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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar aspectos clinicos y epidemioldgicos,
asi como la posible asociacion con la muerte, del sindrome de diarrea neonatal (SDN)
bovino, y determinar la frecuencia relativa de infeccion por Cryptosporidium spp. y E.
coli F5+ en terneros con y sin diarrea neonatal de tambos comerciales de Uruguay. Se
revisaron clinicamente y se colectaron muestras de suero sanguineo y materia fecal de
556 terneros con (n: 271) y sin (n: 285) diarrea, de hasta un mes de vida, provenientes
de 30 establecimientos lecheros de 7 departamentos. Se realizd un cuestionario a los
productores o personal de los tambos, sobre datos generales y de manejo para detectar
posibles factores de riesgo y/o proteccidn. Las muestras de materia fecal se analizaron
mediante un ELISA de captura comercial para deteccion de Cryptosporidium spp. y
E. coli F5+. En 97 animales <8 dias de vida, se estimo la concentracidn de proteinas
séricas totales mediante refractometria. Cryptosporidium spp. fue detectado en 100%
de los establecimientos (30/30), mientras que E. coli F5+ en 16.7% (5/30).
Cryptosporidium spp. se asocio a la presentacion de cuadros diarreicos [odds ratio
(OR) 6, intervalo de confianza (IC) 95% 4.16-8.67, P <0.01] en la 2° semana de vida
(OR 9.09, IC 95% 5.70-14.50, P <0.001). No se observaron asociaciones entre diarrea
y muerte e infeccion por E. coli F5+. La diarrea se asocié positivamente con
parametros clinicos generales al momento del examen (actitud anormal, dificultad en
la incorporacion, reflejo de succion débil, onfalitis, elevada temperatura rectal), con
variables predictoras del grado de deshidratacion corporal (duracion del pliegue
cutaneo y tiempo de llenado capilar) y a la edad (2° semana de vida) de los terneros
(OR 3.66, IC 95% 2.39-5.62, P <0.001). Los terneros diarreicos tuvieron mas chances
de morir que los no diarreicos (OR 1.71, IC 95% 0.89-3.31, P 0.10). Factores de
manejo asociados con Cryptosporidium spp. fueron la rotacion de la guachera (OR
1.42, 1C 95% 0.93-2.16, P 0.098) y el suministro de leche de descarte (OR 1.33, IC
95% 0.94-1.87, P 0.10). Con respecto a la muerte de los animales, esta se asocio con
varios de los factores de manejo, tales como la no exclusividad en las actividades
laborales del operario de la crianza (OR 3.87, IC 95% 1.80-8.34, P 0.001), los sistemas
de crianza colectivos (OR 4.60, IC 95% 0.47-5.02, P 0.006) y los establecimientos con
mayor numero de vacas (OR 27.1, IC 95% 6.42-114.70, P <0.001), entre otros. Los
animales con una transferencia exitosa de la inmunidad pasiva tuvieron menos chances

de sufrir diarrea (OR 0.38, IC 95% 0.16-0.91, P 0.03). Los resultados de este estudio
1\



permiten concluir que Cryptosporidium spp. estd ampliamente distribuido en los
establecimientos lecheros, que se asocia a SDN, y que ésta se asocia a Su vez con
muerte de terneros. El veterinario se puede valer del examen clinico para identificar y
tratar precozmente a animales con diarrea en riesgo de morir. La prevencion, con

énfasis en el manejo, es fundamental para el control del SDN.

Palabras claves: Crianza — Examen clinico — Signos clinicos — Factores de riesgo —

Produccién lechera.



SUMMARY

The objective of the present study was to characterize clinical and epidemiological
aspects, as well as the possible association with death, of bovine neonatal diarrhea
syndrome (NDS), and to determine the relative frequency of infection with
Cryptosporidium spp. and E. coli F5+ in calves with and without NDS from
commercial dairy farms in Uruguay. Clinical examination was performed and blood
serum and fecal samples were collected from 556, 1- to 30-day-old calves with (n:
271) and without (n: 285) diarrhea, from 30 dairy farms in 7 Uruguayan departments.
A questionnaire was distributed among the 30 farmers and/or farm staff to gather
information on general farm data and management practices, to assess possible
risk/protection factors. Fecal samples were analyzed by a commercial capture ELISA
for the detection of Cryptosporidium spp. and E. coli F5+. In 97 calves <8 days of life,
total serum proteins were estimated by refractometry. Cryptosporidium spp. was
detected in 100% of the farms (30/30), while E. coli F5+ was detected in 16.7% (5/30).
Cryptosporidium spp. was associated with diarrhea [odds ratio (OR) 6, 95%
confidence interval (Cl) 4.16-8.67, P <0.01] in the 2" week of life (OR 9.09, 95%ClI
5.70-14.50, P <0.001). No associations were observed between diarrhea, death and E.
coli F5+ infection. Diarrhea was positively associated with clinical parameters at the
time of examination (abnormal attitude, difficulty standing up, weak suction reflex,
omphalitis, elevated rectal temperature), and with variables predictive of the degree of
body dehydration (skin pinch test, capillary refill time) and the age of the calves (2"
week of life: OR 3.66, 95% CI1 2.39-5.62, P <0.001). Diarrheic calves were more likely
to die than non-diarrheic calves (OR 1.71, 95% CI 0.89-3.31, P 0.10). Management
factors associated with Cryptosporidium spp. were: rotation of the areas where the
calves were housed (OR 1.42, 95% C1 0.93-2.16, P 0.098), and feeding the calves with
waste milk (OR 1.33, 95% CI 0.94-1.87, P 0.10). Calf mortality was associated with
several management factors, such as non-exclusivity in the work activities of the calf
caregiver (OR 3.87, 95% CI 1.80-8.34, P 0.001), and larger size of milking cow herd
in the farms (OR 27.1, 95% CI 6.42-114.70, P <0.001), among other factors. Animals
with a successful transfer of passive immunity were less likely to suffer from diarrhea
(OR 0.38, 95% CI 0.16-0.91, P 0.03). We conclude that Cryptosporidium spp. is
widely distributed in dairy farms in Uruguay, the agent is associated with NDS, and

this syndrome is in turn associated with calf mortality. Clinical examination performed
Vi



by veterinarians allows for early identification and treatment of calves with NDS,
which are crucial to reduce the risk for mortality. Prevention and management

practices are key factors to control NDS.

Key words: Raising dairy calves — Clinical examination — Clinical signs — Risk factors

— Dairy production.
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INTRODUCCION

En la década 2006-2015 la lecheria uruguaya experimenté un proceso de
intensificacion productiva. Segun datos del Area de Estadisticas Agropecuarias (DIEA
2016) del Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca (MGAP), la superficie
destinada a la produccion lechera y la cantidad de establecimientos lecheros
disminuyeron 13 y 18%, respectivamente, pero la produccion total de leche y la
cantidad de bovinos lecheros aument6 (Grafico 1), una tendencia similar a la registrada
a nivel mundial (Barkema et al. 2015). Como es de esperar, la concentracion de una
mayor cantidad de animales en una menor superficie de tierra, trae aparejada un
aumento en la tasa de contacto entre ellos y, por lo tanto, un incremento en el riesgo
de ocurrencia de algunas enfermedades, que son menos frecuentes en sistemas

extensivos (von Keyserlingk et al. 2009).

Evolucion de existencias de ganadero lechero y superficie
destinada a la lecheria
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Gréfico 1. Evolucion del total de bovinos lecheros y la superficie destinada a la
lecheria en el periodo 2006-2007 a 2014-2015. Datos obtenidos del anuario estadistico
agropecuario 2016 (DIEA).

Uno de los sindromes clinicos frecuentemente asociado a la intensificacion de los
sistemas productivos lecheros, es el sindrome de diarrea neonatal (SDN), que puede

llegar a representar méas del 50% de las causas de muerte en los primeros 30 dias de
1



vida de los terneros (USDA Dairy 2007). EI SDN es complejo y multifactorial, y puede
ser causado por varios agentes infecciosos y parasitarios incluyendo virus (rotavirus,
coronavirus, torovirus bovino), bacterias (Escherichia coli, Salmonella spp.,
Clostridium perfringens tipo C) y protozoos (Cryptosporidium spp., Eimeria spp.),
entre otros (de la Fuente et al. 1998, Uzal et al. 2015). Los terneros afectados pueden
sufrir deshidratacion y acidosis metabdlica, que pueden culminar en la muerte (Foster
& Smith 2009), lo cual ocasiona grandes pérdidas econdmicas en la produccién

pecuaria (Donovan et al. 1998).

El SDN esté frecuentemente asociado a problemas nutricionales y/o inmunolégicos,
tales como fallas en la transferencia pasiva de la inmunidad, y a factores
medioambientales y de manejo que favorecen la transmision de los agentes
contagiosos, determinando que, en algunas situaciones, el sindrome se manifieste en
forma de brote (lzzo et al. 2011) con alta morbimortalidad. Las causas
infecciosas/parasitarias mas comunes del SDN en terneros menores de 30 dias suelen
ser rotavirus y Cryptosporidium spp. (Naciri et al. 1999; Izzo et al. 2011), y en
animales menores de una semana de vida, ademas, Escherichia coli F5+ (Runnels et
al. 1986; Blanchard 2012), aunque suele haber variaciones segun las regiones
geogréficas, sistemas de produccion, y épocas del afio, entre otros factores.

El SDN ha sido asociado con menores ganancias de peso (Windeyer et al. 2014), e
influye negativamente en la performance futura de los animales, por ejemplo, terneras
que padecieron SDN pueden manifestar un incremento de la edad al 1° parto (Waltner-
Toews et al. 1986a). El costo de criar una ternera para que llegue a vaquillona de
reemplazo y pueda ser servida es alto (Tozer & Heinrichs 2001). Datos de la encuesta
lechera de representatividad nacional realizada por el Instituto Nacional de la Leche
(INALE 2014) indican que, en Uruguay, 30-55% de los productores lecheros no cuenta
con suficientes vaquillonas de reemplazo. Esto resalta la importancia y el impacto que
tienen la mortalidad y las enfermedades neonatales, en el corto y mediano plazo, en el
desarrollo productivo de los animales y, por defecto, en el crecimiento de los tambos

y del rodeo lechero nacional.

Para determinar la causa de la diarrea, hacer un correcto tratamiento y establecer
medidas de control y prevencion, es necesario realizar un examen clinico, el cual debe

ser respaldado por pruebas de laboratorio que permitan identificar los agentes
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infecciosos involucrados (Bartels et al. 2010, Uzal et al. 2015). EI examen clinico
deber ser sistematico, e incluir una examinacion visual y fisica, realizada por personal
capacitado para reconocer e interpretar parametros clinicos (Sivula et al. 1996). La
observacioén del animal permite recabar datos referidos a la actitud, la incorporacion,
el estado de la cobertura pilosa, la presencia de dolor, grado de hundimiento del globo
ocular (que permite estimar el grado de deshidratacion), la ubicacion de las orejas, etc.
Una vez finalizado el examen visual, se debe proceder al examen fisico. En el caso
particular de los terneros con diarrea, la estimacion del porcentaje de deshidratacion
mediante el tiempo que tarda el pliegue cutaneo en volver a la normalidad luego de un
pellizco, la intensidad del reflejo de succion, la condicion de las articulaciones y el
ombligo, las frecuencias cardiaca y respiratoria, el tiempo de llenado capilar, y la
temperatura rectal, son algunos de los parametros que permiten evaluar el estado
general del ternero (House et al. 2015). Esto nos permite implementar un prondstico
correcto y un tratamiento precoz, y asi reducir el riesgo de muerte y los costos

terapéuticos.

Uno de los cambios metabolicos mas importantes que ocurren en los animales
diarreicos es la acidosis metabolica, la cual se debe a un aumento de los aniones en la
circulacién sistémica, debido a una pérdida de bicarbonato por las heces, y al aumento
de compuestos derivados del acido lactico. Particularmente el aumento de la forma
dextrdgira del acido lactico (D-lactato), formado por la microbiota intestinal, y del L-
lactato, derivado de la glicélisis anaerébica secundaria a la deshidratacion e
hipoperfusion de los tejidos, es responsable de los signos neurolégicos, tales como
ataxia, somnolencia y coma, asociados a los cuadros diarreicos (Naylor 1987; Naylor
1989; Constable et al. 2001; Lorenz & VVogt 2006). El examen clinico permite estimar
el porcentaje de deshidratacion y asi poder determinar la necesidad de rehidratacion
oral o parenteral (House et al. 2015), lo cual representa un factor clave en la terapia
exitosa del SDN.

Generalmente los brotes de diarrea son ocasionados por mas de un agente etioldgico,
y estos pueden variar en el tiempo dependiendo de multiples factores (Hall et al. 1988,
Blanchard 2012, Uzal et al. 2015). Para lograr éxito en la identificacion causal durante
la investigacion diagnodstica, se deben analizar muestras de multiples animales,

idealmente en estadios iniciales de la enfermedad, y realizar un panel de pruebas
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microbioldgicas para la identificacion de los patdgenos involucrados a nivel de rodeo
(McGuirk 2008, Uzal et al. 2015). Cuando los terneros son expuestos a un escenario
donde se enfrentaran con niveles altos de exposicién a microorganismos patdgenos, es
de esperar que mas del 20% de los animales muestreados estén eliminando alguno de
los enteropatégenos més comunes. Por lo tanto, si, por ejemplo, se muestrean 6
animales y 2 0 mas de ellos son positivos a alguno de los virus patdgenos entéricos o
a C. parvum, o si un ternero es positivo a Salmonella spp., se considera que la
exposicion es anormalmente alta (McGuirk 2008). Una vez identificada la causa de la
diarrea se debe trabajar en la prevencion, ya sea con medidas de manejo y/o aplicacion
de inmundgenos que ayuden a prevenir el SDN (McGuirk 2008).

Realizada esta breve introduccién al SDN se abordardn resumidamente las

caracteristicas generales de los 2 agentes de interés.

Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium es un paréasito protozoario del filum Apicomplexa, zoonético, de
distribucion mundial, transmitido principalmente por via fecal-oral a través de agua y
alimentos, siendo una de las principales causas de diarrea en personas y animales
(Ryan et al. 2014). EIl paréasito se encuentra en el agua, alimentos, suelo y objetos
contaminados con heces. Los individuos infectados pueden eliminar millones de
ooquistes esporulados (formas infectivas), que en el caso de los terneros puede ser de
mas de 10° ooquistes/g de materia fecal (MF) (Fayer et al. 1998). Esta eliminacion
puede durar semanas (Castro-Hermida 2002b), lo que genera una alta contaminacion
del ambiente. Los ooquistes esporulados son muy resistentes en el medioambiente y
tienen extrema resistencia a los desinfectantes comunes, incluyendo la desinfeccion
por cloracion (Carpenter et al. 1999; Shields et al. 2008), lo cual hace extremadamente

€ngorroso su control.

Numerosos brotes de criptosporidiosis humana han ocurrido mundialmente por
consumo de agua de red y alimentos contaminados (CDC 2009; Helmy et al. 2014;
Widerstrom et al. 2014), por exposicion a aguas recreacionales (piscinas, etc), o por
contacto directo con animales infectados (Smith et al. 2004; CDC 2009; Hancock-

Allen etal. 2017). En Uruguay, Cryptosporidium spp. fue identificado por primera vez



como causante de diarrea aguda infantil en 1986 (Zanetta et al. 1987), y luego se estimé
que era responsable del 11% de los casos de diarrea aguda en esta poblacion de riesgo
(Schelotto et al. 1991). Posteriormente, Cryptosporidium spp. fue identificado en 19
de 224 (8.5%) nifios de 1-20 meses de edad con diarrea admitidos en un hospital
pediatrico de Montevideo entre 1990 y 1994 (Torres et al. 2001). La criptosporidiosis
representa entonces una enfermedad de importancia para la salud publica y veterinaria,

que merece ser mejor estudiada en el pais.

Cryptosporidium spp. como agente causal del sindrome de diarrea neonatal en bovinos

Varias especies de Cryptosporidium, incluyendo C. parvum, C. bovis, C. ryanae y C.
andersoni se han reportado en bovinos, aunque C. parvum es el mas relevante
clinicamente (Meireles et al. 2011). En EEUU, C. parvum fue la especie mas
prevalente en terneros de hasta 30 dias de vida, y la Unica especie encontrada en
terneros menores a 3 semanas de vida (Santin et al. 2004). Numerosos trabajos
reportan a Cryptosporidium spp. como uno de los patdgenos mas frecuentemente
detectados en terneros diarreicos, mayormente entre los 3 y 33 dias de edad (Naciri et
al. 1999; Izzo et al. 2011; Blanchard 2012).

Los terneros adquieren la infeccion poco tiempo después del nacimiento, con las
mayores frecuencias reportadas entre las 1° y 3° semanas de vida (Castro-Hermida et
al. 2002b; Santin et al. 2004). La excrecién de ooquistes dura, en promedio, 12 dias,
mientras que la diarrea tiene una duracion promedio de 8 dias (Castro-Hermida et al.,
2002b). La morbilidad suele ser variable y la mortalidad baja (Naciri et al. 1999),
aunque ante determinadas circunstancias como bajos niveles de selenio, una nutricién
inadecuada, coinfecciones con otros patdgenos y algunas practicas puntuales de

manejo, las mismas puede ser altas (Olson et al. 2004).

Cryptosporidium parvum afecta principalmente la Gltima porcion del intestino
delgado, aunque también se pueden encontrar lesiones en el ciego y el colon (de Graaf
et al. 1999). Los terneros mayoritariamente presentan diarrea como Unico signo
clinico, aungue también puede haber dolor abdominal, depresion, deshidratacion y
anorexia (Naciri et al. 1999). La diarrea por mala absorcion es resultado de la
colonizacion del borde apical de los enterocitos (microvellosidades) en el intestino por
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parte del parésito, ocasionando una destruccion epitelial que culmina en una atrofia y
acortamiento de las vellosidades (de Graaf et al. 1999; Foster & Smith 2009).

Con respecto al diagndstico, los métodos de deteccion de antigeno de Cryptosporidium
spp. (ELISA, inmunofluorescencia, inmunocromatografia) detectan un amplio
espectro de especies sin diferenciarlas entre si (Santin et al. 2004; Blanchard 2012).
Lo mismo ocurre con la visualizacion de los ooquistes mediante flotacion fecal, y el
examen microscopico de frotis coloreados con los métodos de Kinyoun o auramina-
fenol, ya que la morfologia y el tamafio son similares entre algunas especies, y este no
representa un método confiable para identificacion a nivel de especies (Fall et al.
2003). Al examen histopatoldgico, se puede observar en secciones de intestino delgado
en excelente estado de preservacion postmortem, a Cryptosporidium spp. adherido a
los enterocitos superficiales (Blanchard 2012), y si bien este examen permite observar
al parasito y eventualmente el dafio ocasionado por el mismo, tampoco permite la
identificacion a nivel de especie. Técnicas moleculares como la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)
y secuenciacion, han sido usados para distinguir especies de Cryptosporidium y

subtipos de C. parvum (Silverlas et al. 2010; Meireles et al. 2011).

La criptosporidiosis es una entidad que produce grandes pérdidas econdémicas en la
ganaderia (de Graaf et al. 1999; Fayer et al. 2007; Silverlas et al. 2010). Debido a que
no se cuenta con vacunas ni tratamientos efectivos disponibles para los bovinos (Ryan
et al. 2014), y a que el microorganismo es muy resistente a las condiciones
ambientales, los esfuerzos de controlar la enfermedad deben enfocarse en prevenir la
transmision. Aunque en Uruguay recientemente se han publicado algunos casos
aislados de criptosporidiosis bovina (Caffarena et al. 2016; Ardoz et al. 2017),
diagnosticados en paralelo a este trabajo de tesis, se desconoce la prevalencia y el

impacto econémico de Cryptosporidium spp. para la ganaderia.

Los bovinos como reservorios de especies zoonéticas de Cryptosporidium

Los bovinos son los principales reservorios de Cryptosporidium spp., siendo algunos
subtipos genéticos de C. parvum de especial interés por su potencial zoonético (Amer
etal. 2013; Ryan et al. 2014). Los subtipos Ila son los que se han reportado en humanos



y bovinos (Fayer & Xiao 2007). Dentro de estos, los mas frecuentes a nivel mundial
son el 11aA15G2R1 y 11aA18G3R1 (Fayer & Xiao 2007). En un brote masivo de
criptosporidiosis que involucrd aproximadamente ~403.000 personas, ocurrido en
1993 en Wisconsin por consumo de agua de red contaminada, se especuld que una
posible fuente del microorganismo fue el ganado bovino (Mac Kenzie et al. 1994).
Mas recientemente se han confirmado varios brotes de criptosporidiosis en humanos
ocurridos por contacto con bovinos infectados (Smith et al. 2004; CDC 2009;
Hancock-Allen et al. 2017).

A pesar de que la ganaderia lechera ocupa en Uruguay grandes extensiones de tierra
(aproximadamente 4.3% del territorio nacional en 2016), se desconoce el rol que los

bovinos lecheros pudieran tener como reservorios de Cryptosporidium spp. en el pais.

Escherichia coli F5 (K99)+

Escherichia coli es un bacilo, Gram-negativo, anaerobio facultativo, de la familia
Enterobactereaceae. Si bien la mayoria de las cepas de E. coli son inofensivas y
forman parte de la microbiota intestinal normal, algunas cepas son patdgenas debido a
la expresion de diversos factores de virulencia. Estas pueden ser patdgenos intestinales
y/o extraintestinales, las primeras asociadas a diarrea y colitis hemorragica, y las

segundas asociadas a septicemia, meningitis e infecciones urinarias.

Segun sus factores de virulencia las cepas de E. coli pueden clasificarse en varios
patotipos. Los patotipos de mayor importancia en animales son E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli verotoxigénica
(VTEC), E. coli patdgena extraintestinal (EXPEC) y E. coli necrotoxigénica (NTEC)
(Mainil 2013). Las cepas enterohemorréagicas de E. coli (EHEC) representan un
subgrupo de las VTEC (Gyles & Fairbrother 2010).

Las ETEC son capaces de elaborar toxinas termolabiles (LT) o termoestables (ST),
expresan fimbrias de colonizacion, que constituyen sus principales factores de
virulencia (Gyles & Fairbrother 2010) y producen diarrea acuosa y severa en bovinos
neonatos y otras especies. Las cepas bovinas presentan fimbrias de adhesion F5 (K99)
y F41 (Gyles & Fairbrother 2010), aunque algunas cepas también presentan F17. En

un estudio retrospectivo el rango de edad en el cual E. coli F5+ fue considerada como
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causa de diarrea en terneros, fue de 1-7 dias de vida (Blanchard 2012). Las
coinfecciones entre E. coli F5+, Cryptosporidium spp., rotavirus y/o coronavirus son

frecuentes en terneros diarreicos (de la Fuente et al. 1998).

La principal via de infeccion por E. coli es la fecal-oral a través de agua, alimento y
superficies contaminadas (Nataro & Kaper 1998). La mayoria de las cepas ETEC que
afectan a los terneros poseen el antigeno fimbrial F5 (K99), que les permite colonizar
y proliferar en las porciones distales del intestino delgado. La colonizacion comienza
en el ileon, lo cual podria estar relacionado con el pH requerido para la expresion de
la fimbria, que es superior a 6.5, 0 por la presencia de receptores especificos en los
enterocitos superficiales de este segmento intestinal (Foster & Smith 2009). Una vez
establecidas en la mucosa intestinal, las ETEC comienzan a secretar la toxina
termoestable STa, la cual también es pH dependiente. La enterotoxina es la causante
de la secrecidn de liquido desde la circulacion sistémica al lumen intestinal resultando
en grados variables de diarrea, deshidratacion, desbalance hidroelectrolitico, acidosis,
falla circulatoria, shock y muerte, mayormente mediada por la deshidratacién e

hiperpotasemia, que generan falla cardiaca (House et al. 2015).

Si bien E. coli F5+ no produce cambios histopatoldgicos evidentes en los enterocitos,
la bacteria puede observarse microscopicamente colonizando la superficie apical
(microvellosidades) en muestras de intestino bien preservadas fijadas en formalina.
Como E. coli es parte de la microbiota normal del intestino, su aislamiento de materia
fecal no tiene significancia diagndstica, excepto que se demuestre la presencia de
factores de virulencia. En terneros que sucumben a la infeccion por E. coli F5+, la
observacién microscopica de grandes cantidades de bacilos cortos Gram-negativos
colonizando la superficie de los enterocitos en el ileon, conjuntamente con la deteccidn
del antigeno F5 en contenido intestinal/heces, o cepas de E. coli aisladas, permiten
confirmar el diagndstico (Blanchard 2012). Escherichia coli F5+ puede detectarse
mediante aislamiento y genotipificacion (PCR) (Franck et al. 1998; Fukushima et al.
2003) o por métodos de deteccion directa del antigeno, tales como ELISA,

aglutinacion en latex, o inmunocromatografia (Cho et al. 2012).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA'Y OBJETIVOS

La produccion lactea en Uruguay tiene gran importancia econémica y sociocultural.
Como se menciond anteriormente, las estadisticas agropecuarias muestran que el
sector ha sufrido un proceso de intensificacion productiva. Uno de los principales
factores que causa importantes perdidas econdémicas y limita el crecimiento de los
tambos a nivel mundial, es el elevado porcentaje de mortalidad en las terneras de
reposicion. Datos atn no publicados (Carlos Schild, tesis de maestria en salud animal,
UDELAR, comunicacién personal 2017) indican que el porcentaje de mortalidad
perinatal y durante el periodo de crianza ronda aproximadamente el 15% a nivel
nacional, limitando la reposicion y, por ende, atentando contra el crecimiento de los

rodeos lecheros.

Es importante resaltar que, ademas de representar un problema sanitario en bovinos
neonatos, algunas subtipos de Cryptosporidium (tales como C. parvum) que infectan
a los bovinos, pueden ser transmisibles a los seres humanos y viceversa (anfixenosis).
Sin embargo, a pesar de que hay registros de criptosporidiosis infantil en Uruguay, el
posible rol de los bovinos como reservorios y/o transmisores del agente en el pais no
ha sido aun evaluado, asi como tampoco la asociacion que el parasito pudiera tener

con el SDN bovino.

HIPOTESIS

Cryptosporidium spp. y E. coli F5+ se asocian a enfermedad neonatal en rodeos de
bovinos lecheros de Uruguay.

OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar aspectos clinicos y epidemiol6gicos del sindrome de diarrea neonatal en
terneros de tambos comerciales de Uruguay, determinar la frecuencia de infeccion por
Cryptosporidium spp. y E. coli F5+ en terneros con y sin diarrea neonatal, y su posible

asociacion con la muerte de terneros en el afio 2016.



Objetivos especificos

1)- Determinar la frecuencia de infeccion entérica por Cryptosporidium spp. y E. coli
F5+ en terneros neonatos con y sin diarrea de tambos de Uruguay y sus posibles

asociaciones con manifestaciones clinicas.

2)- Comparar parametros clinicos, epidemioldgicos y mortalidad en terneros de

tambos con y sin diarrea neonatal.

3)- Identificar factores de riesgo asociados a infecciones con Cryptosporidium spp. y
E. coli F5+ y a la ocurrencia de diarreas neonatales.

ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

Esta tesis se realiz6 mediante un estudio transversal, observacional, descriptivo, no
experimental. Se realiz6 un muestreo de terneros neonatos de tambos comerciales de
Uruguay, de 1 a 30 dias de vida, que estaban experimentando brotes espontaneos de
diarrea neonatal en 2016. Las muestras obtenidas y los resultados expuestos
corresponden a Cryptosporidium spp. y E. coli F5+, y son parte de un proyecto
interinstitucional de mayor escala sobre diagndstico de causas infecciosas y no

infecciosas de muerte en terneros.

MATERIALES Y METODOS

Tamafio de la muestra y criterios de inclusion

El tamafio de la muestra se calcul6 en base a un estudio de casos y controles,
considerando un nivel de significancia de a=0.05 (valor p<0.05 para un valor
significante de OR) y un poder de 0.8, con una prevalencia de exposicién en los
controles de 5% y un OR=2.5. El célculo se realiz6 utilizando un calculador de acceso

libre (http://epitools.ausvet.com.au/content.php?page=case-controlSS). Los

resultados arrojaron un total de 269 animales por grupo (269 casos con diarrea y 269
controles sin diarrea, total: 538 terneros). Basados en esta estimacion se decidio
muestrear 30 establecimientos que tuvieran brotes espontaneos de diarrea neonatal,
gue contaran contemporaneamente con terneros con y sin diarrea, de 1-30 dias de edad,

los cuales representaron los criterios de inclusion en el estudio. Los brotes de diarrea
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eran incluidos durante el transcurso del estudio a medida que eran notificados
telefonicamente por los asesores veterinarios de cada tambo. Se muestre un minimo
de 4 y un maximo de 29 animales por establecimiento, incluyendo aproximadamente
50% de terneros con diarrea y 50% de terneros sin diarrea de similar edad (minimo 0
y maximo 14 dias de diferencia) en cada tambo. Al finalizar el estudio, se habian
muestreado 556 terneros en total, 271 (48.7%) de ellos presentaban diarrea, mientras
que 285 (51.3%) no presentaban diarrea al momento del muestreo ni tenian historia de
haber presentado diarrea antes del mismo. Dieciocho establecimientos se visitaron mas
de una vez, ya que al momento del muestreo algunos casos no tenian su respectivo

control o viceversa.

Trabajo de campo, examen clinico y muestreo

Las visitas a los establecimientos fueron realizadas entre marzo y noviembre de 2016
por 3 veterinarios. Para cada ternero se registré la edad al muestreo/examen clinico, el
sexo y la paridad de su madre (primipara versus multipara). La materia fecal de cada
caso y cada control se clasifico segun su fluidez en 4 grados (adaptado de McGuirk
2008), siendo considerados controles (sin diarrea) los terneros con los grados0y 1,y

casos (con diarrea) aquellos con los grados 2 y 3, como se expresa en la Tabla .

Ademas, se realizd una revisacién clinica individual completa, registrandose los
siguientes parametros: actitud general, capacidad de incorporacion, reflejo de succién,
estado del ombligo (diametro, presencia/ausencia de exudados y dolor a la palpacion),
y presencia de secreciones nasal y ocular, basdndose en metodologias descriptas por
otros autores (McGuirk 2008; Amaral-Phillips 2012; Cramer & Stanton 2015). Estos
parametros se clasificaron en grados del 0 al 3, siendo el grado 0 considerado normal
y los valores 1 a 3, grados crecientes de anormalidad clinica, como se muestra en la
Tabla I. Para realizar una aproximacion general al porcentaje de deshidratacion
corporal y el estado de volemia del animal, se evalu6 la duracion del retorno a la
normalidad del pellizco/pliegue cutaneo realizado en la parrilla costal (Naylor 1989;
Walker et al. 1998; Smith 2009) y el tiempo de llenado capilar luego de realizar presion
digital en la encia inferior del animal (House et al. 2015), ambos parametros medidos
en segundos (Tabla Il). La temperatura rectal fue evaluada con un termémetro digital
(Deltatrack) y expresada en grados Celsius (°C). Las frecuencias cardiaca y

respiratoria se tomaron mediante auscultacion de las regiones cardiacas y costales con
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un estetoscopio durante un periodo de 15 segundos, el valor obtenido fue multiplicado

por 4 para expresar los resultados en latidos por minuto y movimientos respiratorios

por minuto, respectivamente.

Tabla I. Escala en grados de parametros clinicos evaluados en terneros con y sin

diarrea.
. Estado
Reflejo ]
Incorpor ) Descarga Descarga del Materia
Grado . Actitud de )
acion y nasal ocular omblig Fecal
succion
(o]
Normal: se
Normal: Normal, Normal, <1.5cm,
para solo ) Presente ) .
0 . vigoroso, acuosa, acuosa, sin Sélida
sin , fuerte ) .
. alerta minima minima dolor
dificultad
Se para Presente .
Lento en Pequefia . >15 o
solo, con , . Pequefia . Semisoélida o
1 . responder/ cantidad, ) cm, sin
lentitud o moderad cantidad pastosa
. moverse opaca dolor
dificultad ]
No se para
Opaca o . >1.5
solo, ) Presente Cantidad o
2 ) Depresivo . mucosa cm, con Semiliquida
necesita , débil . moderada
excesiva dolor
ayuda
No se >15
para, Descarga cm, con
. . Postrado, Mucopurulent o
3 inclusive Ausente . ocular dolory Liquida
coma a, copiosa .
al ser severa supuraci
ayudado on

Adaptado de McGuirk (2008), Amaral-Phillips (2012) y Cramer & Stanton (2015).

Tabla I1. Aproximacion al porcentaje de deshidratacion de los terneros.

Deshidratacion (%)

Signos clinicos

5-6

>6-8

Diarrea, sin otros signos clinicos, el reflejo de succion esta presente y es fuerte.

Depresion moderada, el pliegue cutaneo y el tiempo de llenado capilar son de 2-6

segundos, el reflejo de succidn esta presente, ojos hundidos, debilidad.
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Depresivo, no se para, el pliegue cutaneo y el tiempo de llenado capilar son >6

>8-10
segundos, mucosas secas.
>10-14 Estado comatoso, extremidades frias, el pliegue cutdneo no retorna a la normalidad.
>14 Muerte.

Adaptado de Naylor (1989).

Muestras de sangre fueron colectadas mediante puncion de la vena yugular, y
fraccionadas en dos tubos secos (6 ml/tubo) para obtencién de suero. Durante todo el
procedimiento (examen clinico y toma de muestras) se utilizaron agujas hipodérmicas
estériles, jeringas y guantes de latex descartables, tubos y recipientes plasticos estériles
individualmente por cada animal examinado. Todas las muestras fueron transportadas
al laboratorio de la Plataforma de Investigacion en Salud Animal de INIA La

Estanzuela.

Andlisis de laboratorio

Cada muestra de materia fecal fue fotografiada, se registrd su color, si presentaba
mucus, sangre y/o fibrina, y se realiz6 un frotis en portaobjeto (Anexo I). Los frotis
fueron tefiidos con coloracion de auramina-fenol para la observacién microscopica de
ooquistes de Cryptosporidium spp., segun la metodologia descripta por Fayer & Xiao
(2007) (Anexo 1). Se observaron 20 campos microscépicos a 500X y 1000X (aceite de
inmersion) bajo microscopio de epifluorescencia (Axio Lab.Al, Carl Zeiss,
Alemania), con filtro FITC (“fluorescein isothiocyanate”, excitacion de 490 nm y
emision de 510 nm), equipado con un micrémetro ocular. Mediante esta técnica, los
ooquistes de Cryptosporidium spp. se observan con una forma circular o levemente
ovoide, de 4-6 um de diametro, de color verde manzana con fuerte fluorescencia, sobre

un fondo oscuro (Fayer & Xiao 2007).

Una alicuota de 0.5 gramos de materia fecal se analizo6 mediante un kit comercial de
ELISA de captura cualitativo (Pathasure® Enteritis 4, Biovet Inc., St-Hyacinthe,
Canada) para deteccién de antigenos de Cryptosporidium spp. y E. coli F5+, segun las
especificaciones del fabricante (Anexo Il). La materia fecal restante se fraccion6 en 5

tubos eppendorf de 1,5 ml, los cuales se rotularon y se congelaron a —20°C.
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Los tubos secos con sangre se dejaron desuerar en posicion vertical a temperatura
ambiente durante 12-18 h. Una vez separado el suero del coagulo, se tomaron 4
alicuotas >1 ml y se colocaron en 4 tubos eppendorf de 1,5 ml cada uno
(cuadruplicado), que fueron rotulados con namero de caso, fecha, establecimiento y
caravana identificadora del animal y almacenados en freezer a —20°C. En 97 terneros
que tenian entre 1 y 7 dias de vida, tanto diarreicos (42) como no diarreicos (55), se
estimd la concentracion de proteinas totales en suero mediante el uso de un
refractometro optico (ATAGO PAL-1, ATAGO CO., Tokio, Japon) para evaluar de
manera indirecta la existencia de fallas en la transferencia de la inmunidad pasiva
(Tyler et al. 1998).

Cuestionario

Al final del muestreo o posteriormente, por via telefénica o correo electrénico, se
realizd un cuestionario a los productores o personal de cada establecimiento para
recopilar datos generales, tales como la cantidad total de vacas, la cantidad de vacas
en orderie, el tipo de preparto (individual/colectivo), el tiempo transcurrido entre el
nacimiento del ternero y la separacién de la madre (tiempo al desmadre), el método de
suministro del calostro (natural/artificial), la cantidad de calostro administrada durante
las primeras 24 h de vida, si el operario de la crianza trabajaba exclusivamente en la
misma o si realizaba otras tareas laborales dentro del tambo, el tipo de sistema de
crianza utilizado (individual, colectivo o mixto), si se realizaba rotacion del area
destinada a la crianza, si se suministraba leche no comercial (“leche de descarte™) 0
sustituto lacteo a los terneros, si se separaban/aislaban los terneros enfermos de los
sanos, el porcentaje de mortalidad en 2016, y si se aplicaban vacunas contra la diarrea
neonatal en el preparto (Anexo IlI).

Andlisis estadistico

Todos los datos clinicos y resultados de analisis de laboratorio registrados
individualmente en cada animal fueron ingresados a una base de datos realizada en
Microsoft Excel 2013 y luego transferidos al software Stata (Stata, version 14;
StataCorp, College Station, Texas) para la realizacion de los célculos estadisticos.
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Los establecimientos muestreados se estratificaron segun la cantidad de vacas en
ordefie (VO) en pequeiios (31 a 99 VO), medianos (100 a 299 VO) y grandes (>300
VO) (adaptado de USDA Dairy 2007). Se procedio de similar manera con el dato de
mortalidad, agrupandolos en 3 grados hipotéticos (adaptado de DCHA 2012): baja
(<5%), media (6 al 12%) y alta mortalidad (>12%). A su vez, se reagruparon algunas
variables, ya sea por la escasa cantidad de observaciones en alguno de sus niveles, o
para lograr una mejor interpretacion en los analisis estadisticos. El tiempo en que el
ternero era separado de la madre se dividio en 2, <12 h y >12 h, ya que la cantidad de
establecimientos que separaban a las madres después de las 24 h de vida del ternero
eran relativamente pocos (n: 5). La variable continua temperatura rectal se dicotomizo
en normo e hipertermia, considerando un punto de corte de 39.5°C (Constable et al.
2017a). El color de la materia fecal se categoriz6 en 3 (adaptado de Larson et al. 1977):
1) blancuzco— amarillento, 2) marrén, y 3) verde. La duracion del pliegue cutaneo y el
tiempo de llenado capilar se categorizaron en 2 (<5 segundos y >5 segundos), este
punto de corte se baso en que a partir de los 5 segundos de duracion hay una correlacion
con el grado de deshidratacién corporal en donde comienza a ser nocivo para la salud
de los animales (House et al. 2015). Al ser poca la cantidad de observaciones de los
grados de actitud 2 (n: 12) y 3 (n: 5), se optd por fusionarlos con el grado 1 y diferenciar
entre actitud normal (grado 0) y anormal (grados 1, 2 y 3). Con respecto a los grados
del estado del ombligo, esta variable se agrup6 en cuadro normal (grados 0y 1) y
anormal (onfalitis, grados 2 y 3) de manera similar a lo realizado por Cramer & Stanton
(2015). La frecuencia cardiaca y respiratoria también fueron categorizadas, se tomo un
punto de corte de 130 latidos cardiacos/minuto y 26 movimientos respiratorios/minuto,

en base a los parametros fisioldgicos normales descriptos por Amaral-Phillips (2012).

El modelo estadistico se basd, en todos los casos, en el resultado dicotomico (diarrea
0 no diarrea — presencia o ausencia de Cryptosporidium spp. — presencia o ausencia de
E. coli F5+ — no muerte o muerte), por lo que se realizd en cada caso una regresion
logistica para estimar las oportunidades relativas (OR= “odds ratio”) con el fin
cuantificar las asociaciones (anélisis bivariado). La variable “resultado” (dependiente)
fue el resultado dicotomico, y las variables predictivas (independientes) fueron los
parametros clinicos, factores de manejo del establecimiento y la infeccion por

Cryptosporidium spp. y/o E. coli F5+ determinada por el resultado del ELISA.
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Para determinar si hubo diferencia significativa en los niveles estimados de proteinas
séricas totales, entre animales diarreicos y no diarreicos, se utilizd la prueba t de
Student, comparando las medias entre grupos. A su vez, esta variable se categorizo en
3 (transferencia pasiva de inmunidad exitosa, moderada o fallida) utilizando puntos de
corte <5.2, 5.2-5.5, y >5.6 g/dl descriptos en la bibliografia (Tyler et al. 1998) y se
analizé mediante un test de Chi cuadrado. Al no cumplir con uno de los supuestos del
test de Chi cuadrado, se realizo el test de Fisher y una regresion logistica en donde la
variable respuesta fue el estado de diarreico — no diarreico y la variable independiente
la categorizacion de la transferencia pasiva (exitosa, moderada o fallida) de acuerdo a
la concentracion de proteinas totales.

Por ultimo, para evaluar la concordancia entre el resultado del ELISA para deteccion
de antigeno de Cryptosporidium spp. y el resultado de la observacion microscopica de
ooquistes en los frotis coloreados con auramina — fenol, se calculd el coeficiente
Kappa. Este se expresa en un rango de 0 a 1, donde O indica una concordancia pobre,
0.01 a 0.2 concordancia leve, 0.21 a 0.4 concordancia aceptable, 0.41 a 0.6
concordancia moderada, 0.61 a 0.8 considerable concordancia, y >0.8 concordancia
casi perfecta (Landis & Koch 1977).

RESULTADOS

Datos generales de los establecimientos

Se incluyeron en el estudio y visitaron un total de 30 establecimientos lecheros que
sufrieron focos de diarrea neonatal. Se colectaron y analizaron un total de 556 muestras
individuales de materia fecal de terneros con (271) y sin (285) diarrea, de hasta un mes
de vida. EI minimo de terneros muestreados por establecimiento fue de 4 y el maximo

de 29, con una media de 20.10 + 3.73 animales.

Datos generales de los establecimientos y caracterizacion general del manejo en

el preparto y la crianza

La distribucion departamental y la caracterizacion de los establecimientos muestreados

se muestra en las Tablas 1 y IV.
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Tabla I11. Distribucién de los establecimientos muestreados segun los departamentos.

Cantidad de establecimientos

Departamento % del total
muestreados

Canelones 1 3.33
Flores 1 3.33
Florida 1 3.33
Soriano 1 3.33
Colonia 6 20

Rio Negro 7 23.34

San José 13 43.34
Total 30 100

Tabla V. Caracterizacion de los establecimientos muestreados segun la cantidad de

vacas.
Tamafio Pequefio Mediano Grande Total
n 1 12 11 24

VO VM VO VM VO VM VO VM
Media 70 100 188 217.16 573 692.36 359.37 430.08
Mediana 70 100 181 205 435 580 275 340
DE - - 67.96 93.18 309.5 353.45 290.86 346.06
Minimo 70 100 100 40 332 405 70 40
Méaximo 70 100 280 340 1260 1500 1260 1500

VO: vacas en ordefie, VM: vaca masa, DE: desvio estandar.

Los resultados del cuestionario de caracterizacion general del manejo en el preparto y

la crianza se resumen en el Tabla V.

Tabla V. Datos generales de manejo del preparto y crianza en los establecimientos

muestreados.

Variable Observaciones %
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Preparto Individual 1 3.70
Colectivo 26 96.3
Total establecimientos 27 100
Tiempo al desmadre <12h 11 40.74
>12h 16 59.26
Total establecimientos 27 100
Tipo de calostrado Natural 14 51.85
Atrtificial 13 48.15
Total establecimientos 27 100
Cantidad de calostro ingerido
en las 1° 24 h de vida Desconoce 10 40
<4lts 12 48
>4 Its 3 12
Total establecimientos 25 100
Operario de la crianza Exclusivo 14 48.28
Realiza otras tareas 15 51.72
Total establecimientos 29 100
Sistema utilizado en la crianza Individual 7 24.14
Colectivo 14 48.27
Mixto 8 27.59
Total establecimientos 29 100
Rotacion de la guachera No 23 79.31
Si 6 20.69
Total establecimientos 29 100
Alimenta a los terneros con
leche de descarte No 2 A
Si 17 58.6
Total establecimientos 29 100
Alimenta a los terneros con
sustituto lacteo No o >80
Si 12 41.4
Total establecimientos 29 100
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Uso de vacunas contra SDN en

No 16 57.14
el preparto
Si 12 42.86
Total establecimientos 28 100
Aparta los terneros enfermos
No 16 55.17
de los sanos
Si 13 44.83
Total establecimientos 29 100

Se obtuvo el dato de la tasa de mortalidad anual durante el 2016 (afio calendario), de
21 de las 30 crianzas muestreadas. La mortalidad promedio registrada fue de 14.53 +
8.5% con un minimo de 0 y un maximo de 37.24%. Segun la categorizacién de la tasa
de mortalidad [baja (<5%), media (6 al 12%) y alta (>12%)], el 67% de los
establecimientos tuvieron mortalidades altas (Gréfico 2).

A Mortalidad segun establecimiento B  Distribucion de los establecimientos segin mortalidad

37.2%

Mortalidad

5%

1 5 7 8 9 111213 14 1516 17 18 21 22 23 24 25 26 28 30 ‘- Mortalidad media [l Mortalidad baja [ Mortalidad alta|

Gréfico 2. A- Tasas de mortalidad individual en 21 establecimientos muestreados
(cada numero en el eje X corresponde a un establecimiento). B- Distribucion de los

establecimientos muestreados segin la mortalidad.

Anélisis descriptivo de los animales, examen clinico y de la materia fecal

Del total de 556 muestras, 285 (51.3%) correspondian a terneros no diarreicos y 271
(48.7%) a terneros diarreicos. Al momento del muestreo, los animales examinados y

muestreados tenian en promedio 11.78 + 6.67 dias de vida, con un rango de 29 dias
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(min.: 1; méx.: 30). Segun la condicion de no diarreico o diarreico, la edad promedio
al muestreo fue 12.63 + 7.78 dias y 10.9 + 5.12 dias, respectivamente. Se obtuvo el
sexo de los animales muestreados en 486 observaciones, siendo 387 hembras y 99
machos. Ademas, se registrd si los terneros eran hijos de vacas primiparas o multiparas
en 229 observaciones, siendo 172 de los terneros muestreados hijos de vacas
multiparas, y 57 hijos de vacas primiparas.

Los resultados de los parametros clinicos evaluados, asi como de los grados registrados

para cada parametro, se listan en las Tablas VI y VII.

Tabla V1. Pardmetros clinicos evaluados en los terneros muestreados.

Variable Obs. Media DE IC 95% Min. Max.
TR (°C) 545 39.1 0.659 39.05-39.16 36.2 41.6
Sin diarrea 280 39.04 0556  38.98-39.11 37 413
Con diarrea 265 39.18 0.747  39.09-39.27 36.2 41.6
Pliegue cutaneo
545 3.87 1.63 3.74-4.01 0 12
(segundos)
Sin diarrea 283 3.41 1.30 3.26-3.56 0 8
Con diarrea 262 4.38 1.80 4.16-4.6 0 12
Llenado capilar
549 4.26 1.45 4.14-4.38 2 12
(segundos)
Sin diarrea 284 3.96 1.09 3.83-4.09 2 10
Con diarrea 265 458 1.69 4.38-4.78 2 12
FC (latidos/min) 551 124 30 121.12-126.19 40 220
Sin diarrea 284 126 33 122.3-130.06 40 220
Con diarrea 267 121 27 117.77-124.17 44 216
FR (movimientos
S 502 37 21 35.17-38.83 20 160
respiratorios/min)
Sin diarrea 264 37 18 34.4-38.8 20 128
Con diarrea 238 37 23 34.4-40.4 20 160

DE: desvio estandar, IC: intervalo de confianza, TR: temperatura rectal, FC: frecuencia cardiaca, FR:

frecuencia respiratoria.
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La distribucion etaria de los terneros muestreados, segun la semana de vida, fue del
28.4% (158/556), 41.4% (230/556), 21.2% (118/556) y 9% (50/556) para la 1°, 2°, 3°
y 4° semana de vida, respectivamente. Del total de animales que se encontraba en cada
uno de los 4 estratos (semanas), la proporcion de animales diarreicos fue del 40%
(63/158), 71% (163/230), 28% (33/118) y 24% (12/50), de la primera a la cuarta
semana respectivamente, como se muestra en el Gréfico 4. La mayor proporcion de

animales diarreicos se presento en la 2° semana.
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Tabla VII. Distribucién de los grados para actitud, incorporacion, reflejo de succion, estado del ombligo, descarga ocular y nasal, y materia fecal.

Ref. de
Actitud Incorporacion . Ombligo Descarga Descarga Materia
Grados % % succion % % % % %
(n) (n) ") (n) Nasal (n) Ocular (n) fecal (n)
n
0 474 85.7 471 85.2 422 76.6 277 50.5 429 78.6 425 7.7 53 9.5
1 62 11.2 60 10.8 76 13.8 221 40.3 80 14.7% 89 16.3 232 41.7
2 12 2.2 15 2.7 49 8.9 38 6.9 33 6.0 27 49 171 30.8
3 5 0.9 7 1.3 4 0.7 13 24 4 0.7 6 11 100 18.0
Total 553 100 553 100 551 100 549 100 546 100 547 100 556 100
80% 163 85 38
95
60%

63 230
40% 158 67 33
118 12
S | || E
0% .
1 2 3 4
Semanas de vida

Sindiarrea  ®Con diarrea  m Total (n: 556)

Graéfico 3. Distribucion etaria de todos los terneros (con y sin diarrea - total) segun semanas de vida. Los nimeros sobre las barras corresponden
a la cantidad de observaciones por categoria.
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El color de la materia fecal se obtuvo de 515 muestras, siendo la distribucion la
siguiente: 1) blancuzco-amarillento: 25.2% (n: 130), 2) marrén: 49.7% (n: 256), y 3)
verde: 25.1% (n: 129). La distribucion segun la condicién de diarreico o no diarreico

se muestra en la Tabla VIII.

Tabla VIII. Color de la materia fecal segin condicion de no diarreico — diarreico.

Color Sin diarrea % Con diarrea % Total %
Blancuzco—
) 32 12 98 39.2 130 25.2
amarillento
Marrén 164 61.2 92 36.8 256 49.7
Verde 72 26.8 57 22.8 129 25.1
Total 268 247 515

Hubo diferencias significativas en el color de la materia fecal entre animales diarreicos
y no diarreicos (P <0.001); estando el color blancuzco—amarillento asociado
estadisticamente con diarrea. Las materias fecales de color marrén (OR 0.18, IC 95%
0.11-0.29 P <0.001) o verde (OR 0.25, IC 95% 0.15-0.43, P <0.001) se asociaron con
MF de grados 0 y 1, es decir sin diarrea. Con respecto a la presencia de mucus en la
MF, se detectd en 221 muestras (40.5%, 221/545), de estas 95 (43%) eran MF de
terneros sin diarrea y 126 (57%) de terneros con diarrea, estableciéndose una
asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de mucus en la MF y la
manifestacion de diarrea (OR 1.76; IC 95% 1.24-2.49; P <0.001). Cuando se analiz6
la presencia de sangre en la MF (12.5%, 67/537 muestras, 35 eran normales y 32
diarreicas), no hubo diferencias significativas (P >0.8). Se observo fibrina en 30
muestras (5.5%, 30/545), el 76.6% de ellas eran diarreicas (23/30), siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (OR 3.53; IC 95% 1.48-8.41; P <0.004).

Resultados del ELISA para Cryptosporidium spp. y E. coli F5+

Al menos un animal positivo a Cryptosporidium spp. fue detectado en el 100% de los

establecimientos muestreados (30/30), mientras que E. coli F5+ fue detectada en el
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16.7% (5/30) de los mismos. El total de animales positivos a Cryptosporidium spp. fue
268 (48.2% de 556), mientras que 11 animales fueron positivos a E. coli F5 (1,97% de
556). Si solo consideramos para E. coli F5+ los animales menores a 8 dias de edad,
que representa el grupo considerado de mayor riesgo o susceptibilidad para E. coli
enterotoxigénica, 9 animales fueron positivos de un total de 158 terneros (5.69%) en
esta franja etaria. Se encontraron coinfecciones entre ambos agentes en 3 terneros, s6lo

uno de los cuales pertenecia al grupo de terneros diarreicos.

De los 268 animales positivos a Cryptosporidium spp., 70.5% (189) pertenecia al
grupo de terneros diarreicos y 29.5% (79) al grupo de terneros no diarreicos, habiendo
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (P < 0.001). La
distribucion de los animales positivos segun la semana de vida fue la siguiente: 16%
(44/268), 67% (179/268), 14% (37/268) y 3% (8/268) para la 1°, 2°, 3° y 4° semana,
respectivamente. En el Gréfico 5 se puede observar la distribucion de los animales
positivos a Cryptosporidium spp. discriminados por su edad en semanas, de acuerdo a
su condicidén de no diarreicos y diarreicos.

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Positivos (%)

1 2 3 4

Semanas de vida

No diarreicos (n: 79)  =—@=Diarreicos (n:189)

Gréfico 4. Distribucion de los terneros positivos a Cryptosporidium spp. segun la

semana de vida y su condicién de diarreicos o no diarreicos.
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De los 11 animales positivos a E. coli F5, 6 eran diarreicos y 5 no diarreicos (P 0.7).
Teniendo en cuenta solamente los 9 positivos en el grupo de terneros <8 dias de vida,

5 eran diarreicos y 4 no diarreicos (P 0.32).

Doscientas ochenta muestras fueron negativas para ambos agentes, 203 correspondian
a muestras de terneros sin diarrea y 77 a terneros con diarrea. En 28.4% del total de
muestras diarreicas no se detect6 ninguno de los dos agentes estudiados.

Asociacion entre la infeccion por Cryptosporidium spp., E. coli F5+ en todos los

terneros, y E. coli F5+ en terneros <8 dias de vida y la manifestacion de diarrea

La infeccion con Cryptosporidium spp. estuvo asociada significativamente con la
manifestacion de diarrea, los animales infectados tuvieron 6 veces méas chances de
tener diarrea que los no infectados (OR 6.1, P <0.001). Por otro lado E. coli F5+ no
estuvo asociada al cuadro diarreico (OR 1.26, P 0.70), incluso cuando fue considerada

la poblacion en riesgo (E. coli F5+ en terneros <8 dias de vida, OR 1.96, P 0.33).

Asociaciones entre la manifestacion de diarrea y otros parametros clinicos

evaluados

Durante el analisis bivariado se observé asociacién con algunas de las variables
relacionadas con el examen fisico del animal, asi como con la estimacién de la

concentracion sérica de proteinas totales (Tabla VII).

Tabla IX. Asociacion entre la presentacion de diarrea y otros parametros clinicos.

Variable Obs. P Chi? pR? OR IC 95% valor P

Edad al examen 556 0.002 0.0123 0.96 0.93-0.98 0.002

556 <0.001 0.1109 Semana 1 Ref

Semana 2 3.66 2.39-5.62 <0.001
Semana de vida

Semana 3 0.58 0.35-0.97 <0.05

Semana 4 0.47 0.23-0.98 <0.05
Actitud 553 <0.01 0.0329 Normal Ref
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Anormal 5.64 3.12-10.19 <0.001
553 <0.001 0.0389 Grado 0 Ref
Incorporacién Grado 1 2.52 1.43-4.45 0.001
Grado 2 12.6 2.92-54.71 0.001
551 <0.001 0.0215 Grado 0 Ref
Reflejo de
. Grado 1 1.29 0.79-2.11 0.29
succion
Grado 2 3.43 1.81-6.51 <0.001
549 0.06 0.0045 No Ref
Onfalitis
Si 1.73 0.96-3.12 0.067
Pliegue cuténeo 545 <0.01 0.0374 No Ref
>5 segundos Si 277 1.88-4.07 <0.01
Tiempo de 549 <0.001 0.0284 No Ref
llenado capilar >5
segundos Si 3.26 1.93-5.51 <0.01
Normoter
545 <0.01 0.0289 . Ref
Temperatura mia
rectal Hiperter
. 2.50 1.69-3.72 <0.01
mia
Proteinas séricas
96 <0.02 0.044 0.55 0.33-0.91 <0.03
totales
537 0.001 0.0139 Ausencia Ref
Mucus en MF
Presencia 1.76 1.24-2.49 0.001
545 0.001 0.0135 Ausencia Ref
Fibrina en MF
Presencia 3.64 1.53-8.65 0.003
Blancuzc
0_
518 <0.01 0.0826 ) Ref
amarillen
Color MF to
Marrén 0.17 0.11-0.28 <0.001
Verde 0.25 0.14-0.4 <0.001
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Resumidamente, hubo una asociacion estadisticamente significativa entre la semana
de vida, la actitud, la incorporacion, el reflejo de succion, el tiempo de retorno del
pliegue cutaneo y el tiempo de llenado capilar >5 segundos, la concentracion de
proteinas séricas totales, la presencia de mucus y fibrina en la MF, y el color
blancuzco-amarillento de la MF con la manifestacion de diarrea. Aunque no fue
estadisticamente significativo, hubo una tendencia en los animales con onfalitis a tener

mayores chances de presentar diarrea.

Cuando se analizaron los datos recopilados del cuestionario, solo hubo una tendencia
en los establecimientos con prepartos colectivos a estar asociados con diarrea (OR
3.23, IC 95% 0.88-11.91, P 0.077). El resto de las variables evaluadas no fueron

estadisticamente significativas.

Asociaciones entre los parametros clinicos evaluados, factores de manejo e

infeccion con Cryptosporidium spp.

Durante el andlisis bivariado se observd una asociacion estadistica entre la infeccion
por Cryptosporidium spp. y los dias de vida que tenian los animales al momento del
examen clinico (OR 0.97, IC 95% 0.94-0.99, P <0.04), la actitud anormal (OR 1.71,
IC 95% 1.05-2.77, P 0.03), la semana de vida (semana 2: OR 9.09, IC 95% 5.70-14.50,
P <0.001), la duracién del pliegue cutaneo >5 segundos (OR 2.05, IC 95% 1.40-2.98,
P <0.01), el tiempo de llenado capilar >5 segundos (OR 3.09, IC 95% 1.84-5.19, P
<0.01), la frecuencia cardiaca elevada (OR 0.73, IC 95% 0.51-1.07, P 0.083), la
elevada frecuencia respiratoria (OR 0.61, 1C 95% 0.41-0.88, P 0.009), la temperatura
rectal >39.5°C (OR 1.63, IC 95% 1.11-2.39, P <0.02), el grado de la MF (grado 2: OR
8.5, IC 95% 4.06-17.79, P <0.01; grado 3: OR 9.34, IC 95% 4.23-20.63, P <0.01), la
diarrea (OR 6, IC 95% 4.16-8.67, P <0.01) y al color blancuzco-amarillento de la MF
(Marrén: OR 0.52, P 0.03; Verde: OR 0.59, P <0.04).

Con respecto al manejo que se realizaba en los establecimientos, hubo una tendencia
positiva en los establecimientos en donde la guachera se rotaba, asi como en donde se
suministraba leche de descarte a los terneros. La administracion de sustituto lacteo se
comporté como un factor de proteccion para la infeccion por Cryptosporidium spp.
(Tabla X).
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Tabla X. Asociaciones entre factores de manejo e infeccion con Cryptosporidium spp.

Variable Obs. P Chi? pR? OR IC 95% valor P
Rotacion de la 536  0.097 _ 0.0037 No Ref
guachera Si 142 093216 0.098
Suministro de 53  0.102 _ 0.0036 No Ref
leche de descarte Si 133 0.94-187 0.10
Suminisiro de 53 0.0  0.0036 No Ref
sustituto lacteo Si 0.75  053-1.05 0.10

Se corrieron regresiones lineales simples por cada establecimiento en particular para

ver la asociacion entre diarrea y la presencia de animales positivos a Cryptosporidium

spp., encontrandose asociaciones estadisticamente significativas en 12 de ellos, como

muestra la Tabla XI.

Tabla XI. Asociacion entre la presentacion de diarrea y Cryptosporidium spp. por

establecimiento.

Establecimiento  Obs. P Chi? pR? Diarrea OR IC95%  valorP
29 0.0376 0.1076 No Ref
Establecimiento 1
Si 4.99 1.03-27.27 0.046
20 0.0001 0.5310 No Ref
Establecimiento 2
Si 81 4.36-1504.4 0.003
20 0.0213 0.1912 No Ref
Establecimiento 3
Si 9.33 1.19-72.99 0.033
22 0.0082 0.2307 No Ref
Establecimiento 5
Si 12 1.58-91.08 0.016
20 0.0148 0.2141 No Ref
Establecimiento 7
Si 135 1.19-152.21 0.035
Establecimiento 9 20 0.0042 0.2958 No Ref
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Si 21 1.77-248.10 0.016

21 0.0082 0.2404 No Ref
Establecimiento 11
Si 15.75  1.42-174.24 0.025
20 0.0042 0.2958 No Ref
Establecimiento 13
Si 21 1.77-248.10 0.016
20 0.0437 0.1468 No Ref
Establecimiento 14
Si 9 0.80-100.13 0.074
20 0.006 0.2746 No Ref
Establecimiento 20
Si 15.75  1.75-141.40 0.014
20 0.0213 0.1912 No Ref
Establecimiento 23
Si 9.33 1.19-72.99 0.033
20 0.0213 0.1912 No Ref
Establecimiento 29
Si 9.33 1.19-72.99 0.033

Asociaciones entre los parametros clinicos evaluados, factores de manejo e

infeccién por E. coli F5+

Con respecto a E. coli F5+, se analizaron las mismas variables que para
Cryptosporidium spp. La infeccion por E. coli F5+ sélo se asocio significativamente
con los dias de vida al momento del examen clinico (OR 0.74, IC 95% 0.62-0.89, P
0.01). Respecto de la semana de vida, los animales en la 2° (OR 0.07, IC 95% 0.01-
0.55, P <0.02) y 3° (OR 0.14, IC 95% 0.01-1.13, P 0.06) semanas tuvieron 93% y 86%

menos chances de ser positivos, respectivamente.

Cuando se realizo el analisis bivariado con los factores de manejo, se observo una
asociacion con el tipo de calostrado, resultando que los animales que eran calostrados
artificialmente tenian mas chances de estar infectados con E. coli F5+ (OR 9.09, IC
95% 1.15-71.59, P <0.04). Otra variable que se asocio estadisticamente con la
infeccion fue el uso de vacunas contra el SDN en el preparto (OR 11.76, 1C 95% 1.49-
92.60, P <0.02) y el aparte de animales enfermos (OR 5.55, IC 95% 1.18-25.95, P
<0.03). Con respecto a la administracién de menos de 4 litros de calostro en la 1° toma
(OR 6.67, IC 95% 0.83-53.23, P 0.07) y el uso de sustituto lacteo en la dieta (OR 3.69,

IC 95% 0.96-14.09, P 0.055), hubo una tendencia hacia la asociacion con la infeccion
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por E. coli F5+. La estrategia de permitir que los terneros permanezcan con sus madres
por mas de 12 h (OR 0.18, IC 95% 0.04-0.87, P <0.04) y la administracién de leche de
descarte (OR 0.27, IC 95% 0.07-1.03, P 0.055) se asociaron con proteccion ante esta
infeccion, aunque este Gltimo no fue estadisticamente significativo (Anexo 1V). La
variable “tamafio del rodeo” (cantidad de vacas) se re-categorizo en dos: pequefio-
mediano (n: 13) y grande (n: 11), debido a las pocas observaciones que tenia la
categoria “pequefio” (n: 1). Con esta nueva variable, los establecimientos grandes
tuvieron 10.5 veces mas chances de tener animales positivos a E. coli F5+ (OR 10.5,
IC 95% 1.33-82.83, P <0.03).

E. coli F5+ en terneros <8 dias de vida

A partir de la variable E. coli se generd la variable “E. coli F5+ en terneros <8 dias de
vida”, la cual, como su nombre lo indica, nuclea sélo los terneros de esa edad, que se
consideran poblacion en riesgo para este agente. Se repitieron los mismos analisis que
los realizados con la variable E. coli F5+ original en todos los animales muestreados.
En el analisis bivariado s6lo hubo una asociacion con los dias de vida que tenia el
animal al momento del examen (OR 0.62, IC 95% 0.41-0.93, P <0.03), cuanto mas
grande era el animal en edad al momento del muestreo, tenia menos chances de ser

positivo a este agente.

Cuando se realizé el analisis bivariado buscando asociaciones con los datos generales
del establecimiento, se observaron tendencias con respecto a la dieta lactea. Los
terneros tenian mayores chances de ser positivos para este patdgeno (OR 4.2, IC 95%
0.84-20.91, P 0.08) cuando se suministraba sustituto lacteo, en cambio la

administracion de leche de descarte se porté como un factor de proteccion (Tabla XII).

Tabla XI1. Asociacion entre infeccion por E. coli F5+ en terneros <8 dias de vida y el
suministro de leche de descarte o sustituto lacteo.

Variable Obs. P Chi? pR? OR IC95%  valor P
Leche de 152 0.0543 0.0542 No Ref.
descarte Si 0.23 0.05-1.18 0.08
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152 0.0543 0.0542 No Ref.
Sustituto lacteo

Si 4.2 0.084-20.91 0.08

Asociaciones entre distintas variables y la muerte

Se obtuvo el dato de la muerte durante el periodo de crianza de 42 terneros de un
total de 398, lo que corresponde al dato fehaciente de 20 establecimientos que
completaron esa seccion del cuestionario. EI promedio de edad a la muerte fue de
16 + 8.3 dias, con un minimo de 2 y un maximo de 37 dias. Cuando se discrimind
por el estado de no diarreico o diarreico, el promedio de dias a la muerte fue de 17
y 16, respectivamente. Del total de muertos, el 62% (26/42) habia presentado
diarrea durante el muestreo, habiendo una tendencia cuando se analiz entre
diarreicos y no diarreicos (P 0.1). En el andlisis bivariado se observo que los
animales que habian presentado una actitud anormal, dificultades en la
incorporacion y reflejo de succién débil, tenian mayores chances de morir. El
tiempo de llenado capilar >5 segundos, la frecuencia respiratoria y la temperatura
rectal elevada también se asociaron positivamente con la muerte. Los resultados
se muestran en la Tabla XIII.

Tabla XI11. Asociaciones entre las distintas variables clinicas y la muerte.

Variable Obs. P Chi? pR? OR IC 95% valor P

Edad al examen 398 <0.05 0.0151 0.95 0.90-1.00 0.054

395 <0.002 0.0373 Normal Ref

Actitud
Anormal 3.50 1.68-7.29 0.001
395 <0.01 0.0351 Grado 0 Ref
Incorporacion Grado 1 2.75 1.43-4.45 0.022
Grado 2 4.45 1.46-13.52 0.008
393 0.052 0.0225 Grado 0 Ref
Reflejo de
B Grado 1 2.07 0.88-4.88 0.095
succion
Grado 2 2.82 1.12-7.10 0.03
Tiempo de 392 0.086 0.0112 No Ref
llenado capilar >5
segundos Si 2.03 0.93-4.42 0.07
Frecuencia 357 <0.001 0.058 Normal Ref
respiratoria Alta 493  188-1201 0.003
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Normoter

393 0.004 0.0311 . Ref
Temperatura mia
rectal Hiperter
. 2.75 1.40-5.40 0.003
mia
398 0.10 0.01 Ausencia Ref
Diarrea
Presencia  1.71 0.89-3.31 0.10

Se procedié de la misma manera para evaluar la existencia de posibles
asociaciones entre la muerte de los animales y los factores de manejo, como asi
también los resultados del ELISA para Cryptosporidium spp. y E. coli F5+. Con
respecto a los factores de manejo, los resultados del andlisis bivariado se resumen

en la Tabla XIV.

Tabla XIV. Asociacion entre la muerte de los animales y los factores de manejo.

Variable Obs. PChi? pR? OR IC 95% valor P
Tiempo al
358 <0.001 0.0553 <12h Ref
desmadre
>12h 0.27 0.13-0.55 <0.001
Tipo de
358 <0.01 0.0313 Natural Ref
calostrado
Artificial 2.66 1.31-5.38 0.006
Operario de .
) 398 <0.001 0.0536 Exclusivo Ref
crianza
Otras tareas 3.87 1.80-8.34 0.001
. . 398 <0.001 0.0530 Individual Ref
Tipo de sistema
de crianza Colectivo 4.60 0.47-5.02 0.006
utilizado -
Mixto 1.55 0.47-5.02 0.46
398 <0.001 0.0685 No Ref
Rota la guachera
Si 0.06 0.01-0.46 0.007
Suministro de 398 <0.001 0.0925 No Ref
leche de descarte Si 017 0.08-0.37 <0.001
398 <0.001  0.0925 No Ref
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Suministro de

) Si 5.79 2.68-12.47 <0.001
sustituto lacteo
Uso de vacunas 378 <0.001  0.0977 No Ref
contra el SDN en
el preparto Si 5.71 2.76-11.78 <0.001
Score de 398 <0.001 0.0532 Baja-Media Ref
mortalidad Alta 533  1.86-15.28 0.002
Pequefio-
359 <0.001 0.1962 ] Ref
Tamafio del rodeo mediano
Grande 27.14 6.42-114.70 <0.001

Las variables que se asociaron con un mayor riesgo de muerte fueron: el calostrado
artificial, que el guachero realice multiples tareas laborales, el tipo de sistema de
crianza colectivo, el uso de sustituto lacteo, la vacunacion de las madres en el
preparto contra el SDN, los establecimientos con alta tasa de mortalidad y el
tamano del rodeo grande (nimero de vacas). El separar al ternero despueés de las
12 h de vida, el rotar la guachera, y el suministro de leche de descarte se
comportaron como factores de proteccion. Con respecto a la asociacién entre los
enteropatdgenos y la muerte, hubo una tendencia con Cryptosporidium spp. (Tabla

XV).

Tabla XV. Asociacion entre la muerte de los animales y los enteropatdgenos.

. . valor
Variable Obs. PChi? pR? OR IC 95% 5
398 0.16 0.0074 No Ref
Cryptosporidium spp.
Si 1.59 0.83-3.04 0.162
398 0.94 0.00 No Ref
E. coli F5+
Si 0.94 0.11-7.61 0.95
E. coli F5+ en terneros <8 106 0.95 0.00 No Ref
dias de vida
Si 0.93 0.10-8.22 0.95

Asociacion entre diarrea y trasferencia de la inmunidad pasiva
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Mediante una prueba t de Student se evaluo la variable proteinas séricas totales en 97
animales menores a los 8 dias de vida con (n: 42) y sin diarrea (n: 55), y hubo una
diferencia estadisticamente significativa entre animales diarreicos y no diarreicos
(5.39 vs 5.83 mg/dl, P 0.015). Se categorizo0 a las proteinas totales séricas en 3 niveles,
correspondientes con transferencia pasiva exitosa, moderada o fallida. Al no cumplir
con uno de los supuestos del test de chi? (s6lo 20% de las frecuencias esperadas < a
5), se procedio a realizar el test de Fisher, no encontrandose diferencias significativas,
aunque si una tendencia (Fisher, F 0.085). Se realiz6 una regresion logistica con la
variable resultado diarrea-no diarrea y la variable de proteinas totales categorizada, a
pesar de no ser significativo el valor P del modelo (P 0.089), si se observo una
tendencia y los coeficientes expresados eran significativos para una transferencia
exitosa de la inmunidad pasiva (OR 0.38, IC 95% 0.16-0.91, P 0.03). Los terneros que
no tenian un nivel de proteinas séricas totales indicativo de trasferencia exitosa de la

inmunidad pasiva, tuvieron 62% mas chances de presentar diarrea.

Grado de concordancia e indice Kappa entre el ELISA 'y la tinciéon de auramina-
fenol para Cryptosporidium spp.

Se analizaron por ambas técnicas un total de 281 muestras, los resultados se expresan
en la Tabla XVI.

Tabla XVI. Tabla de contingencia entre el ELISA y la tincion de auramina-fenol para

Cryptosporidium spp.

ELISA Cryptosporidium spp.

Negativo Positivo Total
Negativo 117 9 126
Auramina-fenol
Positivo 31 124 155
Total 148 133 281

Ambas técnicas acordaron en el 85.77% y 71.7% (Kappa 0.72) de las muestras en

acuerdo aleatorio y perfecto, respectivamente. El acuerdo esperado fue del 49.7%, que
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es el valor que podemos esperar de acuerdo entre ambas pruebas (que coincidan el
50% de las veces). El indice Kappa de 0.72 indica una buena concordancia, que es

significativamente distinta de la esperada por el azar (P <0.01).

DISCUSION

El SDN es un sindrome multifactorial de alta relevancia para la ganaderia a nivel
mundial. Entre los principales agentes infecciosos/parasitarios involucrados desde el
punto de vista etiolégico, se encuentran bacterias (E. coli enterotoxigénica y
enteropatogénica, Salmonella spp.), virus (rotavirus grupo A, coronavirus bovino,
entre otros) y protozoos (Cryptosporidium spp., Eimeria spp.) (de la Fuente et al. 1998;
Uzal et al. 2015). Dada la importancia socio-econémica de la actividad lechera en
Uruguay (MGAP 2016), y de la alta frecuencia relativa de diarrea y mortalidad en
bovinos lecheros neonatos (Carlos Schild, tesis de maestria en salud animal,
UDELAR, comunicacién personal 2017), este estudio se enfoc6 en dos de los agentes
etioldgicos del SDN, Cryptosporidium spp. y E. coli F5+, en rodeos comerciales

lecheros del pais.

La relevancia de estos dos agentes radica en que se han asociado con importantes
pérdidas econdmicas, tanto directas como indirectas, para la ganaderia (de Graaf et al.
1999; Naciri et al. 1999; Bartels et al. 2010), y, ademas, en el caso de Cryptosporidium
spp., con su potencial zoondtico (Amer et al. 2013; Ryan et al. 2014). Hasta el
momento de ejecucién de este proyecto, no habia en Uruguay antecedentes
bibliograficos de criptosporidiosis bovina, aunque si escasas descripciones de
criptosporidiosis humana (Schelotto et al. 1991; Torres et al. 2001), ni tampoco de
infeccion por E. coli enterotoxigénica en terneros. Durante el desarrollo del mismo, se
publicd un estudio de genotipificacion de cepas de E. coli obtenidas de terneros con

diarrea neonatal, incluyendo E. coli F5+ (Umpiérrez et al. 2016).

Pudimos determinar que en 100% de los 30 establecimientos muestreados habia, por
lo menos, un animal positivo a Cryptosporidium spp. Esto indica que el agente es
endémico en bovinos de Uruguay, con una amplia distribucién en, al menos, 7
departamentos del pais, en concordancia con otros trabajos que han reportado a este

agente como un enteropatdégeno comun entre los terneros de guachera en otras latitudes
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(de la Fuente et al. 1999; Trotz-Williams et al. 2005; Garro et al. 2016). El 48.2% de
los 556 terneros en nuestro estudio fueron positivos a Cryptosporidium spp. Este valor
es similar al observado en otros paises como Espafia (47.9%) y Suecia (44.9%)
(Castro-Hermida et al. 2002a; Silverlas et al. 2010), pero mayor que el reportado en
Argentina (16.3-17.1%) (Del Coco et al. 2008; Garro et al. 2016). Por otra parte, en
Brasil, se han encontrado prevalencias que van desde el 0.6 al 72.13% (Meireles 2010).
Nuestros resultados indican, no s6lo que la infeccion es endémica en Uruguay, Sino
que la frecuencia de infeccion en bovinos neonatos es relativamente alta, al menos en

la poblacion que fue objeto de estudio en esta tesis.

La frecuencia de deteccion de E. coli F5+ fue relativamente baja (1.97%), aunque un
poco mayor a la observada por Umpiérrez et al. (2016) en Uruguay. En ese estudio se
examinaron 86 muestras de materia fecal de terneros (70 diarreicos y 16 no diarreicos)
y se aislaron 298 cepas de E. coli, de las cuales, por PCR, sélo 2 (0.7%) fueron
positivas para el gen f5. Sin embargo, ya que los terneros son susceptibles al agente y
lo eliminan principalmente durante los primeros dias de vida (Foster & Smith 2009),
la frecuencia relativa de E. coli F5+ podria estar subestimada si se consideran terneros
de mayor edad. Por ejemplo, en nuestro estudio, si s6lo consideramos la poblacion en
riesgo (158 terneros en sus primeros 8 dias de vida), el porcentaje de terneros

infectados con este agente asciende a 5.69%.

Debido a que en este estudio estimamos las frecuencias aparentes de infeccion, cabe
hacer un comentario respecto de la sensibilidad y especificidad de las pruebas usadas.
En el prospecto del kit de ELISA no estan indicadas la sensibilidad ni especificidad de
la prueba para ambos patdgenos. Sin embargo, durante el proceso de validacion del kit
comercial, el fabricante realizé una comparacion entre los resultados obtenidos con
esta técnica sobre 21 muestras de terneros diarreicos, con aquellos obtenidos con
técnicas de alta sensibilidad y especificidad, como el PCR para cada uno de los
agentes, sobre las mismas muestras. En el caso de Cryptosporidium spp. la
concordancia entre ELISA y PCR fue de 85.71%, mientras que para el caso de E. coli
F5+, la misma fue de 90.48% (André Broes, Biovet Inc., Canada, comunicacion
personal 2014). En otro estudio, Cho et al. (2012), evaluaron un kit diagnostico que
utiliza una tecnologia similar producido por el mismo fabricante (Bovine Entericheck,

Biovet, Inc.) en comparacion con un PCR multiplex para varios agentes causales de
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diarrea neonatal bovina. Sobre 100 muestras analizadas, determinaron una
concordancia entre el ELISA y el PCR multiplex de 84% para Cryptosporidium spp.
y de 82.3% para E. coli F5+. Asimismo, en el mismo estudio reportaron una
sensibilidad de 81.5% y 71.4% y una especificidad de 100% y 98.6% para
Cryptosporidium spp. y E. coli F5+, respectivamente, y concluyeron que la prueba de
ELISA es de utilidad para detectar en forma répida estos agentes en terneros con
diarrea. Por otro lado, Larsson (2013) estimé la sensibilidad y especificidad para
Cryptosporidium spp. utilizando el mismo kit de ELISA que fue usado en este estudio,

siendo estas de 82% y 100%, respectivamente.

Si tenemos en cuenta estos valores de sensibilidad de la prueba, es probable que en
nuestro estudio las frecuencias aparentes de infeccion hayan sido subestimadas para
ambos agentes. Respecto de Cryptosporidium spp., en paralelo con el ELISA, se
realizo la coloracion de auramina-fenol para deteccion de ooquistes en frotis de materia
fecal (ver més abajo). Para el caso de E. coli F5+, algunas de las muestras de materia
fecal que resultaron positivas a este antigeno por ELISA, fueron cultivadas en el
laboratorio de bacteriologia de INIA La Estanzuela, y las cepas de E. coli aisladas se
derivaron para genotipificacion al Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente
Estable (datos no mostrados). Alli, las cepas fueron analizadas por PCR en busca del
gen f5 siguiendo la metodologia descripta por Umpiérrez et al. (2016), siendo positivas
(Ana Umpiérrez, comunicacién personal 2017). Por lo tanto, debido a que la
especificidad de la prueba es alta en ambos casos, es poco probable que se hayan

computado un gran nimero de falsos positivos.

En nuestro estudio, los terneros positivos a Cryptosporidium spp. tuvieron 6 veces mas
chances de presentar diarrea que los no diarreicos, principalmente en la 2° semana de
vida. En trabajos anteriores, varios autores han obtenido resultados similares, tanto en
la asociacion con diarrea, como en la franja etaria (Naciri et al. 1999; Trotz-Williams
et al. 2005; Trotz-Williams et al. 2007). Aunque esta asociacion era de sospecharse,
nuestros resultados confirman la presencia del parasito y su asociacion con la diarrea

en los establecimientos muestreados.

En 12 de los 30 focos de SDN en este estudio hubo una asociacion estadistica entre los
animales infectados por Cryptosporidium spp. y la manifestacion de diarrea, por lo que

podemos atribuirlo como causa importante de brotes de diarrea en establecimientos
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lecheros uruguayos. Los terneros con criptosporidiosis mayoritariamente presentan
diarrea como unico signo clinico, aunque también puede haber dolor abdominal,
depresion, deshidratacion y anorexia (Naciri et al. 1999). La diarrea es resultado de la
colonizacion del intestino (borde apical de los enterocitos) por parte del parasito, el
dafio epitelial resulta en una atrofia de las vellosidades, con destruccion de las
microvellosidades (de Graaf et al. 1999). El dafo de la mucosa intestinal y la atrofia
de las vellosidades culmina en una diarrea por mala digestion/absorcion, la cual puede
variar en severidad (Foster & Smith 2009).

Algunas de las variables clinicas que fueron significativas para Cryptosporidium spp.
también lo fueron para la diarrea, resultado esperable teniendo en cuenta su asociacion.
Estas incluyeron las relacionadas con el porcentaje de deshidratacion de los animales,
tales como la duracién del pliegue cutaneo y el tiempo de llenado capilar >5 segundos,
y la actitud anormal de los terneros. La temperatura rectal elevada, también fue
estadisticamente significativa en ambas variables (infeccion por Cryptosporidium spp.
y manifestacion de diarrea). La hipertermia es una respuesta fisiologica del organismo
ante diferentes condiciones (infecciosas, inflamatorias, inmunolégicas, neoplasicas o
injuriosas), siendo las causas infecciosas las de mayor frecuencia en rumiantes
(Fecteau & White 2015).

Se ha descripto que la materia fecal de los terneros con diarrea por Cryptosporidium
spp. es de color blanco amarillenta con mucus (Olson et al. 2004). Esto coincide en
parte con lo encontrado en este trabajo, en el que Cryptosporidium spp. se asocio
significativamente al color blancuzco-amarillento de la materia fecal, pero no asi con
la presencia de mucus. Si se observé una asociacion significativa entre el cuadro
diarreico y la presencia de mucus y/o fibrina en la materia fecal, independientemente
del color. La presencia de mucus y fibrina es comun en procesos inflamatorios del
intestino (House et al. 2015). Ante injurias, la hipersecrecion de mucus es una barrera
de defensa, impidiendo la adhesion de patdgenos y el dafio de toxinas (Gelberg et al.
2016). Con respecto al color, los terneros se comportan como monogastricos durante
las primeras semanas de vida, siendo la dieta liquida (leche — sustituto lacteo) su
principal fuente de nutrientes. El dafio de la mucosa intestinal genera un trastorno en

la digestion, por lo que alimento sin digerir llega a porciones distales del tracto
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gastrointestinal (Smith 1962) conservando su color original y un mayor porcentaje de

agua que la materia fecal normal, siendo esta una posible explicacion de su color.

Pese a que durante el andlisis general y de los establecimientos en particular
Cryptosporidium spp. se asocié con la diarrea, no hubo asociacién, aunque si una
tendencia, con la muerte de los animales. Segun Naciri et al. (1999) la morbilidad suele
ser variable y la mortalidad baja, aunque ante determinadas circunstancias
coexistentes, como bajos niveles de selenio, una nutricién inadecuada, coinfecciones
con otros patdgenos y algunas practicas puntuales de manejo, puede ser alta (Olson et
al. 2004). Otros estudios indican que la eliminacion fecal de Cryptosporidium spp. esta
asociada con mayor riesgo de mortalidad en terneros neonatos (Delafosse et al. 2015).
Dependiendo de la intensidad de la diarrea, ésta trae aparejada un desmejoramiento
general en la actitud y estado de los animales, por lo que los terneros afectados son
mas susceptibles para hacer frente a cualquier evento adverso, ya sea de indole

infeccioso, nutricional y/o climético.

Cuando se analizaron las variables relacionadas al manejo, un resultado llamativo fue
que en los establecimientos donde el sitio de la guachera era cambiado de lugar
(rotacion) los animales tuvieron méas chances de ser positivos a Cryptosporidium spp.
Una posible explicacion a este resultado podria ser que la rotacién de las guacheras es
una medida de manejo adoptada en establecimientos donde hay problemas instaurados
de diarrea neonatal (Trotz-Williams et al. 2008), o que debido a la resistencia que tiene
la forma infectiva del parésito, tanto al ambiente como a los desinfectantes
comUnmente utilizados, quede una carga infectiva remanente para la préxima cohorte
de terneros, ya que estos son grandes eliminadores de ooquistes (Fayer et al. 1998) y

que la dosis infectiva puede ser tan baja como 10 ooquistes (Zambrisky et al. 2013).

El sustituto lacteo tiene poco riesgo de estar contaminado cuando se lo almacena y
prepara de manera correcta, y se lo suministra con equipos adecuadamente limpios
(McGuirk 2008). En este estudio, los terneros que eran alimentados con este tipo de
alimento tuvieron 25% menos chances de ser positivos a Cryptosporidium spp. que los
alimentados con leche de descarte. Esto se ha observado también en otros estudios,
estando asociado con una menor eliminacion de ooquistes (Mohammed et al. 1999),
aunque en otros trabajos no se vieron diferencias significativas entre la administracion

de sustituto lacteo y la eliminacion de ooquistes de Cryptosporidium spp. (Trotz-
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William et al. 2008). Esto permite especular que la alimentacion con sustituto lacteo
podria ser una medida a tomar para reducir las chances de infeccion con

Cryptosporidium spp. en guacheras comerciales.

Al igual que lo observado por otros autores (Naciri et al. 1999; Garro et al. 2016), en
este estudio un animal de 3 dias de vida fue positivo a Cryptosporidium spp., lo que
sugiere que la infeccion puede ocurrir inmediatamente luego del nacimiento y
concuerda con el periodo prepatente del parasito de 3 a 6 dias (Fayer et al. 1998; de
Graaf et al. 1999). Castro-Hermida et al. (2002b) detectaron vacas eliminando
ooquistes de Cryptosporidium spp. en el periparto, lo que sugiere que las vacas podrian
ser fuente de infeccidn para los terneros. Sin embargo, existe evidencia que indica que
los bovinos adultos se ven predominantemente infectados con especies distintas de
Cryptosporidium spp. que las que infectan a los terneros neonatos (principalmente C.
parvum), por lo tanto, el rol de los bovinos adultos como fuente de infeccion para los
terneros merece ser mejor estudiado, considerando la identificacion molecular a nivel
de subtipo (Faubert & Litvinsky 2000; Amer et al. 2013). Por esto, retirar a los terneros
de sus madres inmediatamente luego del parto (desmadre), evita el contacto directo
con la materia fecal y los patdégenos por ella transmitida. Pese a que en nuestro estudio
no se encontraron diferencias entre aquellos establecimientos donde el tiempo al
desmadre era menor a las 12 h de vida, el desmadre temprano es una practica altamente

recomendada para prevenir el SDN.

La interpretacion de los resultados para E. coli F5+ deben ser realizada con recaudo
por varios motivos: 1) la frecuencia de deteccion del patégeno fue baja, 2) sélo se
detect6 en 5/30 establecimientos, en los cuales el manejo diferia poco, y 3) el 63.6%
(7/11) de los casos correspondieron a un solo establecimiento (Anexo V). La
infeccion por E. coli F5+ s6lo se asocio con la edad del ternero, a mayor edad menos
chances de ser positivo. Los animales mayores a los 7 dias de vida tuvieron menos
riesgo de infectarse, lo que se condice con la bibliografia (Blanchard 2012), aunque
esta condicion no es excluyente y se pueden encontrar animales infectados de mayor
edad (Bartels et al. 2010), generalmente en coinfeccion con otros patégenos. Con
respecto al manejo que se realizaba en los establecimientos, el calostrado artificial, la
cantidad de calostro suministrada en las primeras 24 h de vida, el aparte de animales

enfermos, y el uso de vacunas para prevenir el SDN en las vacas gestantes, se asociaron
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con un mayor riesgo de infeccion por E. coli F5+. Estas son practicas de manejo
adoptadas frecuentemente en establecimientos con problemas instaurados de diarrea
neonatal (Abuelo 2016), por lo que queda la duda de si esta asociacion es primaria o

secundaria a la implementacion de las mismas.

Al contrario de lo que ocurria con Cryptosporidium spp., la administracién de sustituto
lacteo se comportd como un factor de riesgo para la infeccion por E. coli F5+, esto
podria ser debido a: 1) una menor composicion nutricional del sustituto lacteo (fallas
en la preparacion, calidad de la fuente de proteina, etc.) lo que predispondria a una
mayor susceptibilidad a diferentes enfermedades debido a subnutricion; 2)
contaminacion del sustituto lacteo o agua usada para disolverlo por E. coli, y/o 3) un
aumento del pH abomasal lo que permitiria que estos patdgenos sorteen esta primera
barrera de defensa, lleguen al intestino y colonicen los enterocitos, 1o que representa
una condicion necesaria para la patogenia (Constable et al. 2005). La utilizacion de
leche de descarte para alimentar a los terneros se comportdé como un factor de
proteccién ante la infeccion por E. coli F5+. Al Mawly et al. (2015) observaron que
los animales alimentados con leche de descarte tuvieron menores probabilidades de
desarrollar diarrea. Los sustitutos lacteos no tienen un valor nutricional tan alto como
el de la leche. Aunque la leche de descarte puede variar en su composicion nutricional
con respecto a la leche que se remite a las plantas de procesamiento lacteo (Moore et
al. 2009), generalmente en los manejos en que se utiliza leche de descarte para
alimentar terneros, ésta suele representar solo una fraccion del total de la dieta liquida,
el volumen restante se suele completar con leche de buena calidad. En nuestro estudio,

no contemplamos qué porcentaje de la dieta correspondia a leche de descarte.

La tendencia de que los terneros calostrados artificialmente tuvieran mas chances de
infeccion por E. coli F5+ podria deberse a que el 91% de los 11 casos positivos
correspondian a establecimientos en donde se practicaba calostrado artificial
rutinariamente, ademas de la baja cantidad de animales positivos a este patdgeno.
También podria deberse a contaminacion bacteriana del calostro durante su
recoleccion, manipuleo, almacenamiento y administracién, o de los utensilios
realizados para hacerlo (sondas, mamaderas, recipientes, etc). Algo similar ocurre con
el tamafio de los establecimientos (establecido por el nimero de vacas del rodeo);

ninguno de los casos positivos a este agente se presentd en establecimientos pequefios
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(1 caso en un establecimiento mediano y 10 casos en 4 establecimientos grandes). Los
establecimientos de mayor tamafio se comportaron como un factor de riesgo para este
agente. Lance et al. (1992) observaron que en establecimientos grandes se perdia la
atencion individual de los terneros por parte del guachero, relacionandolo con las altas
mortandades debido a diarrea y deshidratacion. Probablemente al tener otras tareas que
atender se pierda el foco en la higiene, deteccion, aislamiento y tratamiento temprano

de animales enfermos.

Cuando se analizo la poblacion en mayor riesgo para E. coli F5+ (animales menores a
los 8 dias de vida), s6lo hubo una tendencia a que los animales alimentados con
sustituto lacteo tuvieran mayor riesgo de ser positivos y los alimentados con leche de
descarte menor chance, similar a lo observado cuando se incluyeron los terneros de
todas las edades en el analisis. Nuevamente queremos resaltar que estos analisis deben

interpretarse con cautela, dadas los motivos antes expuestos.

La diarrea neonatal ocasiona deshidratacion y acidosis metabdlica, que, de no
corregirse, pueden culminar en muerte (Foster & Smith 2009). La deshidratacion en
terneros con diarrea se genera principalmente por la pérdida de liquido y electrolitos a
través de la materia fecal, y una manera de hacer una aproximacion clinica es mediante
el examen fisico. El tiempo que tarda el pliegue cutaneo en volver a la normalidad v,
en menor medida, el tiempo de llenado capilar, son algunos parametros ampliamente
usados, tanto en humanos como en animales, para realizar una aproximacion al grado
de deshidratacion (Steiner et al. 2004; Smith & Berchtold 2014). En nuestro estudio se
encontraron diferencias en los pardmetros relacionados con el grado de hidratacion
entre los animales diarreicos y no diarreicos, encontrandose diferencias
estadisticamente significativas para el tiempo de retorno a la normalidad del pliegue
cutaneo y un tiempo de llenado capilar >5 segundos. Este tiempo de retorno del pliegue
cutaneo es indicativo de deshidratacion moderada, y se condice con pérdidas mayores
al 6% del peso vivo (Naylor 1989), indicando que los terneros diarreicos en este
estudio no solo tenian grados mas elevados de fluidez de las heces al momento del

muestreo, sino que ademas presentaban concomitante deshidratacion.

Por otro lado, como se menciond anteriormente, el aumento del D-lactato en la
circulacion sanguinea de terneros diarreicos con acidosis metabdlica se asocia con

signos neuroldgicos (Naylor 1987; Naylor 1989; Constable et al. 2001; Lorenz & Vogt
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2006). En nuestro estudio, aunque no se estimo la concentracion sanguinea de este
metabolito, si se pudo observar una asociacion con las variables que indirectamente se
asocian a acidosis metabdlica, tales como reduccion de la actitud, capacidad o
velocidad de incorporacion o el reflejo de succién, entre animales diarreicos y no
diarreicos (Lorenz 2004). En resumen, el examen fisico permitio determinar que los
terneros con diarrea en este estudio tenian pardmetros clinicos indicativos de
deshidratacion y acidosis metabolica, lo que resalta la importancia de la rehidratacion
y correccion de la acidosis, como terapia de soporte para la diarrea neonatal (Constable
et al. 2001).

Un hallazgo anecdético fue la asociacion entre la onfalitis y la diarrea. Del total de
terneros examinados, 51 presentaron onfalitis (9.3% de 549). La onfalitis se suele
presentar en 5-15% de los terneros (Mee 2008), generalmente es causada por
infecciones bacterianas, y suele estar asociada a factores de manejo e inmunitarios, asi
como con posteriores signos como diarrea o poliartritis, secundarios a un proceso
septicémico que pueden culminar con la muerte de los animales (Constable et al.
2017b). Revisando la bibliografia nacional no se encontraron datos referidos a esta
patologia, pero su frecuencia no es llamativa, teniendo en cuenta que un gran
porcentaje de los prepartos de tambos de Uruguay no cuenta con una adecuada higiene
y que la adopcion de la practica de desinfeccidon del ombligo del neonato es baja entre
productores (Carlos Schild, tesis de maestria en salud animal UDELAR, comunicacién

personal 2017).

Con respecto a la semana de vida de los terneros, en nuestro estudio, los animales
tuvieron una mayor frecuencia de diarrea en las primeras 3 semanas de vida, siendo
ésta mayor en la 2° semana que en la 1° (60.15% y 23.25%, respectivamente), lo cual
concuerda con lo observado por Bartels et al. (2010). En los terneros en la 3° y 4°
semana de vida, las chances de manifestar diarrea fueron 42 y 53% menores,

respectivamente.

Otro resultado sumamente interesante fue que la concentracion de proteinas séricas
totales tuvo diferencia estadisticamente significativa entre animales diarreicos y no
diarreicos, teniendo los animales con una exitosa trasferencia pasiva de la inmunidad
menos chances de presentar diarrea, resultado similar al reportado por House et al.
(2015). Debido a la naturaleza de la placenta de los rumiantes, las inmunoglobulinas
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maternas no traspasan la barrera materno-fetal, por lo que la ingesta de calostro dentro
de las primeras 12 h de vida constituye la principal fuente de anticuerpos para el ternero
neonato (Donovan et al. 1998). Los terneros que no tienen una adecuada concentracion
de inmunoglobulinas circulantes tienen mayores chances de enfermarse y morir
(Donovan et al. 1998; Tyler et al. 1998), por lo que una manera practica y sencilla de
estimar la transferencia pasiva de la inmunidad, indirectamente, es mediante la
determinacion de proteinas séricas totales con un refractometro (Tyler et al. 1998). Se
desprende de los enunciados anteriores, que las medidas para prevenir la diarrea
neonatal deben extremarse durante las primeras horas de vida, asegurando un correcto
calostrado que permita un nivel de inmunoglobulinas circulantes capaces de proteger
al ternero ante eventuales infecciones y, también, en la primera semana de vida,

creando un escenario de bajo riesgo.

Aunque no fue estadisticamente significativa, se vio una asociacién entre los prepartos
colectivos y la diarrea en los terneros, similar a lo observado por Trotz-Williams et al.
(2007). Sin embargo, este resultado tiene un poder cuestionable, ya que habia un solo
establecimiento con preparto individual en nuestro estudio. Los prepartos individuales,
en general, se relacionan con un manejo mas focalizado y puntual de la vaca recién
parida, con un mayor énfasis en varios aspectos, incluido la higiene, lo que disminuira
las chances de contacto del recién nacido con una posible fuente de infeccion, como la

materia fecal de la madre u otros terneros.

Cuando se estudiaron los parametros clinicos asociados a la muerte, estos fueron
similares a los que se asociaron a la diarrea en el analisis bivariado, excepto por la
semana de vida de los animales, la presencia de onfalitis, las proteinas séricas totales
y las caracteristicas de la materia fecal. La Unica variable que no se asocié con la
diarrea, pero si con la muerte, fue la frecuencia respiratoria elevada, lo que se podria
correlacionar con la respuesta fisiologica frente a una posible acidosis metabdlica de
los terneros diarreicos. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la manipulacion de
los animales para su examen es una situacion estresante, la cual se puede manifestar,

entre otras cosas, con un aumento de las frecuencias cardiaca y respiratoria.

Un hallazgo sumamente importante fue la relacion entre la diarrea y la muerte de los
animales (aunque no fue estadisticamente significativa, si se observé una tendencia),
que se respalda por lo observado por algunos autores a nivel internacional (Sivula et
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al. 1996; Svensson et al. 2006; USDA Dairy 2007; Torsein et al. 2011), v,
particularmente, afianza lo observado por Carlos Schild en su estudio (tesis de maestria
en salud animal, UDELAR, comunicacion personal 2017), en donde el 95.2% de 209
establecimientos lecheros encuestados a nivel nacional en Uruguay expreso que la
diarrea era uno de los principales signos clinicos manifestados por los terneros,

asociado a la muerte durante el periodo de crianza.

Con respecto a las variables de manejo en relacion a la muerte, se observaron algunos
resultados similares y otros disimiles a los expuestos previamente. La relacion con las
maltiples actividades laborales que realiza el guachero, el sistema de alojamiento
colectivo y el suministro de sustituto lacteo, se asociaron con mayores chances de
muerte de los animales. Por otro lado, la rotacién del sitio de la guachera, el suministro
de leche de descarte y el aparte de animales enfermos, fueron factores de proteccion,
siendo todos resultados esperables y fundamentados con los enunciados previamente
expuestos. Un resultado Ilamativo fue la asociacién positiva entre la mortalidad y el
uso de vacunas contra la diarrea neonatal, aunque otros autores tuvieron resultados
similares (Waltner-Toews et al. 1986b; Frank & Kaneene 1993). En establecimientos
con problemas de diarrea y muertes, es comun, dentro de las medidas de manejo
adoptadas, la inmunizacion de las madres con vacunas contra enteropatégenos, por lo
gue una hipotesis es que esta asociacion no sea debida a una relacion directa de la
utilizacion de inmundgenos, sino mas bien una asociaciéon secundaria a una medida

sanitaria adoptada ante un problema sanitario ya instaurado.

Otro factor a tener en cuenta es que no todas las vacunas protegen contra todos los
agentes causales del SDN. Por ejemplo, en el caso de Cryptosporidium spp., no existen
vacunas disponibles comercialmente. También puede haber diferencias entre las cepas
gue contiene las vacunas y las que estan circulando en los establecimientos (Al Mawly
et al. 2015), lo que puede resultar en falla en la proteccién vacunal. Aunque no fue
estadisticamente significativo, se observd una tendencia a la asociacion entre los
establecimientos con altas tasas de mortalidad y la variable muerte. Tanto los sistemas
de alojamiento mixtos como los colectivos se asocian con mayores frecuencias de
enfermedades y, por ende, de muertes (Marcé et al. 2010; Curtis et al. 2016). El
cambiar la guachera de lugar (rotacion) fue un factor de proteccion ante la muerte, esta

medida, junto con el aparte de los animales enfermos (la cual no tuvo asociacion),
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estan ampliamente difundidas ante cualquier enfermedad independientemente del

sistema y/o categoria animal.

Aunque lo ideal es separar a la madre del ternero lo antes posible luego del parto para
cortar el ciclo de transmision de la mayoria de los agentes causantes de la diarrea
neonatal (trasmision fecal-oral), en nuestro estudio los terneros que permanecieron con
sus madres por mas de 12 h tuvieron menos chances de morir. Hay que considerar que
la muerte/sobrevida de los terneros depende de muchos factores, la mayoria de los
cuales no se contemplaron en el presente trabajo. Aunque Klein-Jobstl et al. (2014) no
vieron diferencias significativas con respecto al tiempo de desmadre, la bibliografia
indica que cuanto mayor es el tiempo de permanencia con la madre, mayores son las
probabilidades de que los terneros presenten diarrea, ya que tienen mas probabilidades
de infectarse (Trotz-Williams et al. 2007) y morir (Wells et al. 1996).

En lo referido al andlisis de laboratorio para deteccion de Cryptosporidium spp., el
acuerdo entre las pruebas testeadas (ELISA y coloracion de auramina-fenol) fue muy
bueno, basandonos en la escala propuesta por Landis & Koch (1977). Trabajos
recientes muestran la alta sensibilidad y especificidad de la tincidén de auramina-fenol
para la deteccidn de ooquistes de Crytosporidium (Jafari et al. 2015; Le Govic et al.
2016). En nuestro caso, al igual que Jafari et al. (2015), utilizamos al ELISA como
prueba de referencia. Por lo que seria una opcién viable en laboratorios donde no se

cuente con el kit de ELISA, ya sea por costos u otras razones.

A modo de enmarcar todos los resultados obtenidos, podemos decir que
Cryptosporidium spp. esta ampliamente distribuido, en términos relativos, y se asocia
al SDN en terneros neonatos de Uruguay. Al no haber vacunas ni tratamientos
efectivos disponibles comercialmente hasta el momento en el pais, el foco se debe
realizar en la prevencion y en la toma de medidas de manejo que apunten a disminuir
la carga parasitaria en el huésped, la contaminacion y sobrevida ambiental y la
transmision del agente. Ademas, el correcto calostrado (cantidad y calidad del calostro,
momento de la ingesta) es fundamental para mitigar el impacto del agente en la
manifestacion de diarrea. Respecto de este paréasito, Fayer et al. (1989) observaron que
la administracion de calostro hiperinmune se relaciond con menores tiempos de
excrecion de ooquistes y de duracion de la diarrea. Otro estudio sugiere, ademas, que

la severidad de la diarrea asociada a Cryptosporidium spp. es menor en terneros que
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tienen concentraciones mas altas de IgG en suero, es decir cuanto mejor es el
calostrado (Weber et al. 2016). A nivel experimental, el uso de vacunas recombinantes
con la proteina P23 de Cryptosporidium parvum administrada en vacas gestantes, ha
mostrado resultados promisorios en la prevencion de criptosporidiosis en los terneros,

mediante transferencia pasiva de inmunidad a los neonatos (Askari et al. 2016).

La interrupcion del ciclo de contagio remite a la separacion, lo antes posible, de la
madre y a la toma de extremos recaudos en la higiene, tanto en el periparto inmediato,
como en la guachera. La higiene debe ser tenida en cuenta a todos los niveles, tanto en
las locaciones y utensilios de alimentacion, como durante el manejo, evitando la
contaminacion de categorias susceptibles (animales de menor edad) (McGuirk 2008).
Lamentablemente cuando Cryptosporidium spp. esta presente en un establecimiento,
su erradicacion puede ser frustrante y, en la mayoria de los casos, impracticable
(Shahiduzzaman & Daugschies 2012). La inactivacion fisica de los ooquistes mediante
calor (Fayer et al. 1994) y desecacion (King & Monis 2007) son formas efectivas
contra Cryptosporidium spp. en condiciones de laboratorio, sin embargo, los tiempos
y temperaturas que se requieren para la inactivacion hacen que su implementacién a
campo sea mas dificil de practicar. Por la naturaleza de su pared (pared lipidica externa
y glicoprotéica interna), Cryptosporidium spp. es extremadamente resistente a la
penetracion de los desinfectantes. Desinfectantes con formaldehido o perdéxido de
hidrogeno en su composicion han mostrado resultados promisorios en cuanto a eficacia
(Castro-Hermida et al. 2006), pero los tiempos de exposicién, al igual que lo sucedido
con los métodos de inactivacion fisica, hace que su uso sea poco practico en situaciones
de campo. Independientemente del efecto sobre los ooquistes, la sola implementacidn
de medidas de higiene rutinarias tiene efectos favorables en general, asociandose con

una menor contaminacion del ambiente.

Los resultados obtenidos del uso de drogas con actividad anti Cryptosporidium spp.
son variados y contradictorios, se ha probado la paramomicina, el lactato de
halofuginona, el decoquinato, la azitromicina y la nitaxozamida, entre otras.
Shahiduzzaman & Daugschies (2012) en una revision, compararon los resultados de
la bibliografia y concluyeron, en base a ventajas, desventajas y resultados obtenidos,
que la paramomicina y el lactato de halofuginona serian las drogas recomendadas para

el tratamiento de la criptosporidiosis animal, cabe mencionar que ninguna de estas
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drogas esta disponible actualmente en Uruguay. La azitromicina también es efectiva
(Nasir et al. 2013), pero es costosa para su uso en grandes animales. Limitados estudios
con resultados contradictorios han evaluado el uso de probidticos conteniendo
Lactobacillus spp. (Alak et al. 1999; Guitard et al. 2006) o Enterococcus faecalis (Del
Coco et al. 2016) para el tratamiento de la criptosporidiosis en modelos roedores,

aunque no hay estudios al respecto en bovinos.

Dados los resultados obtenidos en este estudio, consideramos que es necesario realizar
estudios de transmision de Cryptosporidium spp. entre e intra establecimientos, lo que
podria proveer informacion necesaria como insumo para desarrollar estrategias que
permitan cortar el ciclo de transmision del agente. Teniendo en cuenta que
Cryptosporidium spp. es facilmente transmisible por agua, futuras investigaciones
deberian evaluar el posible rol de las fuentes de agua en su vehiculizacion, como se ha
realizado recientemente en Uruguay con otros agentes causales del SDN, como
rotavirus grupo A (Castells et al. 2016).

Como se expreso anteriormente, algunas especies y subtipos de Cryptosporidium son
zoonoticos. En nuestro estudio, las técnicas de deteccion de Cryptosporidium spp.
utilizadas no permitieron la identificacion a nivel de especie/subtipo, sin embargo,
nuestros hallazgos alientan a futuras investigaciones basadas en estudios moleculares
(PCR, secuenciacién) para determinar si los bovinos de Uruguay son reservorios

potenciales de especies/subtipos que puedan tener potencial zoonético.

Antes de concluir, queremos volver a resaltar que en el presente estudio se analizaron
solo 2 agentes de varios que pueden intervenir en el SDN, y merece mencionarse que
en el 28.4% de las muestras de terneros diarreicos, no se encontrd ninguno de los 2
agentes analizados. Esto indica que es altamente probable que participen otras causas,
ademas de las aqui expuestas, tanto en las diarreas como en la muerte de terneros
neonatos. Por ejemplo, Caffarena et al. (2016) reportaron 2 brotes de diarrea neonatal
bovina asociados a Cryptosporidium spp. junto con rotavirus y Salmonella
Typhimurium. Posteriormente, ésta y otras serovares de Salmonella enterica fueron
identificadas en terneros con diarrea neonatal y septicemia en el pais (Casaux et al.
2017). Recientemente, Araoz et al. (2017) identificaron un caso de diarrea neonatal
bovina atribuida a E. coli enteropatogénica y Cryptosporidium spp. con circulacion de

rotavirus grupo A en el rodeo. Castells et al. (2016) analizaron 136 muestras de agua
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de bebida de guacheras de establecimientos lecheros uruguayos en busca de rotavirus,
encontrando que el 38.4% tenian copias gendmicas virales, postulando al agua de
bebida como un posible vehiculo para la transmision de este agente. Costa et al. 2016
registraron episodios de septicemia y mortandad en terneros de tambos asociados a
Salmonella Dublin. Por ultimo y mas recientemente, se han identificado mediante
estudios patolégicos y viroldgicos, casos de enterocolitis asociada a infeccion por
coronavirus bovino en terneros neonatos de tambos (Federico Giannitti y Matias
Castells, datos no publicados, comunicacién personal 2017) y casos de infeccion por
el virus de la diarrea viral bovina en terneros de tambos (Leticia Maya, datos no
publicados, comunicacion personal 2017). Estos reportes indican que hay otros
agentes conocidos involucrados en brotes de diarrea y muerte en terneros de tambos
en Uruguay, Yy es posible que haya otros ain no diagnosticados. Investigaciones méas
amplias son necesarias para evaluar otras causas del SDN y muerte de terneros en el
pais.

CONCLUSIONES

e Cryptosporidium spp. fue detectado en el 100% de los 30 tambos estudiados, es
frecuente a nivel individual en terneros lecheros neonatos, y se asocia a cuadros
diarreicos en las primeras semanas de vida. En este trabajo, el rotar el sitio de la
guachera y la administracion de leche de descarte se comportaron como posibles
factores de riesgo para la infeccion de los animales, y el uso de sustituto lacteo

como un posible factor de proteccion.

e Escherichia coli F5+ se encontr6 en baja proporcidn en este estudio y no se asocio
con diarrea. Aungue hubo relacién con diversas variables, el bajo numero de
terneros positivos limitd el analisis y la posibilidad de sacar conclusiones solidas.
En base a los resultados obtenidos, incentivamos el desarrollo de futuras lineas de
investigacion con disefios muestrales que tengan en cuenta la baja frecuencia del

patdgeno.

e Hubo unatendencia a que los animales infectados por Cryptosporidium spp. tengan

mas chances de morir, aungue la asociacién no fue estadisticamente significativa,
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lo que sugiere que posiblemente otros factores y agentes estén asociados a
mortalidad en terneros del pais.

e Los terneros con diarrea y parametros clinicos asociados a ella sugestivos de
deshidratacion y acidosis metabolica, tuvieron mas chances de morir. Esto resalta
la importancia que tiene la instauracion temprana de terapias de soporte a los

terneros con diarrea, que permitan reducir las muertes asociadas al SDN.

e La falta de exclusividad de actividad laboral del guachero, los sistemas de crianza
colectiva, el uso de sustituto lacteo y establecimientos con gran cantidad de vacas,
pueden ser promisorios factores de riesgo en lo que a la mortalidad respecta.

e Los animales con exitosa transferencia pasiva de la inmunidad tuvieron menos
chances de desarrollar cuadros diarreicos. Esto resalta la importancia de
implementar planes de calostrado adecuados para prevenir el SDN vy reducir las

muertes asociadas.

e Latincion con auramina-fenol se presenta como una técnica de laboratorio viable

para la deteccion de Cryptosporidium spp. en materia fecal de terneros.
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ANEXO I. Frotis de materia fecal y tincion de auramina-fenol para observacién

de Cryptosporidium spp.

Preparacion de los reactivos para la coloracion (OIE, 2008):

Auramina-fenol: Disolver 3 g de fenol (Phenol GR for analysis ACS, Reag. Ph
Eur, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) en 100 ml de agua desionizada y
afiadir lentamente 0.3 g de Auramina O (Auramine O - C.I. 41000 - for
microscopy; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Filtrar con papel de filtro
Whatman N° 1y pasar a una botella de reactivo stock. Marcar el nombre y la
fecha de preparacion del reactivo en el recipiente. Guardar a temperatura

ambiente en una botella de vidrio protegida de la luz con un tapdn hermético.

3% de metanol &cido (alcohol acido 3%): Afiadir con cuidado 60 ml de &cido
clorhidrico (GPR/SLR) a 1940 ml de metanol absoluto y mezclar. Pasar a un
frasco de reactivo stock, y marcar la fecha de preparacion.

0.1% de permanganato potasico: Afadir 0.5 g de permanganato potasico
(Potassium permanganate ACS, Reag. Ph Eur., Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania) a 499.5 ml de agua desionizada y mezclar con un agitador
magnético. Filtrar con papel filtro Whatman N° 1, pasar a un frasco de reactivo
stock y rotular con la fecha de preparacion.

Procedimiento para realizar el frotis de materia fecal:

Materiales: tanica de laboratorio, guantes descartables, portaobjetos de vidrio,

solucidn buffer fosfato (PBS), ansa estéril de 10 pl, muestra de materia fecal.

Tomar un portaobjetos limpio e identificarlo con el nimero de caso y animal.

Sumergir el ansa de 10 pl en PBS estéril y colocar la gota en el centro del

portaobjetos.

Con el mismo ansa, tomar una muestra de materia fecal, colocarla en la gota

de PBS y realizar un extendido delgado.

Dejar secar al aire.
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e Fijar por inmersion en metanol por 3 minutos.

Se debe utilizar un portaobjetos y ansa por muestra. Los frotis secados al aire y fijados
en metanol se pueden guardar por periodos mayores a los 6 meses antes de ser
coloreados. El grosor ideal del frotis es aquel que al ser colocado sobre una hoja escrita,

permite ver la escritura.

Tincién de los frotis con auramina-fenol:

Materiales: tunica de laboratorio, guantes descartables, frotis de materia fecal fijados
en metanol, reactivos de auramina-fenol, alcohol-acido 3%, permanganato potésico al
0.1%, agua corriente, microscopio de epifluorescencia equipado con filtro FITC

(excitacion de 490 nm; emision de 510 nm) y micrémetro ocular.
e Sumergir el frotis en auramina fenol durante 10 minutos.
e Lavar con agua corriente para eliminar el exceso de colorante.
e Decolorar con alcohol acido 3% durante 5 minutos.
e Lavar con agua corriente.

e Sumergir en permanganato potasico al 0.1% durante 30 segundos (tincion de

contraste).
e Lavar con agua corriente.

e Dejar secar y observar la presencia de ooquistes en el microscopio de
epifluorescencia con filtro FITC con lente objetivo de 20, 50 o 100x y ocular
de 10x.

e Identificar Cryptosporidium spp. midiendo con el micrometro ocular el
diametro de los cuerpos esféricos o levemente ovoides de 4-6 um que

evidencien color verde manzana y fuerte fluorescencia, sobre un fondo oscuro.

La observacion en el microscopio debe de hacerse de manera sistematica, comenzando
del menor objetivo al mayor. Si no se logran visualizar caracteristicas morfoldgicas

con los objetivos superiores (secos), debe usarse el objetivo de inmersion (100x).
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ANEXO II. Protocolo ELISA de captura de antigeno “Pathasure® enteritis 4”
Principios del test:

Muestras de materia fecal (MF) son diluidas e incubadas en pocillos revestidos con 4
anticuerpos especificos contra rotavirus grupo A, coronavirus bovino, E. coli F5 y
Cryptosporidium spp. Si alguno de estos agentes se encuentra en la muestra, se unird
especificamente al anticuerpo especifico. Luego de mdaltiples lavados para eliminar
todo material que no se haya unido, se afiade un anticuerpo conjugado con una enzima,
dirigido a rotavirus, coronavirus, E. coli F5 y Cryptosporidium spp. Después de la
incubacidn, el exceso de este conjugado se elimina mediante un segundo lavado y su
fijacion al patdgeno especifico se revela con un sustrato cromdgeno. Después de esta
incubacion, la enzima, si esta presente, reacciona con el sustrato y se desarrolla un
color azul. La intensidad del color permite la determinaciéon del tipo de muestra
probada. Una muestra negativa dard una reaccion débil (incolora, azul palido),
mientras que una muestra positiva mostrara una reaccion mas fuerte que la del control

negativo, que se mantiene incoloro o azul palido.

Nota importante: el test permite la deteccién de 1, 2, 3 o los 4 agentes arriba
mencionados en cada muestra de materia fecal. SOlo resultados de deteccion de
Cryptosporidium spp. y E. coli F5 fueron usados para esta tesis, a pesar de que se
provee el procedimiento para deteccion de los 4 agentes segun especificacion del

fabricante.

Materiales no provistos por el kit: Ropa protectora, guantes descartables, pipetas,
micropipetas, frascos cubicados, tubos Falcon de 50 ml, agua destilada, bandeja para

desechar reactivos, estufa de incubacién.

Materiales provistos por el Kit:

Componente Cantidad

Tiras de 8 pocillos recubiertas con una mezcla de 4
anticuerpos especificos de rotavirus, coronavirus, E. 12

coli F5 y Cryptosporidium spp.

Control positivo listo para usar (amarillo oscuro) 2ml
Control negativo listo para usar (amarillo claro) 2ml
Solucién de lavado concentrada (10x)” 120 ml
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Conjugado anti-rotavirus listo para usar (rojo) 7ml
Conjugado anti-coronavirus listo para usar (azul) 7ml
Conjugado anti-E. coli F5 listo para usar (verde) 7ml

Conjugado anti-Cryptosporidium spp. listo para usar

(violeta) 7l
Sustrato™ 15 ml
Pipetas de 3 ml 1
Pipetas de 1 ml 30

Mantener todos los reactivos a 2-7 °C, antes de su uso dejarlos a temperatura

ambiente.

* Cuando la solucién se mantiene a 2-7 °C se pueden formar cristales. Esto no afecta
la eficiencia del producto, pero previo a su utilizacion hay que dejarla a temperatura

ambiente hasta que se disuelvan.

** No exponer a la luz solar o agentes oxidantes.

Preparacion de la solucion de lavado:

Después de homogeneizar la solucion de lavado concentrada, diluirla en 1/10 con agua
destilada (ej. 3 ml de solucién de lavado concentrada en 27 ml de agua destilada).

Preparacion de las muestras:

Diluir, en 1/10, la MF en la solucion de lavado ya preparada™ (ej. 0.5 ml de materia

fecal en 4.5 ml de solucion de lavado preparada).

Procedimiento:

1. Colocar 2 gotas de control positivo en los pocillos A de las columnas 1 a 4, con

especial cuidado que no toque las paredes de los mismos.

2. Colocar 2 gotas de control negativo en los pocillos B de las columnas 1 a 4,

con especial cuidado que no toque las paredes de l1os mismos.
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3. Colocar 2 gotas (100 pl) de MF diluida por caso en los pocillos C, D, E, F, G,
H de las columnas 1 a 12 o en los pocillos A y B de las columnas 5 a 12, con

especial cuidado que no toque las paredes de los mismos (Figura 1).
4. Incubar en estufa a 23°C + 2°C por 30 minutos.
5. Vaciar todos los pocillos en bandeja para descarte de material bioldgico.

6. Lavar cada pocillo 5 veces con solucion de lavado preparada (llenarlo hasta el
limite con cuidado de que no rebalse) y descartar el exceso de fluido. Luego
del altimo lavado secar la gradilla mediante golpes secos sobre papel

absorbente.

7. Colocar 2 gotas de conjugado anti-rotavirus en los pocillos de la columna 1,

con especial cuidado que no toque las paredes.

8. Colocar 2 gotas de conjugado anti-coronavirus bovino en los pocillos de la

columna 2, con especial cuidado que no toque las paredes.

9. Colocar 2 gotas de conjugado anti-E. coli F5 en los pocillos de la columna 3,

con especial cuidado que no toque las paredes.

10. Colocar 2 gotas de conjugado anti-Cryptosporidium spp. (conjugado) en los

pocillos de la columna 4, con especial cuidado que no toque las paredes.
11. Incubaren estufa a 23°C £ 2°C por 30 minutos.
12. Repetir el paso 6.

13. Colocar 3 gotas de sustrato por pocillo, con especial cuidado que no toque las

paredes del mismo.
14. Incubar en estufa en lugar oscuro, a 23°C £ 2°C por 10 minutos.

15. Leer los resultados a simple vista (presencia o ausencia de coloracion azul en

los pocillos, Figura 2).
Interpretacion:

- Si el color azul es méas oscuro del obtenido en el control negativo

correspondiente la muestra se considera positiva.
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*** |_as muestras de materia fecal se pueden mantener refrigeradas hasta 72 h antes de
ser diluidas, una vez diluidas se pueden refrigerar durante 36 h antes de realizarles el

ELISA.

o

Figura 1. Placa de ELISA al momento de la lectura. Los pocillos A 1-2 (azul) representan los controles
positivos para E. coli F5+ y Cryptosporidium spp., respectivamente. Los pocillos B 1-2 (incoloros)
representan los respectivos controles negativos. Los pocillos C 1-2 aH 1-2 y A 3-4 a H 3-4 representan
muestras de materia fecal de 14 terneros. El animal 1 fue positivo a E. coli F5+ (C1), el animal 7 fue
positivo a E. coli F5+ y Cryptosporidium spp. (A3 y A4); y los animales 9, 12 y 14 fueron positivos a
Cryptosporidium spp. (C4, F4 y H4). Las celdas incoloras o celeste tenue indican que no se detectaron

los respectivos agentes.
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ANEXO IllI. Cuestionario sobre datos generales del establecimiento, datos

relacionados a la crianza y datos sanitarios.

Procedimiento:

Se confeccion6 una hoja de calculo en Microsoft Excel 2013 con las siguientes
preguntas:

Datos generales
e Cantidad total de vacas.

Cantidad de vacas en ordefie.

e Tipo de preparto
- Individual
- Colectivo
e Tiempo entre el nacimiento y la separacién de la madre.
- Menosde 12 h
- Del2a24h
- Mésde24h
e Tipo de calostrado:
- Calostrado natural (de la madre).
- Calostrado artificial (mamadera — sonda bucoesofagica).
e Litros de calostro administrados las primeras 24 h de vida.
- Sin definir
- Menoroigual a4 Its.
- Masde4 lts.
Datos relacionados a la crianza de los terneros
e Personal destinado a la guachera.

- Exclusivo de la guachera.
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- Ademas de la guachera realiza otras tareas dentro del tambo.
e Tipo de sistema de crianza utilizado.

- Individual (estaca, corredera, corral individual, etc).

- Colectivo (corral colectivo, etc).

- Mixto (sistema individual en los primeros dias/semanas de vida, y

transicion posterior a sistema colectivo).
e Rotacidn del sitio de la guachera.
- No.
- Si.
e Suministro de leche de descarte a las terneras.
- No.
- Si.
e Suministro de sustituto lacteo a las terneras.
- No.
- Si.
Datos de manejo sanitario
e Uso de vacunas contra la diarrea neonatal en el preparto.
- No.
- Si.
e Aparta los terneros enfermos de los sanos.
- No.
- Si.
e Cantidad de animales entrados a la guachera en el afio.
e Cantidad de animales muertos en la guachera en el afio.

e Tasa de mortalidad estimada en el periodo de crianza (%).
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ANEXO V. Andlisis bivariado. Tablas.

Asociaciones entre la manifestacion de diarrea, parametros clinicos evaluados y

factores de manejo.

Tabla Anexo I. Asociacion entre la presentacion de diarrea y otros parametros

clinicos.
Variable Obs. P Chi? pR? OR IC 95% valor P
Edad al examen 556 0.002 0.0123 0.96 0.93-0.98 0.002
556 <0.001 0.1109 Semana 1 Ref
Semana 2 3.66 2.39-5.62 <0.001
Semana de vida
Semana 3 0.58 0.35-0.97 < 0.05
Semana 4 0.47 0.23-0.98 < 0.05
553 <0.01 0.0329 Normal Ref
Actitud
Anormal 5.64 3.12-10.19 <0.001
553 <0.001 0.0389 Grado 0 Ref
Incorporacion Grado 1 2.52 1.43-4.45 0.001
Grado 2 12.64 2.92-54.71 0.001
551 <0.001 0.0215 Grado 0 Ref
Reflejo de
N Grado 1 1.29 0.79-2.11 0.29
succion
Grado 2 3.43 1.81-6.51 <0.001
549 0.06 0.0045 No Ref
Onfalitis
Si 1.73 0.96-3.12 0.067
Pliegue cuténeo > 545 <0.01 0.0374 No Ref
5 segundos Si 277 1.88-4.07 <0.01
Tiempo de 549 <0.001 0.0284 No Ref
llenado capilar >5 -
Si 3.26 1.93-5.51 <0.01
segundos
Normotermi
Temperatura 545 <0.01 0.0289 . Ref
rectal
Hipertermia  2.50 1.69-3.72 <0.01
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Proteinas séricas

<0.02 0.044 0.55 0.33-0.91 <0.03
totales
537 0.001 0.0139 Ausencia Ref
Mucus en MF
Presencia 1.76 1.24-2.49 0.001
545 0.001 0.0135 Ausencia Ref
Fibrina en MF
Presencia 3.64 1.53-8.65 0.003
Blancuzco-
518 <0.01 0.0826 . Ref
amarillento
Color MF
Marrén 0.17 0.11-0.28 <0.001
Verde 0.25 0.14-0.4 <0.001

Tabla Anexo I1. Asociacion entre la presentacion de diarrea y factores de manejo de

los establecimientos.

Variable Obs. P Chi? pR? OR IC95%  valor P
496 0.06 0.0054 Individual Ref
Preparto
Colectivo 3.23 0.88-11.91 0.077

Asociacion entre infeccién por Cryptosporidium spp., E. coli F5, E. coli F5+ en

terneros <8 dias de vida y manifestacion de diarrea.

Tabla Anexo Ill. Andlisis bivariado. Asociacion entre enteropatégenos Yy

manifestacion de diarrea.

) ) valor
Variable Obs. PChi? pR? OR IC 95% 5
556 <0.01 0.1315 No Ref
Cryptosporidium spp.
Si 6.01 4.16-8.67 <0.001
556 0.70 0.0002 No Ref
E. coli
Si 1.26 0.38-4.20 0.70
E. coli F5+ en terneros <8 158 0.32 0.0045 No Ref
dias de vida
Si 1.96 0.50-7.60 0.33
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Asociaciones entre los parametros clinicos evaluados, factores de manejo e

infeccidn con Cryptosporidium spp.

Tabla Anexo IV. Asociaciones entre los parametros clinicos evaluados e infeccidn

con Cryptosporidium spp.

) ) IC valor
Variable Obs. P Chi? pR? OR
95% P
0.94-
Edad al examen 556 <0.04 0.0057 0.97 0.99 <0.04
556 <0.01 0.1935 Semana 1 Ref
5.70-
Semana 2 9.09 <0.001
14.50
Semana de vida 0.70-
Semana 3 1.18 0.52
1.99
0.21-
Semana 4 0.49 0.09
1.13
553 0.03 0.0063 Normal Ref
Actitud 1.05-
Anormal 1.71 0.03
2.77
545 <0.01 0.019 No Ref
Pliegue cutneo >5
1.40-
segundos Si 2.05 <0.01
2.98
549 <0.001 0.0262 No Ref
Tiempo de llenado
: 1.84-
capilar >5 segundos Si 3.09 <0.001
5.19
551 0.082 0.0039 Normal Ref
FC 0.51-
Elevada 0.73 0.083
1.07
502 0.0087 0.0099 Normal Ref
FR 0.41-
Elevada 0.61 0.009
0.88
Temperatura rectal 545 <0.02 0.0085 Normotermia Ref
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1.11-

Hipertermia 1.63 <0.02
2.39
556 <0.01 0.1339 Grado 0 Ref
0.76-
Grado 1 1.58 0.21
3.25
Materia fecal 2.06-
Grado 2 8.50 <0.01
17.79
4.23-
Grado 3 9.34 <0.01
20.63
556 <0.01 0.1316 No Ref.
Diarrea ] 4.16-
Si 6.01 <0.01
8.67
518 <0.001 0.0129 Blancuzco-amarillento Ref
0.34-
Marrén 0.52 0.003
Color de la MF 0.80
0.36-
Verde 0.59 <0.04
0.97

Tabla Anexo V. Asociaciones entre factores de manejo

Cryptosporidium spp.

e infeccion con

Variable Obs. P Chi? pR? OR IC95%  valor P

Rotacion de 1a 53 0097  0.0037 No Ref

guachera Si 142 093216 0.098
Suministro de 53 0102  0.0036 No Ref

leche de descarte Si 133 004187 0.10
Suministro de 536 0.10 0.0036 No Ref

leche de sustituto

lacteo Si 0.75 0.53-1.05 0.10

Tabla Anexo VI. Asociacion entre la presentacion de diarrea y Cryptosporidium spp.

por establecimiento.
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valor

Establecimiento  Obs. P Chi? pR? OR IC 95% b
29 0.0376 0.1076 No Ref
Establecimiento 1
Si 4.99 1.03-27.27 0.046
20 0.0001 0.5310 No Ref
Establecimiento 2
Si 81 4.36-1504.4  0.003
20 0.0213 0.1912 No Ref
Establecimiento 3
Si 9.33 1.19-72.99 0.033
22 0.0082 0.2307 No Ref
Establecimiento 5
Si 12 1.58-91.08 0.016
20 0.0148 0.2141 No Ref
Establecimiento 7
Si 135 1.19-152.21  0.035
20 0.0042 0.2958 No Ref
Establecimiento 9
Si 21 1.77-248.10  0.016
21 0.0082 0.2404 No Ref
Establecimiento 11
Si 15.75 1.42-174.24  0.025
20 0.0042 0.2958 No Ref
Establecimiento 13
Si 21 1.77-248.10  0.016
20 0.0437 0.1468 No Ref
Establecimiento 14
Si 9 0.80-100.13  0.074
20 0.006 0.2746 No Ref
Establecimiento 20
Si 15.75 1.75-141.40 0.014
20 0.0213 0.1912 No Ref
Establecimiento 23
Si 9.33 1.19-72.99 0.033
20 0.0213 0.1912 No Ref
Establecimiento 29
Si 9.33 1.19-72.99 0.033

Asociaciones entre los parametros clinicos evaluados, factores de manejo e

infeccién por E. coli F5
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Tabla Anexo VII. Asociaciones entre los parametros clinicos evaluados e infeccién

con E. coli F5.
Variable Obs. P Chi? pR? OR IC95%  valor P
Edad al examen 556 <0.01 0.1571 0.74 0.62-0.89 <0.01
556 <0.01 0.1182 Semana 1 Ref

Semana 2 0.07 0.01-0.557 <0.02

Semana de vida
Semana 3 0.14 0.01-1.13 0.06
Semana 4 1 (Empty)

Tabla Anexo VIII. Asociaciones entre factores de manejo e infeccion con E. coli F5.

. ) valor
Variable Obs. P Chi? pR? OR IC 95%
Tipo de 496 0.006 0.071 Natural Ref
Calostrado Artificial 909 1157159 <004
. 455 0.072 0.0508 Desconoce Ref
Cantidad de
calostro en las 1° <41 6.67 0.83-53.23 0.073
24 h de vida
>4 2.77 0.17-45.15 0.472
Administra leche 536 <0.05 0.0391 No Ref
de descarte Si 027  007-103 0055
Administra 536 <0.05 0.0391 No Ref
sustituto lacteo Si 369 096-1409  0.055
Aparta los 536 <0.02 0.0586 No Ref
animales
enfermos Si 5.55 1.18-25.95 <0.03
Uso de vacunas 516 <0.01 0.093 No Ref
para SDN Si 1176 1.49-9260 <002
Pequefio-
450 0.003 0.0853 . Ref
Tamafio tambo mediano
Grande 10.51 1.33-82.83 0.025
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Tabla Anexo IX. Tabla de contingencia de casos positivos a E. coli F5+ seglin tamafio

del establecimiento y por establecimiento.

Tamafio establecimiento

Establecimiento Pequefio-mediano Grande Total
6 - 1 1
15 - 7 7
21 - 1 1
23 1 0 1
26 - 1 1
Total 1 10 11

E. coli F5+ en terneros <8 dias de vida.

Tabla Anexo X. Asociaciones entre los parametros clinicos evaluados e infeccion con

E. coli F5+ en terneros <8 dias de vida.

Variable Obs. P Chi? pR? OR IC95%  valor P

Edad al examen 158 <0.02 0.0839 0.62 0.41-0.93 <0.03

Tabla Anexo XI. Asociaciones entre dieta lactea e infeccién con E. coli F5+ en

terneros <8 dias de vida.

Variable Obs. P Chi? pR? OR IC 95% valor P
152 0.0543 0.0542 No Ref.
Leche de descarte
Si 0.23 0.05-1.18 0.08
152 0.0543 0.0542 No Ref.
Sustituto lacteo
Si 4.2 0.084-20.91 0.08

Asociaciones entre distintas variables y la muerte
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Tabla Anexo XII. Asociaciones entre los pardmetros clinicos evaluados y la muerte

de los animales.

) ) valor
Variable Obs. P Chi? pR? OR IC 95% 5
Edad al examen 398 <0.05 0.0151 0.95 0.90-1.00 0.054
395 <0.002 0.0373 Normal Ref
Actitud
Anormal 3.50 1.68-7.29 0.001
395 <0.01 0.0351 Grado 0 Ref
Incorporacién Grado 1 2.75 1.43-4.45 0.022
Grado 2 4.45 1.46-13.52 0.008
393 0.052 0.0225 Grado 0 Ref
Reflejo de succion Grado 1 2.07 0.88-4.88 0.095
Grado 2 2.82 1.12-7.10 0.03
Tiempo de llenado 392 0.086 0.0112 No Ref
capilar > 5
segundos Si 2.03 0.93-4.42 0.07
Erecuencia 357 <0.001 0.058 Normal Ref
respiratoria Alta 493 1881291  0.003
393 0.004 0.0311 Normotermia Ref

Temperatura rectal

Hipertermia 2.75 1.40-5.40 0.003

398 0.10 0.01 Ausencia Ref
Diarrea

Presencia 1.71 0.89-3.31 0.10

Tabla Anexo XIII. Asociacion entre la muerte de los animales y los factores de

manejo.
) ) IC
Variable Obs. P Chi? pR? OR valor P
95%
358 <0.001 0.0553 <12h Ref
Tiempo al
0.13-
desmadre >12h 0.27 <0.001
0.55
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358 <0.01 0.0313 Natural Ref
Tipo de
1.31-
calostrado Avrtificial 2.66 0.006
5.38
398 <0.001 0.0536 Exclusivo Ref
Operario de
: 1.80-
crianza Otras tareas 3.87 0.001
8.34
398 <0.001 0.0530 Individual Ref
Tipo de
. P . 0.47-
sistema de Colectivo 4.60 0.006
) 5.02
crianza
utilizado ) 0.47-
Mixto 1.55 0.46
5.02
398 <0.001 0.0685 No Ref
Rota la
0.01-
guachera Si 0.06 0.007
0.46
Suministro de 398 <0.001 0.0925 No Ref
leche de S 017 0.08- 0.001
i . <0.
descarte 0.37
Suministro de 398 <0.001 0.0925 No Ref
sustituto _ 2 68-
lacteo Si 5.79 1247 <0.001
Uso de 378 <0.001 0.0977 No Ref
vacunas
contra el . . 2.76- 0001
i . <0.
SDN en el 11.78
preparto
398 <0.001 0.0532 Baja-Media Ref
Score de
. 1.86-
mortalidad Alta 5.33 0.002
15.28
Pequefio-
359 <0.001 0.1962 ) Ref
Tamafio del mediano
rodeo 6.42-
Grande 27.14 <0.001
114.70
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Tabla Anexo XIV. Asociacion entre enteropatdgenos y la muerte de los animales.

) ) valor
Variable Obs. PChi? pR? OR IC 95% 5
398 0.16 0.0074 No Ref
Cryptosporidium spp.
Si 1.59 0.83-3.04 0.162
398 0.94 0.00 No Ref
E. coli
Si 0.94 0.11-7.61 0.95
E. coli F5+ en terneros <8 106 0.95 0.00 No Ref
dias de vida
Si 0.93 0.10-8.22 0.95

Grado de concordancia e indice Kappa entre el ELISA y la tincion de auramina-

fenol

Tabla Anexo XV. Tabla de contingencia entre el ELISA y la tincién de auramina-

fenol.

ELISA Cryptosporidium spp.

Negativo Positivo Total
Negativo 117 9 126
Auramina-fenol
Positivo 31 124 155
Total 148 133 281
Tabla Anexo XVI. Resultados de concordancia.
Acuerdo Error
Acuerdo Kappa z Prob>z
esperado Standard
85.77% 49.72% 0.72 0.06 12.17 0.00

79



