucose and lowered (P < 0.05) serum urea
nitrogen, non-esterified fatty acids, and cortisol concentration. We conclude that
daily provision of 5 g of a standardized product containing probiotics, 3-glucans
and glyconutrients to diarrheic calves under antibiotic therapy will promote
health and enhance early growth-performance.

Key words: feed additives, diarrhea, dairy calves, glyconutrients, probiotics



JUSTIFICACION

Las preocupaciones financieras, la consolidacion como industria y el
mayor énfasis en la produccién de leche han impulsado el crecimiento de las
operaciones especializadas en la crianza de terneros lecheros (Wolf, 2003). Sin
embargo la alta mortalidad en sus primeras semanas de vida se ha vuelto una
preocupacion importante, siendo el 70% de las muertes casos de diarrea
infecciosa (Pijoan, 1997). Durante muchos afios distintos programas se han
basado Unicamente en el uso de antibidticos como tratamiento ante dicho
problema y la preocupaciéon sobre el impacto potencial del uso de antibioticos
se ha desarrollado interés en la busqueda de alternativas naturales que
promuevan el crecimiento y la salud (Ravindran, 2010). Recientemente se ha
demostrado que algunos probid6ticos tienen la habilidad de modular el balance y
las actividades gastrointestinales (Uyeno, et al 2015). De igual manera, el uso
de algunos sacaridos definidos como gliconutrientes en combinacion con [3-
glucanos ha ganado popularidad como suplemento alimenticio en humanos y en
algunas especies productivas de no rumiantes (Mondoa y Kitei, 2001) debido a
distintos atributos tales como mejorador de la sefalizacion celular, anti-
inflamatorio y promotor general de la respuesta inmune (Mathews, et al 2003).
Tedricamente el suplementar estos aditivos seria benéfico para terneros que
presenten cuadros diarreicos. Sin embargo, no existe informacion disponible
sobre los efectos de la suplementacién con probiéticos, gliconutrientes y 3-

glucanos a terneros diagnosticados con cuadros diarrea infecciosa.



HIPOTESIS

El suplementar con una fuente estandarizada de probidticos,
gliconutrientes y R-glucanos como coadyuvante en la terapia antibiética de
terneros diagnosticados con cuadros de diarrea tendra efectos sobre la

mortalidad, dias en diarrea, peso corporal y perfiles hematicos.

Vi



OBJETIVO

Evaluar los efectos sobre la mortalidad, dias en diarrea, peso corporal y
perfiles hematicos en becerros diagnosticados con diarrea y suplementados con
de una fuente estandarizada de probiéticos, gliconutrientes y B-glucanos como
coadyuvante de su terapia antibidtica.

vii



Revision de literatura

Situacién actual de la produccion de leche

Al finalizar el afio 2015 la produccion global total de leche fue de 818
millones de toneladas, 2% mayor en comparacion al afio 2014 alcanzando el
consumo per capita los 111.3 kg (IFDA, 2016) y de acuerdo a la OECD/FAO
(2016) este numero se incrementard un 12.5% en la proxima década. Los
principales productores de leche en el mundo son: Union Europea, India,
Estados Unidos de Norte América, China, Pakistan, Rusia, Brasil, Nueva
Zelanda, Turquia, Ucrania y México. En cuanto al tema de las exportaciones
Estados Unidos de Norte América y la Unién Europea también encabezan la
lista de paises exportadores de leche descremada en polvo principalmente con
un 30% y 32% respectivamente (OECD/FAO, 2016). En contraparte los
principales importadores son China que acapara el 10.6% del total de la leche
comercializada globalmente seguido de México con un 7.9% e Indonesia con
6.2% (SIAP/SAGARPA, 2016). Se espera que en un periodo no mayor a 5 afos
India se convierta en el pais con la mayor producciéon a nivel mundial. Para el
afio 2026 la produccion promedio por vaca en Estados Unidos, quien es el
mayor referente en cuanto a produccion intensiva se refiere incrementara 21%
pasando de 10,326 a 12,512 kilos de leche por afio por vaca. Segin USDA
(2017) pronostica que la poblacién de ganado lechero aumentara un 2.15% y
asi mismo la produccion de leche seguird incrementdndose de manera

sostenida debido a la alta demanda mundial de productos derivados de la leche.

Situacioén actual de la produccion de leche en México

La produccion nacional de leche presenta una diversidad de condiciones,
entre los principales factores que influyen este tema se tienen el grado de
tecnificacion de la explotacion (intensivo, semi-intensivo o traspatio) el tipo de
alimentacion del ganado, el tipo de raza, entre otros, asi como las condiciones
climaticas y la disponibilidad de agua (Hernandez et al., 2013). México cuenta

con un total de 2, 457,683 cabezas de ganado destinadas a la produccion de



leche, de las cuales el 46% se encuentra en los estados de Jalisco (334,651),
Chihuahua (276,202), Durango (276,791) y Coahuila (242,610) donde
predomina un sistema de explotacion altamente intensivo. Dichas entidades son
de igual manera los principales productores de leche solventando el 50% de la
produccion mexicana colocdndose en el siguiente orden Jalisco (2,228,482),
Coahuila (1,411,959), Durango (1,133,982) y Chihuahua (1,051,731). El total del
pais en el afio 2016 fue de 11,267 millones de toneladas de leche aumentando
1.9% en comparacion con el afio anterior colocandolo en puesto numero 12 a
nivel mundial. Se espera que la produccion para 2017 alcance los 11, 804
millones de toneladas, lo que significara un aumento del 1.7% respecto al afio
anterior. El total de importaciones lacteas fue de 292,803 toneladas,
provenientes de Estados Unidos de Norte América el 90% de ellas, cifra que ha
aumentado 104% en comparacion del afio 2006 cuando se ubicé en 143, 529
toneladas (SIAP/SAGARPA, 2016).

Crianza de terneros

La crianza de terneros dentro de los sistemas lecheros de explotacion
intensiva es una actividad altamente especifica que comprende del dia del
nacimiento hasta los dos afios de edad, donde se determina la produccién
lechera de su vida adulta, asi como la renovacién del hato y nos permite llevar a
cabo el mejoramiento genético, lo que convierte en necesario que las lecherias
implementen estrategias para mejorar la salud y el crecimiento de los terneros
(Alugongo et al., 2017) ya que ademas dicha etapa representa el segundo
mayor gasto econdmico dentro de los costos de produccién del establo
alcanzando cerca de un 20% del total ubicandose solo por debajo de la
alimentacion de las vacas en produccién (Gabler et al., 2000). Desde el punto
de vista econdmico productivo es recomendable que la vaquilla tenga su primer
parto a una edad no mayor a los 24 meses de edad, para que esta inicie su
ciclo productivo y asi amortizar los gastos de su crianza que son
aproximadamente de $1,100 a $1,300 délares (Bailey y Currin, 1999).



Perfiles heméticos en terneros

Las patologias presentadas en los terneros recién nacidos asi como la
mortalidad durante sus primeros 40 dias de vida son una causa sumamente
importante de pérdidas econémicas dentro de la industria lechera. Debido lo
cual, el conocer los valores o rangos hematoldgicos y bioquimicos especificos
puede ser una herramienta util para ayudar a interpretar con mayor exactitud las
distintas enfermedades y formular un diagnostico mas acertado en los
padecimientos de los aun lactantes (Mohri et al., 2007). Distintos autores han
medido niveles en sangre de Glucosa, nitrdgeno ureico en sangre, acidos
grasos no esterificados, colesterol, leucocitos, eritrocitos, cortisol entre otros
(Quigley et al., 1991; Sasaki et al., 2002), ya que consideran sus valores deben
ser registrados a lo largo de los primeros dos a tres meses de edad pues este
lapso es critico para la supervivencia de los mismos, ademas de que los valores
normalmente registrados en rumiantes adultos son diferentes de los valores en

terneros.

Mohri et al. (2007) expresa en sus resultados que los altos niveles de
leucocitos y neutrofilos asi como un bajo nimero de linfocitos al momento del
nacimiento pueden estar relacionados con altos niveles de cortisol, esto se
debe a que los niveles de cortisol en el feto incrementan durante los dias
previos al nacimiento elevandose aun mas al momento del nacimiento y van

disminuyendo en paulatinamente al paso de los primeros 20 dias de vida.

Quigley et al. (1991) quienes compararon becerros destetados
precozmente (26 dias) y becerros con destete tardio (56 dias), mencionan en su
discusion que los valores de la biometria hematica pueden verse afectados por
una amplia serie de factores tales como el alojamiento, los horarios de la toma
de muestras asi como la composicion de las dietas y el consumo de materia

Seca.



Cuadro 1. Niveles promedio de urea, notrogeno, glucosa, acidos grasos

no esterificados (NEFA’s), triglicéridos, colesterol y cetonas totales en sangre

de terneros Holstein a lo largo de las primeras cinco semanas de edad.

Semana

1 2 3 4 5
Urea nitrogen  13.2+0.3 12.6+0.2 8.8+0.2 11.6+0.2 9.9+0.3
(mg/dl)
Glucosa (mg/dI) 104.4+1.0 103.5+1.0 89.0+0.9 89.3+0.8 95.6+1.1
NEFA"s (LEqg/l) 244+10 311+9 24519 225+7 255+11
Triglicéridos 35.7+1.0 41.8+1.0 19.54+0.9 28.2+0.8 25.7+1.1
(mg/dl)
Collesterol total 1172 1162 101+2 102+2 9312
(mg/dl)
Cetonas totales 668.0+13.0 727.5+12.1 146.7+11.7 429.6+10.1 347.91+14.3

(LEQ/)

Adaptado de Sasaki et al. 2002



Morbilidad y mortalidad en la crianza de terneros

Las altas tasas de morbilidad (animales que enferman) y mortalidad
(animales enfermos que mueren) dentro de los establos puede afectar
severamente la produccion de terneros y con ello reducir significativamente el
desarrollo de las lecherias. La ocurrencia de cualquier enfermedad ademés de
causar un gasto debido a su tratamiento médico, afecta su vida productiva
adulta (Wolf, 2003).

La principal causa de mortalidad en los terneros se presenta dentro de
los primeros dias de nacido el animal donde esta puede llegar a sobrepasar
frecuentemente el 10% debido principalmente al sindrome diarreico neonatal
(Oropeza et al.,, 1998, Berge et al., 2009, Hulbert y Mois&a 2016) y alcanzar
hasta un 70% en casos graves debido al mismo sindrome (Pijoan, 1997). Esta
enfermedad es claramente detectable por sus signos como las heces blandas,
fiebre, anorexia y deshidratacién (Brewer et al., 2014) ademas se estima que
del total de animales que presentan estos signos alrededor del 83% reciben
algun tipo de terapia antibiética por via parenteral (Walker et al., 2012). El uso
extensivo o prolongado de antibiéticos puede perjudicar el balance de la flora
intestinal e incrementar la susceptibilidad de los terneros a algunos
microorganismos patégenos ya que su estado inmunolégico se ve seriamente
deprimido ademas de disminuir la capacidad de absorcién de nutrientes (Fuller,
1989).

En los sistemas intensivos de crianza, los terneros son separados de las
madres inmediatamente al nacer mucho antes de que su microbiota intestinal
se haya colonizado. Esta situacion incrementa la posibilidad de que los terneros
se vean afectados de diarrea y por consecuente presenten problemas de
pérdida de peso (Seo et al.,, 2010) Convirtiéndose la diarrea en la principal
causa de morbilidad y mortalidad dentro de los aun lactantes, pudiendo ademas
ser el detonante de enfermedades en el tracto respiratorio las cuales pueden

llegar a tener un 9% de incidencia (Walker et al.,, 2012) debido a la



inmunosupresién provocada por la diarrea (Timmerman et al.,, 2005). El
bienestar de los terneros lecheros puede mejorarse a través de estrategias de
manejo que ayuden a mejorar su resistencia ante el estrés y la enfermedad
(Hulbert y Moisa, 2016).

Cuadro 2: Tasas aceptables de mortalidad de becerras en diferentes

periodos de la crianza

Periodo Tasa de mortalidad
Nacimiento al destete Menor al 5%
61 a 120 dias Menor al 2%
121 a 180 dias Menor al 1%
181 a 365 dias Menor al 1%
12 meses al parto Menor al 0.5%

Adaptado de Espinoza-Martinez et al. 2014.

Aditivos alimenticios

Parte del aumento en productividad pecuaria se ha logrado a través de
substancias de origen vegetal o compuestos quimicos conocidos comunmente
como aditivos alimenticios, los cuales alteran o modifican el ambiente ruminal,
su actividad metabdlica, ciertos grupos de bacterias (Pinos y Gonzalez, 2000) e
incluso pueden mejorar el estado inmunolégico del animal (Hulbert y Moisa,
2016). En términos generales, un aditivo alimenticio se refiere a un producto
incluido en la racién el cual tiene como propdsito mejorar la eficiencia en los
procesos de fermentacion/absorcion de diferentes nutrimentos, la mejor
metabolizacién de los mismos para deposicibn de proteina una vez que
ingresan al sistema (Plascencia, 2015), el bienestar o la salud del animal
(Ravindran, 2010).Estos aditivos alimenticios se han usado en el ganado no
solo por sus beneficios para el control y tratamiento de enfermedades
infecciosas si no para incrementar o mejorar la eficiencia alimenticia (Nagaraja

et al., 1987). Asi mismo el entorno global donde cada dia aumentan los



requisitos y las regulaciones para poder utilizar aditivos en la alimentaciéon
animal, nos orilla a un nuevo marco donde sera necesario utilizar compuestos
alternativos o naturales (Yirga, 2015) como las levaduras, probioticos, minerales

guelados, extractos de vegetales entre otros (Plascencia, 2015).

Fig. 1. Cualidades que pueden modificar los aditivos alimenticios.

Digestion/

Metabolism
Fermentacion Salud

Absorcion o celular

Probidticos

Son microorganismos vivos que tienen la habilidad de modular el balance
y las actividades gastrointestinales, por ello son considerados benéficos para el
organismo de los animales. Estos son definidos como aditivos alimenticios
compuestos a base de microorganismos vivos, los cuales, no son considerados
patégenos para la microbiota gastrointestinal y benefician creando un balance
entre los en los microorganismos (Fuller, 1989) y recientemente se le han
agregado términos referentes a la inmunomodulacién ya que se considera
también tienen un efecto sobre ella (Heyman y Menard, 2002). Dentro de otra
publicacion Castro et al. (2016) los definen como aditivos no digestibles pero
fermentables, cuya funcion es modular el crecimiento y las actividades de
poblaciones microbianas, quienes mejoran la salud y el funcionamiento del

intestino.



Cuadro 3. Microorganismos

mas utilizados en

la alimentacion de

rumiantes.
Género Especie
Productoras de acido lactico
Lactobacillus L. acidophilus

L. plantarum

L. casei

L. salivaius

L. reuteri

L. bulgaricus

B. pseudolongum
Bifidobacterium B. thermophilium

B. lactis

S. bovis
Streptococcus S. faecium

E. faecium
Enterococcus E. fecalis
Utilizadoras de acido lactico
Megasphaera M. elsdenii
Propionibacterium P. shermani

P. freudenreichi

P. acidipropionici
Otras bacterias
Prevotella P. bryantii
Bacillus B. subtilis
Levadura S. cerevisiae
Saccharomyces S. boulardi

(Seo et al., 2010)



Mecanismo de accion de los probidticos

Los probidticos en términos generales tienen la capacidad de modular la
respuesta inmune del intestino ya que compiten por diferentes sustratos y por
adhesion a la pared intestinal ayudando a que este recobre rapidamente sus
funciones gastrointestinales, mejore en caso de presentar diarrea, beneficiando
su ganancia de peso y eficiencia alimenticia. Las bacterias acido lacticas
cuando se desarrollan en un ambiente anaerobio en presencia de glucosa y
glicerol inhiben la unién de substratos a las sub unidades de reductasa
ribonucleotida interviniendo con la sintesis de DNA de microorganismos

patégenos (Seo et al., 2010).
Interaccién de los probiéticos con el sistema inmune del intestino

Los mecanismos exactos de la interaccién probiotico-intestino aun no es
descrito en su totalidad ya que se cree solo se conoce un 90% de su contenido
bacteriano. Saad et al. (2013) en su revision expresa que los microorganismos
se pueden unir primero a los receptores de reconocimiento que se encuentran
en la superficie intestinal y desencadenar asi la cascada de defensa
inmunoldgica o pueden ser transportados por células localizadas en el epitelio
folicular asociado a las células de Peyer, ademas la captacién de antigenos y
microorganismos también puede ocurrir a través de transporte vesicular

transepitelial mediante enterocitos y células M (Marco et al., 2006).

Los probidticos también pueden mejorar las funciones inmunes
incluyendo las actividades fagociticas de los neutréfilos y la actividad citotoxica
de las células Natural Killer (NK), ademas de estimular la produccion de IgA’s
mediante las células B, la activacion de linfocitos T y macréfagos, estimulando
también la produccion de citoquinas (Saad et al., 2013), esto debido a que

promueven un equilibrio benéfico en el intestino.
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Fig. 2. Mecanismo de accion de los probioticos.
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Fig. 1. Algunos mecanismos de probioticos mediante los cuales beneficia

al huésped. Los efectos consisten en: 1) Exclusibn y competencia contra

patégenos, 2) Estimula la inmunidad innata, 3) Competencia por nutrientes, 4)
Produccion de la integridad intestinal y 6) Regulacién de citoquinas anti-

inflamatorias e inhibicibn de citoquinas pro-inflamatorias. IEC: Células

epiteliales intestinales, DC: Células dendriticas, IL: Interleucina, M: Células

intestinales M.

Saad et al., 2013



Cuadro 4. Distintos probidticos y sus beneficios o efectos documentados.

11

Especie de probiético

Beneficio o efecto

Referencia

Lactobacillus plantarum
L. Casei Shirota (LcS)
L. Casei DN114001

L.rhamnosus GG

. acidophilus La5

. acidophilus M92

. salivarius UCC118

. reuteri DSM 122446

. reuteri ATCC PTA 6475

-

Bifidobacterium animalis

E. coli Nissle 1917

Saccharomyces boulardi

Reduccion de colesterol, disminuyo la diarrea,
mejora en sindrome de intestino irritable
Regulacion de IL-6 e INF

Modulacion inmune

Tratamiento para diarrea asociado con rotavirus y
antibiéticos, tratamiento y prevencion de alergias,
modulacién inmune, mejora en sindrome de intestino
irritable

Aumento de secreciones de IgA

Lapsos menores de sindrome de intestino irritable,
tratamiento de alergias, exclusion de E. coli
patogénica

Lapsos menores de sindrome de intestino irritable,
reduccion de diarrea provocada por antibioticos y
Clostridium difficile

Niedzielin et al., 2001, Bukowska et
al., 1998, Wullt et al., 2003.
Matsumoto et al., 2003.

Tien et al., 2006.

Basu et al., 2008, Zhang et al., 2005,
Gosselink et al., 2004,Kalliomaki et
al., 2003, Kuisma et al., 2003, Sugita
y Togawa, 1994, Ohman et al., 2009,
Kos, 2001, Mattila-Sandholm et al.,
1999; Dunne et al., 2001, Shornikova
et al, 1997, Lin et al, 2008,
Rosenfeldt et al., 2002.
Bakker-Zierikzee et al., 2006
Takahashi et al., 2006.

Malchow, 1997, Sturm et al., 2005,
Kruis et al.,, 2004; Sartor, 2005,
Boudeau et al., 2003.

Guslandiet al., 2000, Kotowska et al.,
2005, McFarland et al., 1994

Adaptado de Saad et al., 2013
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Uso de probidticos en la crianza de terneros

Recientemente los probidticos se han utilizado como medida profilactica
en becerros durante la etapa de crianza obteniendo resultados positivos
reflejados en un mayor crecimiento, ganancia de peso y mejor estatus de salud
(Oropeza et al.,, 1998; Timmerman et al., 2005; Alugongo et al.,, 2017),
convirtiéndose su uso en una potencial alternativa para disminuir el uso de
dosis sub-terapéuticas de antibidticos (Yirga, 2015), ya que en diversas
investigaciones se ha demostrado que su uso tiene un efecto similar al usar
antibioticos en los substitutos de leche para terneros (Morril et al., 1995, Kehoe
y Carlson, 2015).

Sin embargo los probidticos deben cumplir diversos criterios para ser
considerados como tal, deben ser inofensivos para el organismo, resistir a las
sustancias biliares, adherirse a las células intestinales epiteliales, ser capaces
de recorrer todo el tracto digestivo y modular la respuesta inmune (Heyman y
Menard, 2002).

El principal beneficio del uso de estos aditivos es aumentar la resistencia
del tracto gastrointestinal ante la colonizacion de bacterias patégenas y por lo
tanto mejorar el estatus de salud en los animales (Choct, 2009) obteniendo
como resultado de esta actividad mayor consumo de materia seca, aumento en
la cantidad de energia metabdlica por lo tanto mayores reservas de energia y
conversion alimenticia, asi como sustratos absorbibles y la proliferacion de la
poblacion de microorganismos intestinales (De las Cagigas y Blanco, 2002;
Uyeno et al., 2015).

Aunque hay algo de inconsistencia dentro de sus efectos en los articulos
publicados, atribuido generalmente a sus distintos modos de empleo,
dosificacion y distinto contenido bacteriano etc. (Fuller, 1990). Ademas se cree
que el suministro de probibdticos es mas efectivo cuando los terneros se

encuentran en condiciones de estrés o bajo terapia antibidtica (Uyeno et al.,
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2015; Yirga, 2015) y aun mayor cuando actia en simbiosis con otros aditivos

como prebidticos,

relativamente bajo costo de inclusibn a las raciones en

incrementado ampliamente su uso (DiLorenzo, 2011).

Cuadro 5. Experimentos

oligosacaridos y distintos extractos de plantas. Su

rumiantes ha

realizados en terneros adicionados con

probidticos.
Especie Dosis Efecto Referencia
Lactobacillus 5x10 ufc/ml Terneros que recibieron el Cruywagen et al,
acidophilus probidtico mantuvieron el 1996
peso inicial mientras que los
testigos  perdieron  peso
hasta las dos semanas de
edad
Bifidobacterium 3x10 ufc/ml Ambas cepas mejoraron Abe etal., 1995
pseudolongum GDP, eficiencia alimenticia y
Lactobacillus redujeron la incidencia de
acidophilus diarrea.
Lactobacillus No La incidencia de diarrea Abu-Tarboush et al.,
acidophilus especificado disminuyé6 después de la 1996
Lactobacillus No primer semana en terneros

plantarum

Lactobacillus

acidophilus 27SC

Lactobacillus
acidophilus

Propionibacterium

freudenreichii

Propionibacterium

jensenii 702
(PJ702)

especificado
1.85x10 ufc/ml

De 1x10 ufc/ml

a 1x10 ufc/mil

1.1x10 ufc/ml
1.2x10 ufc ml

suplementados con

Lactobacillus spp.

Terneros suministrados con
probidticos disminuyeron sus

secreciones de E. coli.

Elam et al., 2003

Adams et al., 2008



14

L. acidophilus 1x10 ufc/kg GDP vy eficiencia alimenticia Malik y Bandla, 2010
Sacharomyces 3x10 ufc/kg fueron mayores en terneros
cerevisae que recibieron probibticos

adicionados con enzimas.
L. casei DSPV 318T  3x10 ufc/kg/pv  Estimularon el consumo Frizzo et al., 2010
L. salivarius DSPV temprano de concentrado y

Pediococus acidilacti el desarrollo del rumen.

Adaptado de Seo et al. 2010
Gliconutrientes

Las células normales cumplen distintas funciones para mantener su
salud. Deben poder aceptar su nutricibn y eliminar residuos o toxinas,
defenderse de intrusos como bacterias, hongos y virus ademas de reparar el
dafio que les causen; comunicarse entre si y actuar en equipo para el
funcionamiento 6ptimo de su sistema inmunitario. Los procesos celulares
necesitan de vitaminas, minerales, acidos grasos, aminoacidos y energia los
cuales deben ser obtenidos de la dieta (Mathews et al., 2003). Anteriormente se
creia que los sacaridos y/o azucares solo servian como aporte de energia, sin
embargo, recientemente se ha relacionado la contribucion de 8 sacaridos
especificos o0 esenciales con propiedades nutraceuticas que forman complejos
con distintas clases de lipidos y proteinas formando glicoproteinas o glicolpidos
(Sierpina y Murray, 2006) a las cuales se les atribuye mejoran funciones vitales
tales como la comunicacion celular, estos sacaridos se les conoce como
gliconutrientes (Espinoza, 2004). Aun que el reciente descubrimiento de sus
funciones asi como la poca informacién existente y el nulo nimero de
experimentos realizados que detalle y compruebe estadisticamente su eficacia,
ha hecho de manifiesto que en algunas publicaciones se niegue su
funcionamiento, tal como lo expresa Schnaar y Freeze (2008) donde afirman

qgue no hay estudios donde justifiquen su eficacia ademas de que estos
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sacaridos estan siempre presentes en el organismo por lo tanto no es necesario

suplementarlos

Cuadro 6. Los 8 sacaridos esenciales.

Azucar Tipo Abreviatura
Galactosa Hexosa Gal
Glucosa Hexosa Glc
Manosa Hexosa Man
Acido N- acetili - Acido sidlico NeuAc
neuraminico
Fucosa Desoxihexosa Fuc
N- Animohexosa GalNac

Acetilgalactosamina
N-Acetilglucosamina Aminohexosa GlcNac

Xilosa Pentosa Xil

Mathews et al., 2003.

Anteriormente estos sacaridos esenciales se daba por hecho que al
proveer una alimentacion balanceada se aseguraba el suficiente aporte de
ellos al organismo, sin embargo la evolucién en el procesamiento de los
alimentos asi como la deterioracion de los suelos ha disminuido la calidad y
cantidad de algunos de ellos en los alimentos. Ademas hasta hace algunos
afios se creia que siete de los ocho azucares esenciales podian derivarse de
varias reacciones enzimaticas de la glucosa, mas, recientemente han obtenido
pruebas donde la glucosa no es suficiente para generar dichos azlcares.
Debido a lo anterior el suplementarlos de manera directa en la dieta es una
practica que ha ganado popularidad en los humanos y algunas especies de no
rumiantes buscando promover un estado de salud favorable y manejar o

controlar ciertos padecimientos (Sierpina y Murray, 2006). Los gliconutrientes
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tienen un rol importante previniendo algunas enfermedades e induciendo a
recuperarse de algunas otras tales como: cancer, desdrdenes neurolégicos y
distintos padecimientos crénicos, asi mismo se cree ayudan la comunicacion de
la informacién contenida dentro del ADN durante el proceso de la division
celular (Espinoza, 2004). En algunos casos los gliconutrientes estimulan la
respuesta inmunolégica activando los mecanismos de defensa contra distintos
patdgenos. Estos sacaridos actuan formando bloques en combinacion proteinas

o lipidos formando glicoformas (Sierpina y Murray, 2006).

Mondoa y Kitei (2001) en su libro describen a grandes rasgos las

principales funciones y beneficios de cada uno de estos sacéridos:

Xilosa: antifungico y antibacterial, ayuda en la comunicacion celular,
prevencion de cancer en el tracto digestivo, favorece la no formacion de caries,

es tolerable para los diabéticos y disminuye la colitis.

Fucosa: mejora la memoria a largo plazo, modulador de la inmunidad,
protege contra enfermedades respiratorias y reacciones alérgicas; su
metabolismo es anormal en la enfermedad de fibrosis quistica, cancer, diabetes
mellitus, y herpes. Su contenido es abundante en la leche materna y ciertos

tipos de hongos.

Galactosa: inhibe el crecimiento de tumores, principalmente en el
higado, mejora la cicatrizacion, es antiinflamatorio, mejora la comunicacion
celular, protege contra la radiaciébn, mejora la memoria a largo plazo. Sus
niveles son bajos en enfermedades como artritis reumatoide, artritis reumatoide

juvenil y lupus, su contenido es abundante en productos lacteos.

Glucosa: sacarido ubicuo, es la principal fuente de energia en el
organismo, eleva los niveles de insulina y esta ligada a la obesidad y diabetes,
se han encontrado niveles bajos en pacientes diagnosticados con Alzheimer,
alteraciones relacionadas con el metabolismo de la glucosa se han asociado

con problemas de depresion, anorexia y bulimia.
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Manosa: favorece la remodelacion de tejidos y la comunicacién celular,
inhibe el crecimiento tumoral, posee propiedades antibidticas vy
antiinflamatorias, reduce los niveles de azucar en sangre y triglicéridos en los

pacientes diabéticos.

N-acetilgalactosamina: inhibe la propagaciéon de tumores, mejora la
comunicacion celular, los pacientes con enfermedades del corazon presentan

bajos niveles de dicho sacarido.

N-acetilglucosamina: modulador de inmunidad, posee propiedades
antitumorales, esté intimamente ligada a la osteoartritis y es util para reducir el
dolor y la inflamacién, es vital para el aprendizaje, escencial para la barrera de
defensa de las mucosas, importante para la enfermedad inflamatoria intestinal y

la cistitis intersticial.

Acido N-acetilneuraminico: ayuda al desarrollo del cerebro y al
aprendizaje, regulador de la inmunidad afectando la viscosidad de las mucosas,
antiviral, afecta la coagulacion de la sangre y los niveles de lipidos, su
metabolismo se ve afectado en la enfermedad de Sjogren y en personas
alcoholicas, sus niveles disminuyen con el aumento de la edad, es abundante

en la leche materna.
Glicoformas

Este grupo de sacéaridos se combinan con cadenas de proteinas y lipidos
formando estructuras complejas Illamadas glicoproteinas, glicolipidos o
proteoglicanos denominando este grupo como glicoformas. El exterior de la
célula se cubre con una capa de estas glicoformas, las cuales evitan que
distintos agentes patdgenos invadan la célula sana, sujetan dicho agente hostil
hasta que una célula del sistema inmunitario la destruya. Las glicoformas
ayudan a los procesos corporales, tales como: respuesta inmunitaria,
regeneracion de tejidos, crecimiento y estabilidad celular, etc. Una clase
importante de moléculas incluidas en el glucoma son las glicoformas, complejos

celulares que contienen cadenas de oligosacaridos (glucanos) unidos de modo
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covalente esqueletos polipeptidicos. Se ha estimado que alrededor de 50% de
las proteinas eucariticas tiene azucares fijos (Murray et al., 2006).

Glycozyme

Es una fuente estandarizada de probidticos (Lactobacillus Plantarum,
Bacillus subtilis y Saccharomyces Cerevisiae) adicionada con gliconutrientes
(los 8 sacaridos escenciales) y B-glucanos, cuya accion en sinergia puede
ayudar al organismo a mejorar ciertos aspectos de su funcionamiento tales
como comunicacion y replicacion celular, modulaciéon de la inmunidad,
regulacién de la microbiota intestinal entre otros (Maxcell Global Co. LTD,
2015).

Cuadro 7. Composicion de Glycozyme

Contenido Cantidad
Gliconutrientes (sacaridos) 15%
Lactobacillus plantarum Min. 1 x 10 *°
Bacillus subtilis Min. 1 x 10 *°
Saccharomyces cerevisae Min. 1 x 10 *°
B-glucanos <5%

Maxcell Global Co. LTD, 2015
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CONCLUSIONES

Dadas las condiciones en que se realizd el experimento, la inclusion de
una fuente estandarizada de probidticos adicionada con gliconutrientes y [3-
glucanos como coadyuvante en la terapia antibidtica de terneros Holstein que
presentaron cuadros agudos de diarrea ayudd a disminuir la mortalidad e
incrementar el peso vivo de los terneros lo cual puede estar asociado a que
también incremento el consumo de materia seca. Ademas modificd los niveles
de glucosa, urea en sangre, acidos grasos no esterificados y cortisol
positivamente en los terneros. Finalmente podemos concluir que el adicionar
Glycozyme como coadyuvante de la terapia antibidtica en terneros promueve la
salud y mejora el crecimiento temprano de animales diagnosticados con diarrea

infecciosa.
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Abstract: Thirty Holstein calves presenting infectious diarrhea during the second week
following birth were utilized to evaluate the effects of a standardized product containing
a combination of probiotics, B-glucans and glyconutrients (GLY) in support of antibiotic
therapy during the early rearing phase (d 7 to d 45 following birth). Treatments were 1)
antibiotic therapy (trimethoprim and sulfas; ANTIB), and 2) ANTIB plus 5 g/calf/d
GLY. Treatments did not affect diarrhea duration, averaging 16.7 days. However, GLY
support decreased (P < 0.05) mortality rate, and increased (P < 0.05) live weight gain.
Increased weight gain was attributable to enhanced (P < 0.05) consumption of calf
starter. Supplemental GLY increased (P < 0.05) serum glucose and lowered (P < 0.05)
serum urea nitrogen, non-esterified fatty acids, and cortisol concentration. We conclude
that daily provision of 5 g of a standardized product containing probiotics, R-glucans and
glyconutrients to diarrheic calves under antibiotic therapy will promote health and

enhance early growth-performance.

Key words: feed additives, diarrhea, dairy calves, glyconutrients, probiotics

High mortality rate of Holstein calves during the rearing period is a major
concern. Infectious diarrhea accounts for 70% of this mortality (1). Successful antibiotic
interventions for calves with infectious diarrhea is strongly associated with the
physiological and immunological capacity of the affected calf (2). Recently, probiotics
are being used as a prophylactic management in rearing calves with positive results on
growth and health status (3). Beneficial effects are attributed to facilitated maintenance
of intestinal epithelial integrity (4). The use of glyconutrients in combination with B-
glucans and probiotics (GLY) are popularized in dietary supplements for humans and for

some non-ruminant species (5). Although not without controversy (6), the increased in
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use of these substances is attributed enhanced cell signaling, promoting general immune
responses, mediating inflammatory responses, and generalized reduction in cellular
stress (5). To our knowledge, no information is currently available regarding effects of
combining GLY with conventional antibiotic therapy protocols as a supportive treatment
for young calves diagnosed with infectious diarrhea. Therefore, an experiment was
performed to evaluate the effects (mortality, days on diarrhea, change in body weight
and hematological profiles) of a standardized product containing probiotics, R-glucans
and glyconutrients in support of antibiotic therapy for calves diagnosed with infectious

diarrhea in a commercial setting.

The experiment was conducted at a commercial dairy located in the Mexicali
valley, Baja California, 34 km south of the city of Mexicali in northwestern Mexico
(32°40°7” N; 115°28°6” W, about 10 m above sea level, and under Sonoran desert
conditions (BWh classification according to Koppen). All animal management
procedures were conducted within the guidelines of locally approved techniques for
animal use and care. The inclusion criteria for the calves used in the experiment were 1)
total serum protein 72 h following birth was adequate (> 5.5 g /dL), and 2) calves
presented symptoms of infectious diarrhea during the second week following birth. Of
these, 30 Holstein calves were randomly assigned to two treatment groups (15
calves/treatment) consisting of either a conventional antibiotic therapy protocol
(ANTIB) or ANTIB plus 5 grams/d of Glycozyme (Maxcell Global Co. LTD, Seoul,
South Korea), consisting of a standardized mixture of glyconutrients, R-glucan,
probiotics and enzymes (ANTIB + GLY). The daily dose of Glycozyme was weighed

using a precision scale (Ohaus, AS612 mod, Pine Brook, NJ) and administered in
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combined with milk replacer at the morning feeding. Following detection of diarrhea,
ANTIB protocol consisted of 3 daily intramuscular applications of sulfa- trimethoprim
(10 mg sulfas/kg + 2 mg trimethoprim/kg live weight; Sulfa-Jet, Laboratories Norvet,
Torredn, México). If diarrhea did not subside within 72 hours of therapy, calves were
administered enrofloxacine intramuscularly (2.5 mg / kg body weight/d; Floxi-Jet 5%,
Laboratories Norvet, Torredn, México) until recovery. In addition to antibiotics, all
calves were provided with oral electrolytes (1 L/d; Electrodex®Calves, Pisa
Agropecuaria, México) along with an antispasmodic containing prifinium bromide
(Prifinial, Vetoquinol de Meéxico, Mexico City). In case of death, calves were
necropsied. In the survival calves feed intake and changes in body weight were
registered from birth to day 45 of age. All calves included in the study underwent
routine procedures of newborn calf management, including 4 L colostrum ingestion (2 L
shortly after birth followed by 2 L 6 to 8 h following birth), and 4 L/d transition milk
during the first 7 d. From d 8 through d 45, calves were fed twice daily a commercial
milk replacer (4 L/d; Nodricina-200, Agriband Purina de México, Mexicali, BC), and
allowed ad libitum access to a commercial calf starter (AMPLI-Calf starter 22, Purina
Animal Nutrition, LLC, USA) and fresh water. The calf starter was formulated to meet
or exceed the requirements for calves during the period of the study (7). Calves were
housed in individual pens (100 cm wide, 150 cm long x 50 c¢cm high) in an indoor
facility, with individual waterers and feed bunks. Calves were daily monitored from
0600 to 1400 h. Diarrhea was identified through the quality of feces deposited in the
floor or those attached to the perianal area of the calf. Only cases of diarrhea diagnosed
by a staff veterinarian as infectious (appearance of blood and mucus in watery stool and

rectal temperature over 38.5°C) were included in the study. At birth, all calves were
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individually weighed (electronic scale, Salter Breknell, Fairmont, MIN). Approximately
72 h following birth, blood samples (10 mL) were obtained via the jugular (Venojet,
Terumo Europe, Belgium). Once the clot retraction was present, the samples were
centrifuged (Eppendorf, model 5804 R) for 10 min at 1300 x g at 5 °C. Total protein
concentration was assayed on freshly extracted serum using a refractometer (Mark
Atago, model SPR-N). Remaining serum was stored at —20°C until subsequent
determination of glucose, urea N (BUN), non-esterified fatty acids (NEFA) and cortisol
concentrations. Upon completion of the study (d 45), surviving calves were individually
weighed and blood sampled. Glucose was determined (spectrophotometric method; UV-
2100, Shimadzu, Kyoto, Japan) using a diagnostic kit (Sigma-Aldrich, USA). Serum
insulin (Cisbo Assays, USA) and cortisol (MP-Biomedicals, USA) concentration were
determined via RIA. Readings for the cortisol samples were performed at 450 nm
(MPR4, PerkinElmer Inc., Life Sciences, Germany). Serum non-esterified fatty acids
were determined according to Abeni et al. (8). Individual feed delivery and feed refusals
were measured daily. Dry matter was determined by oven drying [method 930.15 (9)].
The trial was analyzed as a completely randomized design using the MIXED procedure
of SAS software (10). Treatment effects were considered significant when the value of P

< 0.05, and were identified as trends when the value of P> 0.05 and <0.10.

Treatment effects on mortality, and body weight change, and diarrhea duration of
surviving calves are shown in Table 1. There was no treatment effect on duration of
diarrhea in surviving calves, averaging 16.7 days. However, supporting antibiotic
protocol with GLY reduced calf mortality (43%, P < 0.05), and increased (59%, P <

0.05) weight gain of surviving calves. The increased weight gain was associated with
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enhanced starter consumption (44%, P < 0.05). Although health and productivity
advantages have been demonstrated when probiotics are used as a prophylactic measure
in rearing calves (3, 11), there is limited information of probiotics effects on growth
performance and health parameters when calf health is compromised by infectious
diarrhea. The advantages observed here for GLY supported calves may be due a positive

effect GLY on cell stability (5).

Treatment effects on blood metabolites are shown in Table 2. Serum glucose,
urea-N, NEFA, and cortisol concentration were not different among calves a 3 d of age
(prior to presentation of clinical diarrhea). All serum metabolite values recorded at 3 d of
age are within the normal range for healthy calves, as recorded in previous trials (12, 13,
14). Upon completion of the study (45 d of age), surviving calves that received
ANTIB+GLY had serum glucose, urea-N, cortisol and NEFA concentrations within a
normal range recorded for healthy calves 4 to 10 weeks of age (12,13,15). In contrast,
surviving calves that received ANTIB, alone, had lower serum glucose (29%, P < 0.05),
and greater NEFA (44%, P < 0.05) concentrations. Serum urea-N was also greater (29%,
P < 0.05) in calves treated solely with ANTIB, although those values were not outside
the normal range (13). High plasma levels of NEFA accompanied by a lowered glucose
concentration reflect greater mobilization of body lipids mediated by a negative energy
balance and/or sustained stress (16). The comparatively greater levels of urea-N for the
ANTIB treatment could reflect decreased rate of anabolism. Surviving calves that
received ANTIB+GLY also showed decreased (36%, P < 0.05) plasma cortisol
concentration, resulting in concentrations approximating that recorded for unstressed

calves (17). This decrease is consistent with differences in serum glucose and NEFA,
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and growth-performance, reflecting a mediation of generalized stress. It is concluded the

inclusion of GLY along with conventional antibiotic therapy promote health and

enhance early growth-performance of calves diagnosed with infectious diarrhea.
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Table 1. Treatment effects on mortality and 45-d growth-performance and diarrhea

duration of surviving calves.

ANTIB? ANTIB+GLY" SEM Significance

Calves
Initial 15 15
Surviving 8 11
Mortality, % 46.7 26.7 <0.05

Live weight, kg

Initial 38.89 39.28 1.51 NS
Final 42.85 45.58 1.90 NS
Weight gain, kg 3.96 6.30 0.563 <0.05
Calf starter intake (DM), kg 45.34 81.14 10.92 <0.05
Diarrhea duration, d 15.88 17.45 12.65 NS

% The antibiotic therapy protocol consisted of a daily intramuscular application of sulfa-
trimethoprim (10 mg sulfas/kg + 2 mg trimethoprim/kg live weight at the time of
detecting the problem for up to 72 hours. If diarrhea did not subside within 72 hours of
therapy, then continued with intramuscular application of enrofloxacine (2.5 mg / kg
body weight/24 hours until recovery. Oral electrolytes and antispasmodic containing
prifinium bromide were administered in all cases.

® Protocol of antibiotic therapy reinforced with daily intake of 5 grams of a standardized
compound of the combination of yeasts and sugars/calf/day. Oral electrolytes and
antispasmodic containing prifinium bromide were administered in all cases.
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Table 2. Effect of treatments on the profile of some serum parameters related to energy
balance and stress in calves at day 3 of born and at day 45 of experiment?

ANTIB® ANTIB+GLY® SEM Significance

Days on test 45 45
Glucose, mg/dL

Day-3 87.74 92.78 0.38 NS

Day-45 54.30 70.26 0.28 <0.05
Urea nitrogen, mg/dL

Day-3 5.62 6.26 1.16 NS

Day-45 5.78 4.18 0.76 <0.05
Cortisol, pg/dL

Day-3 1.79 2.06 0.25 NS

Day-45 1.48 0.95 0.15 <0.05
NEFA, mmol/L

Day-3 0.534 0.510 0.06 NS

Day-45 0.267 0.149 0.02 <0.05

#Serum profiles reported correspond to calves surviving through day 45.
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® The antibiotic therapy protocol consisted of a daily intramuscular application of sulfa-
trimethoprim (10 mg sulfas/kg + 2 mg trimethoprim/kg live weight at the time of
detecting the problem for up to 72 hours. If diarrhea did not subside within 72 hours of
therapy, then continued with intramuscular application of enrofloxacine (2.5 mg / kg
body weight/24 hours until recovery. Oral electrolytes and antispasmodic containing
prifinium bromide were administered in all cases.

° Protocol of antibiotic therapy reinforced with daily intake of 5 grams of a standardized
compound of the combination of yeasts and sugars/calf/day. Oral electrolytes and
antispasmodic containing prifinium bromide were administered in all cases.



