Revista FABICIB » afio 2011 « volumen 15 « PAGS. 97 a 107

Trabajo completo

Infeccion por Cryptosporidium spp. en
ganado vacuno de la cuenca lechera

| RECIBIDO: 29/06/2011
¢ ACEPTADO: 19/09/2011

de la provincia de Santa Fe (Argentina)

Modini, L. B."" ¢ Carrera, E.2 * Otero, J. L.3 * Zerbatto, M. G."
Eliggi, M. S.! « Vaira, S.2 « Abramovich, B. L.

Seccién Aguas, Departamento de Ciencias Bioldgicas; 2Departa-
mento de Matemética. Facultad de Bioquimica y Ciencias Biolégi-

cas. Universidad Nacional del Litoral.

Ciudad Universitaria -S3000ZAA- Santa Fe. Argentina.
3 Departamento de Salud Publica. Facultad de Ciencias Veterinarias.
Universidad Nacional del Litoral. R.P Kreder 2805 -S3080HDF-

Esperanza. Santa Fe. Argentina.
*e-mail: lauramodini@hotmail.com

RESUMEN: Los objetivos del presente
trabajo fueron estimar la prevalencia de
Cryptosporidium spp. en terneros de
establecimientos de la cuenca lechera
santafesina y estudiar la asociacion de
infeccion por este enteroparasito con la
edad y con la diarrea. Se analizaron heces
de vacunos con edades comprendidas
entre 1y 60 dfas. Las muestras se
concentraron por el método de Sheather
y se empled la coloracion de Kinyoun
para la identificacion de los ooquistes

de Cryptosporidium. La proporcion de
animales que excretaban ooquistes fue de
24%. Se encontrd asociacion entre edad y
excrecion de Cryptosporidium hallandose
que alrededor de la segunda semana de
vida la proporcién de infeccién fue mayor.
Entre los animales de 46 a 60 dias ninguno

estaba infectado. Se observé que en todas
las edades la proporcién de infectados fue
superior en los terneros que presentaban
diarrea que en aquéllos con heces de
consistencia normal.

Palabras clave: Cryptosporidium, ganado
vacuno, prevalencia, cuenca lechera
santafesina.

SUMMARY: Cryptosporidium spp. infection
in cattle from dairy farms in the province of
Santa Fe (Argentina).

The objectives of this study were to
estimate the prevalence of Cryptosporidium
spp. in calves from dairy farms in Santa

Fe and to study the association of
Cryptosporidium infection with age and
diarrhea. A sample of 162 calves (age
between 1-60 days) was analyzed. Fecal
samples were first concentrated (Sheather
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method) and then dyed (Kinyoun method).
It was found that 24% of the animals
excreted oocysts. An association between
age and excretion of Cryptosporidium

was found to exist. At an age of about two
weeks, infection rates were higher. None of
the animals between 46 and 60 days was
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shown to be infected. It was noticed that
infection rates were higher in calves with
diarrhea than in those producing normal
manure, regardless of age.
KEYWORDS: Cryptosporidium, cattle,
prevalence, Santa Fe.

Introduccion

Cryptosporidium es un parésito proto-
zoario que genera una de las enfermedades
emergentes de finales del siglo XX. A pesar
que fue descubierto a principios de ese
siglo, recién en 1971 fue reconocido como
agente etiolégico de diarrea en un ternero
de ocho meses de edad (1).

El primer caso de criptosporidiosis hu-
mana fue reportado en 1976 en una nina de
tres afios (2). De este modo, ademas de ser
un parasito identificado en un amplio rango
de especies de mamiferos (mono, perro,
gato, conejo, rata, ganado bovino, equino,
porcino) (3), presenta gran interés en Salud
PUblica debido a su potencial zoonético.

Pese a la diversidad de animales de
explotacion pecuaria que son susceptibles
a la infeccién por Cryptosporidium, los bovi-
nos representarfan el mayor riesgo debido
a su numero, amplia distribucion, alta inci-
dencia y niveles de infeccién (4). Se con-
sidera que los vacunos constituyen una
fuente importante de infeccion por Cryptos-
poridium spp. tanto para los animales como
para el humano. Hay evidencias de criptos-
poridiosis humana asociadas a la exposi-
cién con ganado vacuno, alimentos y aguas
contaminadas (5). Aunque los trabajadores
y visitantes de granjas pueden contraer esta
enfermedad por contacto directo, la trans-
mision indirecta de criptosporidiosis de ori-

gen vacuno a través del agua es conside-
rada la fuente zoondtica de infeccidon mas
importante (6, 7). Segun diversos autores
(8, 9), la mayor concentracion de ooquistes
de Cryptosporidium en aguas superficiales
se hallé en zonas con alta influencia de la
ganaderia.

El rotavirus fue el agente infeccioso mas
frecuentemente detectado en rodeos de cria
seguido de Cryptosporidium: 88,9% y 75%
de los establecimientos respectivamente.
En contraste, en los tambos, Cryptospori-
dium predomind sobre rotavirus (69,7% vs.
57,5%) (10). Por tanto, las aguas de esco-
rrentfa provenientes principalmente de esta-
blecimientos lecheros, representarian un
alto riesgo de contaminacion de los recur-
sos hidricos con Cryptosporidium. Debido a
que los ooquistes pueden permanecer via-
bles en el agua durante semanas 0 meses y
a su alta resistencia al tratamiento de pota-
bilizacién, constituyen un potencial muy sig-
nificativo como causantes de epidemias de
origen hidrico, aun en paises de avanzada
tecnologia (11).

La importancia sanitaria de lo anterior-
mente expresado justifica este estudio que
tiene como objetivos estimar la prevalen-
cia de Cryptosporidium spp. en terneros de
establecimientos de la cuenca lechera san-
tafesina y estudiar la asociacion de la infec-
cién por este parasito con la edad y con la
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diarrea en dichos animales. De este modo
se pretende contribuir al control de la con-
taminacién con este enteroparasito que
aporta el ganado.

Materiales y métodos

Se analizaron muestras de materia fecal
de 162 terneros con edades comprendidas
entre 1y 60 dias de tres establecimientos
tamberos, designados A, B y C, situados

en el Departamento Las Colonias, perte-
neciente a la principal cuenca lechera de
la provincia de Santa Fe. Se registraron las
caracteristicas higiénico-sanitarias y condi-
ciones de explotacion de cada unidad de
crianza artificial, como informacién comple-
mentaria de factores que puedan contribuir
potencialmente a la infeccion (Tabla 1). El
trabajo se llevé a cabo durante el afio 2010.

Tabla 1. Principales caracteristicas higiénico-sanitarias, condiciones de explotacion y manejo de la cri-

anza artificial de los establecimientos estudiados.

Establecimiento A B C

Sistema de crianza estaca/jaula estaca estaca

artificial

Estado del suelo cubierto de tierra y pasto pasto, muy buen estado
del corral pasto, sin barro,

ni bosta, ni agua

Sombra y/o reparo Si Si sin sombra pero con reparo

Convivencia con otros No No No

animales

Presencia de moscas No No No

Banco de calostro Si Si Si

Alimentacion leche, heno, leche leche
balanceado

Separacioén de los terneros Si Si No

con diarrea

Separacion de Si Si Si

los terneros por edad

Tiempo de permanencia 12h 12h 12h

del ternero al pie
de la madre

Obtencion y procesamiento de las mues-

tras

Las muestras de materia fecal,

una

por cada animal, fueron obtenidas por la
maniobra de estimulacién del esfinter anal
empleando guantes quirdrgicos y reco-
lectadas en recipientes que contenian for-
mol al 5% por razones de bioseguridad.
Luego, refrigeradas, se enviaron al labora-

torio donde se almacenaron a 4°C hasta
su procesamiento. Junto con las muestras
fue remitida una planilla conteniendo los
siguientes datos: nimero de identificacion,
edad, sexo, estado de salud del termero y
caracteristicas de las excretas. De acuerdo
a su consistencia, las heces se clasificaron
como diarreicas (liquidas y semiliquidas) o
normales (formadas y pastosas).
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El procesamiento consistid en la concen-
tracion de las heces por el método de Shea-
ther (12), previo filtrado a través de gasa
doble. Con el sedimento obtenido se prepa-
raron extendidos que se colorearon con el
método de Kinyoun (13) y se examinaron en
microcopio optico con aumentos de 400X
y/o 1000X para detectar la presencia de
ooquistes de Cryptosporidium spp. La iden-
tificacion de los mismos se efectud teniendo
en cuenta su tamano, coloraciéon y caracte-
risticas morfolégicas (14). No se realizé la
tipificacion por PCR de las especies de este
enteroparasito.

Analisis estadistico

Se calcularon proporciones y sus interva-
los de confianza del 95% (IC,) para tener
una aproximacion al valor de la prevalencia.
Las relaciones entre variables cualitativas
0 cuantitativas se realizaron con la prueba
estadistica Chi Cuadrado (x?) o la exacta de
Fisher cuando el valor esperado por celda
fuese menor que 5y se refrendaron con la
prueba de razén de verosimilitud. El riesgo
de infeccion en terneros con diarrea versus
aquellos que no la presentaron se calculd
mediante el Riesgo Relativo (RR). Para una
mejor estimaciéon del riesgo, se hallé tam-
bién el IC,,,, del mismo, considerandolo sig-
nificativo si dicho intervalo no contiene al 1.
La comparaciéon de la variable edad para
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los grupos de muestras independientes:
presencia y ausencia de Cryptosporidium
se realizd con la prueba t de Welch dada la
falta de homogeneidad de varianza (15, 16,
17, 18). El nivel de significacion adoptado
fue a= 0,05. Los datos fueron procesados
utilizando el software SPSS (v. 17.0) y EPI-
INFO (v. 3.5.3).

Resultados

Cryptosporidium spp. se detecté en los
tres establecimientos muestreados (A, B 'y
C). La cantidad de terneros estudiados por
establecimiento, el nimero de muestras
positivas y el porcentaje de animales infec-
tados se indican en la Tabla 2. La mayor
proporcion de infeccion (38%) se encontrd
en el establecimiento By la menor (11%) en
el C. La comparacion entre los porcentajes
de infeccion en los tres establecimientos no
arrojé diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p=0,131, %?). Este resultado per-
mitié considerar a los tres tambos en con-
junto y calcular la proporcién de animales
infectados en su totalidad, cuyo valor fue
24% (38/162) con un IC,_ =(17%, 31%).
Dicho intervalo expresa que la prevalencia
esperada de infeccion por Cryptosporidium
spp. en terneros con edades comprendidas
entre 1y 60 dias y bajo las mismas condi-
ciones de crianza de los animales estudia-
dos, se encontraré entre 17% y 31%.

Tabla 2. Cantidad de terneros por establecimiento: Proporcion de infeccion por Cryptosporidium spp.

Establecimiento Numero de terneros Numero de terneros | Proporcion de
estudiados infectados infeccion (%)

A 123 28 23

B 21 8 38

C 18 2 11

Total 162 38 24
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Al estudiar la relacién entre infeccion por
Cryptosporidium spp. y la edad de los ter-
neros, se observd que entre el grupo de
los negativos existia una mayor disper-
sién de edades, lo que se traduce en falta
de homogeneidad de variancias al compa-
rarlo con el de los positivos. El 75% de los
terneros positivos tenia menos de 18 dias,
resultando las edades de estos dos gru-
pos significativamente diferentes (p<107%,
t de Welch) (Figura 1). Cabe aclarar que el
numero total de terneros en este andlisis fue
n=161, dado que no se reportd la edad de
uno de ellos. Continuando con este anali-
sis, y en base a la observacién de los cuar-

Figura 1. Diagramas de caja de las edades de los
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tiles de la distribucion de edad de los terne-
ros infectados y no infectados, se agrupd a
los animales por edades, tomando interva-
los de 15 dias: 1) <15 dias, 2) 16-30 dias,
3) 31-45 dias y 4) 46-60 dias, y se calculd
la proporcion de infectados en cada grupo
etario. El porcentaje de infeccién en los ter-
neros <15 dias fue 43% (24/56), mientras
que en el grupo de animales entre 46 y 60
dfas ninguno se hallaba infectado (Tabla 3).
Al comparar las proporciones de animales
infectados en los tres primeros grupos de
edad, se hallaron diferencias estadistica-
mente significativas (p<10?, prueba exacta
de Fisher).

terneros y su clasificacion en infectados (positivos)

y no infectados (negativos) con Cryptosporidium spp.
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Tabla 3. Agrupacion de los terneros por rangos de edades: Proporcion de infeccion por Cryptospo-

ridium spp.
Intervalos de Numero de terneros Numero de terneros | Proporcién de
edades (dias) estudiados infectados infeccion (%)
<15 56 24 43
16230 52 9 17
31a45 46 5 11
46 a 60 7 0 0
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El examen macroscopico de las caracte-
risticas de las heces permitié detectar que 6
eran excretas de meconio. Debido a la parti-
cular consistencia de las heces de meconio
no se clasificaron en diarreicas o normales,
razon por la cual se excluyeron en el anali-
sis de la relacion entre infeccion y diarrea.
No obstante, se destaca que el examen
parasitoldégico de las mismas fue negativo.
De las 156 muestras restantes, 39% eran
diarreicas. Posteriormente se calculd la pro-
porcion de Cryptosporidium spp. segun
la consistencia de la materia fecal, hallan-
dose que en las calificadas como diarrei-
cas, el 41% presentaba ooquistes de este
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enteroparasito. En contraste, sélo se encon-
traron ooquistes en el 14% de las muestras
de heces normales (Figura 2). Se hallé una
asociacion altamente significativa (p<107?,
x?) entre infeccién por Cryptosporidium spp.
y consistencia de las heces. Ademas, el
analisis del riesgo de infeccién por Cryptos-
poridium en animales diarreicos reveld un
RR=2,995 conun IC ., =(1,66; 5,39) que no
contiene el 1; siendo por lo tanto significa-
tivo. Es decir, la prevalencia de infeccién por
Cryptosporidium spp. en los terneros con
diarrea, fue significativamente mayor con
respecto a los que no presentaban esa con-
dicion.

Figura 2. Relacion entre presencia de ooquistes de Cryptosporidium spp. y consistencia de las heces

de terneros.
100

Porcentaje de muestras (%)

B heces nommales  |---1

O heces diareicas |-

Negativo

Posttivo

Infeccidn por Cryptosporiditm spp.

A continuacion se estudio la relacion entre
infeccién por Cryptosporidium spp. y la ocu-
rrencia o no de diarrea segun la edad (Tabla
4). En cada grupo etario, de los ya analiza-
dos por intervalos de 15 dias, se encontré
que la proporcién de infectados fue mayor
en los terneros con diarrea que en aquellos
cuyas heces presentaban consistencia nor-
mal. El RR fue superior a 2 en todos los gru-
pos, aungue solo resultd significativo en los
terneros cuya edad era <15 dias (RR=2,85;

IC,,,,=(1,44-5,64)), por lo cual se decidié
seguir con este analisis tomando intervalos
mas pequefos en dias. Se obtuvo asi que
el 13% (4/31) de los terneros menores de
8 dias registré infeccion. En el grupo entre
8 y 14 dias de edad, 86% (19/22) estaban
infectados y en los animales de 15 a 22
dias, 33% (8/24) resultaron positivos. Como
se destaca, la mayor proporciéon de infec-
cién se encuentra en la segunda semana
de vida.
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Tabla 4. Infeccién por Cryptosporidium spp. en terneros menores de 45 dias con cuadros de diarrea

por rango de edades: Célculo del Riesgo relativo (RR) y su intervalo de confianza de 95% (IC95%).

Intervalos | Terneros con diarrea Terneros con diarrea

de edades | n | Infectados | No infectados |n Infectados | No infectados

(dias) (%) (%) (%) (%) RR |IC,,
<150 23 | 73,9 26,1 27 1259 741 2,85 |1,44-5,64
16 - 30 17 | 29,4 70,6 35 [ 11,4 88,6 2,57 10,79-8,38
31-45 18 | 16,6 83,4 28 | 7,1 92,9 2,33 |0,43-12,63

Por Ultimo, se separaron los terneros por
sexo y se calculd la proporcion de los que
excretaron ooquistes. Para los machos fue
de 32% y para las hembras de 21%. No
obstante ser mayor dicha proporcién en los
machos, no se hallaron diferencias estadis-
ticamente significativas (p=0,142, %2 y no
se detectd un riesgo asociado al sexo. Tal
vez esto se deba a la menor cantidad de
terneros machos (n=37) con respecto a las
hembras (n=125), como ocurre en todos
los establecimientos lecheros.

Discusién

La excrecion de Cryptosporidium spp. por
el ganado bovino se hall6 en todos los esta-
blecimientos tamberos muestreados. Esto
coincide con la bibliografia (19, 20) donde
se afirma que la alta concentracion de ani-
males de rodeos lecheros generaria condi-
ciones propicias para su transmision.

Como se sefnald anteriormente la pre-
valencia de infeccion en los tres estable-
cimientos muestreados fue 24%. Por otro
lado, Modini et al. (5), en una unidad de
crianza artificial de terneros en sistema de
“estaca” cuyos animales provenian de dis-
tintos tambos del Departamento Las Colo-
nias (perteneciente a la cuenca lechera san-
tafecina), hallaron que sobre un total de 106
terneros del mismo rango de edad (1-60
dias) la proporcién que eliminaba Cryptos-
poridium spp. en las heces fue 84%. Este

valor, notoriamente superior al del presente
trabajo, podria ser atribuido a las diferentes
condiciones sanitarias de los establecimien-
tos de ambos estudios. La mencionada uni-
dad de crianza artificial (5) tenfa las siguien-
tes caracteristicas: a) el suelo del corral era
de tierra con zonas de barro, b) se observé
la presencia de moscas, c) en el lugar convi-
vian otras especies animales (bovinos adul-
tos, equinos, asnos y bufalos), d) los terne-
ros no contaban con ningun tipo de refugio,
ni se separaban los mismos por edad, e)
parte de los animales no habia sido calos-
trado correctamente, demostrado a través
del “test de glutaraldehido” (21). En cam-
bio, los establecimientos relevados en esta
investigacion contaban con mejores condi-
ciones higiénico-sanitarias y de manejo del
ganado que la referida unidad.

Medidas adecuadas de higiene ayuda-
rlan a reducir la carga ambiental de ooquis-
tes de Cryptosporidium y de otros patége-
nos, ya que los terneros se infectan a través
de la materia fecal eliminada por los enfer-
mos y portadores sanos, contaminandose
asi los espacios fisicos, el agua y los ali-
mentos. Los ooquistes de este enteropa-
rasito, que son eliminados por millones en
la materia fecal de los animales enfermos,
son altamente infecciosos porque a diferen-
cia de otras especies de coccidios intesti-
nales no requieren un estadio externo para
la esporulacion (22). Ademas, pueden per-
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manecer viables durante muchos meses en
ambientes barrosos y himedos. De ahi la
importancia de contar con establecimientos
que mantengan secos y limpios los lugares
destinados a la cria de ganado.

Ovinos, caprinos, equinos, porcinos, bu-
falos y otras especies de mamiferos tam-
bién son susceptibles a la infeccién por este
enteroparasito; de modo que la conviven-
cia con otros animales favorece la difusion
de esta infeccion. Ademas, existen insec-
tos transportadores de ooquistes como las
moscas, que pueden contribuir a incremen-
tar su diseminacion en el ambiente (23).

El calostro contiene anticuerpos (inmu-
noglobulinas) que reducen significativa-
mente el riesgo de infeccion por Cryptospo-
ridium. Esto indica que la madre ha tenido
una exposicion previa al parasito y ha gene-
rado dichos anticuerpos. Las inmunoglobu-
linas adquiridas a través del calostro son re-
excretadas a la luz intestinal neutralizando a
los patégenos que ingresan por via oral al
intestino. Algunas haciendas, como las aqui
estudiadas, cuentan con bancos de calostro
y suministran el mismo a los recién nacidos
con mamadera o sonda. Segun Fayer et al.
(24) la administracion temprana de calos-
tro hiperinmune bovino preparado contra C.
parvum disminuye los sintomas y duracién
de la enfermedad.

La diarrea de los terneros ocasiona un
grave problema de indole econdmico en
los productores, ademéas del mencionado
potencial zoondtico. Los episodios diarrei-
€os causan en los animales afectados un
desarrollo corporal més restringido, a lo
cual deben anadirse los gastos en medica-
mentos y tratamiento veterinario, asi como
la demanda de horas de trabajo del perso-
nal del establecimiento.
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Sin ignorar que la diarrea es un sindrome
de etiologia multifactorial en el cual pueden
contribuir varios agentes infecciosos (rota-
virus, cepas patdgenas de Escherichia coli,
Salmonella spp., coronavirus bovino) (25),
en este trabajo se hallé una fuerte asocia-
cién entre infeccion por Cryptosporidium
y diarrea. Ademas, se calcula que un ter-
nero infectado puede eliminar alrededor de
6.10" ooquistes durante su primer mes de
vida (26). Este valor puede ser superado en
los cuadros de diarrea; siendo indudable
que los animales diarreicos desempenian
un papel importante en la diseminacion del
parasito y en la transmision directa de ter-
nero a ternero.

Con respecto a la relacion de esta infec-
cion y la edad de los terneros, se halld que
el mayor porcentaje (43%) correspondia a
menores a 15 dias, decreciendo hasta des-
aparecer en los vacunos mayores a este
grupo etario. Este resultado coincide con
otros autores (27) que encontraron que
los terneros menores de un mes son MAas
susceptibles a la infeccion por Cryptospo-
ridium. Dado que alrededor de la segunda
semana de vida se constataron los mayo-
res valores de prevalencia, se recomienda
que las medidas adoptadas para reducir
la morbilidad y la difusién de este parasito
deben estar dirigidas especialmente hacia
este grupo de alto riesgo. La separacion
de terneros por edad disminuye la proba-
bilidad de infeccién, porque como se deta-
lla en resultados, hay asociacién entre edad
y excrecidon de ooquistes de Cryptospori-
dium, y por lo tanto esta préctica serfa efec-
tiva para controlar el contagio. Otras fuen-
tes (4) sugieren que gran parte adquiere la
infeccién poco tiempo después del naci-
miento durante su permanencia en el area
de maternidad. El consejo en este sentido,
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es separar lo antes posible a los terneros
de las vacas, para evitar contaminaciones
del adulto a su cria (28). Esta tendencia es
seguida en los establecimientos A, By C
donde el tiempo que el ternero permanece
con su madre es de 12 horas (Tabla 1).

En Argentina hay escasos trabajos
acerca de la prevalencia de Cryptospo-
ridium spp. en terneros. En 1990, Bellin-
zoni et al. (29), en un estudio donde sdlo
se muestrearon animales con cuadros de
diarrea de establecimientos lecheros de
varias provincias (Buenos Aires, Cordoba,
Santa Fe, Entre Rios y La Pampa), repor-
taron un porcentaje global de infeccion de
29,6%. En el presente trabajo se encontré
Cryptosporidium spp. en 39% de las mues-
tras diarreicas y una proporcién de infec-
cién de 24% (IC,,,,=(17%, 31%) en terneros
con y sin ocurrencia de diarrea (edad <60
dias) procedentes de tres establecimientos
de la provincia de Santa Fe. Por su parte,
en el ano 2007, Del Coco et al. (30) estu-
diaron un Unico tambo de la provincia de
Buenos Aires, hallando que 17% de los ter-
neros (edad <30 dias) estaban infectados
con Cryptosporidium spp. Este resultado se
encuentra dentro del intervalo de confianza
de la prevalencia esperada en el presente
estudio. Pinto de Aimeida Castro et al. (31)
analizaron este tema desde otro punto de
vista, estudiando la evolucién de la parasi-
tosis desde el nacimiento del ternero hasta
los 37 dias de edad, hallando 93,4% de ter-
neros infectados.

Conclusiones

Las aguas de escorrentia proveniente de
establecimientos ganaderos pueden conte-
ner una elevada concentracién de ooquis-
tes y contaminar de esta manera los recur-
sos hidricos. El conocimiento de algunos
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de los factores (como edad y diarrea) aso-
ciados a la infeccion de los terneros, permi-
tira desarrollar medidas tendientes a reducir
la contaminacién ambiental y el riesgo de
infeccién humana y animal.
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