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RESUMEN

La diarrea neonatal bovina (DBN) es una enfermedad compleja y multifactorial que
afecta frecuentemente a terneros por sus factores de riesgo asociados, como lo es la condicion
agammaglobulinemica al nacimiento y la falla en la transferencia de inmunidad pasiva. Para
contribuir en la ejecucion de estudios y evaluar qué cantidad diarreas se presentan en la
Granja San Pedro de la UAN se realizd un estudio para verificar la frecuencia de diarreas,
evaluar la presencia de Cryptosporidium spp y relacionar las diarreas con el nivel de
proteinas plasmaticas totales en terneros, se evaluaron un total de 13 terneros a los que se le
tomaron muestras de sangre (para evaluar las proteinas plasmaticas totales y hematocrito) y
coprologicos seriados por 10 semanas (para evaluar la presencia de ooquistes mediante la
tincion de Ziehl Neelsen modificada). Las diarreas se clasificaron como: Leve, modera y
severa, donde la mayor presencia de diarrea (leve y moderada) se present6 en las dos
primeras semanas de nacimiento del ternero, pero no se encontré6 ooquistes de
Cryptosporidium spp, en cuanto a las proteinas plasmaticas 11 de los 13 terneros a los que se
muestrearon estuvieron dentro del rango como una excelente transferencia de inmunidad
(>5g/dl).

PALABRAS CLAVE: Cryptosporidium spp, Diarrea neonatal Bovina, inmunidad

neonatal, proteinas plasmaticas totales, tincion de Ziehl Neelsen

ABSTRACT: Neonatal bovine diarrhea (DBN) is a complex and multifactorial
disease that frequently affects calves due to its associated risk factors, such as the condition
agammaglobulinemic at birth and the failure in the transfer of passive immunity. In order to
contribute to the execution of studies and to evaluate the amount of diarrhea presented at the
San Pedro Farm of the UAN, a study was carried out to verify the frequency of diarrhea,

evaluate the presence of Cryptosporidium spp and relate diarrhea to the level of total plasma



proteins in calves, A total of 13 calves were evaluated and blood samples were taken (to
evaluate total plasma proteins) and 10-week serial coprological (to assess the presence of
oocysts by modified Ziehl Neelsen staining). Diarrhea was classified as: Mild, moderate and
severe, where the greatest presence of diarrhea (mild and moderate) occurred in the first two
weeks of birth of the calf, but no oocysts of Cryptosporidium spp were found, in terms of
plasma proteins 11 of the 13 calves sampled were within range as an excellent immunity
transfer (> 5g/dl).

KEYWORDS: Cryptosporidium spp, Bovine neonatal diarrhea, neonatal immunity,

total plasma proteins, Ziehl Neelsen stain



INTRODUCCION

Las enfermedades entéricas son comunes en terneros y representan grandes pérdidas
tanto en la industria lechera como en la carnica, por su alta mortalidad y tratamientos poco
efectivos. Las dificultades en el diagnostico etiologico se debe a que no hay signos
patognomoénicos de cada uno de los agentes involucrados, animales asintomaticos,
presentacion mixta de los agentes y la interaccion de factores intrinsecos y extrinsecos que
predisponen a la infeccion, como la falla en la transferencia de inmunoglobulinas (Baquero,
2008) este es uno de los factores de riesgo para la presentacion de problemas digestivos. El
calostro confiere inmunidad al ternero hasta que desarrolla su propio sistema inmunolégico,
este contiene inmunoglobulinas que protegen la mucosa intestinal de los patogenos (Vargas,

Elizondo & Noguera, 2014).

En los ultimos meses se presentaron problemas de diarreas en la granja San Pedro de
Usme en los terneros, evidenciando un problema de salud y economico que afecta a la granja
de manera significativa. El objetivo del trabajo fue determinar la cantidad de diarreas que se
presentaron en ese momento y darles un seguimiento para evaluar si Cryptosporidium spp

estaba involucrado.

Este trabajo se realiz6 con el fin de hacer un estudio en la Sede Usme, ya que no se ha
reportado informacion acerca de los problemas presentados y no se han realizado estudios

acerca de estos casos.



1. PLANTEAMIENTO PROBLEMA
La diarrea neonatal bovina (DNB), es una enfermedad compleja y multifactorial que
ocurre como consecuencia a la interaccion de factores relacionados con la vaca, el ternero,
estado inmune, practicas de manejo, factores ambientales y la infeccion con enteropatégenos.
Uno de los factores de riesgo mas importante para la presentacion de la DNB es la falla total
o parcial de la transferencia de inmunidad pasiva, poco consumo de calostro o ser hijos de

vacas primerizas (Pardo & Oliver, 2012).

Tales factores hacen que la diarrea neonatal bovina sea considerada como uno de los
mayores desafios para la salud tanto en la industria carnica como en la lechera. Mas del 20%
de los propietarios de ganado vacuno de carne sienten que la diarrea tiene un impacto
significativo en su productividad econdmica y esta representa mas de la mitad de toda la

mortalidad de terneras en las granjas lecheras (Foster & Smith, 2009).

Los patogenos involucrados en DNB es compleja, muchos agentes infecciosos solos o
en combinacion son asociados con la presentacion de brotes. Los principales agentes
infecciosos que se han encontrado involucrados son de origen bacteriano como: E. coli
(ETEC), Salmonella spp, de origen viral: Rotavirus, Coronavirus y protozoarios: Eimeria

spp, Cryptosporidium spp, Giardia spp (Pardo, 2012).

En rumiantes, la aparicion de Cryptosporidium spp ha sido vinculada con
gastroenteritis en terneros entre 0 y 2 meses de edad, se presenta una alta tasa de morbilidad
en ganado lechero, terneros antes del destete, terneros recién destetados y en ganado mas
viejo (Holsback et al., 2018). Su presencia produce sindrome de malabsorcion y diarrea,

atrofia de las vellosidades y pérdida de enzimas digestivas. La diarrea es considerada una de



las causas principales de morbilidad y mortalidad en los terneros, ya que se asocia con

deshidratacion, debilidad y eventual muerte (Silva ef al., 2018).

Particularmente en la granja San Pedro de Usme se han evidenciado casos de diarreas
en terneros, por este motivo se realizo un estudio para realizar un seguimiento a las diarreas y
evaluar la presencia de Cryptosporidium spp, y poder relacionarlo con la falla de la
transferencia de inmunidad en los terneros a partir de esto se concreta como problema de

investigacion el siguiente interrogante.

(Qué cantidad de diarreas se presentan en terneros de 10 semanas en la granja San

pedro de la UAN y se puede asociar esto con la presentacion de Cryptosporidium spp?



2. JUSTIFICACION

Dentro de la especie bovina, los terneros son especialmente susceptibles a la infeccion
con Cryptosporidium spp, aunque se ha demostrado la infeccion desde el segundo dia de
nacido, la mayor prevalencia ocurre en terneros de 15 a 21 dias de edad, los cuales en la
mayoria de los casos presentan cuadros diarreicos. La prevalencia de bovinos positivos a
Cryptosporidium spp depende de: condiciones epidemioldgicas, zona geografica estudiada,
historia clinica del hato, sistema de explotacion, practicas de higiene, manejo y edad al
momento del muestreo de los bovinos. En Europa los reportes de prevalencias varian entre
15.6 y 83 %, en América, las prevalencias presentan variaciones que van desde 9.7% hasta
75%. Por su caracter zoonoético, Cryptosporidium spp representa un riesgo potencial en la
transmision hacia los bovinos y otras especies animales, incluidos los humanos (Pulido,

Andrade, Rodriguez & Garcia, 2014).

Cuanto peor sean las condiciones sanitarias encontradas en el ambiente, mayor sera el
riesgo de contagio y aparicion de Cryptosporidium spp entre los terneros. En la mayoria de
los casos, se observo una mayor mortalidad de terneros criados en pisos irregulares que los
criados en pisos lisos, ya que el piso liso permite un flujo adecuado de las heces,
disminuyendo el riesgo de infeccion. Un ternero llega a eliminar hasta 10 millones de

ooquistes por gramo de heces (Formiga et al., 2004).

Se considera que uno de los factores de riesgo por el que se pueda presentar la
criptosporidiosis es la falla en la transferencia de inmunidad pasiva (FTIP), cuando el ternero
nace y no se suministra calostro en el volumen, tiempo o calidad adecuada, no tendra
defensas suficientes para atacar a los microorganismos presentes en el ambiente. Es

importante proteger al ternero desde las primeras horas de vida, siendo esta la mejor manera
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de prevenir enfermedades infecciosas (Muiioz, 2018). Los factores que influyen en la falla de
la transferencia pasiva de inmunoglobulinas pueden ser de tipo ambientales (temperaturas
extremas, estabulacion, alimentacion), de manejo (bajo contenido de inmunoglobulinas en el
calostro, ingestion de calostro después de seis horas) y propias del animal (raza, edad de la

madre, nimero de partos, celos, ciclo de lactancia) (Menares, 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Determinar la frecuencia de diarreas y evaluar la presencia de Cryptosporidium spp en

terneros de la granja San Pedro de la UAN

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar las frecuencias y edades de presentacion de diarreas en las primeras 10
semanas de vida en terneros de la Granja, entre agosto 2019 y enero 2020.

e Evaluar la presencia de Cryptosporidium spp en heces, mediante Tincion de Ziehl-
Neelsen modificada.

e Comparar el nivel de proteinas plasmaticas totales con los diferentes métodos para

detectar falla en la transferencia pasiva de inmunoglobulinas basados en la literatura.
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4. MARCO TEORICO
4.1. Inmunidad neonatal.

El sistema inmune es el que permite que el organismo pueda protegerse de ataques
parasitarios, bacterianos, virales o cualquier agravio que esté afectando la buena salud del
animal. La transferencia de inmunidad pasiva a través del calostro es fundamental para la
salud y supervivencia del ternero en las primeras semanas de vida, ya que la placenta del
bovino es de tipo epiteliocorial la cual impide el paso de inmunoglobulinas, proteinas y
anticuerpos al feto durante la gestacién; al nacer el ternero presenta una condicion

agammaglobulinemica como condicion normal o hipogammaglobulinemia (Beltran, 2011).

Por otra parte, debido a que la transferencia de inmunoglobulinas (Igs) via placentaria
en el bovino es nula, el calostro tiene una importancia fundamental. La permeabilidad del
intestino para la absorcion de Igs es maxima hasta 24 horas, inmediatamente después del
nacimiento, luego disminuye rédpidamente. Cuando el calostro se transforma en leche, los
tejidos linfoides del intestino de los animales recién nacidos ya son capaces de responder a
los antigenos ingeridos. Los terneros que no son amamantados presentan
hipogammaglobulinemia y empiezan a sintetizar sus propias Igs al cabo de una semana de
vida, periodo en el cual se encuentran altamente susceptibles a la presentacion de infecciones

(Tepan, 2011).

Dichas situaciones, obedecen ademds a diversos factores que de una u otra manera
influyen en la falla de la transferencia pasiva de inmunoglobulinas que pueden ser de tipo
ambientales (temperaturas extremas, estabulacion, alimentacion), de manejo (bajo contenido
de Igs en el calostro, ingestion de calostro después de seis horas) y propias del animal (raza,

edad de la madre, nimero de partos, celos, ciclo de lactancia) (Menares, 2011).
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4.2 Calostro.

Este tiene un contenido alto de inmunoglobulinas (70% - 80% IgG, 10% - 15% IgM y
10% - 15% IgA) (Carrillo, Loaiza & Campo, 2009) y linfocitos T y B, donde la IgG expresa
actividades como activacion del complemento, opsonizaciéon y aglutinacion bacteriana, la
inmunoglobulina G (subclases IgG1 e IgG2) es el principal componente inmunitario, aunque
también estdn presentes en niveles bajos la IgA e IgM (Gapper, Copestake, Otter & Indyk,
2007), ademas de estas funciones aportan proteccion a los terneros en las primeras semanas
de vida y favorecen el desarrollo del tracto gastrointestinal y otros sistemas los cuales
determinan la productividad y estatus sanitario del animal (Mufoz, 2018), el calostro cumple
tres funciones (Tello & Zedefio, 2015):

1) Ayuda a combatir al ternero de posibles infecciones debido a su alto contenido de

inmunoglobulinas

2) Posee niveles altos en energia que lo ayudan a combatir posibles hipotermias

3) Contiene sales de magnesio, las cuales tienen un efecto de laxante que ayuda a

expulsar el meconio y a la vez facilita el inicio de la actividad intestinal.

En ese sentido, la produccion del calostro inicia lentamente durante las cinco ultimas
semanas del periodo seco, en ese mismo lapso de tiempo se estd acumulando las
inmunoglobulinas para obtener los niveles mas altos a la tercera semana antes de parir o dar
la cria; en el momento del parto las inmunoglobulinas almacenadas en la glandula mamaria se
diluyen, la concentracion de las inmunoglobulinas de la ubre descienden a un 33% en las
primeras 6 horas del amamantamiento y el 66% restante desaparecen a las 24 horas posparto

(Beltran, 2011).



14

La cantidad, composicion y caracteristicas fisicoquimicas del calostro pueden variar
por factores como la duracion de la gestacion y el periodo seco de la vaca, intervalo entre
partos, nimero de lactancias, raza, calidad de la alimentacion en el periodo preparto y la edad
del animal, ya que las vacas después de la tercera lactancia tienden a presentar mayor
concentracion de Igs calostrales, que vacas mas primiparas (Carrillo, Loaiza & Campo,

2009).

Los terneros que no alcanzan la concentracion de Igs para lograr una inmunidad
adecuada presentan enfermedades entéricas la primera semana de vida y enfermedades
respiratorias hasta la 4 semana; la mayoria de las muertes post-destete pueden atribuirse a
enfermedades respiratorias, las bajas ganancias de peso generadas por las diarreas severas

ocasionan mayor tasa de mortalidad (Mufioz, 2018).

4.3 Métodos para detectar falla en la transferencia de inmunidad pasiva.

Existen distintas formas de medir Igs en terneros, las cuales se clasifican a través de
métodos indirectos y métodos directos (Menares, 2011):

- Meétodos indirectos: Son de tipo estimativo, miden la concentracion sérica de IgG con
base a la concentracion de globulinas totales, entre los métodos indirectos mas
utilizados se encuentran prueba de proteinas totales por refractdmetro, prueba de
precipitacion de sulfito de sodio, prueba de turbidez de sulfato de zinc (ZST),
actividad de GGT sérica y prueba de coagulacion de glutaraldehido modificado
(MGC) en sangre completa.

- Métodos directos: Los mas conocidos son la inmunodifusion radial y el ensayo
inmunoenzimatico enzima vinculada (ELISA), ya que estos miden directamente la

concentracion de IgG.
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4.3.1 Prueba de precipitacion de sulfito de sodio.
Esta prueba es rapida y efectiva; es posible tamizar un elevado nimero de crias en un
minimo tiempo y con un equipo basico, lo cual es posible su utilizaciéon en campo (Sanchez,

2010).

Esta es una prueba semi cuantitativa de 3 pasos, usando 14%, 16% y 18% de solucioén
de sulfito de sodio, en la que ocurre una precipitacion de proteinas de alto peso molecular,
incluyendo inmunoglobulinas. Si aumentamos la concentracion del reactivo induce una
menor precipitacion de proteinas y si disminuimos la concentracion del reactivo genera
mayores concentraciones de Igs, por lo tanto, nos arroja una sobreestimacion de Igs

(Menares, 2011).

Se toma muestra de sangre a los terneros y una vez centrifugada se toma 0.1 ml de
suero y con 6 ml de solucion de sulfito de sodio, se agita y se deja incubar por 1 h, a
temperatura de 20° C; luego, con el espectrofotometro se mide la precipitacion. Un resultado

menor a 10 mg/ml indica una deficiente toma de calostro (Beltran, 2011).

4.3.2 Proteinas plasmaticas totales
El plasma sanguineo contiene normalmente 6.5 a 8 % de diferentes proteinas con
funciones especificas, entre ellas (Angarita & Granada, 2009):
- Fibrin6geno: Se forma en el higado y juega un papel importante en la coagulacion de la
sangre
- Albiimina: Predominantemente en el higado, pero también, en menor cantidad, en otros

tejidos. Responsable de la presion coloide-osmotica del plasma y también transporta
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sustancias que se unen a ellas como hormonas, vitaminas, bilirrubina, medicamentos, etc., y
las lleva por circulacion a los 6rganos efectores.

- Globulinas: Producidas principalmente en el higado (80%) y linfocitos (20%). Existen
tres tipos de globulina: alfa, transportadoras del angiotensindgeno, de las vitaminas
liposolubles y del cobre; beta, transportadora de transferrina, vitaminas y hormonas y gamma,

en su mayor parte son anticuerpos.

En un estudio realizado en la sabana de Bogota donde se correlaciono la ganancia de
peso, concentracion de calostro y proteinas totales se evidencio que los terneros que habian
tenido una buena concentraciéon de calostro con una alta concentracion de proteinas
plasmaticas garantizaban una buena ganancia de peso. Como resultado se obtuvo valores de
proteinas entre 5,2 — 6,3 g/dL y una ganancia de peso de 511gr/dia hasta 811 gr/dia en las
diferentes fincas seleccionadas (Yepes & Prieto, 2011). Estos resultados respaldan a los de
Tello y Zedefio donde se estudiaron las mismas variables, pero se administraron calostros con
diferente concentracion entre 22 a 50 mg/mL y a diferentes horas después del nacimiento,
dando como resultado unas proteinas entre 5,4 a 7,6 g/dL donde terneros a los cuales se les
suministro calostro de mejor calidad obtuvieron una alta concentracién de proteinas y una

mejor ganancia de peso (Tello & Zedeno, 2015).

En Valdivia, Chile, analizaron el efecto del uso de calostro comercial sobre la
inmunidad pasiva en terneros Holstein nacidos en invierno, analizando las proteinas totales
en suero y el manejo de la prueba de turbidez de sulfito de sodio para saber los niveles de

inmunoglobulinas en esos terneros (Menares, 2011).
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4.3.3 Inmunodifusion radial

Este es el método de referencia para evaluar la falla en la transferencia pasiva de
inmunoglobulinas (es sensible para detectar nivel de proteinas plasmaticas) y calidad del
calostro ya que usa anticuerpos anti-inmunoglobulinas especificas bovinas, las cuales, al estar
presentes en una capa de agar sobre una placa, reaccionan con el suero formando un anillo de
precipitacion cuyo diametro es proporcional a la cantidad de inmunoglobulinas presentes
(Menares, 2011). Esta técnica se basa en la precipitacion de antigeno y anticuerpo contra un
complejo de precipitina insoluble, por lo tanto, mide directamente la concentracion de IgG en
suero o plasma (Morales & Gaitan, 2011). Entre sus ventajas, es que presenta una alta
sensibilidad y especificidad, sin embargo, presenta diversas limitaciones, como el tiempo que
requiere para obtener resultados, el cual va de 48 a 72 horas para que ocurra la difusion
optima y que la precipitacion del anillo se haga evidente, presenta un elevado costo y es una
técnica propensa a errores en el andlisis, particularmente con calostro bovino presentando

mala precision cuantitativa (Gapper, Copestake, Otter & Indyk, 2007).

4.4 Diarrea neonatal bovina.

La diarrea es el aumento en el volumen o contenido liquido de las deposiciones,
cambios en la consistencia y aumento en su frecuencia (Sagar6, 2007). La diarrea neonatal
contintia siendo un problema sanitario de naturaleza multifactorial muy importante y comin
en la ganaderia lechera ya que conlleva al deterioro de la respuesta inmune y, en casos mal

atendidos, a la muerte del animal.

El Sistema Nacional de Monitoreo de Salud Animal de los EE. UU indica que el 57%
de la mortalidad de terneros fue por diarrea neonatal, especialmente en terneros menores de

un mes de edad (Sandoval et al., 2017). En Colombia, se ha asociado la presencia de la
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enfermedad con la falta de drenaje en los potreros, vacas y crias reunidas al mismo tiempo,
sistema inmune del ternero y falla en la transferencia pasiva de inmunoglobulinas (FTPI) a
través del calostro. Se encuentran involucrados patégenos como la Escherichia coli
(enterotoxigenica), Coronavirus y Rotavirus bovino, Eimeria spp, Campylobacter jejuni,
Campylobacter fecalis, Giardia spp, Salmonella enterica, Clostridium perfringens (tipo C) y

Clostridium difficile podrian ser responsables de la enfermedad (Baquero, 2008).

La prevalencia relativa de estos agentes varia bastante entre los estudios realizados,
posiblemente por diferencias en ubicacion, clima, técnicas diagnosticas y otros factores
(Pardo & Oliver, 2012). Se ha considerado que el Rotavirus es la causa méas comun de
diarrea, Coronavirus y E. coli enterotoxigénica, tienen la mayor tasa de mortalidad generando
un impacto econémico mds alto (Pardo, 2012). Trabajos mas recientes encuentran que el
agente que se presenta con mayor frecuencia en los terneros es Cryptosporidium seguido del
Rotavirus, con prevalencias entre 27,8% - 28,6% para Rotavirus y 17,7 - 27,2% para

Cryptosporidium spp (Pardo & Oliver, 2012).

Cryptosporidium spp es un importante protozoario descrito por primera vez en 1912
en cortes histologicos de intestino de raton (Hernandez & Cortez, 2012), este pertenece al
phylum: Apicomplexa, Clase: Sporozoa, Subclase: Coccidia, Familia: Cryptosporididae. Se
describen 15 especies de este protozoo, sin embargo C. parvum es la especie que mas afecta a

los animales incluido el humano (Morales, 2011).

4.5 Cryptosporidium spp.
Este protozoo es esférico o eliptico. En las células epiteliales del intestino presenta un

tamano entre 2 y 6 um y se encuentran localizados en vacuolas parasitoéforas (Hernandez &
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Cortez, 2012). Este afecta principalmente el tracto gastrointestinal, produciendo una diarrea
generalmente autolimitante, siendo su patogenicidad variable segun la especie del parésito
involucrado, edad y estado inmunitario del huésped (Sdnchez, Romero & Rosannigo, 2013).
Es un parésito reconocido por ser uno de los principales en causar diarreas en terneros de
hasta un mes de edad (Avendafio, Amaya & Bayona, 2010), la infeccion es responsable de
una alta mortalidad por la presentacion de diarreas causando graves pérdidas economicas
debido al retraso en el crecimiento, pérdida de peso y costos en tratamientos nada efectivos

(Castro del Campo, Enriquez, Portillo & Gaxiola, 2017).

La diarrea puede presentarse como unico patégeno o en infecciones mixtas con otros
agentes, tales como Rotavirus y E. coli, el cuadro clinico varia de una diarrea leve a severa y
la morbilidad es alta, pero la mortalidad es baja (Pardo, 2012). La mayor prevalencia ocurre
en terneros de 15 a 21 dias de edad, los cuales en la mayoria de los casos presentan cuadros
diarreicos ocasionados por este parasito; los animales adultos, desarrollan infeccion activa del
pardsito y generalmente son asintomaticos, pero excretan gran cantidad de ooquistes
perpetuando la presencia de la enfermedad en las explotaciones (Pulido, Andrade, Rodriguez
& Garcia, 2014). Segtin un estudio en la sabana de Bogot4d donde se muestreo a 151 terneros
se encontrd que el 22% de ellos fue positivo a Cryptosporidium spp, diagnosticados por la
tincion de Ziehl-Neelsen (Avendafio, Amaya & Bayona, 2010). En otro estudio
epidemioldgico, se encontr6 que la especie mas afectada por criptosporidiosis es la bovina, en
especial los neonatos. Los resultados de encuestas epidemioldgicas son muy variables, pero
por lo general indican una mortalidad alta (10-85%); el sindrome diarreico tiene una
etiopatogenia compleja; cuando Cryptosporidium spp es el Unico causante, la mortalidad es
baja, pero si hay asociacién con otros agentes patogenos, grado de inmunidad y estado de

nutricion del huésped, la mortalidad puede ser alta (Ortolani & Castro, 2003)
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Con respecto a las vias de transmision de Cryptosporidium spp puede ser transmitida
a través del contacto animal-persona, persona-persona, a través del contacto de superficies
contaminadas, o bien, por la ingestion de alimentos o agua contaminados con heces (Garcia,
Valladares, Talavera & Velasquez, 2014). Esto unido con la baja dosis infectante (10-100
ooquistes), el elevado nimero de animales que actian como reservorios del pardsito y la
ausencia de un tratamiento farmacoldgico eficaz, facilitan la difusion de la enfermedad
(Avendano, Quilez & Sanchez, 2010). La via de transmision mas frecuente se da mediante la
ingestion de ooquistes esporulados que estan adaptados para la supervivencia en el ambiente,
siendo muy resistentes a condiciones variables, con la unica excepcion de la desecacion y la
congelacion. Los ooquistes son capaces de conservar su infectividad durante 2-6 meses a 4°
C. Sin embargo, esta se altera por el calor (65° C durante 30 minutos) o por el frio (-18° C
durante 24 horas). Igualmente se sabe que las estrategias de control mediante desinfeccion
por medios quimicos no han sido tan eficaces, debido a la extraordinaria resistencia de los
ooquistes (Garcia, Valladares, Talavera & Velasquez, 2014).
Figura 1

Ciclo de vida de Cryptosporidium spp (Hernandez & Cortez, 2012)

Ooquistes Ifzg:lst:n E;:; nctgiltzn:li:x]i:n Desenquistacion | Por contz!ct‘o con | Salen 4 espotozoitos e
esporulados . ot sales b,lhmes 0 mvafien 1'51 pared
persona o animal infectado enzimas intestinal
digestivas
Se
forma
El ooquiste, con Mientras Merozoitos Aparecen .
Tuevos Otros maduran infraluminalmente, que ‘v‘ac.u?la‘
esporozoitos es y .forman infectan otras células pmas@f{na
infectivo al Zigotos epiteliales del hospedador superficial
excretarse en heces

Uno de los efectos estudiados, es que los ooquistes provocan perdida de las células
intestinales, alterando la capacidad de absorcion intestinal, produciendo hipersecrecion y

aumento en el didmetro de las criptas. El organismo intenta reemplazar las células dafiadas
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mediante hiperplasia de las criptas, reemplazando las células maduras afectadas por otras
nuevas cuya funcionalidad de absorcion y enzimatica es menor. Todo esto se traduce en un

sindrome de malabsorcion, originando el cuadro diarreico (Morales, 2011).

Abhora bien, en relacion con el diagndstico, existen varias pruebas, una de las cuales
corresponde a tinciones en frio de Kinyoun, o diversas modificaciones de la coloracion de
Ziehl-Neelsen, inmunofluorescencia, ELISA, inmunocromatografia y PCR (Sanchez, Romero
& Rosannigo, 2013). La técnica de Ziehl-Neelsen constituye el método de diagndstico
convencional utilizada para la deteccion de ooquistes en heces de individuos sospechosos a
Cryptosporidium spp. El fundamento de esta prueba se basa en colorear los ooquistes ya que
estos presentan alta cantidad de lipidos en su pared celular la accion del calor introducido en
esta prueba hace que la misma se permeabilice y haga accesible la penetracion de la fucsina,

tifiendo la pared celular (Morales, 2011).

4.5.1 Sensibilidad y especificidad de las pruebas diagnosticas
El diagnéstico clinico de la criptosporidiosis intestinal es dificil porque existen pocas
caracteristicas diferenciales de otras patologias diarreicas por esto se procede a realizar
pruebas de laboratorio. Los ooquistes se pueden ver sin coloracion, con contraste de fase o
mediante tinciones especiales, las tinciones favorecen mucho la observacion, debido al
tamano diminuto de los ooquistes. La presencia de estos se debe analizar mediante
procedimientos especificos, debido a su tamafno reducido que escapan a los andlisis

coproparasitologicos de rutina (Sanchez, Romero & Rosannigo, 2013).

Los ooquistes son alcohol resistentes por ende se puede utilizar tinciones como

Kinyoun o diversas modificaciones de Ziehl Neelsen, pero las tinciones con fluorocromos
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(auramina/rodamina) requieren confirmacion con Ziehl Neelsen. Sin embargo, esta prueba,
aunque sea la mas utilizada, su mayor desventaja es operador-dependiente teniendo que ser
ejecutada por profesionales experimentados (Lujan & Garbossa, 2008). Se pueden realizar
extendidos directo de la materia fecal y fijar con formalina al 10% o con SAF (acetato de
sodio/acido acético/formol) o proceder con la concentracién de los ooquistes con soluciones
densas (Sheater, cloruro de sodio) o mediante procedimientos de sedimentacion (Sanchez,

Romero & Rosannigo, 2013).

Las técnicas rdpidas de inmunoanalisis enzimatico (ELISA) e inmunofluorescencia
directa, son de gran utilidad diagndstica. Son métodos con alta sensibilidad y especificidad en
casos de heces diarreicas, pero tiene uso limitado para estudios epidemioldgicos y
diagnostico de casos asintomaticos. Una de las mayores desventajas del método ELISA
directo es su gran costo, haciendo su uso en la rutina practica, economicamente inviable
(Formiga et al., 2004). La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) caracterizada por su
gran sensibilidad y especificidad, es de gran utilidad para el diagndstico y estudios
taxondomicos, aunque su uso esta restringido a algunos laboratorios (De la Parte, Bruzual,

Brito & Hurtado, 2005).

El ensayo de Inmunofluorescencia (IFA) para detectar ooquistes de Cryptosporidium
spp en muestras de agua, ha sido uno de los métodos recomendados por la Agencia de
Proteccion al Ambiente de los Estados Unidos, debido a su alta sensibilidad (Arnedo, Bracho,
Diaz & Botero, 2008). Es ideal confirmar las muestras en las cuales se utiliza tinciones con la
IFA, dada la baja especificidad y sensibilidad de estas, debido a que la IFA es una
herramienta util para las muestras que tienen un poco numero de ooquistes (Avendaio,

Amaya & Bayona, 2010). La discrepancia de sensibilidad y especificidad entre las técnicas
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de diagndstico para Cryptosporidium spp indica la necesidad de multiples técnicas de

laboratorio para una mayor fiabilidad de los resultados (Holsback et al., 2018).

Los métodos diagndsticos contra Cryptosporidium spp, se pueden dividir de la
siguiente manera:

a. Método clasico:

- El método diagnoéstico de rutina se realiza a través de la visualizacion microscopica
con la técnica de tincion de Ziehl-Neelsen modificada (ZN). Sin embargo, puede que
esta técnica no detecte todos los animales positivos a la infeccion por la baja
sensibilidad de dicha prueba (Fredes, 2015). Esta técnica suele necesitar muy pocos
productos para su realizacion, fue comparada con otras técnicas como la
inmunofluorescencia mostrando ser econdmica, facil y muy eficiente para la deteccion

de Cryptosporidium spp (Ramirez, 2015)

b. Métodos inmunolégicos (Ocampo, ef al., 2011):

- Inmunofluorescencia (IFA): La técnica diagnostica mas ampliamente usada para la
deteccion de Cryptosporidium spp en muestras de agua, requiere un gran nimero de
ooquistes para su deteccion y presenta un alto nimero de resultados falsos pasivos y
falsos negativos. Esta técnica puede utilizarse para detectar anticuerpos o la presencia
de un patdogeno, es muy sensible pero su interpretacion tiene un alto grado de
subjetividad, presenta cierta dificultad al analizar muestras multiples de manera
simultanea y no es una técnica sencilla de realizar en un laboratorio estandar

(Ramirez, 2015).
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- ELISA: Es una prueba sencilla para antigeno y puede ser utilizada como unica prueba
en lugar de las técnicas convencionales de microscopio, tiene una sensibilidad del
100% y puede emplearse tanto en muestras fecales concentradas como no
concentradas, dependiendo del numero probable de ooquistes en la muestra,

comparadas con las tinciones convencionales tiene un costo elevado (Ramirez, 2015).

c. Métodos moleculares

- Reaccion de la polimerasa en cadena (PCR): Esta ha sido aplicada mostrando una
alta sensibilidad y especificidad, se puede utilizar para materias fecales y muestras
ambientales pero un estudio realizado en Chile para el diagnostico de Cryptosporidium

spp ha mostrado una baja prevalencia contrario a otros estudios (Fredes, 2015).
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5. METODOLOGIA

5.1 Tipo de investigacion.

La investigacion tiene un enfoque mixto, es un proceso que recolecta, analiza y
vincula datos cuantitativos y cualitativos en un mismo estudio o una serie de investigaciones
para responder a un planteamiento del problema. Sefala que los disefios mixtos logran
obtener una mayor variedad de perspectivas del problema: frecuencia, amplitud y magnitud
(cuantitativa), asi como profundidad y complejidad (cualitativa); generalizacion (cuantitativa)
y comprension (cualitativa). El enfoque cualitativo se selecciona cuando se busca comprender
la perspectiva de los participantes (individuos o grupos pequeios de personas a los que se
investigara) acerca de los fenomenos que los rodean, profundizar en sus experiencias,
perspectivas, opiniones y significados, es decir, la forma en que los participantes perciben
subjetivamente su realidad. La investigacion cualitativa se enfoca en comprender y
profundizar los fenémenos, explorandolos desde la perspectiva de los participantes en un

ambiente natural y en relacion con el contexto (Hernandez, 2014)

5.2 Operacionalizacion de variables
De acuerdo con nuestros objetivos se identificaron distintas: Como variable
dependiente central tenemos la diarrea y su frecuencia, Variable independientes: Edad

(semanas), presencia de Cryptosporidium spp y proteinas plasmaticas totales.

5.3 Localizacion.
La localidad de Usme, en Bogota Colombia cuenta una temperatura promedio de 13°

anual, humedad relativa entre seca y semiseca, precipitacion total 800 a 1.000 mm promedio
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anual (periodo mas lluvioso abril a octubre) (periodo mas seco noviembre a marzo) y una

altitud 2600 m.s.n.m.

La finca de la Universidad Antonio Narifio ubicada 4°28'58.6"N 74°07'15.5"W en la
localidad de Usme de Bogotd, tiene como fin zootécnico produccion de animales doble

propdsito donde las razas que més se manejan son blanco orejinegro, normando y sus cruces.

5.4 Poblacion de estudio
Los animales que se tuvieron en cuenta para este estudio fueron terneros nacidos entre
agosto del 2019 y enero de 2020 en la finca doble propodsito de la UAN, con 10 semanas de

nacidos y con un tamafio de la muestra de 13 terneros.

5.5 Colecta de datos
En el tiempo en que se hizo seguimiento, a los terneros se les realizaba examen
clinico general y se recolectaban datos de la madre y ternero con respecto al parto y su

nacimiento (Ver anexos A, By C).

5.6 Colecta de muestras
Las muestras de sangre se colectaron entre las primeras 24-48 horas de vida del
ternero para la evaluacion de las proteinas plasmaticas totales y hematocrito, para la prueba
de Cryptosporidium spp se realizaron coproldgicos seriados desde la segunda semana de

nacidos hasta la semana 10.
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5.7 Pruebas de laboratorio
Se utilizaron diferentes pruebas de laboratorio tales como: Ziehl-Neelsen modificada,

proteinas plasmaticas totales y hematocrito.

5.7.1 Nivel de proteinas plasmaticas totales (PPT)

Se evalud con una muestra de sangre al ternero realizada entre las 24- 48 h de nacido
en un tubo con anticoagulante EDTA, se llevo al laboratorio donde posteriormente se
centrifugd para recolectar el plasma y luego se analizo, el plasma se tom6 por medio de
capilares, donde se utilizd una gota de esté y se observo al refractémetro para evaluar el nivel
de proteinas que alcanzo a absorber el ternero mediante el calostro, adjunto a las proteinas se

tomo el hematocrito por la facilidad del proceso y como complemento.

5.7.2 Presencia de Cryptosporidium spp

Se determind por medio de coprologicos seriados cada semana con los 13 terneros
que entraron al estudio con una duracion entre la segunda semana de nacidos hasta la semana
10, se realizd un examen clinico y se recolectaron datos que se anotaron en una hoja de
registro (Ver Anexos); se tomaron muestras de materia fecal directamente desde el recto a los
8 dias de nacido y se realizo seguimiento por 10 semanas, con un intervalo de tiempo de cada
semana para ver la presencia o ausencia de los ooquistes por medio de la tincion de Ziehl-
Neelsen modificada. La diarrea se define como el incremento de contenido liquido e
incremento en la frecuencia de las deposiciones, en nuestro caso se tomaron diferentes
pardmetros para evaluar las heces (Ver Tabla 1) y las diarreas se clasificaron como diarrea

leve, moderada y severa (Ver Tabla 2).
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Tabla 1

Criterios de evaluacion de la materia fecal

Consistencia Color Olor
0= Heces normales, pastosas 0= Normal, verde oscuro | 0= Olor normal
1= Heces so6lidas sin moco 1= Verde claro 1= Con olor fuerte
2= Heces so6lidas con moco 2= Marr6n claro
3= Heces un poco fluidas con 3= Amarillo
material sélido 4= Amarillo lechoso

4= Heces fluidas sin moco
5= Heces fluidas con moco

6= Heces fluidas con sangre

Adaptado de: Castellon & Solorzano, 2010, Castro ef al, 2009 y Franco, 2011.
Tabla 2

Clasificacion de las diarreas

Tipo de diarreas Consistencia
Diarrea leve Consistencia 3, Color 1-2-3-4, Con olor fuerte
Diarrea moderada Consistencia 4, Color 1-2-3-4, Con olor fuerte
Diarrea severa Consistencia 5-6, Color 1- 2-3-4, Con olor fuerte

Las muestras fueron llevadas al laboratorio después de ser tomadas donde se evalud
mediante la técnica de tincion de Ziehl-Neelsen modificada para verificar la presencia o
ausencia de ooquistes de Cryptosporidium spp. Esta técnica nos sirve para identificar
microorganismos alcohol- acido resistentes (AAR), es un tipo de coloracion diferencial, que
implica el uso de distintos colorantes con la finalidad de crear contraste entre las estructuras que

se desean observar, diferenciar e identificar los ooquistes, lo que genera una capacidad de
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resistencia a la decoloracion gracias al alto contenido de lipidos complejos (4dcidos micoélicos) y
ceras que poseen algunos microorganismos en su pared celular (Mufoz, Fredes, Diaz, Mercado &

Ozaki, 2011)

5.8 Recopilacion de informacion

Se realizd una busqueda de literatura en bases de datos electrénicos como Scielo,

ScienceDirect, ELSEVIER, revista U.D.C.A y Tesis de grado para identificar estudios

realizados entre 2000 a 2019, donde se incluyeron archivos en inglés y espafiol. Las palabras
claves a buscar fueron “sensibilidad”, “especificidad”, “Cryptosporidium spp”, “transferencia
pasiva de inmunoglobulinas”, se analizaron estudios experimentales donde utilizaran las
pruebas de precipitacion de sulfito de sodio, proteinas plasmaticas totales e inmunodifusion
radial para identificar falla en la transferencia de inmunoglobulinas en bovinos, para el
diagnodstico de Cryptosporidium spp se investigaron estudios donde se compararon los
métodos diagndsticos exponiendo la sensibilidad y especificidad de cada uno. Se encontraron

un total de 12 articulos (incluyendo tesis) con la informacion que se necesitaba y todos

estuvieron dentro de los parametros de inclusion.

5.9 Criterios de inclusion y exclusion
Para este estudio se incluyeron terneros recién nacidos con presencia de diarrea al
examen clinico y se excluyeron terneros a los cuales no se les pudo realizar seguimiento. En
cuanto a la informacion se incluyeron articulos o tesis en inglés o espafiol con afios de
publicacion del 2000 al 2019, trabajos experimentales y revisiones bibliograficas y se
excluy6 informacion con afios de publicacion anteriores a los mencionados, informacion que

solo contenga resumenes o las encontradas en blogs.
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5.10 Analisis de la informacion.
Se utilizd estadistica descriptiva para digitar los datos analizados, se usaron
programas como Excel y Word para tabular y graficar la informacion encontrada en la finca y

los resultados arrojados de las pruebas.

La intensidad de la infeccion se estim6 empleando el promedio de ooquistes por
campo microscopico de 100 X, estableciéndose cuatro criterios de evaluacion: Negativa,

ausencia de ooquistes, leve 0-6; moderada 6-10 y grave > 10 ooquistes.
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6. RESULTADOS

El total de terneros muestreados fue de 13 de los cuales todos presentaron diarrea a lo
largo de las 10 semanas. Los resultados obtenidos se distribuyeron en una tabla donde se
tomaron datos como: fecha de nacimiento, cantidad y frecuencia de calostro, edad, peso al
nacimiento, resultado del hematocrito, proteinas totales y examen clinico, se evaluaron los
criterios de la materia fecal y este ultimo sirvié de apoyo para darnos cuenta si el animal
evolucionaba de manera satisfactoria al recibir tratamiento. Con estos parametros ya
propuestos se realizaron graficas y tablas relacionando datos como, raza con peso al
nacimiento, raza, edad y nimero de partos de las madres, proteinas plasmaticas totales con

hematocrito y frecuencia en la presentacion de las diarreas.

6.1 Informacion de madres y terneros

De las 13 madres en total (Ver Tabla 3), 10 de ellas eran multiparas, solo 1 presento
retencion de placenta y 3 de ellas parto distocico.
Tabla 3

Informacion de las madres de los terneros muestreados (raza, edad y numero de partos)

RAZA EDAD # DE PARTOS
Normando 6 aflos 5
Normando 4 afios 1
Normando 9 afios 5
Normando 8 afios 3
Normando 2 afios 1
Normando 7 afios 3
Normando 8 afios 3

Cruce de Normando 6 aflos 3
Cruce de Normando 2 afios 1
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Cruce de BON-Normando 6 aflos 2
BON 6 aflos 3
BON 5 afios 2
BON 4 afios 1

El rango de edades fue desde 2-9 afios, el promedio fue de 5-6 afios entre todas las

razas, en cuanto al nimero de partos el rango fue de 1 a 5 partos y el promedio de partos

entre todas las razas fue de 2 y 3 partos.

6.2 Resultados asociados con los terneros

6.2.1 Peso al nacimiento y raza

En la Figura 2 se presenta el peso de los terneros en relacion con la raza, el rango de

peso estuvo entre 23-44 kg con una desviacion estandar (SD) de 6,2 y un promedio que se

calcul6 por raza asi: Normando con un total de 7 terneros fue de 37.2 kg, BON con 5 terneros

32 kg y cruce de Bon con Normando con 1 ternera con un peso de 23kg.

Figura 2

Relacion entre la raza (Normando, BON y BON-Normando) y promedio de peso al

nacimiento segun la raza
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Imagen 1. Ternero Normando, Holstein y BON
6.2.2 Consumo de calostro
Se encontrd que no se realizaba un correcto seguimiento y registro del consumo y
frecuencia de calostro, ya que las respuestas suministradas fueron: A voluntad y no se reporta
informacion, los datos que se recolectaron no son totalmente veridicos por distintas razones
como turnos rotativos del personal, la informacion de los partos y el tiempo en que se
presentaron, la cantidad y frecuencia del consumo de calostro, cambio de personal

semestralmente que impidieron una informacion completa de los terneros.

Imagen 2. Ternera recién nacida consumiendo calostro
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Las constantes estuvieron entre los rangos de referencia (Radostits, 2002), excepto la

frecuencia cardiaca con rango de 103 a 135 lpm y frecuencia respiratoria de 24 a 50 rpm. El

rango de temperatura fue de 38° a 39.5°, las mucosas se presentaron rosadas y brillantes con

un tiempo de llenado capilar de 2” sin alteracion.

6.3 Presentacion de diarreas y resultados frente a Cryptosporidium spp

En las muestras de los 13 terneros que nacieron todos presentaron heces fluidas y a

veces heces con material sélido, el color de las heces estuvo desde verde oscuro hasta

amarillo lechoso y en general todas las heces tenian mal olor (Ver Tabla 5 e Imagen 3 y 4).

No se detectaron ooquistes de Cryptosporidium spp mediante la técnica de Ziehl Neelsen

modificada.

Tabla 4

Frecuencia absoluta y relativa (porcentual) de diarreas leves, moderadas y severas en

terneros evaluados segun las semanas de muestreo

Tipo de diarreas
Numero de Cantidad de Diarrea leve Diarrea Diarrea
Semana terneros diarreas moderada severa
evaluados N° % Ne % Ne %
1 12 10 2 20 6 60 | % | 20
2 1 6 3 50 3 s0 | O 0
3 12 5 2 s 0 0 2 s
4 13 6 3 50 2 33 L1 166
5 12 4 2 50 2 s0 | O 0
6 11 7 3 43 3 28 | 1 | 142
7 11 7 3 43 3 28 | 1 | 142
8 8 5 2 40 2 40 | ! 20
9 6 3 1 33 0 0 2 | 666
10 6 2 0 0 1 50 1 50
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Imagen 3. Evidencia de diarrea leve

Imagen 4. Muestra A (izquierda) heces normales, muestra B (derecha) diarrea severa
Figura 3
Total, de diarreas presentadas durante las 10 semanas de muestreo, divididas de acuerdo

con su severidad (leve, moderada, severa)

Tipos de diarreas

B Diarrea leve

Diarrea Moderada
I I I I I I I B Diarrea severa
0 ARl
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Cantidad de diarreas presentadas
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Como se evidencio en la Tabla 4, desde la primera semana hasta la décima se
presentaron diarreas en los terneros, afectando a mas de la mitad de los terneros muestreados.
Como dato adicional, 2 de los 4 terneros de madres primerizas que presentaron partos
distocicos con retencion de placenta, manifestaron heces fluidas de color verde claro hasta
amarillo lechoso y de mal olor por 2 semanas seguidas. Las diarreas leves estuvieron
presentes durante todo el seguimiento y estuvieron en la misma cantidad que las diarreas
moderadas. Durante la primera semana de vida se presentd la mayor cantidad de diarreas
moderadas con heces fluidas con presencia de moco: Adicionalmente, una ternera presento 3
semanas seguidas la misma diarrea y una ternera la presento de manera intermitente entre una
semana y otra, estas diarreas afectaron a terneros de 20-30 dias de nacidos, donde 9 de los 13
terneros segun lo reportado tuvieron un consumo de calostro sin supervision y fueron partos
que ocurrieron en la noche o madrugada. La mayor cantidad de diarreas severas se presento
en la semana 1 y 3 que afecto a solo 2 de los 12 terneros muestreados; hasta la semana 9 se
volvid a presentar estd diarreas severas afectando a 2 de los 6 terneros muestreados, mientras

solo 1 ternero presento diarrea severa por 4 semanas seguidas.

6.4. Resultados en la absorcion de Inmunoglobulinas
Se determiné el nivel de proteinas plasmaticas totales en los terneros y debido a las
dificultades en la realizacion de las demés pruebas de determinacion, se optd por realizar una

revision y comparacion con la literatura disponible.

Segun la informacion suministrada 10 de los 13 terneros evidenciaron una frecuencia
de consumo de calostro a voluntad, el resultado de las proteinas totales fue > 8 g/dL y un

hematocrito entre 20%- 55%, con respecto a las madres 3 de ellas presentaron parto distdcico
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y solo una presento retencion de placenta, la mayoria de ellas eran multiparas y del total de

los terneros, 4 eran hijos de madres primiparas.

6.4.1 Proteinas plasmaticas totales y hematocrito
Las proteinas plasmaticas totales se tomaron en conjunto con el hematocrito, con este
ultimo 3 de los 13 terneros estuvieron en el limite inferior, segin los valores de referencia
(VN: 24%-49%, Quiroga & Orejarena, 2013) y los demaés estuvieron dentro del rango.
Figura 4

Evaluacion de PPT y hematocrito (valores totales) en cada uno de los terneros evaluados
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De los 13 terneros evaluados, 11 de ellos presentaron un rango de PPT entre 8 y 9
g/dL, un promedio de 8,57 g/dL con una SD de 0,43. El promedio de hematocrito es de 34%,

con un rango entre 20% a 53% y una SD del 13%.
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6.4.2 Relacion de diarreas y proteinas plasmaticas totales
Figura 5
Resultados de PPT por ternero y presencia de diarreas en las dos primeras semanas de

vida de acuerdo a su consistencia
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Como se vio en el diagrama los terneros 1, 6, 8 y 10 tuvieron niveles de PPT <8,3
g/dl efectuando una buena transferencia de inmunidad, pero a su vez fueron mas susceptibles
a presentar diarreas moderadas y severas en la primera y segunda semana; los terneros 2 y 4,
tuvieron niveles de PPT cercanos y superiores a 9 g/dl, pero, presentaron diarreas severas en
la primera semana de vida y en la segunda semana el ternero 2 present6 diarrea leve y el 4 no
presento, el ternero 5 presento diarrea leve en la primera y segunda semana y el ternero 9 en

la primera semana present6 una diarrea leve y enla segunda semana no presento diarrea.
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7. DISCUSION
En el presente estudio se recopild informacién sobre las madres y terneros recién
nacidos, que nos ayudaron a verificar el estado de salud de los terneros durante todo el
seguimiento, se realizaron pruebas de laboratorio para verificar el nivel de diarreas con un
seguimiento coprolégico de 10 semanas para realizar tincién de Ziehl Neelsen y evaluar la
presencia de Cryptosporidium spp, ademas se tomo sangre para evaluar el nivel de proteinas
plasmaticas totales y tener una idea acerca de la cantidad de proteinas transferidas por medio

del calostro.

Los terneros que hayan pasado por partos distocicos presentan dificultades para
absorber Igs, en un estudio que realizd en vacas con partos distocicos y retencion de placenta
concluyd que estos problemas no afectaban de manera significativa la produccion lactea
(Krasniansky, 2014), pero esto se contradice con otro estudio realizado por Lombard et al.,
(2007), donde expone que terneros que hayan pasado por partos distdcicos afecta la absorcion
de Igs calostrales debido a la hipoxia y tienen mas probabilidad de presentar problemas
digestivos hasta al menos 30 dias de edad (Lombard, Garry, Tomlinson & Garber, 2007) esto
reforzando nuestro estudio ya que los terneros de vacas con partos distocicos presentaron

diarreas leves y moderadas.

La mayor cantidad de vacas de este estudio son multiparas y de acuerdo con la
informacion suministrada estos animales tuvieron una época muy larga de verano donde no
hay buena cantidad de forraje suficiente para ellas, esto llevando a que la poca energia que
adquieren en su alimentacion va para su sustento diario provocando una menor produccion de
calostro y una menor concentracion de Igs, ya que segin Campos et al., (2007), dietas bajas

en proteina o energia provocan una disminucion en la produccion de calostro y disminuyen la
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concentracion de Igs. El alimento, debe ser altamente balanceado ya que el periodo seco le
proporciona al animal nutrientes necesarios para su mantenimiento y posterior produccion de
calostro, un buen periodo seco e intervalo entre partos aseguran una buena calidad de este

(Carrillo, Loaiza & Campo, 2009).

En un estudio realizado en Costa Rica se tomaron muestras de calostro de vacas
primerizas y multiparas para verificar la concentracion de Igs en el calostro, se obtuvieron los
siguientes resultados: 133 vacas de primer parto con una concentracion de Igs de 69.5 mg/dl,
113 vacas de segundo parto con una concentracion de Igs de 78.5mg/dl, en 100 vacas de
tercer parto con una concentracion de Igs de 84.5 mg/dl, 85 vacas de cuarto parto con una
concentracion de Igs de 98.4 mg/dl y 106 vacas >5 partos con una concentracion de Igs de
90.7 mg/dl, estos resultados indican que la concentracién de Igs incrementan al aumentar el
numero de partos (Elizondo, 2015). Varios autores sefialan que el nimero de partos es un
factor para considerar al encontrar mayores o menores contenidos de Igs séricas en las crias,
sean estas hijas de vacas multiparas o primiparas respectivamente, esto debido a que las vacas
con mayor numero de lactancias presenta una mayor exposicion a organismos patdgenos,
mayor capacidad secretora de la glandula mamaria y un mecanismo activo de transporte de
Igs (Hernandez, 2013; Campos et al., 2007; Gooden, 2008; Elizondo, 2007; Arancibia,

2009; Indra, Daina & Jelena, 2012; Morin, Constable, Maunsell & Mc Coy, 2001).

Por otro lado, el pardmetro de la raza no es de gran relevancia en esta investigacion,
ya que solo habia terneros de dos razas y sus cruces, segin Elizondo (2013), en un estudio
realizado en Estados Unidos donde se muestrearon razas como: Jersey, Pardo suizo, Holstein,
Ayrshire, Guernesey; no se encontrd diferencias significativas sobre la calidad de calostro

(Elizondo, 2013). Esto contradice a Campos et al., (2007), ya que este afirma que las razas
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especializadas en produccion de leche como la Holstein producen una mayor cantidad de
calostro, pero de menor calidad en cuanto a las razas nombradas anteriormente producen
menos cantidad de calostro, pero con un alto contenido de solidos totales. Las razas que
producen mas de 8,5 litros de calostro en el primer ordefo tienen generalmente menos
anticuerpos, por lo cual es importante no utilizarlo para alimentar a los terneros recién
nacidos, ni para congelarlo; en cambio las razas con fin zootécnico produccion de carne
producen una menor cantidad de calostro, pero de mejor calidad, con mayor contenido de IgG

que las razas lecheras (Campos, Carrillo, Loaiza & Giraldo, 2007).

Los resultados frente al consumo de calostro no se pudieron evidenciar
completamente ya que no se obtuvo informacion veridica, frente a las proteinas plasmaticas
totales se presentaron resultados altos que segun la literatura lo toman como una excelente
transferencia de inmunoglobulinas o presencia de deshidratacion en los terneros, que en este
caso se relaciona con una buena transferencia de inmunoglobulinas. La toma y cantidad
adecuada de calostro es un paso fundamental para asegurar la vida saludable del ternero, ya
que posee gran cantidad de nutrientes, cualidades laxantes e inmunoglobulinas; el poder de
absorcion del intestino delgado frente a las Igs dura solo las primeras 24 a 36 horas de vida y
la mayor absorcion se efectia durante las primeras 6 horas después del nacimiento,
posteriormente empieza a disminuir progresivamente (Elizondo, 2007). El dejar a la madre
sola con el ternero sin la supervision después del nacimiento genera un factor de riesgo, ya
que la transferencia puede fallar hasta un 42% (Lopez, 2016) esto ocasionando poco consumo
de calostro que resulta en poca o nula absorcion de Igs y proteinas siendo susceptibles a
problemas gastrointestinales, esto reforzando nuestro estudio ya que muchos de los partos se
presentaron en la madrugada o muy temprano en la mafiana donde no hubo acompafiamiento

del ternero y no se evidenci6 si adquiri6 o no buena cantidad de calostro.
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Los niveles de transferencia de inmunidad se evaluaron con: Proteinas plasmaticas
totales, se considera que valores >5.5 g/dl es igual a una transferencia exitosa de inmunidad
pasiva, 5.0 a 5.4 g/dl una transferencia medianamente exitosa y valores <5.0 g/dl una
transferencia incompleta de inmunidad pasiva (Luna, 2015) en este caso el promedio de las
proteinas fue de 8,5 g/dl y se puede interpretar de dos maneras, como una buena transferencia
de inmunidad o presencia de deshidratacion en el animal, ya que esto hace que se aumenten
los niveles de proteinas como reflejo de la perdida de volumen hidrico en el tejido sanguineo
(Yepes & Prieto, 2011). La concentracion de proteinas totales se puede ver alterada por
factores como: deshidratacion del animal y concentracion de glucosa, urea y creatinina, junto
con la lectura de las proteinas totales se sugiere utilizar la prueba de precipitacion de sulfito
de sodio dada la gran cantidad de factores que pueden alterar el contenido de las proteinas

totales (Martinez, Bertoni, Suarez & Micheloud, 2014).

Por ende, es ideal realizar otra prueba confirmatoria como la prueba de precipitacion
sulfito de sodio este es un método semicuantitativo, efectivo y répido que permite su
utilizacion para un elevado numero de animales en un minimo de tiempo y con un equipo
basico, lo cual hace posible su utilizaciéon en condiciones de campo ya que presenta una
confiabilidad aproximada del 93% (Beltran, 2011). La concentraciéon de Igs se estima
cuantitativamente basada en los resultados de precipitacion, la lectura se efectia a ojo
desnudo, por la presencia, ausencia o ligera turbidez producida por el sulfito de sodio que
precipita las Igs (Rey & Velasquez, 2017). Segun el estudio comparativo entre la
refractometria y la prueba de precipitacion de sulfito de sodio se concluyd que esta ultima

tiene mayor confiabilidad con respecto a la refractometria (Sanchez, 2010).
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Un estudio realizado en México para evaluar el nivel de inmunoglobulinas calostrales
en terneros con edades entre 0 y 5 dias donde se colectaron 125 muestras de sangre, se obtuvo
el suero y se prepararon las tres concentraciones de sulfito de sodio (14%,16% y 18%). Los
resultados se clasificaron de la siguiente manera:

Tabla §
Interpretacion de los resultados de precipitacion segun las diferentes concentraciones de

sulfito de sodio

Precipitacion en los tubos

Precipitacion en tubos con 14%,16% y | Proporcion igual o mayor a 15 mg de

18% de sulfito de sodio Ig por cada ml de suero

Proporcion entre 5-15 mg de Ig por
Precipitacion en tubos con 16% y 18%
cada ml de suero

o Proporcién igual o menor a 5 mg de Ig
Precipitacion en el tubo con 18%
por cada ml de suero

En 52 muestras analizadas se observo precipitacion en los tres tubos, lo cual indica
que 43.69% de las terneras calostraron adecuadamente. En 30 muestras analizadas se observo
precipitacion en los tubos con 16% y 18%, lo cual indica que 25.21% de las terneras
calostraron adecuadamente. En 9 muestras analizadas (7.57%) se observo precipitacion
solamente en los tubos con 18% de sulfito de sodio y en 28 muestras (23.53%) no se observo
precipitacion, lo cual indica que 31.1% de las terneras analizadas, recibieron muy poco

calostro o no lo resivieron en absoluto (Garcia, Albornoz & Vela, 2006).

En un estudio comparativo entre la refractometria y la prueba de precipitacion de
sulfito de sodio para determinar las proteinas plasmaticas en becerras Holstein de las cuales
se tomaron 36 muestras de sangre sin anticuagulante con edades entre 1 a 2 dias y se les

practico inmediatamente la prueba de refractometria. La refractometria mide la proteina total
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y constituye un metodo indirecto para la estimacién de inmunoglobulinas, es eficaz cuando se
utiliza en el becerro no deshidratado, mayor a 24 horas y menor de 3 semanas de edad. Los
resultados obtenidos frente a la refractrometria fueron entre 4.5 a 8.8 g/100ml y para la
prueba de precipitacion de sulfito de sodio se detectaron valores superiores a 15 mg Ig/ml en
el 64% del total de muestras analizadas, en el 22% de las muestras se observaron valores

entre 5 y 15mg Ig/ml y en el 14% de las muestras se observaron valores menores a 5 mg

Ig/ml (Sanchez, 2010).

Aunque la refractometria es una prueba que se usa cotidianamente no es ideal
realizarla sola, ya que sus resultados no son confiables porque presenta una sensibilidad baja
y ademas solo se puede realizar en una edad especifica, después de este tiempo los resultados
son erroneos por el hecho de que la relacion IgG plasmatica con proteina total se reduce con

el transcurso de la edad (Sanchez, 2010).

La inmunodifusién radial es una prueba muy sensible para detectar falla en la
transferencia de inmunoglobulinas, ya que presenta antigenos anti-inmunglobulinas que hace
mas confiable sus resultados. En un estudio se compard la eficiencia de dos kits de
inmunodifusion radial (SRID1 y SRID2) Vs Kits ELISA, se tomaron muestras de sangre a
115 terneros de 0-10 dias de nacidos, se centrifug6 y se obtuvo el suero. ELISA demostr6é un
alto rendimiento diagnostico, se puede utilizar como prueba de deteccion y confirmacion de
FTPI grave y como prueba de deteccion para FTPI parcial en rebafios. Sin embargo, para la
deteccion de FTPI en un ternero lechero individual, los métodos indirectos y el diagndstico
confirmatorio con SRID pueden ser mas apropiados (Lee, Jaekal, Bae, Chung, Yun, Gwak,

Noh & Lee, 2008).
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Un estudio realizado en la Universidad Estatal de Kansas evalu6 las diferencias entre
kits SRID vs kits VET-RID para verificar cual de los dos presentaba mas errores al detectar
falla en la transferencia pasiva de inmunoglobulinas, se tomaron muestras de sangre antes y
24h después de la ingestion de calostro a 60 terneros Holstein recién nacidos, se centrifugd y
tomo el suero. Como conclusion el kit VER-RID demostré un menor coeficiente de variacion
a comparacion de kit SRID (Ameri & Wilkerson, 2008).

Tabla 6
Ventajas y desventajas de los métodos para detectar falla en la transferencia de

inmunoglobulinas

Tipo de prueba Ventajas Desventajas

-Sencillo de realizar

) ) ) -Costoso
-Materiales y reactivos, son econémicos
-Demora en los resultados

Inmunodifusion ) ) o
- Muchos laboratorios la ofrecen -Baja sensibilidad
radial
) - Problemas con Igs anormales, puede
- Permite reconocer clases y subclases de )
inducir a resultados erroneos
Igs
-Si se aumenta la concentracion del
-Répida y efectiva reactivo induce precipitacion en
- Es posible tamizar un elevado mimero de | ¢ncentraciones menores de proteinas de
Precipitacion

animales en un minimo de tiempo, y conun | 43¢, peso molecular y viceversa, generando

de sulfito de : -
equipo basico. sobreestimacion de Igs

sodio ) )
- No determina la concentracion de Igs
- No es confiable realizarla en equinos
Proteinas -Monitorear rebafios - Varias causas que pueden hacer que se
totales - Rapida y econémica alteren

Lomonte, 2019; Garcia, Albornoz & Vela, 2006; Martinez, Bertoni, Suarez & Micheloud,

2014; Yepes & Prieto, 2011; Menares, 2011
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Como ya se mencion6 la diarrea neonatal bovina pueden ser causadas por diferentes
patdgenos y se pueden presentar de manera mixta entre ellos estan, E. Coli enterotoxigénica,
Eimeria, Rotavirus y Coronavirus que por la historia de la finca puede que los terneros hayan
podido tener alguno de estos patogenos, ademas las condiciones sanitarias del ambiente
donde se encuentran los terneros favorecen a infecciones mixtas incluyendo Cryptosporidium
spp. La edad influyé en este estudio ya que desde la primera semana hasta la octava se
presentd mayor cantidad de diarreas afectando a mas de la mitad de los terneros muestreados,
solo 2 de los 4 terneros de madres primerizas, partos distocicos y retencion de placenta
presentaron diarreas con heces fluidas de color verde claro hasta amarillo lechoso y de mal
olor por 2 semanas seguidas, los demas terneros tuvieron diarreas leves a moderadas, pero

con alta repeticion que duraban mas de 4 semanas.

En cuanto al procesamiento de las muestras pudo haber falencias al momento de
realizar el frotis fecal (frotis demasiado grueso, restos de tinciones) y por no procesarlas a su
debido tiempo, ya que el refrigerarlas por demasiado tiempo hace que los patdgenos que
estén en la muestra sufran un proceso de muerte celular, esto resultando en falsos negativos.
Se ha descrito que los terneros infectados con Cryptosporidium spp son asintomaticos y solo
animales inmunodeprimidos o con una patologia concomitante llegan a presentar signos
(Fredes, 2015) ademas la eliminacién de ooquistes es intermitente provocando que animales
enfermos, eliminen o no ooquistes que son casi imposibles de detectar con tinciones (Lujan &
Garbossa, 2008). En los terneros la transmision se da principalmente directa, via fecal-oral, y
la principal fuente de infeccion serian las heces excretadas por los animales con diarrea o
animales adultos que son asintomaticos, pero eliminan gran cantidad de ooquistes (Del Coco,

Cérdoba & Basualdo, 2009).
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La diarrea es la principal causa de muerte durante el primer mes de vida del ternero,
estudios realizados en Colombia indicaron variabilidad en los niveles de incidencia de diarrea
neonatal bovina donde se hallaron tasas del 2,56% en terneros de 0 a 2 meses de vida en el
Departamento de Narifio (Pardo & Oliver, 2015). Fueron similares a los valores informados
para terneros menores de 90 dias, donde las diarreas se presentaron en la primera semana
afectando el 29,7% de todos los terneros. La mayor frecuencia de diarrea es previa a las dos
semanas de vida, por ende, los episodios de diarrea se concentran en el primer mes
observandose un valor maximo de incidencia (30%) alrededor del dia 10 (Tiranti, Vissio &
Larriestra, 2015), sin embargo, en un estudio previo realizado en la Sabana de Bogota se
detectd una mayor presentacion en la tercera semana de edad (Pardo & Oliver, 2015). La
diarrea neonatal bovina tiene una etiopatogenia compleja, cuando Cryptosporidium spp es el
unico que esta presente la mortalidad es baja, pero dependiendo su asociaciéon con otros
agentes, el grado de inmunidad y estado nutricional del huésped, la mortalidad puede ser alta.
Las edades mas afectadas, son de 4 a 30 dias, ademas mientras mas malas son las condiciones
sanitarias del ambiente, principalmente en donde permanecen los becerros, mayor sera el

riesgo de contagio y presencia de la enfermedad (Ortolani & Castro, 2003).

Los métodos diagnosticos tienen diferentes niveles de sensibilidad y especificidad
(Ver Tabla 7), los métodos moleculares son los mas sensibles para detectar ooquistes en
muestras ambientales, aunque la sensibilidad de métodos publicados es demasiado baja. La
inmunofluorescencia directa y ELISA tiene un nivel de sensibilidad similar que pueden
emplearse tanto en muestras fecales concentradas como no concentradas, comparadas con las
tinciones convencionales los kits son més costosos considerando que parecen tener un umbral

similar de deteccion (Ocampo, Cardozo, Lopez, Alvarez, Pérez & Paez, 201 1).
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La tincién de Ziehl Neelsen modificada es la prueba maés utilizada ya que es de facil
realizacién y presenta una sensibilidad y especificidad del 95% y 98%. En un estudio
realizado en Chile por Diaz, en el 2010 donde se pretendia buscar la eficacia de dos métodos
de tincion microscopicos: La auramina (AU) y tincidon de Ziehl Neelsen modificada. Los
resultados arrojados en este estudio mostraron que la tincion de auramina es mas sensible en
la deteccion de ooquistes, pero el nivel de diferencia de las dos pruebas fue minimo (Diaz,
2010). Sin embargo, esta prueba, aunque sea la mas utilizada, su mayor desventaja es
operador-dependiente teniendo que ser ejecutada por profesionales experimentados (Lujan &

Garbossa, 2008).

La técnica de flotacién fecal también permite la identificacion de ooquistes de
Cryptosporidium spp mediante un examen microscopico de muestras fecales por flotacion
que permite la deteccion de huevos, pero es una de las pruebas menos utilizadas. El uso de kit
ELISA también es comun utilizarlos ya que presentan una sensibilidad y especificidad del
96% y 100% (Mufioz, 2019). Hay que tener en cuenta que, aunque las pruebas arrojen
resultados de ooquistes hay animales sanos que los excretan en las heces y esto no siempre es
causal de enfermedad (Pardo & Oliver, 2012). La inmunofluorescencia es una técnica que se
realiza para confirmar, cuando se presenta poca cantidad de ooquistes en las heces, esta
técnica presenta una mayor sensibilidad y especificidad comparada con las demés pruebas

diagndsticas (Avendafio, Quilez & Sanchez, 2010 & Arnedo, Bracho, Diaz & Botero, 2008).

La inmunocromatografia es una prueba que utiliza antigenos contra Cryptosporidium
spp se han observado falsos positivos y por lo tanto es necesario realizar otra prueba
confirmatoria. La sensibilidad es inferior a la observada para la ELISA, IFM y PCR (De la

Parte, Bruzual, Brito & Hurtado, 2005).



Tabla 7

Sensibilidad y especificidad de las diferentes pruebas diagnosticas para Cryptosporidium

spp

Pruebas Sensibilidad Especificidad

Tincion de Ziehl Neelsen 95% 98%

Inmunofluorescencia 98% 100%

ELISA 96% 100%

Inmunocromatografia 95% 95%

PCR 90% 90%

Tincion de auramina 95% 98%

Diaz (2010), Pulido, Andrade, Rodriguez & Garcia (2014), Ocampo et al., (2011)
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CONCLUSIONES
La frecuencia de presentacion de las diarreas fue mayor en las dos primeras semanas
(50-60%) y la edad mas predisponente a presentarlas fue a los 20 dias, donde las
diarreas que mas se presentaron fueron leves y moderadas. Se debe poner mas

cuidado a los terneros, a su ambiente y alimentacion para prevenir mortalidades.

Los resultados frente a Cryptosporidium spp fueron negativos. Esto, pudo ser debido
a problemas relacionados con: manejo de las muestras, procesamiento o una baja
sensibilidad de la tincion en la cual los animales asintomaticos o con poca carga

parasitaria no son o seran detectables.

La medicion de las proteinas plasmaticas totales estuvo dentro de los valores
normales indicando una aparentemente buena transferencia de anticuerpos. Sin
embargo, aunque es una prueba que se utiliza comunmente, es indicado que esta se
realice en conjunto con otra prueba que tenga mas sensibilidad (precipitacion de
sulfito de sodio e inmunodifusion radial) ya que los resultados pueden variar

dependiendo el estado de salud del animal y otras causas que ya se mencionaron.
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Recomendaciones

Una vez concluida la tesis, se debe considerar seguir con el estudio a futuro y se

propone:

Se propone realizar coprologicos a los terneros que presenten signos de diarrea
para verificar cual es la causa y administrar un tratamiento efectivo para el
patdgeno encontrado.

La tincion de Ziehl Neelsen es la técnica mas comun para realizar el diagndstico
de Cryptosporidium spp, pero es una prueba muy operador-dependiente. Para el
proximo estudio se propone hacer uso de la inmunofluorescencia o kits ELISA
que presentan mas sensibilidad y especificidad y aunque sean costosas se pueden
realizar varias muestras con un solo kit.

Ampliar la zona de estudio para que se incluya un mayor numero de animales

Contar con un mejor registro de la informacion de la finca, para que la

informacion que se recolecte sea veridica y confiable
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ANEXOS

ANEXO A
Tabla 1. Datos de la madre
Identificacion
Raza
Edad
Numero de partos
Facilidad del parto
Retencion de placenta
ANEXO B
Tabla 2. Datos del ternero
Fecha de nacimiento Hora
Identificacion
Sexo Macho: Hembra:
Raza

Peso al nacimiento

Hora de consumo de
calostro

Cantidad (L)

Frecuencia (#veces al dia)

Forma de administracion Amamantamiento: Tetero:




ANEXO C

Tabla 3. Examen clinico del ternero

65

Examen clinico

Sistemas

Actitud

General

Condicion corporal

Piel v anexos

Temperatura Musculo esquelético
Frecuencia Sistema respiratorio
cardiaca

Frecuencia Sistema vascular
respiratoria

Pulso Sistema digestivo

Color de las
mucosas

Sistema linfatico

Tiempo de lenado
capilar

Sistema nervioso

Tiempo de lenado
vugular

Sistema urinario

Motilidad
mtestinal/Tuminal

Pezo




