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RESUMEN

Zon la finalidad de determinar la presencia de Cryptosporidium
s0. y su asociacion con cuadros de diarrea en becerros neona-
‘0=, se desarrollé una investigacién en una finca comercial ubi-
-zda en el Municipio Rosario de Perija, estado Zulia, Venezue-
= Se colectaron muestras fecales de 57 becerros de ambos
s=xos, alojados en becerreras individuales, cuyas edades osci-
=ron entre 2 y 27 dias. Las muestras fueron analizadas me-
Jante la preparacién de frotis coloreados con la técnica de
<nyoun modificada y observadas a una magnificacion de
1000X. Todas las muestras positivas para Cryptosporidium
=on kinyoun fueron confirmadas con la técnica de inmunofluc-
-2scencia directa utilizando anticuerpos monoclonales marca-
2s con isotiocianato de fluoresceina especificos para oocistos
e Cryptosporidium. Del total de muestras examinadas, 29 re-
sultaron positivas a Cryptosporidium (50,8%), observandose
_na asociacion significativa (P<0,05) entre la presencia del pa-
-asito y la edad por semana de los becerros. En los casos po-
sitivos a Cryptosporidium solo se presentaron 6 animales con
Fiarrea (20,6%), no encontrandose asociacion significativa en-
ir2 la presencia de Cryptosporidium y ésta. Los resultados del
sresente estudio indican un alto porcentaje de infeccion con
Cryptosporidium sp. en los becerros neonatos de la hacienda
La Esperanza, sin embargo, su presencia no fue determinante
=n el desarrollo del cuadro de diarrea.
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ABSTRACT

In order to establish the presence of Cryptosporidium sp. and its
association with diarrhea cases in newborn calves, a commercial
farm in the Rosario de Perija county, Zulia state, Venezuela was
surveyed. Fecal samples were collected directly from the rectum of
a total of 57 individually housed calves with ages ranging from 2 to
27 days. For the detection of Cryptosporidium oocysts fecal
smears were stained with a modified Kinyoun technique and sub-
sequently examined by light microscopy at X1000 magnification.
All oocyst-positive samples were further stained with monoclonal
antibodies labeled with fluorescein isothiocyanate (FITC-Mabs) and
examined by epifluorescence microscopy to confirm the presence
of Cryptosporidium. Among all samples, 29 (50.8%) were Crypto-
sporidium positive, and the percentage of occurrence in newborn
calves was significantly associated with the age in weeks of the
animals (P<0.05). Only six (20.6%) of the animals examined had
diarrhea and no association was found between illness and Cryp-
tosporidium occurrence. The results of this research showed that a
high percentage of the calves were infected with Cryptosporidium
sp.. however the presence of this protozoan parasite was not re-
sponsible for the development of cases of diarrhea.
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INTRODUCCION

Cryptosporidium sp. es un protozoario parasito descrito
inicialmente por Tyzzer (1912) en cortes histolégicos de intesti-
no de ratén [15]. Desde entonces se ha demostrado la infec-
cién en una amplia variedad de especies mamiferas, incluyen-
do al hombre, por lo que es considerado como un importante
agente zoonético [3, 15, 27].
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Este protozoario es reconocido a nivel mundial, como un
enteropatégeno causante de cuadros de diarrea tanto en hos-
pedadores inmunocompetentes como en inmunocomprometi-
dos [8, 15]. Cryptosporidium presenta un ciclo de vida mono-
xeno, donde todos los estados de desarrollo (sexual y asexual)
ocurren en el mismo hospedador [27]. El periodo prepatente
oscila entre 4 y 8 d en becerros con infecciones naturales [13,
28] siendo la transmisién fecal-oral entre los hospedadores, la
que comunmente se acepta [7, 24]. Los oocistos son infectan-
tes en el momento de ser eliminados con las heces y son ca-
paces de sobrevivir en el ambiente por su alta resistencia a las
condiciones adversas [14, 15, 24, 27].

El poder patégeno de la especie C. parvum en la salud
animal fue reportado en 1971, cuando por primera vez se de-
tectd en el intestino de un bovino con diarrea [18]. Posterior-
mente numerosas publicaciones senalan a C. parvum, como
uno de los principales agentes etioldgicos de la diarrea neona-
tal del becerro que puede actuar como Unico patégeno respon-
sable de severos cuadros de diarrea [5, 13, 14, 19, 21] 0 en
asociacién con otros agentes infecciosos tales como: rotavirus,
coronavirus, Salmonella sp. y Escherichia coli [5, 14, 21, 22].
Entre los signos clinicos de la criptosporidiosis bovina se sefia-
lan: diarrea, anorexia, depresion, letargia, fiebre, deshidrata-
cion y pérdida de condicion corporal [13, 16, 28]. Este cuadro
puede durar entre 5 y 12 d, lo que influye negativamente en el
desarrollo de los becerros en el primer mes de edad y ocasio-
na pérdidas econémicas dentro de las explotaciones ganade-
ras, por la alta morbilidad, aplicacién de tratamientos y dismi-
nucién de la ganancia de peso [16, 17, 20].

Algunos trabajos efectuados en bovinos reportan una ma-
yor prevalencia del parasito en animales menores de 30 d [5, 8,
12, 20], en los cuales es frecuente la manifestacién de signos
clinicos, sin embargo, los animales mayores pueden contener y
eliminar oocistos de C. parvum, sin presentar sintomatologia al-
guna actuando como portadores sanos, capaces de diseminar
la infeccién dentro del rebafio [10, 14, 20, 23, 24].

Otros resultados en diversos paises sefialan prevalen-
cias de Cryptosporidium sp. en becerros que oscilan entre
10,3y 81% [2, 3, 7, 14, 16, 21]. Quilez y col. [20] reportan un
53,8% de infeccién por Cryptosporidium sp. en becerros me-
nores a 45 d de nacidos en rebafios bovinos de Espana. Al
considerar |la presencia del parasito en becerros sobre el mes
de edad, la prevalencia de la infeccién disminuye de manera
significativa como lo reportan diversos autores [2, 20]. Al res-
pecto, Gorman y col. [8] encontraron un 12,8% de prevalencia
para Cryptosporidium sp. en bovinos de 0 a 6 meses de edad
en Chile, sin embargo, al reagrupar los animales infectados
por grupos etarios estos autores observaron que la prevalen-
cia del protozoario se incremento a 70,5% en los becerros
iguales o menores a un mes de edad.

En Venezuela los antecedentes sobre el hallazgo de
Cryptosporidium sp. en becerros son escasos, destacdndose
un estudio realizado por Surumay y col. [26] en el estado Mo-
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nagas. Estos autores sefialan una prevalencia del 18% en bo-
vinos entre 2 y 12 semanas de edad y del 4%, en bovinos en-
tre 13 y 20 semanas; tales resultados indicaron la presencia
de Cryptosporidium en los rebafios bovinos del pais.

Motivado a la gran importancia gue tiene este protozoa-
rio, considerando su distribucion mundial, asi como sus impli-
caciones zoonéticas y en virtud de la escasa informacién que
de él existe en el pais, se realizd la presente investigacion cu-
yos objetivos fueron los siguientes: 1) Determinar la presencia
de Cryptosporidium sp. en becerros neonatos de la Hacienda
La Esperanza en el estado Zulia, Venezuela. 2) Determinar la
asociacion entre Cryptosporidium y cuadros de diarreas en be-
cerros neonatos y 3) Establecer la relacion entre la presencia
de Cryptosporidium y el sexo de los animales infectados.

MATERIALES Y METODOS

Unidad de produccion

El estudio fue realizado en la Hacienda La Esperanza,
municipio Rosario de Perija, estado Zulia, Venezuela, ubicada
en un area ecologica de bosque seco tropical, a una altura de
100 m.s.n.m. [11]. La temperatura media anual es de 29,9°C
(21,2°C — 37,9°C) y precipitaciéon anual de 1277 mm, con dis-
tribucién bimodal [11]. La Hacienda La Esperanza desarrolla
un sistema de explotacién de ganaderia de doble proposito
con cria de becerros en forma artificial. El manejo de los bece-
rros incluye un destete precoz entre 48 y 72 h después del na-
cimiento, para luego pasar a becerreras individuales (jaulas),
elevadas a 30 cm del suelo, las cuales son lavadas con agua
sin la utilizacién de desinfectantes. En estas jaulas, a los bece-
rros se les suministra leche en forma artificial dos veces al dia,
alimento concentrado preiniciador (17% de proteinas) durante
un pericdo aproximado de 1 mes.

Poblacion experimental

La poblacién experimental estuvo representada por un
lote de 57 becerros (machos y hembras), con una composicién
racial de 5/8 Holstein o Pardo Suizo con 3/8 Brahman, bajo el
mismo manejo y con edades comprendidas entre 2 y 27 d de
nacidos.

Muestreo

Se tomaron muestras fecales de todos los animales que
nacieron en la hacienda entre los meses de Enero a Mayo de
1999. Por cada becerro se colecté una muestra fecal mediante
estimulacidén rectal, evitando el contacto de éstas con el suelo,
utilizando para ello, guantes quirlrgicos y bolsas de polietileno
rotuladas con el nimero del animal y fecha del muestreo. Las
muestras fueron refrigeradas en cavas con hielo y transporta-
das inmediatamente al Laboratorio de Parasitologia de la Fa-
cultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad del Zulia
para su procesamiento. Al momento de la coleccién de las
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muestras se registraron los siguientes datos: edad del becerro,
actitud del animal, estado de hidratacién, sexo, caracteristicas
de las heces y fecha de recoleccion.

Procesamiento de la muestra

Las muestras fueron examinadas siguiendo dos procedi-
mientos diagndsticos: la técnica de coloracion de Kinyoun modi-
ficada [4] y, la técnica de inmunofluorescencia directa utilizando
anticuerpos monoclonales marcados con isotiocianato de fluo-
resceina (Crypto-a-Glo, Waterborne, New Orleans, USA) y si-
guiendo procedimientos previamente descritos [1, 4]. En el pri-
mer procedimiento se utilizo microscopio de luz y se examina-
ron las muestras a una magnificacién de 1000X. Para el segun-
do procedimiento se utilizo un microscopio de epifluorescencia
Zeiss Axioskop, Ob'érkochen, Germany) equipado con un filtro
excitador 450-490-nm y un filtro supresor de 520 nm).

Analisis estadistico

Los resultados de este estudio se analizaron utilizando
paquete estadistico computarizado S.A.S. (Statistical
Analysis System), realizando una prueba de ji-Cuadrado y ta-
oias de frecuencia. La ocurrencia de Cryptospordium fue con-
siderada como variable dependiente y la edad por semana,
oresencia de diarrea y sexo como variables independientes.

RESULTADOS

Del total de muestras examinadas a través de la técnica
Je kinyoun modificada, 29 (50,8%) resultaron positivas para

oocistos de Cryplosporidium sp. Estos oocistos fueron obser-
vados como estructuras esféricas u ovoides de 4 a 6 ym de
diametro, de color rojo intenso con granulaciones oscuras en
su interior, caracteristicas que son utilizadas para la deteccion
e identificacion de coccidios en muestras fecales. Mediante la
técnica de inmunofluorescencia directa fue confirmada la pre-
sencia de oocistos de Cryptosporidium sp. tomando en cuenta
la presencia de estructuras esféricas fluorescentes de color
verde manzana de 4 a 6 ym de didmetro.

En cuanto a la edad y la presencia de Crypfosporidium,
los resultados indican un porcentaje de infeccién de 31,5; 57,1;
76,9 y 25% para la 1era, 2da, 3ra y 4ta semana de edad res-
pectivamente, TABLA |. Se observé una asociacion significati-
va (P<0,05) entre la presencia de Cryptosporidium y la edad
por semana de los becerros.

De los 29 becerros que resultaron positivos para oocis-
tos de Cryptosporidium se presentaron cuadros de diarrea en
seis de ellos (20,6%), TABLA II, sin embargo, no se enconiro
una asociacién significativa entre la presencia de oocistos y
diarrea.

En el grupo de animales examinados se presentaron 2
casos de diarrea en los cuales no se detecto oaocistos de Cryp-
tosporidium.

De las 29 muestras positivas a Cryptosporidium, un 40%
correspondié a becerros machos y un 60% a hembras. No se
observé una asociacion significativa entre el sexo de los ani-
males y la infeccién.

TABLA |
Cryptosporidium sp. EN BECERROS NEONATOS DISTRIBUIDOS POR GRUPOS ETARIOS,
DE LA HACIENDA LA ESPERANZA

Edad en Semanas Muestras tomadas

Muestras positivas

No % No %
1 19 33,33 6 31,58
2 21 36,84 12 57,14
3 13 22,81 10 76,92
4 4 7,02 1 25,00
57 100,0 29
Total Muestras Positivas (%) 50,88
TABLA Il

Cryptosporidium sp.EN BECERROS NEONATOS CON Y SIN DIARREA DE LA HACIENDA LA ESPERANZA

Muestras tomadas

Positivos a Cryptosporidium

N2 % N® Yo
Diarrea 8 14,1 6 20,6
Sin diarrea 49 85,9 23 79,3
Total 57 100,0 29 100,0
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DISCUSION

En este estudio se detectd por primera vez la presencia
de Cryptosporidium en becerros neonatos del estado Zulia. Los
oocistos de Cryptosporidium se encontraron en 29 de 57
(50,8%) becerros examinados a partir de los 4 dias de edad.
Este porcentaje de infeccidn es similar a los reportados por On-
gerth y Stibbs [16] en becerros de 7 a 21 d de edad en el esta-
do de Washington, USA, (51%) asi como por De la Fuente y
col. [5], en becerros de 1 a 30 d de edad (52,3%) y Quilez y col.
[20] en becerros menores a 45 d de edad (53,8%) en Espana.

En Venezuela, Surumay y col. [26] reportan una preva-
lencia para Cryptosporidium sp de 30,1% en becerros de 2 a
20 semanas de edad en el estado Monagas, siendo de 18%
en animales de 2 a 12 semanas y de 4% entre 13 y 20 sema-
nas; el porcentaje de infeccidon de Surumay y col. es menor al
encontrade en el presente estudio debido probablemente, a
qgue solo se evaluaron animales de hasta cuatro semanas de
nacidos, considerando que las caracteristicas epidemioldgicas
de Cryptosporidium indican una mayor susceptibilidad para be-
cerros menores de 30 d de edad [5, 12].

El porcentaje de infeccion con Cryptosporidium reporta-
do en nuestro estudio (50,8%) es alto con relacién a los valo-
res detectados por Reinhard y col. [21] (18,8%) en Chile, por
Garber y col. [7] (22,4%) v, por Atwill y col. [3] (10,3%) en los
Estados Unidos. Varios autores coinciden en que el perfodo de
mayor frecuencia de infeccidn por Crypfosporidium ocurre en
la segunda semana de vida del becerro [3, 5, 29], sin embar-
go, en nuestra investigacion y la de Kaminjolo y col. [9] la ma-
yor frecuencia de infeccién se observé en la tercera semana.

El porcentaje de becerros infectados por Cryptospori-
dium entre los 4 a 7 d de edad (1ra semana) para este estudio
es de 31,5%, lo que indica que los becerros pudieron contraer
la infeccién inmediatamente después del nacimiento; debido a
un periodo prepatente corto, similar a investigaciones previas
y consistente con el ciclo de vida del parasito [14, 15], donde
se sefiala un periodo prepatente de 4 a 8 d en becerros con in-
fecciones naturales [13, 28]. Quilez y col. [20] reportan un
44,4% de infeccidn por Cryptosporidium sp. en becerros de 3 a
4 d de nacidos, en tanto que De la Fuente y col. [5] sefialan un
43,8% en becerrosde 1 a 7 d.

Los oocistos fueron detectados en los becerros a partir
del cuarto dia de nacido, no observandose en animales de 1 a
3 d. Estos resultados son similares a los encontrados por Xiao
y Herd [29], lo que sugiere que la infestacion de los becerros
ocurre poco después del nacimiento por la presencia de oocis-
tos en el area de maternidad. Algunos autores sefalan que las
infecciones tempranas se deben a la eliminacién de oocistos
por parte de bovinos adultos y consideran a las madres, como
una potencial fuente de infeccién [14, 20, 27]. En relacion con
esto, Scoft y col. [23], reportan oocistos de C. parvum en va-
cas aparentemente sanas, pertenecientes a un rebafio con
alta incidencia de diarrea criptosporidial en becerros neonatos;
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todas las vacas evaluadas, eliminaron entre 750.000 y 720 mi-
llones de oocistos por dia. Al respecto, los autores concluye-
ron que esa masiva contaminacién del ambiente donde perma-
necen los becerros recién nacidos, pudiera ser un factor signi-
ficante en el desarrollo de la criptosporidiosis. Es importante
destacar, que todos los becerros examinados en el presente
estudio permanecieron con sus madres entre 48 a 72 h, des-
pués del nacimiento.

Otro aspecto importante en la transmisién de la infeccidn
por Cryptosporidium y que favorece la diseminacion del parasito
entre los becerros evaluados, es el referido a las préacticas de
manejo establecidas en la finca, en la cual, los becerros 2 a 3 d
después del nacimiento son trasladados a jaulas o becerreras in-
dividuales, sin desinfectar, ocupadas previamente por otros bece-
rros. Es probable que los becerros adquieran la infeccién a tra-
vés de la via fecal-oral, si en estas instalaciones permanecieron
previamente animales infectados. Es necesario destacar que los
oaocistos de Cryptosporidium sp. sobreviven en el ambiente por
mucho tiempo, debido a su alta resistencia a condiciones adver-
sas y, a la accion de agentes quimicos [14, 15, 20, 24, 27]. Ade-
mas, la construccién de las jaulas en bateria y su continuidad,
permite que exista contacto directo entre los becerros por lo que
la transmision del parasito pudiera estar favorecida.

Los reportes sobre la ocurrencia de brotes de diarrea en
becerros, asociadas a infecciones por Cryptosporidium sp. en
fincas de Ohio, sefialan la via de transmision fecal-oral por
contacto de becerro a becerro, alojados en condiciones simila-
res a las del presente estudio, como el factor determinante en
los brotes de diarrea [30].

En el presente estudio se observé que la mayoria de los
animales infectados por Cryptosporidium no presentaron cua-
dros de diarrea (79,3%), en tal sentido, no se encontré una
asociacion significativa entre la presencia del parasito y la dia-
rrea. Algunos autores sefialan una asociacion significativa en-
tre C. parvumn y las diarreas neonatales [5, 8, 14, 20, 25] sin
embargo, otros autores [10, 17] reportan infecciones por C.
parvum en rebafos de becerros en los cudles no fueron detec-
tados casos de diarrea. Estas investigaciones, no obstante,
estuvieron basadas en la deteccidn e identificacién de C. par-
vum utilizando técnicas morfométricas. Hoy en dia la identifica-
cion y asignacién de especies de Cryptosporidium deben estar
basadas en tres técnicas basicas: técnicas morfométricas, téc-
nicas moleculares y especificidad del hospedador [6]. Este es-
tudio reporto la presencia de oocistos de Cryptosporidium sp.
en becerros neonatos sin hacer referencia a la virulencia, in-
fectividad o genotipos asociados con la ocurrencia de sintoma-
tologia debido que estos tipos de andlisis no fueron realizados.
Las investigaciones sobre virulencia, infectividad y determina-
cion de genotipos son muy importantes en el entendimiento de
la epidemiologia y transmision de la enfermedad, asi mismo
permiten suministrar informacién sobre la prevalencia de espe-
cies en una localidad geografica [6]. La presente investigacion
demostro |la presencia de Cryptosporidium sp. en animales de
fincas del Estado Zulia e indicd el potencial que tienen las
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précticas de manejo de esta finca en la diseminacion del para-
sito y el riesgo que ello representa para la salud publica.

CONCLUSIONES

Existe un alto porcentaje de infeccidon por Cryplospori-
dium sp en la poblacién de becerros estudiados, que resultd
ser mas alto en los becerros de tres semanas de nacidos, sin
embargo, la presencia de este protozoario en los animales no
estuvo asociada a los cuadros de diarrea. Las practicas de
manejo establecidas en la finca estudiada pueden favorecer la
diseminacion del parasito dentro del rebafio.

RECOMENDACIONES

Realizar trabajos de investigaciones similares, a fin de
determinar la prevalencia de Cryptosporidium en la poblacion
bovina del pais y sus implicaciones en la produccion animal.
Asimismo, seria importante llevar a cabo estudios moleculares
para determinar las especies de Cryptosporidium aisladas en
el estado Zulia.

Considerando el alto porcentaje de animales infectados
por Cryptosporidium observado en el presente estudio, se re-
comienda promover la divulgacion y entrenamiento a los Médi-
cos Veterinarios sobre aspectos que permitan detectar este
protozoario como patdgeno involucrado en los problemas de
diarreas en becerros neonatos.
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