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RESUMEN. EI objetivo fue determinar la influencia del estrés cal6rico sobre
los efectos adversos postinmunizacion en becerras Holstein-Friesian. Se
inmunizaron 547 becerras en siete establos lecheros en Torreén, Coahuila,
México. Se registr6 el desarrollo de las reacciones adversas y se calculd
el ITH (indice Temperatura Humedad). El 6.4% (n = 35) presentaron
reacciones adversas; de estas, el 25.7% (n = 9) murieron. Destaca que el
mayor nimero de muertes (n = 3) se observé entre los 90 y 120 min, asi
como que uno de los lotes comerciales produjo la mitad de las reacciones.
Se observd que el estrés caldrico influye en el tiempo de aparicién de
las reacciones adversas; un nivel moderado-severo afecta a las becerras
mayores (60 d) con un tiempo de aparicibn mas prolongado (90 min); y un
nivel mas bajo de estrés afecta a las becerras mas jovenes (32 d) con signos
de aparicién mas rapida (32.5 min).

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

ABSTRACT. The objective was to determine the influence of heat stress on
post-immunization adverse effects in Holstein-Friesian calves. 547 calves
were immunized at seven dairy farms in Torreén, Coahuila, Mexico. The
development of adverse reactions was recorded, and the ITH (Temperature
Humidity Index) was calculated. 6.4% (n = 35) calves presented adverse
reactions. Of these, 25.7% (n = 9) died. The highest number of deaths
(n = 3) was observed between 90 and 120 min, as well as that one of
the commercial batches produced half of the reactions. It was observed
that heat stress influences the time of appearance of adverse reactions; a
moderate-severe level affects older calves (60 d) with a longer onset time
(90 min); and a lower level of stress affects younger calves (32 d) with faster
onset signs (32.5 min).

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

El complejo respiratorio bovino es causado por
virus y bacterias (Buczinski y Pardon 2020). En la
unidad de crianza, la forma de prevenir una infeccién
por Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida
e Histophilus somni, es mediante la administracién
de bacterinas. Pero la aplicacién de estas bacteri-
nas genera una alta incidencia de reacciones adver-
sas que varian en intensidad, tiempo de presentacién
y ocasionalmente, producen la muerte de los ani-
males (Ramsay et al. 2005). Estas reacciones son
desencadenadas por componentes bacterianos con-
tenidos en el producto que inducen la liberacion de
grandes cantidades de mediadores vasculares e in-
flamatorios y que provocan vasodilataciéon y choque
(Zachary 2022). Existen reportes de reacciones ad-
versas en vacunas, pero cuando se usan bacterinas
los informes son mayores (Confer y Ayalew 2018).

Por otro lado, una gran parte de los sistemas
de produccion de bovinos de leche, se encuentran en
lugares con climas desérticos, donde es frecuente al-
canzar altos niveles de ITH, que puede generar estrés
calérico en becerras (Ji et al. 2020). Se ha visto que
este estrés, influye sobre la respuesta del sistema in-
mune de las becerras alterando la funcién inmunitaria
mediada por células, por lo que, podria incrementar
el riesgo a desarrollar una reacciéon adversa después
de la bacterinizacion (Wang et al. 2020). El desarrollo
de estas reacciones adversas estd documentado en
la literatura (Zachary 2022); sin embargo, ain no se
demuestra con certeza una relacién entre los efectos
adversos por la bacterinizacion y los factores que la
desencadenan, incluido el estrés calérico. Ademas,
estos eventos en becerras lactantes no han sido bien
documentados (Nakayama 2019). Por lo tanto, es
importante investigar qué factores estan involucrados
en este tipo de reacciones. Esto generard informa-
cién que ayude a realizar un 6ptimo manejo de la
vacunacién en cada unidad de crianza para evitar la
muerte de los animales. Por esta razén, el objetivo
de esta investigacion fue determinar la influencia del
estrés calérico sobre los efectos adversos postinmu-
nizacion en becerras Holstein-Friesian.

MATERIALES Y METODOS

Se calcul6 el tamario de la muestra para pobla-
ciones finitas, tomando en cuenta el nimero total de
bovinos (681 161) en la Comarca Lagunera (SIAP
2021) con un margen de error del 5% y un nivel
de confianza del 95%, lo que indicé un tamafo de
muestra de 384 individuos. Pero se incluyeron 547
becerras sanas que fueron inmunizadas por veteri-
narios capacitados de abril a junio de 2021.

Manejo de los animales

Las becerras sanas (n = 547) se encontra-
ban divididas en siete establos lecheros (n = 78.14
4+ 67.38 DE becerras) distribuidos en un radio de
nueve kilometros en Torre6n, Coahuila, México. El
punto medio del area de estudio se encuentra a
una altitud de 1 123 msnm; latitud: 25.519722°
y longitud: -103.431111°% se pueden alcanzar
temperaturas maximas de 45 °C y minimas de 0 °C,
con temperatura y precipitacion media anual de 21.5
°C y 227 mm, respectivamente (CONAGUA 2022).
La edad media de las becerras fue de 47.45 + 15.75
(DE) dias. Dado que las instalaciones tienen influen-
cia en el desarrollo del estrés por calor, las becerras
se alojaron en jaulas individuales (2 m? y 1.6 m altura)
provistas con sombra (1 m?) hasta el destete después
del dia 60, separadas de las vacas en produccién en
cada establo. Las becerras se les proporcioné 4 L de
calostro al nacimiento; y se alimentaron con leche (6
L) distribuidas en dos tomas: a las 08:00 y 16:00 h.
Ademas, se les ofrecié alimento sélido balanceado
peletizado 1.5 Kg dia~!; 21.5% PC, 10% fibra, 2%
grasa, 14% cenizas, 40.5% ELN y agua ad libitum;
el alimento sélido aumentaba conforme crecian los
animales.

Inmunizacion

El procedimiento se realiz6 por las mafanas
entre las 07:00 y 08:00 h antes de la alimentacion.
De acuerdo a las instrucciones del fabricante, se
administraron 5 mL de la bacterina con una jeringa
multidosis de 50 mL (AIIerx®) por via subcutanea
en la regién lateral del cuello. Para evitar la influen-
cia del manejo de la bacterina sobre las reacciones
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adversas, en este trabajo se aplicaron buenas prac-
ticas al manipular el producto. El calendario de bac-
terinizacion fue similar en cada unidad de crianza;
antes del destete, se inmunizaban dos veces con la
misma bacterina: la primera dosis, se aplicaba a la
edad de 35 a 50 dias y la segunda, de 55 a 75 dias,
lo cual dependia de la programacién de cada granja.
La bacterina utilizada contenia cultivos completos de
M. haemolytica serotipos A1, A2 y sus toxoides, P
multocida serotipo A1, H. somni 'y Salmonella dublin,
quimicamente inactivados y diluidos en hidréxido de
aluminio. El total de las dosis utilizadas se distribuy6
en siete lotes distintos asignados por el fabricante.
Para este trabajo, los lotes se identificaron con las
letras A,B,C,D, E, FyG.

Criterios para la identificacion de reacciones ad-
versas y tratamientos

Al momento de la bacterinizacion, se registrd
la hora de la administracién del producto y las be-
cerras se vigilaron constantemente. La vigilancia
consistio en recorrer todas las jaulas haciendo ob-
servacioén visual. El recorrido de las becerras en
cada unidad de crianza, se realizé por los mis-
mos cuatro médicos capacitados y no se tardaba
mas de siete minutos en completarse. Segun el
fabricante, respecto a los efectos adversos del pro-
ducto menciona que cualquier bioldgico puede causar
reacciones anafilacticas. En tal caso recomienda
el uso de Sulfato de Atropina seguida de terapia
de soporte apropiada. Las becerras sospechosas
de reaccion adversa fueron los que presentaron al-
guno de los siguientes signos: disnea, hiperpnea,
tos, incoordinacion, postracion, diaforesis, secrecién
espumosa de la boca, fosas nasales o secrecién
anal (Adams 2022). Una vez que se identificaba
una becerra positiva, se administraba el siguiente
tratamiento en el menor tiempo posible: epinefrina
(15 ug kg~! 1V), difenhidramina (0.7 mg kg~! 1V),
sulfato de atropina (0.2 mg kg~! 1V), flumetasona
(0.1 mg kg~—! IM) y cafeina (5 mg kg~! IV) (Ring et al.
2014, Fernandez et al. 2020).

Calculo del ITH
Dadas las caracteristicas geograficas vy

ambientales del area de estudio, todos los animales
compartian un ITH similar, calculado con la férmula
descrita por Mader et al. (2006); con base en lo an-
terior, cada hora del dia se colectaron datos de tem-
peratura y humedad relativa. Durante el periodo de
estudio, se recopilaron los datos de estas variables
en decenas de dias (Tabla 1). Esta informacion cli-
matolégica se obtuvo del observatorio meteorolédgico
de Torredn, Coahuila, México (CONAGUA 2021).

Tabla 1. Promedio de temperatura, humedad relativa e ITH en decenas
de dias durante los meses de abril a junio de 2021.

Mes Decena Temperatura (°C) Humedad (%) ITH

_ 1 35.0 58.3 86.5
g 2 36.0 54.4 86.9

3 38.4 545 90.1
° 1 38.0 56.8 90.2
§ 2 38.7 54.1 90.6

3 375 57.3 89.6
o 1 39.0 58.8 92.1
S 2 335 60.9 84.8
- 3 37.1 65 90.8
Promedio total 37 57.8 89.1

ITH = indice Temperatura Humedad; se calculé con la formula de Mader
et al. (2006).

Anadlisis estadistico

Se utiliz6 un disefio completamente al azar,
las medias de los tratamientos sobre el nimero de
muertes y para el efecto del lote sobre las reacciones
se analizaron mediante Chi cuadrada. También, se
realiz6 una regresion lineal simple entre el tiempo
transcurrido y el nimero de muertes. Por ultimo, se
llevd a cabo una prueba de Kruskal-Wallis y Conover
para determinar el efecto del estrés calérico sobre
el tiempo y la edad. Los datos se analizaron con el
paquete estadistico SPSS ver. 25.0 y el software es-
tadistico MedCalc Statistical Software, considerando
una significancia de p < 0.05

RESULTADOS Y DISCUSION

La distribuciéon de las reacciones adversas y
la muerte de las becerras a lo largo del tiempo se
muestra en la Figura 1. De las 547 becerras inmu-
nizadas, el 6.4% (n = 35) presentaron reacciones
adversas, y de estas, el 25.7% (n = 9) murieron.
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Figura 1. NUmero de becerras con reaccién adversa a través del tiempo. Se pre-
senta la linea de tendencia de la correlacion entre el tiempo y la frecuencia de las

muertes (R = 0.75).

Los efectos adversos en bovinos y otras especies
asociados con la vacunacién han sido reportados
desde el comienzo del desarrollo de las vacunas,
pero los porcentajes de este trabajo son elevados en
comparacion con otros estudios (Ramsay et al. 2005,
Nakayama 2019). Estas reacciones adversas, es-
tan relacionadas con la respuesta inadecuada del sis-
tema inmunolégico inmaduro de la becerra (Carroll et
al. 2009, Gelsinger y Heinrichs 2017) y a un sindrome
de respuesta inflamatoria sistémica que conlleva a un
choque endotoxico. Dicho argumento se sustenta en
tres razones: primero, por los signos clinicos y la al-
teracion de sistemas como el respiratorio, cardiovas-
cular, gastrointestinal y tegumentario, derivados de
la exposicién a endotoxinas bacterianas que provoca
la liberacién de sustancias vasoactivas (histamina,
cininas y leucotrienos) (Zachary 2022); segundo, por
el breve tiempo en que se manifestaron los signos
clinicos, caracteristico de este tipo de reaccion; y ter-
cero, la mayoria de las becerras (71.5%) que presen-
taron una reaccion adversa fue en la primera exposi-
cion al antigeno y no en la segunda, como sucede en
el choque anafilactico (Alfalasi et al. 2022). Las endo-
toxinas involucradas como el acido lipoteicoico, pep-
tidoglicanos, lipoproteinas y lipopolisacaridos (LPS)

(Carroll et al. 2009, Zachary 2022) son componentes
de la pared celular externa de las bacterias y se
liberan cuando ésta muere o se lisa; generalmente,
son de moderada toxicidad, pero los bovinos son par-
ticularmente sensibles a éstas llegando a producir un
choque endotoéxico (Ellis y Yong 1997).

Las reacciones adversas de las 35 becerras se
distribuyeron durante 150 min, donde 17 (48.5%) de
ellas ocurrieron entre los 60 y 90 min y tres de las
nueve muertes ocurrieron entre los 90 y 120 min. Se
observo una correlacion entre el aumento del nimero
de muertes y el tiempo transcurrido (r = 0.75, p =
0.09). La aparicion de estos eventos después de
una hora, pueden estar relacionados con las concen-
traciones de TNF-a, IL1B, cortisol y otras citocinas
que, después de 60 min, alcanzan sus concentra-
ciones maximas en presencia de LPS (Carroll et al.
2009, Kvidera et al. 2017) produciendo los signos del
choque. Otro factor que puede influir en la aparicién
de estas reacciones es el nivel del ITH. De acuerdo
a los datos climatolégicos, el dia anterior a la apli-
cacion de la bacterina, todas las unidades de crianza
alcanzaron un ITH alto (> 81). El dia de la inmu-
nizacion, aunque ésta se realizé antes de las 08:00
h, el 85.7% de las becerras presenté algun grado de
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estrés por calor (ITH > 69). La edad de las becerras
qgue presentaron reaccion adversa fue diferente de
acuerdo al nivel del ITH (p = 0.05). Segun la clasi-
ficacion de Collier et al. (2012), las becerras bajo es-
trés moderado-severo eran mayores (60 dias) que las
sujetas a un estrés leve-moderado (40 dias) y umbral
(32 dias) lo que indica que fueron becerras jévenes
(Figura 2). Asimismo, el tiempo transcurrido hasta la
presentacion de la reaccién varié segun el grado de
estrés (p = 0.01) donde el estrés calérico moderado-
severo, afectd a las becerras mayores con un tiempo
de aparicién del choque mas prolongado (90 min),
mientras mas se tarde en aparecer los signos, parece
incrementarse el riesgo de muerte; y, un nivel de es-
trés mas bajo, afecto a las becerras mas jovenes con
signos de aparicion mas rapida: medio-moderado
(73.5 min) y umbral (32.5 min) (Figura 3). Esto podria
estar directamente relacionado con la maduracién del
sistema inmunolégico. Dado que, al nacer, muchos
de los componentes, como mediadores quimicos de
la inflamacién o la microbiota, no son funcionales y
alcanzan la madurez seis meses después (Gomez et
al. 2019). Por consiguiente, es probable que las be-
cerras mas jovenes sean mas susceptibles debido a
su sistema inmunolégico inmaduro; a que la zona de
confort es mas estrecha; y porque el estrés calérico
influye negativamente en la capacidad de respuesta
del sistema inmunitario de los rumiantes (Bakony y
Jurkovich 2020). En el sistema inmune, es estrés
por calor altera la activacién del FNT-a y de cito-
quinas pro inflamatorias, ademds, aumenta poten-
cialmente el nivel de endotoxinas, que puede llevar
a efectos no deseados en bacterinas que contienen
células enteras como en este estudio (Bagath et al.
2019). Es necesaria la vigilancia permanente de
los animales inmunizados durante los primeros 150
min y cualquier sospecha de reaccion adversa debe
tratarse inmediatamente.

Asimismo, la exposicién prolongada a un es-
trés calérico alto (ITH > 81), como ocurrié el dia
anterior, pudo haber influido en la ocurrencia de
la reaccién adversa, debido a que un estrés alto
desencadena la expresion de genes de la respuesta
inmune; de las vias de sefializacion como el recep-

tor tipo Toll; y de receptores de las células T y B
(Dahl et al. 2020). Por lo que, las vias de pre-
sentacién y procesamiento de antigenos pueden es-
tar sobre regulados; exacerbando el efecto negativo
de las endotoxinas y alterando la respuesta a la bac-
terinizacion (Zhang et al. 2014, Bagath ef al. 2019,
Dahl et al. 2020).

Se determind el efecto del lote del producto so-
bre la frecuencia de las reacciones: el lote A (51.7%),
B (13.8%) y C (13.8%) produjeron el mayor nimero
de reacciones (X*> = 124.84, GL = 6, p = 0.0001) a
diferencia del resto (D 6.9%, E 6.9%, F 3.4% y G
3.4%). En las nueve becerras que murieron, no es-
tuvo involucrado un lote en particular. La frecuencia
de reacciones por parte de los lotes A, B y C, podria
relacionarse con una mala manipulacién del producto
durante su fabricacion, almacenamiento o transporte.
De acuerdo con Richeson et al. (2019) este mal
manejo puede alterar la seguridad del lote. La ex-
posicion del producto a altas o bajas temperaturas, la
agitacién excesiva o la exposicién a la luz ultravioleta,
pueden romper las células bacterianas y liberar en-
dotoxinas; aumentando la probabilidad de efectos ad-
versos (Confer y Ayalew 2018, Richeson et al. 2019).
Por otro lado, el hidréxido de aluminio como adyu-
vante también puede desencadenar alguna reaccién
adversa, sin embargo, la respuesta que produce es
de hipersensibilidad tipo IV, es decir, una reaccion re-
tardada mediada por células Th1 que se manifiesta
como nddulos subcutaneos pruriginosos persistentes
en el lugar de la inyeccién (Nilsson et al. 2017, Cam-
pra et al. 2020).

En conclusion, el estrés calérico influyd en la
aparicion de las reacciones adversas por bacteri-
nas. En becerras jovenes, los signos de choque
aparecieron mas rapido con un estrés calérico bajo;
a diferencia de las de mas edad, donde los signos tar-
daron mas en ocurrir bajo estrés cal6érico moderado.
Sin embargo, en estas Ultimas, mientras mas se tarde
en aparecer los signos adversos, parece incremen-
tarse el riesgo de muerte. Futuros estudios deberian
encaminarse a buscar un efecto genético a estas
reacciones en la raza Holstein-Friesian.
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Figura 2. Edad de las becerras que presentaron reacciéon adversa bajo condi-
ciones de estrés calérico. Estrés umbral (ITH 68-71.9) estrés leve-moderado
(ITH 72-79) y estrés moderado-severo (ITH 80-89). Diferentes literales signifi-
can diferencia significativa (p = 0.05).
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Figura 3. Tiempo transcurrido hasta que ocurrié una reacciéon adversa en
becerras expuestas a diferente ITH. Estrés umbral (ITH 68-71.9) estrés leve-
moderado (ITH 72-79) y estrés moderado-severo (ITH 80-89). Diferentes
literales significan diferencia significativa (p = 0.01).
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