FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL

MAESTRIA EN CIENCIAS VETERINARIAS

MENCION MEDICINA PREVENTIVA

VALOR PREDICTIVO POSITIVO DEL DIAGNOSTICO CLINICO DE DIARREA EN TERNEROS

Selma del Carmen FRANCO SCHAFER

Para optar por el titulo de

MAGISTER SCIENTIAE EN CIENCIAS VETERINARIAS

Esperanza, Santa Fe; Marzo de 2011.



FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS
UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL

MAESTRIA EN CIENCIAS VETERINARIA MENCION. “MEDICINA PREVENTIVA”

VALOR PREDICTIVO POSITIVO DEL DIAGNOSTICO CLINICO DE DIARREA EN
TERNEROS

Selma del Carmen FRANCO SCHAFER

Aspirante a: MAGISTER SCIENTAE EN CIENCIAS VETERINARIA

DIRECTOR: PhD Héctor Dante TARABLA

CO-DIRECTOR: Dr. Marcelo Lisandro SIGNORINI

MIEMBROS DEL JURADO
PhD Alejandro Jos¢ LARRIESTRA
PhD Pablo Martin BELDOMENICO

Dr. Laureano Sebastian FRIZZO



Indice

INDICE
RESUMEN
SUMMARY
I. INTRODUCCION
II. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Diarreas de etiologia parasitaria
2.1.1. Criptosporidiosis
2.1.2. Coccidiosis.
2.2. Diarreas de etiologia bacteriana
2.2.1. Salmonelosis
2.2.2. Colibacilosis
2.3. Distribucién
2.4. Diagnéstico
2.5. Valor Predictivo
2.6. Hipotesis
2.7. Objetivos
III. MATERIALES Y METODOS
3.1. Muestras recolectadas

3.2. Procedimiento de laboratorio

INDICE

Pégina

1X

X1

10
10
12
16
16
16
18
18
19
19

20



Indice

3.2.1. Parasitarias 20
3.2.1.1. Cryptosporidium spp. 20

3.2.1.2. Eimeria spp. 21
3.2.2.Bacterianas 22
3.2.2.1. Salmonella 22

3.2.2.2. Escherichia coli 23

3.3. Analisis estadistico 24
IV. RESULTADOS 26
4.1. Diagnéstico en la diarrea neonatal de terneros 26
4.1.1. Diagnostico clinico presuntivo 26

4.1.2. Diagnostico de laboratorio 28

4.2.1. Caracteristica de los terneros muestreados 31
4.2.2. Caracteristicas de la diarrea 33
4.3. Asociaciones 35
4.3.1. Asociacion entre el diagnosticos clinicos presuntivos y los de laboratorio 35

4.3.2. Asociaciones del diagnostico clinico presuntivo con caracteristica de los

terneros muestreados 39
4.3.3. Asociacion entre el diagnostico clinico presuntivo y las caracteristicas de

la diarrea neonatal en terneros 40
4.3.4. Asociaciones diagnostico de laboratorio y las caracteristicas de los

terneros muestreados 42



Indice

4.3.5. Asociacion entre el diagnostico de laboratorio y las caracteristicas de la

diarrea 44
4.3.6. Asociacion entre el diagnostico de laboratorio y tratamiento 44
V. DISCUSION 45
VI. CONCLUSIONES 50
VII. BIBLIOGRAFIA 51

ANEXO1 63



Indice

Indice de Tablas

1.

10.

11.

Agentes etiologicos y caracteristicas asociadas a la diarrea neonatal en
terneros

Frecuencia de agentes etiologicos presuntivos sobre el total de terneros
con diarrea neonatal (n=92)

Frecuencia de etiologias presuntivas sobre el total de diagndsticos
realizados (n=118)

Etiologias presuntivas en diagndsticos etioldogicos combinados
(bacteria/parasito) (n=26)

Frecuencia de agentes etiologicos detectados en el laboratorio sobre el
total de terneros con diarrea (n=92)

Frecuencia de etiologias detectadas en laboratorio sobre el total de
diagnosticos efectuados (n=103)

Etiologia detectada en los diagndsticos de laboratorio combinados
(bacterias/parasitos) (n=11)

Confirmacion por laboratorio de los diagnosticos presuntivos
Confirmacion por laboratorio de los diagndsticos etioldgicos presuntivos
bacterianos /parasitarios

Concordancia entre los diagnosticos bacterianos presuntivos y de
laboratorio

Concordancia entre los diagnosticos bacterianos presuntivos y de

Pagina

15

26

27

28

29

30

31

36

37

38



Indice

12.

13.

14.

15.

16.

laboratorio

Concordancia entre los diagndsticos combinados clinico y presuntivo
Asociacion entre el diagndstico clinico presuntivo y la consistencia de la
diarrea neonatal en terneros

Frecuencia del diagnoéstico clinico presuntivo con el agente bacteriano y
el tratamiento

Asociacion del diagnostico de laboratorio y la consistencia de la materia
fecal en la diarrea neonatal en terneros

Frecuencia del diagnostico de laboratorio con el agente bacteriano y

tratamiento

38

39

41

42

44

45



Indice

Indice de Figuras

1.

2.

Ciclo biologico de Eimeria

Distribucion de los 92 casos de terneros con diarrea neonatal segun sexo
Color de la diarrea neonatal en terneros

Consistencia de la diarrea neonatal en terneros

Signos clinicos en la diarrea neonatal de terneros

Tratamiento en la diarrea neonatal en terneros

Péaginas
7

32

33

34

34

35

Vi



Indice

Indice de Graéficas Pagina
1. Frecuencia de diagnosticos clinicos presuntivos en la diarrea neonatal en
funcioén de la edad de los terneros 40
2. Frecuencia del diagnostico de laboratorio en relacion a la edad en la

diarrea neonatal de terneros 43

vii



Resumen

RESUMEN

En el diagndstico a campo, el Médico Veterinario clinico debe estimar cudl es el
diagnéstico etiologico mas probable ante una serie de signos y datos anamnésicos y
epidemioldgicos de un ternero con diarrea neonatal. Cuando se sospecha de un agente
etioloégico determinado, el tratamiento se inicia inmediatamente aunque el diagndstico no
pueda ser verificado por el laboratorio. El objetivo de este trabajo fue determinar el valor
predictivo positivo del diagndstico parasitologico y bacteriano efectuado por veterinarios de

campo en terneros con diarrea.

Durante un periodo de ocho meses, tres veterinarios recolectaron muestras de heces
provenientes de 92 terneros con diarrea. Se consideré como caso de diarrea la presencia de
heces acuosas o pastosas. El Valor predictivo positivo (VP+) del diagnostico por ellos
efectuado fue definido como la probabilidad de aislar agentes etioldogicos parasitarios
(Cryptosporidium spp. y Eimeria spp.) o bacterianos (Escherichia coli. y Salmonella spp.)
en animales con diarrea y diagnostico clinico etioldégico de uno o mas de estos cuatro
agentes. Para las identificaciones y caracterizaciones microbioldgicas y parasitoldgicas se
emplearon procedimientos estdndar. El andlisis estadistico se efectud en tres etapas: a)
analisis descriptivo, b) bisqueda de asociaciones entre los diagnosticos y las caracteristicas
de los terneros, de las diarreas y los tratamientos efectuados y c¢) busqueda de asociaciones
entre los diagnosticos clinicos presuntivos y de laboratorio. El andlisis incluy6 Ji-cuadrado
para establecer la existencia de asociaciones y el indice kappa para estimar el grado de

concordancia entre ambos diagndsticos. Todos los analisis se efectuaron con SPSSty.

viii



Resumen

En total, se registraron 118 diagnosticos presuntivos, 68 bacterianos, 46 parasitarios
y cuatro virales. En el laboratorio se efectuaron 86 diagndsticos, 63 bacterianos (E. coli
60,2%, Salmonella spp. 1,0%) y 23 parasitarios (Eimeria spp. 5,8%, Cryptosporidium spp.
16,5%). El diagnoéstico clinico presuntivo estuvo significativamente asociado con el de
laboratorio en el caso de presuncion de etiologias bacterianas (p< 0,05), pero no en las
parasitarias. La concordancia entre los diagnodsticos bacterianos presuntivos y de
laboratorio fue moderada con un valor de kappa= 0,538 (0,358; 0,717). No hubo
asociaciones entre los diagnosticos presuntivos y de laboratorio con el color de la diarrea
(p=0,371 y 0,371), pero si con la consistencia de las mismas (p=0,01 y 0,02,
respectivamente). No se encontraron asociaciones entre los diagndsticos presuntivos y la
dificultad en incorporarse (p= 0,80), la debilidad en el tren posterior (p= 0,39), el
hundimiento de ojos (p= 0,23), ni la presentacion de extremidades frias (p= 0,32).
Veintiséis de los 63 casos con diagnodsticos de laboratorio bacterianos recibieron
tratamiento especifico con quimioterapicos, mientras que tres de seis con diagndstico
confirmado de coccidiosis recibieron sulfamidas. Existe una concordancia de pobre a
moderada entre el diagnostico presuntivo y el diagnostico clinico en terneros con diarrea
neonatal. En general, no parece existir signos o sintomas patognomonicos, que permitan
pronosticar con precision aceptable el agente etiologico asociado a la presencia de diarrea
neonatal en terneros, razén por la cual el diagnéstico basado exclusivamente en el examen
clinico tiene un margen de error y deja a una gran proporcion de terneros con diarrea, sin un

diagnostico y tratamiento adecuado.



Summary

SUMMARY

During practice, field veterinarians must the most probable etiology upon a series of
signs, anamnesic and epidemiological data on a calf with diarrhea. Treatment is generally
installed at once, even though laboratory confirmation is not at hand. The objective of this
study was to find out the positive predictive value of parasitological and bacteriological

diagnoses performed by veterinary clinicians on calves with diarrhea.

Three veterinarians collected feces samples from 92 calves with diarrhea over an
eight month period. Case of diarrhea was defined by the presence of watery or soft feces.
Positive predictive value (PV+) was defined as the probability of finding parasites
(Cryptosporidium spp. or Eimeria spp.) or bacteria (Escherichia coli. or Salmonella spp.) in
animals with diarrhea and an etiological clinical diagnosis of one or more of these agents.
Bacteriological and parasitological identification and characterization were performed
following standard procedures. Statistical analysis was carried out on three stages: a)
descriptive analysis, b) search for associations between diagnosis and calf, diarrhea and
treatment features and, c) search for associations between clinical and laboratory diagnosis.

Analysis included Chi-squared and kappa and were performed using SPSSt.

In total, 118 clinical diagnosis were registered, 68 bacterial, 46 parasitological and
four viral diagnosis. On the laboratory 86 diagnosis were registered, 63 bacterial (6
Escherichia coli. 0.2%, Salmonella spp. 1.0%) and 23 parasitological diagnosis (Eimeria

spp. 5.8%, Cryptosporidium spp. 16.5%). Clinical diagnosis was significantly associated to



Summary

laboratory findings upon bacterial presumption (p< 0.05), but not in the case of parasites.
Concordance between clinical and laboratory bacterial diagnoses was moderate and kappa=
0.538 (0.358; 0.717). No associations were found between clinical and laboratory diagnoses
and the color of the diarrhea (p=0,371 y 0,371), but associations with its consistency were
significant (p=0.01 and 0.02, respectively). No associations were found between clinical
diagnosis and calf difficulties in raising up (p= 0.80), hind weakness (p= 0.39), eye collapse
(p= 0.23), nor cold legs (p= 0.32). Twenty six of 63 bacterial laboratory cases received
specific chemotherapeutic treatment, while three out of six calves with confirmed coccidia
infestation got sulfonamides. Concordance between clinical and laboratory diagnoses
ranged from poor to moderate o calves with acute diarrhea. No clinical signs allowed a
precise prognosis of the etiological agent was associated to calf diarrhea. For those reasons,
diagnosis based exclusively upon clinical examination leaves a high proportion of calves

with diarrhea without an appropriate treatment.
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Introduccion

I. INTRODUCCION

La diarrea neonatal de los terneros es una entidad clinica compleja que se presenta
durante las primeras horas de vida caracterizada por excrecion de heces acuosas y profusas,
deshidrataciéon progresiva, acidosis y en casos severos, muerte en pocos dias. Esta
enfermedad es una de las principales causas de muerte de terneros en el mundo,
independientemente del sistema de explotacion y nutricion (Ludovit 1999; Langoni et al.,

2004; Thompson et al., 2007; Younis et al., 2009).

Estudios desarrollados en diferentes paises incluyendo Argentina, demostraron que
Escherichi. coli enterotoxigénica, Salmonella spp., Cryptosporidum spp., Eimeria spp.,
Rotavirus y Coronavirus son los principales agentes etiologicos diagnosticados en la diarrea
neonatal de terneros (Bellinzoni et al., 1990; Naciri et al., 1999; Lorino et al., 2005). Sin
embargo, para que se manifieste el sindrome clinico los agentes causales y los factores
contribuyentes pueden actuar en diferentes combinaciones, habiéndose demostrado la
relevancia de factores como la transferencia de inmunidad pasiva y las condiciones
ecoldgicas en las cuales se cria el ternero en sus primeros dias (Krogh, 1987; Williams et

al., 2007).

En el diagnostico a campo, el Médico Veterinario clinico puede estimar con base en
su experiencia cual es la probabilidad de que un animal que presente determinada
signologia tenga una enfermedad dada. El clinico debe decidir cudl es el diagnostico mas

probable ante una serie de signos, sintomas y/o hallazgos de laboratorio (Tarabla, 2000).
1
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Como paso inicial, el veterinario efectia la anamnesis del caso, que permite conocer la
historia del rodeo y del animal en particular. Durante la evaluacion clinica se considera la
edad de los terneros, se inspecciona la region anal, se determina la consistencia y el color
de la materia fecal, la turgencia de la piel y la temperatura rectal. Conjuntamente con los
datos epidemiologicos se emite un diagndstico presuntivo de los posibles agentes
responsables de la diarrea. Sin embargo, solo el diagndstico de laboratorio podra determinar
el agente causal de la diarrea. La identificacion del agente patdogeno es importante, para
determinar las medidas de prevencién y el tratamiento adecuado basandose en las
caracteristicas epidemiologicas del mismo.

Cuando se sospecha de un agente etioldgico determinado, el diagndstico no puede ser
verificado inmediatamente en muchos casos. A pesar de ¢€sto, el tratamiento para la diarrea
se inicia inmediatamente para reducir sintomas y asi prevenir la difusion de la enfermedad

en el establecimiento.
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Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

Los sistemas de crianza artificial intensivos concentran una gran cantidad de
animales por unidad de superficie, lo que obliga a los terneros a permanecer en ambientes
altamente contaminados con gérmenes patdogenos que sobrepasan los niveles de defensa del
animal (Leyvan, 1994). En este contexto, la diarrea neonatal de los terneros es uno de los
problemas sanitarios de mayor relevancia en las primeras semanas de vida, representando
una importante fuente de pérdidas econdmicas para los productores, debido a los costos de
prevencion, tratamiento, la pérdida de peso de los animales afectados y la mortalidad de
terneros (Parrefio, 2008). En Argentina se ha publicado que la incidencia de las diarreas
neonatales en bovinos puede llegar a valores de 70%, con una mortalidad del 20%, aunque
estos valores son altamente variables entre diferentes estudios y entre establecimientos
(Zarzozo y Margueritte, 2000; Parrefio, 2008). Los agentes bacterianos y parasitarios mas
frecuentemente involucrados fueron Salmonella spp., Escherichia coli., Cryptosporidium

spp. y Eimeria spp. (Sanchez et al., 2008; Parrefio, 2008).

2.1. Diarreas de etiologia parasitaria

2.1.1. Criptosporidiosis

2.1.1.1. Agente etioldgico
La criptosporidiosis es una infeccion causada por protozoarios del género

Cryptosporidium (Apicomplexa: Cryptosporidiiac). El C. parvum coloniza las células
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epiteliales que se encuentran a lo largo del tracto digestivo de los mamiferos (Romero et

al., 2001; Satin et al., 2004).

2.1.1.2. Epidemiologia

Esta enfermedad se presenta en terneros de 3 a 35 dias de edad, con signos clinicos
como diarrea, tenesmo, anorexia y pérdida de peso (Acha y Szyfres, 2001; Balbir et al.,
2006). La diarrea es de consistencia pastosa, color amarillento y pésimo olor, conteniendo

leche no digerida, sangre, moco y bilis (Tablal) (Castro et al., 2009).

En una alta proporcion de animales el proceso de la enfermedad puede ser
asintomatico, sin embargo, puede agravarse conduciéndose a cuadros agudos con diarrea
severa (2 a 14 dias) y mortalidad (cuando esta asociado con otros agentes etiologicos

primarios) (Naciri et al., 1999; Diaz, 2002; Ramirez et al., 2007).

Los ooquistes son infectantes desde el momento que son eliminados con las heces y
son capaces de sobrevivir en el medio ambiente hasta 6 meses por su alta resistencia a las
condiciones adversas (O" Donoghue, 1995:Tzipori y Griffiths, 1998; Del Coco et al.,
2008). Cuando las condiciones sanitarias ambientales donde permanecen los terneros son
inadecuadas, el riesgo de contagio y presencia de la enfermedad se incrementa (Ortolani y

Soares, 2003).
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2.1.1.3. Ciclo biologico

Es un ciclo monoxeno, donde todos los estadios de desarrollo (asexual y sexual)
ocurren dentro de un mismo hospedador (Varela et al., 2001). Una vez ingeridos los
ooquistes se produce el desenquistamiento y la activacion en el tracto intestinal. La etapa de
reproduccion incluye dos fases, esquizogonia (multiplicacion asexual) y gametogonia
(multiplicacion sexual). La fase de esporogonia (esporulacion) puede tener lugar dentro del
hospedador. En la esquizogonia se desarrolla un meronte Tipo 1 con 6 u 8 merozoitos, los
cuales una vez liberados, invaden nuevas células donde pueden manifestar desarrollo
ciclico como Tipo 1 u originar merontes Tipo 2, constituidos solo por cuatro merozitos.
Luego en la gametogonia los merozoitos Tipo 2 no exhiben desarrollo ciclico pero dan
origen a los estadios sexuales, diferencidandose en macro y microgametos (Pérez et al.,

2005; Del Coco et al., 2008).

Los ooquistes son eliminados en las heces completamente esporulados
(esporulacion endégena), siendo la mayoria de pared gruesa. Esto permite la diseminacion
del parasito en el medio ambiente y la infeccion de otros hospedadores. Sin embargo, un
20% de los ooquistes tienen un desenquistamiento dentro del mismo hospedador, dando
lugar a un nuevo ciclo de autoinfeccion (Current y Resse, 1986; Chalmers y Davies, 2010).
Esto se puede producir a través del reciclamiento de los merontes Tipo 1 y de los

esporozoitos liberados por la ruptura de los ooquistes de pared delgada (Diaz, 2002).
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2.1.1.4. Factores de riesgo

Entre los principales factores de riesgo que contribuyen a la aparicion de
Cryptosporidium spp. se encuentra el hacinamiento, que favorece la transmision del
parasito. La falta de higiene en los sistemas de crianza artificial, asi como también ciertas
practicas de manejo deficientes. (ej.: falla en la administracion temprana del calostro) y el
estado nutricional de la madre, son factores que también han sido identificados como

predisponentes de la enfermedad (Ortolani y Soares, 2003).

2.1.2. Coccidiosis

2.1.2.1. Agente etioldgico

La coccidiosis es causada por protozoos del género Eimeria spp. En Argentina las
especies de mayor prevalencia en bovinos son: Eimeria bovis, Eimeria ziiernii, Eimeria

ellipsoidalis y Eimeria auburnensi (Nufez, 1967; Sanchez et al., 2008).
2.1.2.2. Ciclo biolégico

Los coccidios son parasitos intracelulares de las células epiteliales del intestino, de
ciclo bioldgico directo (monoxeno). Este comienza con la ingestion de los ooquistes
maduros y la liberacion de esporozoitos dentro del intestino delgado. Alli se vuelven
activos, introduciéndose en las células epiteliales de las vellosidades; pudiendo incluso ser

fagocitados por los macrofagos de la sangre.
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La coccidiosis se desarrolla en dos etapas fuera del huésped (esporogonia) y dentro

del huésped (asexual esquizogonia y sexual gametogonia) (Figural).

Figural: Ciclo biologico de Eimeria spp. (Drugueri Modern, 2002)
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2.1.2.3. Epidemiologia

La coccidiosis bovina afecta a terneros principalmente de 3 semanas a 6 meses de
edad a causa de la falta de inmunidad adaptativa frente a estos parasitos. La infeccion se
inicia al ingerir alimento o agua contaminada con ooquistes. La aparicion de signos clinicos
esta relacionada con el nimero de ooquistes ingerido por los animales (Heise et al., 1999;
Romero, 2000). Generalmente los recuentos de ooquistes en la forma clasica de
presentacion subaguda son relativamente bajos de (de 3.000 a 5.000 ooquistes por gramo —
opg-) aunque eventualmente pueden llegar hasta los 15.000 opg. En mayor medida
prevalece Eimeria bovis o asociado especialmente a E. zuernii y E. auburnensis (Sanchez y
Romero, 2003). En ocasiones la enfermedad se presenta en forma aguda y con un cuadro
diferente: baja morbilidad, alta mortalidad, diarrea hemorragica y elevado recuento de
ooquistes (habitualmente entre 10.000 y 50.000 y hasta mas de 1.000.000 opg). En estos
casos suele predominar E. zuernii (Sanchez y Romero, 2003; Aaron et al., 2007).

Los coccidios colonizan en pocos dias las células epiteliales del intestino. Hasta el
dia 17 post infestacion no se presenta sintoma alguno. Con periodicidad aparece una fuerte
diarrea de color oscuro que mas tarde contiene estrias de sangre. Después la diarrea se torna
mas severa, sanguinolenta y con fragmentos de mucosa intestinal. Algunos signos clinicos
son: tenesmo, depresion con fiebre, anorexia, deshidratacion y debilidad progresiva hasta la
muerte (Tablal) (Campillo, 1999). La principal fuente de infeccion de los terneros esta
asociada a la sobrevivencia invernal de ooquistes eliminados por terneros el afio previo

durante su primera estacion de pastoreo (Sanchez et al., 2008).



Revision Bibliografica

Los animales que se recobran de una infeccion severa o moderada con Eimeria spp.
son resistentes a un desafio posterior con la misma especie, aunque algunos ooquistes
pueden ser climinados con las heces (Sanchez et al., 2005). El nivel de inmunidad
adquirido por el animal depende de la cantidad de ooquistes ingeridos durante la primera
infeccion y si el desafio es bajo o moderado. La respuesta inmune puede no ser suficiente
como para proteger frente a un alto desafio parasitario (Fitzgerald, 1967; Conlogue et al.,
1984). El continuo contacto con el parasito mantiene activa la respuesta inmunitaria, sin
embargo los animales adultos pueden eliminar ooquistes lo que demuestra que la
inmunidad conferida no es de tipo esterilizante y puede ser quebrada bajo diversas

situaciones (Cornelissen et al., 1995).

2.1.2.4. Factores de riesgo

Los factores de riesgo en coccidiosis pueden relacionarse a fallas en la transferencia
de inmunidad pasiva, factores estresantes como el transporte, el hacinamiento, la

malnutricion, y los temporales climaticos (Von Samson et al., 2006; Sanchez et al., 2008).
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2.2. Diarreas de etiologia bacteriana

2.2.1. Salmonelosis

2.2.1.1. Agente etiologico

Salmonella es un género de bacterias de forma bacilar, Gram negativa, anaerdbica
facultativa, que no esporula. Sobre 2400 serotipos de Salmonellas identificadas, s6lo unos
50 causan infeccion clinica en hombre y animales. Todos ellos pertenecen a la especie
entérica subespecie entérica (Uzzau et al., 2000). El serotipo dublin esta adaptado al
bovino, pero puede infectar otras especies (Maguire et al., 1992). Los serotipos mas
frecuentemente aislados en bovinos son S. dublin y S. typhymurium (Sojka y Field, 1970;

Vena et al., 1984; Bergevoet et al., 2009).

2.2.1.2. Ciclo biologico

Una vez que la bacteria ingresa al organismo via oral y alcanza el intestino, coloniza
el ileon y ciego donde se multiplica. Luego se disemina a los nodulos linfaticos y
finalmente a la sangre resultando en bacteriemia (Stellmacher, 1981; Rings, 1985; Van

Kruiningen, 1995).

2.2.1.3. Epidemiologia

La Salmonelosis se presenta de 2 a 6 semanas de edad. Las manifestaciones clinicas

son diarrea liquida que ocasionalmente contiene sangre o moco (Richardson y Watson,

10
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1971; Nielsen et al., 2009). Como consecuencia de la diarrea, los terneros se deshidratan y
pierden peso llegando a presentar emaciacion (Tablal). Los animales infectados excretan
Salmonella en las heces y orina contaminando el ambiente e incrementando el riesgo de
transmision dentro del tambo y pueden servir como fuente de infeccidon a otros animales
(House y Smith, 1998; Bergevoet et al., 2009; Alexander et al., 2009). Las bacterias
eliminadas en las heces pueden sobrevivir hasta 10 o mas meses. Los porcentajes de
morbilidad y mortalidad varian de acuerdo a las condiciones de manejo en el ambiente a los

que son sometidos los terneros (Cumming et al., 2009).

2.2.1.4. Factores de riesgo

Entre los factores de riesgos asociados a la diarrea por Salmonella spp. se
encuentran la falta de transferencia de inmunidad pasiva, la falta de higiene en los sistemas
de crianza artificial y fallas nutricionales (sustitutos lacteo de mala calidad, cambios
repentinos en la dieta, utilizacion de leche fermentada mal conservada o preparada). Otros
factores asociados a la diarrea por Salmonella spp incluyen al estrés por las inclemencias
del tiempo y manejo (en la administracion de alimento, temperatura de leche o sustituto

lacteo) (House y Smith, 1998).
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2.2.2. Colibacilosis

2.2.2.1. Agente etioldgico

Forma parte de la familia Enterobacteriaceae. El agente etiologico Escherichia coli
es un bacilo Gram negativo, movil o inmdévil, anaerobio facultativo. Se clasifica en
serotipos con base en los siguientes antigenos: antigeno somatico O (polisacaridos y
termoestables), antigeno flagelar H (termolabil de naturaleza proteica), antigeno K
(capsulares), antigeno F (fimbriales). Las cepas patdgenas son: enterohemorragicas
(ECEH), enterotoxigénica (ECET), enteroinvasivas (ECEI), enteropatégena (ECEP),
enteroagregativa (ECEA) y las con adherencia difusa. Las cepas causantes de diarrea
blanca en terneros son las del tipo enterotoxigénicas especialmente la F5 (K99) (Acha y

Szyfres, 2001; Nagy y Fekete, 2005).

2.2.2.2. Ciclo bioldgico

Se inicia con la ingestién por via oral de la cepa patogena, la cual coloniza la parte
distal del intestino delgado fijandose a receptores caracteristicos de los enterocitos de los
neonatos. Posteriormente se producen enterotoxinas que causan una diarrea por
hipersecrecion e interfieren en la capacidad de absorcion de los fluidos en el intestino

pudiendo llegar hasta la necrosis de los enterocitos (Acha y Szyfres, 2001).

La patogenicidad de una cepa particular de E. coli enterotoxigénica, depende de dos

factores de virulencia (pilis y enterotoxinas). Los pilis son finos filamentos que se
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proyectan a partir de la pared celular de la bacteria. A partir de estas estructuras E. coli se
adhiere a las células epiteliales del intestino primariamente, extendiéndose luego a la
porcion proximal del intestino delgado. Se producen dos tipos de enterotoxinas:
enterotoxina termoldbil y enterotoxina termoestable. La enterotoxina termoestable es la
toxina de importancia en la infeccion por ECET en terneros (Radostits et al., 2000; Piller et

al., 2005).

Las enterotoxinas termoestables son de bajo peso molecular, aumentan la
activacion de la guanilato ciclasa en los enterocitos, dando lugar a un aumento de la
concentracion intracelular de guanocina monofosfato ciclico (GMPc) que estimula la
secrecion de liquido y electrolitos al intestino e inhibe su reabsorcion (Al-Majali et al.,

2000; Nagy y Fekete, 2005).

2.2.2.3. Epidemiologia

La via de transmision es fecal-oral directa o indirecta por la ingestion de agua y
alimentos contaminados. Los terneros con diarrea se consideran la principal fuente de
infeccion. La enfermedad es de curso aguda, con alta mortalidad en terneros menores de 10
dias de edad (Wieler et al., 2007). Por otro lado, Bartels et al. (2010) sostiene que la mayor
prevalencia de diarrea por E. coli ocurre entre la primera y segunda semana de edad (1-21

dias).

Se manifiesta con diarrea grave, heces de color blanquecino-café y deshidratacion

rapida (Tablal). Si la infeccion pasa a ser septicémica los que sobreviven a este proceso
13
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pueden padecer posteriormente artritis y meningitis. Afecta principalmente a terneros que
no consumen calostro en las primeras horas de vida y los animales moderadamente
afectados pueden recuperarse espontdneamente. Presenta una morbilidad de 75% y una

mortalidad de 50% (Acha y Szyfres, 2001).

2.2.2.4. Factores de riesgo

Entre los principales factores de riesgo que contribuyen a la aparicion de diarrea por
E.coli se encuentran: fallas en la vacunacion, carencia de suplementacion vitaminica y
mineral de las madres gestantes, fallas en la transferencia de inmunidad pasiva,
especialmente en las vaquillonas; concentracion de las pariciones en los sistemas de cria
que conlleva a una alta densidad de animales susceptibles en determinada época del afio;
falta de higiene en los sistemas de crianza artificial; fallas de manejo. Las condiciones
climaticas invernales con bajas temperaturas, alta humedad ambiente y baja luminosidad
favorecen la viabilidad de los agentes infecciosos en el medio y act@ian directamente sobre

los terneros (Radostits et al., 2000).

El estado nutricional de la vaca al final de la gestacion y el parto es primordial. Una
adecuada condicion corporal de la vaca al momento del parto, determina una produccion
promedio de calostro de 2,5 litros en las primeras 6 horas postparto contra 1,21 litros para
una vaca delgada al parto (Spitzer, 1986). La proteccion que el ternero tiene durante el
periodo neonatal, depende de dos factores: la ingestion de un adecuado volumen de calostro

de buena calidad (concentraciones de inmunoglobulinas) y de una absorcion eficiente de las
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mismas dentro de las primeras 12 horas de nacido (Radostits et al., 2000; Svensson et al.,

2003).

Tabla 1. Agentes etiologicos y caracteristicas asociadas a la diarrea neonatal en

terneros.
o . , Consistencia : -
Enfermedad | Agente etiologico | Presentacion | Diarrea heces Signos clinicos
Deshidratacion
Hundimiento de ojos
c idi Amarillenta, Extremidades frias
Cryptosporidiosis pg\%?ﬂsmn um 3-35 Dias Sangre y/6 Liquida- Pastosa | Dificultad para la
Mucosidad incorporacion
Debilidad tren posterior
Anorexia
Deshidratacion
Eimeria bovis Hundimiento de ojos
Eimeria zuernii Verde- Extremidades frias
Sy Lo . 3 Semanas-6 - .
Coccidiosis Eimeria auburnensi Meses Oscuro Liquida Dificultad ~ para la
Eimeria ellipsoidalis Con sangre incorporacion
Debilidad tren posterior
Anorexia
Escherichia coli,
enterohemorragica
(ECEH), Deshidratacion
enterotoxigénica ' Hundimiento de ojos
o (ECET), Blanquecmo Extremidades frias
Colibacilosis E:llgltcelrgoll)nvaswa, <10 Dias grt%arlllenta- Liquida Piﬁculta d ) para la
enteropatogena 1nc0.1]?0ra010n ]
(ECEP), Debilidad tren posterior
enteroagregativa Anorexia
(ECEA)
Deshidratacion
Hundimiento de ojos
Salmonella dublin S y Liouid Extremidades frias
Salmonelosis Salmonella 2-6 Semanas angre y/o 1quida Dificultad para la
- mucosidad . .
typhymurium incorporacion

Debilidad tren posterior
Anorexia
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2.3. Distribucion

Los agentes etiologicos Cryptosporidium, Salmonella, Eimeria y E. coli tienen una
distribucion mundial y en Argentina se encuentran distribuidas en todo el pais. El estudio
mas completo a nivel nacional fue realizado por Bellinzoni (1990) llevandose a cabo en las
provincias de Buenos Aires, Cordoba, Santa Fe, Entre Rios y La Pampa. En el mismo se
estudiaron 452 muestras de heces de terneros con diarrea pertenecientes a 36 rodeos de cria
y 33 de tambo. En los rodeos de tambo se encontré baja incidencia de Salmonella spp.,
destacandose que una tercera parte de los terneros eliminaba Cristosporidium spp y en

menor proporcion rotavirus.

2.4. Diagnostico

El diagndstico etioldgico de la diarrea neonatal se lleva acabo a través de la
identificacion del agente en materia fecal. Con respecto a E. coli y Salmonella se obtiene
mediante aislamiento e identificacion de agente causal en cultivos bacterianos. Sin embargo
para Cryptosporidium spp y Eimeria spp. se determina de acuerdo a las caracteristicas de

los ooquistes.

2.5. Valor predictivo positivo

e El valor predictivo de la prueba positiva o valor predictivo positivo (VP+) es
la probabilidad de que un animal positivo a una prueba diagnostica esté

realmente enfermo y depende en gran medida de la sensibilidad de las
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pruebas diagnodsticas utilizadas y de la prevalencia real de la enfermedad
(Tarabla, 2000). White et al (1986) describieron el dilema al cual se enfrenta
el médico veterinario en el tratamiento de la mastitis bovina debido a las
dificultades que presenta la diferenciacion de las etiologias basandose
solamente en la inspeccién clinica y a la necesidad de instaurar el
tratamiento rapidamente, antes de contar con los resultados de los examenes
de laboratorio. En un estudio sobre mastitis realizado en Nueva York
(EE.UU), se efectuaron cultivos bacterianos en 118 muestras de leche,
comparando los resultados de laboratorio con los diagnosticos que habian
efectuado los veterinarios actuantes basados sélo en la inspeccion clinica. De
un total de 51 diagndsticos presuntivos de bacterias Gram positivas, sélo 31
fueron confirmados por los cultivos bacterianos (VP+ 60,8%). En el caso de
bacterias coliformes, 23 de 55 diagnosticos fueron confirmados por el
laboratorio (VP+ 41,8%). En la practica, esto significa que el 39,2% de los
casos de infecciones por bacterias Gram positivas y el 58,2% de las causadas
por coliformes recibieron tratamiento inadecuado. El presente trabajo tiene
un enfoque similar e intenta cuantificar la probabilidad que los diagndsticos
clinico etioldgicos bacteriologicos y parasitarios efectuados por veterinarios
de campo sean confirmados por pruebas de laboratorio especificas. Los
veterinarios de campo realizaron sélo un diagnostico etiologico clinico en

animales con diarrea manifiesta. Los casos de enfermedad con sinologia de
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menor importancia no fueron tenidos en cuenta, pudiendo existir casos
donde el agente bacteriano o parasitario pudo haber pasado desapercibido.
Por otro lado, pudieron haber existido otros agentes bacterianos y
parasitarios no incluidos entre las pruebas de laboratorio que pudieron

también afectar el calculo del valor predictivo positivo (VP+).
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2.6. HIPOTESIS

El diagnostico clinico de los veterinarios no es preciso en la determinacion de la

etiologia de las diarreas en terneros.

2.7. OBJETIVOS

2.7.1 GENERAL:

Determinar el valor predictivo positivo del diagndstico parasitologico y bacteriano

efectuado por veterinarios de campo en terneros con diarrea.

2.7.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

2.7.2.1. Identificar los agentes etiologicos parasitarios y bacterianos presentes en terneros

con diarrea.

2.7.2.2. Determinar la concordancia entre el diagnostico presuntivo clinico y el de

laboratorio.

2.7.2.3. Identificar factores asociados a los diagnosticos parasitologicos y bacterianos

presuntivos y de laboratorio.
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III. MATERIALES Y METODOS

Del 12 de agosto 2009 al 7 de junio 2010, tres veterinarios recolectaron muestras de
heces provenientes de 92 terneros con diarrea. Se consideré como caso de diarrea la
presencia de heces acuosas o pastosas. Los terneros eran de raza Holstein con edades
comprendidas entre 2 y 60 dias y pertenecian a nueve establecimientos lecheros de la

region central santafesina.

En este trabajo el VP+ fue definido como la probabilidad de aislar agentes
etiologicos parasitarios (Cryptosporidium spp. y Eimeria spp.) o bacterianos (E. coli y
Salmonella spp.) en animales con diarrea y diagnoéstico clinico etiologico de uno o mas de

estos cuatro agentes.

3.1. Muestras recolectadas

Se le entrego6 un protocolo a los Médicos Veterinarios para recabar informacion sobre el
caso que remitian (raza, sexo, edad, alimentacion, diagndstico presuntivo, mortalidad,
caracteristicas de la diarrea, tiempo de duracion de la diarrea (ver ficha epidemiologica
anexo 1). Las muestras de materia fecal de cada ternero fueron obtenidas directamente del
recto con bolsas de polietileno rotuladas con el numero del animal y fecha de muestreo.
Luego fueron conservadas en refrigeracion a 4°C y enviadas al Laboratorio del Hospital de
Grandes Animales de la Facultad de Ciencias Veterinarias (UNL) en cajas de telgopor

refrigeradas.
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Para cada caso de diarrea, se sigui6 el siguiente protocolo:

e Seleccionar e identificar los terneros con sintomatologia de diarrea.

e Tomar una muestra de materia fecal y colocarla en bolsa estéril rotulada.

e Adjuntar historia clinica del ternero.

e Realizar un diagndstico clinico del caso.

e Remitir todo el material, incluyendo la historia clinica, en caja de tegopor con

refrigerantes (4°C) para su respectivo analisis.

3.2. Procedimiento de laboratorio

Para la identificacion y caracterizacion microbiologica se emplearon los siguientes

procedimientos:

3.2.1. Parasitarias

3.2.1.1. Criptosporidium spp.

Técnica de Telleman (concentracion de ooquistes). Se colocé en un mortero una
cucharada de heces, la cual se diluyé en formol-sal (1:2) hasta formar una mezcla
homogénea. Luego se tamiz6 por medio de un embudo con malla y la emulsién que se

obtuvo fue vertida en un tubo de centrifuga hasta sus 2/3 partes. Seguidamente se agregaron
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2 ml de éter etilico y se agitd el tubo, destapandolo lentamente. Se centrifugo a 1500 g
durante 5 min.

El sobrenadante fue eliminado con un golpe seco y con una varilla se extrajo una pequeia
cantidad de sedimento, colocandolo sobre un portaobjeto.

Tincion de Ziehl Neelsen modificada. Se dejo secar al aire una gota de sedimento de
materia fecal (MF) en un portaobjetos, se cubrid con fucsina fenicada durante 5 minutos, se
lavé con agua corriente y se decolord con alcohol clorhidrico al 3%. Posteriormente se lavo
con agua corriente y se cubrid con azul de metileno al 1% durante 10 minutos, se lavo, secod
y se observo al microscopio (45 x y 100 x). Con esta coloracion los ooquistes de

Cryptosporidium spp. se tifieron de color rosado intenso o claro, con bordes definidos.

3.2.1.2. Eimeria spp.

Para detectar Eimeria spp. se realizdé un conteo de ooquistes por gramo de heces
utilizando la técnica de Mc Master modificada (Roberts y O'Sullivan, 1949), con un limite

de deteccion de 100 opg.

Técnica de Mc Master (modificada). Se colocaron 3g de materia fecal y 60 ml de solucioén
saturada de cloruro de sodio (NaCl) se tapd y agitd para disolver las heces. Se cold
recogiendo la suspension en otro envase y se dejo reposar solo unos segundos hasta que
flotaran las burbujas mayores. Posteriormente se tom6 una muestra con pipeta. Luego de
cargar las cuatro celdas de la cdmara de Mc Master; se esperé 3 minutos y posteriormente

se observd al microscopio con un aumento de 100X.
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3.2.2. Bacterianas

3.2.2.1. Salmonella spp.

Para su aislamiento se utilizdo como medio de pre-enriquecimiento caldo tetrationato
adicionado con iodine, incubandose a 24 horas a 37 °C, posteriormente se realizd un
repique al medio selectivo y diferencial SS (Salmonella—Shigella, Britania, Argentina),
incubandose 24-48 horas a 37 °C en aerobiosis, seleccionandose como colonias
sospechosas aquellas de 2-3 mm de didmetro, lactosa negativas y productoras de
sulthidrico. Las mismas fueron repicadas en agar tripticasa soya y a partir de ahi se
realizaron pruebas bioquimicas para determinacion de género: Tincidon de Gram, oxidasa,
ureasa, fenilalanina desaminasa, lisina, ornitina, hierro triple azucar (TSI), IMVIC.

Prueba TSI: determina la capacidad de un microorganismo para atacar los hidratos de
carbono glucosa, lactosa y/o sacarosa, con producciéon o no de gases (CO2 y H2), junto con
la produccion o no de acido sulthidrico (H2S). Se sembrd a partir de un cultivo puro
picando el fondo con un ansa y extendiéndolo sobre la superficie del medio. Se incub6 a
37°C durante 24 horas. La presencia de acido sulthidrico fue un indicativo de Salmonella

por lo cual se realizaron otras pruebas bioquimicas para diferenciarla de otras bacterias.

Prueba IMVIC (Indol, Rojo metilo,Voges Proskauer y Citrato).

Indol: se inocularon tubos con caldo triptonado y se incubaron a 37°C por 24 horas.
Luego se le agregaron unas gotas del reactivo Kovacs y, tras unos minutos, se observo la

superficie. El cambio a un color rojizo indicé que la prueba era positiva.
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Rojo metilo: se inocularon tubos con caldo RM- VP e incubaron a 37°C por 48
horas. Luego se le agregaron 5 gotas de solucion de rojo metilo. Se considerd positivo

cuando se desarrolld un color rojo y negativo cuando el color era amarillo.

Voges Proskauer (VP): Se inocularon tubos con caldo RM- VP ¢ incubaron a 37°C
por 48 horas luego se le agregaron 5 gotas de solucion de VP, 1 ml de KOH (hidréxido de
potasio) al 10%. sSe agitd el tubo cuidadosamente para exponer el medio al oxigeno
atmosférico y de dejo reposar durante 10 a 15 minutos. El desarrollo de un color rojo-fucsia
luego de 15 minutos indico la presencia de diacetilo, producto de oxidaciéon de la acetoina y

por lo tanto una prueba VP positiva

Citrato: Se inocul6 en la superficie del tubo luego se incub6 a 37°C por 24 horas.

La presencia de un color azul indica que la prueba es positiva.

La Prueba IMVIC debe generar un resultado - + - + para que se considere

presuntivo de Salmonella.

3.2.2.2. Escherichia coli.

Para realizar el aislamiento e identificacion de E. coli a partir de las muestras de
materia fecal, se tomo una alicuota con ansa de ojal y se estrid sobre la superficie en agar
Mc Conkey (Merck, Argentina) incubandose durante 24 horas a 37°C. A las colonias
fermentadoras de lactosa (2 o 3 por placa) se las repicd en agar tripticasa soya (Britania,

Argentina) para obtenerlas en cultivo puro y abundante. Luego se realizé la determinacion
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de su perfil bioquimico utilizando la siguiente metodologia estandarizada (Koneman et al.,
1999): morfologia microscopica, Gram, oxidasa, TSI (agar hierro triple azucar Britania,

Argentina) e IMVIC (Indol, Rojo metilo,Voges Proskauer y Citrato).

Prueba de hierro triple azlcar: Se sembré a partir de un cultivo puro picando el
fondo con un ansa y extendiéndolo sobre la superficie del medio. Se incubd a 37°C durante

24 horas. Resulto positiva para E.coli cuando existi6 produccion de gas.

Los resultados + + - - a las pruebas IMVIC (Indol, Rojo metilo,Voges Proskauer y

Citrato) indicaron la presencia de E. coli (ver Salmonella).

3.3. Analisis Estadistico

Las variables incluidas en este estudio fueron: los diagnosticos clinicos presuntivos
de etiologias bacterianas y parasitarias efectuados a campo por los veterinarios actuantes,
los diagnosticos de laboratorio que confirmaron o negaron la presencia de estas etiologias
en las muestras de materia fecal, las caracteristicas de los terneros (sexo, edad, consumo de
calostro y vacunaciones recibidas por la madre), de las diarreas (duracion, color,

consistencia y signos clinicos asociados) y los tratamientos efectuados.

El andlisis estadistico se efectud en tres etapas: a) andlisis descriptivo, b) biisqueda
de asociaciones entre los diagndsticos y las caracteristicas de los terneros, de las diarreas y
los tratamientos efectuados y c) bisqueda de asociaciones entre los diagnosticos clinicos

presuntivos y de laboratorio.
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El analisis incluy6 Ji-cuadrado para establecer la existencia de asociaciones y el
indice kappa para estimar el grado de concordancia entre el diagnostico clinico presuntivo y
el de laboratorio. La valoracién de este indice se baso en la siguiente escala: mayor a 0,75
excelente, 0,75-0,40 buena a regular y menor a 0,40 pobre (Fleiss, 1981). En este trabajo el
VP+ fue definido como la probabilidad de detectar agentes etiologicos parasitarios
(Cryptosporidium y Eimeria spp.) o bacterianos (E. coli y Salmonella spp.) en animales con
diarrea y diagnoéstico clinico etiologico de estos cuatro agentes. Todos los analisis se

efectuaron con el programa estadistico SPSS®.
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IV. RESULTADOS
De las muestras de materia fecal procedentes de terneros (n=92) con signlogia diarreica, en
75 (81% de lo casos) se detectd la presencia de alguno de los cuatro agentes etiologicos

investigados.

4.1 Diagnosticos en la diarrea neonatal de terneros

4.1.1 Diagnéstico clinico presuntivo.

Las etiologias presuntivas fueron mayoritariamente bacterianas (n= 68; 74,0%) y
parasitarias (n= 46; 50,0%). En 66 terneros (67,4%) el veterinario diagnostic6 un Unico
agente causal y en el resto (n= 26; 28,3%) diversas combinaciones de un agente bacteriano
y uno parasitario (Tabla 2).

Tabla 2. Frecuencia de agentes etioldgicos presuntivos sobre el total de terneros con

diarrea neonatal (n=92).

Diagnostico presuntivo

Agente etiologico Frecuencia absoluta Frecuencia relativa (%)
Bacterias 42 45,7
Parasitos 20 21,7
Combinadas 26 28,3
Rotavirus 4 43

Total 92 100,0
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En total, se registraron 118 diagnosticos presuntivos, 68 bacterianos, 46 parasitarios y

cuatro virales (Tabla 3).

Tabla 3. Frecuencias de etiologias presuntivas sobre el total de diagndsticos

realizados (n=118).

Diagnostico presuntivo

Agente etiologico Frecuencia absoluta | Frecuencia relativa (%)

Bacterias (n= 68) | E. coli 57 48,3
Salmonella spp. 11 9,3

Parasitos (n=46) | Eimeria spp. 10 8,5
Cryptosporidium spp. 36 30,5

Rotavirus 4 3,4

Total 118 100,0

Los 26 diagnosticos presuntivos combinados (bacterianos y parasitarios) mostrados en la

Tabla 2 se distribuyeron de la siguiente manera (Tabla 4):
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Tabla 4. Etiologias presuntivas en diagnosticos etioldgicos combinados (bacteria/

parasitos) (n=26).

Diagnostico presuntivo

Agente etiologico Frecuencia absoluta | Frecuencia relativa (%)
E.coli, Cryptosporidium spp. 25 96,2

E.coli, Eimeria spp. 1 3,8

Total 26 100,0

4.1.2. Diagnostico de laboratorio

Los agentes detectados en laboratorio fueron, en su mayoria, de naturaleza

bacteriana (n= 63), estando en 11 oportunidades combinados con un agente parasitario

(Tabla 5).
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Tabla 5. Frecuencia de agentes etioldgicos detectados en laboratorio sobre el

total de terneros con diarrea (n=92).

Diagnostico de laboratorio

Agente etiologico Frecuencia absoluta Frecuencia relativa (%)
Bacterias 52 56,6
Parasitos 12 13,0
Combinadas 11 11,9

Cultivo bacteriano y 17 18,5
deteccion de parasitos

negativos

Total 92 100, 0
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En el laboratorio se efectuaron 86 diagnosticos, 63 bacterianos y 23 parasitarios. Solo se

detectaron combinaciones entre un agente parasitario y uno bacteriano, no habiéndose

diagnosticado la presencia de dos agentes bacterianos ni de dos parasitos en la misma

muestra. La frecuencia de deteccion de cada agente se presenta en la Tabla 6.

Tabla 6. Frecuencia de etiologias detectadas en laboratorio sobre el total de

diagnosticos efectuados (n=103).

Diagnostico de laboratorio

Agente etiologico

Frecuencia absoluta

Frecuencia relativa (%)

Bacterias (n= 63) | E. coli 62 60,2
Salmonella spp. 1 1,0

Parasitos (n=23) | Eimeria spp. 6 58
Cryptosporidium 17 16,5
spp.

Cultivo bacteriano y deteccion de 17 16,5

parésitos negativos

Total 103 100,0

Los 11 diagnosticos de laboratorio que combinaron un agente bacteriano y uno parasitario

mostrados en la Tabla 5 se distribuyeron de la siguiente manera (Tabla 7):
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Tabla 7. Etiologia detectada en los diagndsticos de laboratorio combinados

(bacteria/ parasitos) (n=11).

Diagnostico de laboratorio

Agente etiologico Frecuencia absoluta | Frecuencia relativa (%)
E.coli, Cryptosporidium spp. 8 73

E.coli, Eimeria spp. 3 27

Total 11 100,0

4.2.1. Caracteristicas de los terneros muestreados
Los animales eran todos de raza Holstein y pertenecian a tambos del area centro-

oeste de la Provincia de Santa Fe. La distribucion por sexo se presenta en la Figura 2.
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Figura 2. Distribucion de los 92 casos de terneros con diarrea neonatal

seglin sexo.

El 22,8% de los animales muestreados estaban en su primera semana de vida (2-7
dias), el 51,9% entre la segunda y tercera semana (8-21 dias) y el 25,3% de la tercera

semana en adelante (21 o mas dias).

El 54,8% de los terneros consumi6 calostro dentro de las 12-24 horas de nacidos, un
38,1% lo hizo antes de las 12 horas, mientras que el 7,1% no lo consumio6. Luego del
periodo de calostrado el 51,5% se alimentd con leche entera y sustituto lacteo, el 43,9%

recibio solo leche entera, y el 4,6% restante sélo sustituto lacteo.

El 68,9% de las madres recibieron algin tipo de vacunacidén para prevenir
afecciones en las crias, encontrandose con mayor frecuencia la vacuna Rotatec® (31,0%),
seguida de la vacuna contra IBR (Rinotraqueitis infecciosa bovina)-DVB (Diarrea viral

bovina) (37,9%).
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4.2.2. Caracteristicas de la diarrea

La mayor proporcion de diarreas presentd color amarillo-verdoso (80,0%), mientras

que el 20% restante tuvo aspecto sanguinolento (Figura 3).

80%
amarillo-verdoso

Figura 3. Color de la diarrea neonatal de terneros

Con referencia a la consitencia de la materia fecal, en la mayoria de los casos

(65,0%) fue liquida (Figura 4.)

liquida
65%

Figura 4. Consistencia de la materia fecal en la diarrea neonatal de terneros

El 55% de los terneros con diarrea no presentaron otros signos clinicos. El 45%
restante manifestd alguno de los signos que se presentan en la Figura 5.
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H debilidad tren posterior
i hundimiento de ojo

M extremidades frias

Figura 5. Signos clinicos en la diarrea neonatal de terneros

En el 65,9% de los casos las diarreas tenian uno o dos dias en el momento de ser

detectadas, mientras que en el 34,1% restante tenian tres o mas dias de evolucion.

Del total de animales incluidos en el estudio, se obtuvo informacion sobre la terapia
instaurada en 71 de ellos. De ese total, el 61% no recibid tratamiento, mientras que 39%

recibio algun tipo de antimicrobiano y sales hidratantes (Figura 6).

M sulfonamidas-sales
hidratantes

i enrofloxacina-sales
hidratantes

Figura 6. Tratamiento en la diarrea neonatal de terneros
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4.3. Asociaciones

4.3.1. Asociaciones entre los diagnosticos clinicos presuntivos y los de laboratorio.

La presencia del agente etioldgico presuntivo fue confirmada con mayor frecuencia

en los diagndticos presuntivos bacterianos (Tabla 8).

Tabla 8. Confirmacién por laboratorio de los diagnosticos presuntivos.

De laboratorio
Diagndsticos VP+ (%)
Positivo Negativo Total
Bacteria 52 16 68 76,5
Presuntivo Parésito 12 34 46 28,3
Combinado 3 23 26 11,5

El diagndstico clinico presuntivo estuvo significativamente asociado con el de
laboratorio en el caso de presuncion de etiologias bacterianas (p< 0,05), pero no en las
parasitarias. La confirmacion por laboratorio fue mas frecuente en el caso de E. coli (Tabla

9).
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Tabla 9. Confirmacién por laboratorio de los diagndsticos etioldgicos

presuntivos bacterianos y parasitarios.

De laboratorio

Diagnosticos VP+ (%)
Positivo Negativo Total
E. coli spp. 20 11 31 64,5
Salmonella spp. 0 11 11 0
Presuntivo  gimeria spp. 2 7 9 27

Cryptosporidium

Spp.

La concordancia entre los diagndsticos bacterianos presuntivos y de laboratorio fue

regular (Tabla 10).
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Tabla 10. Concordancia entre los diagndsticos bacterianos presuntivos y de

laboratorio.
Diagnostico Laboratorio Indice Kappa
+ - Total
+ 52 16 68 0,538 (0,358;
) 0,717)
Presuntivo - 11 39 50
Total 63 55 118

Por otra parte, la concordancia en los diagnosticos combinados fue pobre (Tabla

Tabla 11. Concordancia entre los diagndsticos parasitarios presuntivos y de

laboratorio.
Diagnostico Laboratorio indice Kappa
+ - Total
+ 12 34 46 0,119 (-0,042;
) 0,280)
Presuntivo - 11 61 72
Total 23 95 118
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Por ultimo, la concordancia en los diagnosticos combinados fue pobre (Tabla 12).

Tabla 12. Concordancia entre los diagnésticos combinados presuntivo y de

laboratorio.

Diagnostico Laboratorio Indice Kappa
+ - Total
+ 3 23 26 0,007 (-0,186;
) 0,171)
Presuntivo - 8 58 66
Total 11 81 92

4.3.2. Asociaciones del diagndstico clinico presuntivo con caracteristicas de los

terneros muestreados.

No hubo asociaciones significativas entre el diagnostico clinico presuntivo con el

sexo de los animales enfermos (p= 0,214). Hubo una mayor proporciéon de diagnosticos

etiologicos bacterianos y combinados (bacterias y pardsitos) antes de la tercera semana de

edad, mientras que las de origen parasitario fueron més frecuentes de la tercera semana en

adelante (Grafica 1).
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Grafica 1. Frecuencia de diagnosticos clinicos presuntivos en la diarrea neonatal en

funcion de la edad de los terneros.

Diagnostico presuntivo
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4.3.3. Asociacion entre el diagnéstico clinico presuntivo y las caracteristicas de

la diarrea neonatal en terneros

No hubo asociacion entre el diagnostico presuntivo y el color de la diarrea (p=
0,371). Sin embargo, el diagnostico presuntivo de agentes etioldgicos bacterianos o
combinados (bacterias y parasito), estuvo asociado a diarreas de consistencia pastosa,

mientras que los diagndsticos parasitarios lo hicieron con diarreas liquidas (p< 0,01)

(Tablal3).
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Tabla 13. Asociacidn entre el diagndstico clinico presuntivo y la consistencia de

la diarrea neonatal en terneros.

Consistencia de diarrea

Diagnéstico presuntivo Pastosa Liquida
Bacteria 23 14
62,2% 37,8%
Parasito 5 9
35,7% 64,3%
Combinadas 21 5
80,8% 19,2%

No se encontraron asociaciones entre los diagnosticos presuntivos y la dificultad en

incorporarse (p= 0,80), la debilidad en el tren posterior (p= 0,39), el hundimiento de ojos

(p=0,23), ni la presentacion de extremidades frias (p=0,32).

Diecinueve de 61 casos con diagnosticos presuntivos bacterianos recibieron

tratamiento especifico quimioterapicos. Mientras tanto, se realizaron 10 diagnosticos

presuntivos de coccidiosis de los cuales sélo 4 recibieron tratamiento con sulfamidas (Tabla

14).
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Tabla 14. Frecuencia del diagnostico clinico presuntivo con el agente

bacteriano y el tratamiento

Frecuencia
Diagnosticos Tratamiento
Si No Total
Bacteria Quimioterapico 19 49 61
Coccidiosis Sulfamida 4 6 10

4.3.4. Asociaciones diagnostico de laboratorio y las caracteristicas de los terneros
muestreados.

No se encontrd asociacion con el sexo de los terneros (p= 0,214). Hubo una mayor
proporcion de infeccion por bacterias y combinadas (bacterias y parasitos) entre la segunda
y tercera semana de edad, mientras que las de origen parasitario se presentaron con mas

frecuencia luego de la tercera semana (Gréafica 2).
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Grafica 2. Frecuencia de la edad en funcion al diagnostico de laboratorio en la

diarrea neonatal de terneros.

Diagndstico laboratario
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Parasito
Combinadas

Frecuencia (%)
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No se encontraron asociaciones entre el agente etioldgico hallado y el consumo de
calostro (p= 0,520), el tipo de alimentacion (p= 0,263), ni la vacunacioén de la madre (p=
0,310). Tampoco se encontraron asociaciones entre el diagnostico de laboratorio y los
siguientes signos clinicos: dificultad en incorporarse (p= 0,20), debilidad en el tren
posterior (p= 0,68), hundimiento de ojos (p= 0,26) y presencia de extremidades frias (p=

0,94).

4.3.5. Asociacion entre el diagnostico de laboratorio y las caracteristicas de la
diarrea.

No se encontrd asociacion estadisticamente significativa entre el agente etiologico
detectado y el color de la diarrea (p=0,371) o los dias de evolucion hasta el momento de ser
detectadas (p=0.302). No obstante, la asociacion con la consistencia de la misma fue
significativa (p=0,02). La mayor proporcion de diarreas con el agente bacteriano y
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combinado (bacterias y parasitos) presentaron materia fecal de tipo pastosa, mientras que

con el agente parasitario se hallo diarreas de tipo liquida. (Tabla 15).

Tabla 15. Asociacion del diagnéstico de laboratorio y la consistencia de la materia

fecal en la diarrea neonatal de terneros.

Consistencia de la diarrea

Diagnostico clinico Pastosa Liquida
Bacteria 32 12
72,7% 27,3%
Paraésito 3 8
27,3% 72,7%
Combinadas 5 3
62,5% 37,5%
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4.3.6. Asociacion entre el diagnostico de laboratorio y el tratamiento.

Veintiséis de los 63 casos con diagnodsticos de laboratorio bacterianos recibieron

tratamiento especifico con quimioterapicos (Tabla 16).

Tabla 16. Frecuencia del diagnoéstico de laboratorio con el agente bacteriano y

el tratamiento

Frecuencia
Diagnosticos Tratamiento
Si No Total
Bacteria Quimioterapico 26 37 63
Coccidio Sulfamida 3 3 6
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V. Discusién

Las etiologias presuntivas mas frecuentes fueron bacterianas, con predominio de E.
coli. Los agentes detectados en laboratorio fueron también mayoritariamente de naturaleza
bacteriana, siendo E. coli el agente mas aislado. Estos resultados no reflejan la prevalencia
de agentes en la poblacion en riesgo, sino la tasa proporcional dentro de los que padecian
diarrea. Esta ultima est4 influenciada, no s6lo por la probabilidad de diarreas y la de cada
agente en la poblacion susceptible, sino también por la frecuencia relativa de los agentes
dentro de la poblacion con diarrea. Es decir, la tasa proporcional de diarreas por agentes
bacterianos puede no variar en la poblacién en riesgo de sufrir diarreas (compuesta por
animales con y sin diarreas), pero estar aumentada dentro de los animales con diarrea por
una disminucioén de los agentes parasitarios. Los cuatro agentes etioldgicos investigados
son reconocidos como responsables del 75% al 95% de los casos de diarreas en terneros
(Bellinzoni et al., 1990; Pérez et al., 1998; Margueritte et al., 2001; Ruiz et al., 2000; Acha
et al., 2004; Williams et al., 2007). Igualmente, la menor deteccion de Cryptosporidium y
Eimeria podria estar indicando una menor agresividad de estos agentes, su menor presencia
en el medio rural de la zona estudiada y/o la mayor frecuencia de agentes bacterianos en
esta franja etdrea. Asimismo, Nagy y Fekete (2005) especulan que podrian ser agentes
causales co-laterales a la presencia de un agente mas agresivo (como por ejemplo la
presencia de cepas patogenas de E. coli) para desencadenar trastornos gastrointestinales de

tipo diarreico detectables clinicamente.
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Es importante recordar que E. coli es una presencia habitual en la flora intestinal de
animales sin diarrea (Martin et al., 2003), por lo que su deteccion no es sinonimo de
causalidad dado que no se procedié a la identificacion de los géneros patdogenos. Sin
embargo en este trabajo, el diagnostico de laboratorio se efectudé simplemente para
corroborar el diagnostico clinico presuntivo del veterinario actuante. Como es logico la
probabilidad de detectar un agente etiologico aumenta con el numero de muestras
analizadas. Por consiguiente, en este estudio so0lo se analizdo una muestra donde quizés la
eliminacion del agente por las heces no coincidia con la toma de muestras o bien la
concentracion de agentes etiologicos en las heces era baja. Por ello, su ausencia en el
laboratorio puede reflejar no sélo un diagnostico presuntivo falso positivo (falla del
veterinario en detectar la ausencia del agente en el examen clinico) sino también el efecto
de diagnosticos falso negativos en el laboratorio (falla en detectar un agente existente en la
diarrea) o la combinacion de ambos. Por otra parte, a medida que aumenta la prevalencia de
un agente en la poblacion, aumenta también la probabilidad de diagnosticos verdadero
positivos (Tarabla, 2000), por lo que no puede descartarse que el mayor VP+ en los
diagnosticos bacterianos y especificamente E. coli, se deba simplemente a su mayor
prevalencia en la poblacion en riesgo.

La edad de los terneros muestreados correspondi6 al periodo donde los terneros se
encuentran, por un lado, mas expuestos a los factores medio ambientales y a agente
infecciosos y por otra parte son mas susceptibles a los mismos (Tadich, 1994). La

vacunacion de la madre antes del parto resulta en un aumento de las concentraciones de

46



Conclusiones

anticuerpos calostrales y titulos de anticuerpos pasivos en terneros. A través del calostro
los terneros pueden obtener inmunidad especifica contra agentes infecciosos. Este consumo
fue mayor dentro de las 12- 24 horas (54,8%). La provision de un volumen adecuado y de
buena calidad dentro de las primeras 12 horas de nacido es sumamente importante para una

mejor absorcion de inmunoglobulinas (Leyan, 1994).

La literatura sugiere que cada agente etiologico produce un color y consistencia de
diarrea caracteristico. Zurita et al. (1994) describieron la diarrea por E.coli de color
amarillo a café, mientras que Acha y Szyfres, (2001) la describieron como diarrea de color
blanquecino. Por su parte, en coccidiosis fue descripta como rojizas, con presencia de
sangre o moco a causa de la destruccion del epitelio, atrofia de las vellosidades intestinales,
pérdida de tejido, ruptura de los vasos sanguineos y hemorragia (Diaz, et al., 2001). Por
ultimo varios autores describieron a Cryptosporidium spp. como causante de diarreas
amarillentas (Vergara y Quilez, 2004; Castro, et al., 2009). Estos antecedentes sin embargo,
no fueron confirmados por este trabajo. Todos los animales muestreados provenian de
crianzas artificiales donde es dable esperar una atencion precoz (el 65,9% fueron detectados
dentro de las 48 hs. de iniciados los signos clinicos). Es probable que las caracteristicas
descriptas para las diarreas seglin el agente etiol6gico actuante puedan observarse solo en
casos mas avanzados de las enfermedades, pudiendo en estos casos haberse observado
asociaciones significativas. Lo mismo es posible que haya sucedido con la presentacion de
otros signos clinicos. En este trabajo, los signos clinicos asociados habitualmente con estas
diarreas (Wieler et al., 2007) estuvieron ausentes en el 55% de los terneros. Los signos
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clinicos asociados a la diarrea en los restantes terneros fueron similares entre los diferentes
agentes diagnosticados. Varios autores coinciden en que no parecen existir signos o
sintomas patognomoOnicos que permitan predecir con exactitud aceptable el agente
etiologico infeccioso asociado con la diarrea (Langoni et al., 2004, Ramirez et al., 2007).
Los signos clinicos empiezan antes de que exista eliminacion de microorganismos en las
heces (Campillo, 1999) e incluyen anorexia, deshidratacion con hundimiento del globo
ocular, enfriamiento de extremidades, temblores musculares, pérdida de peso, decaimiento
y debilidad progresiva hasta la muerte (Richardson y Watson, 1971; Heine et al., 1984;
Gorman, 1994; Zurita, 1994; Campillo, 1999; Acha y Szyfres, 2001; Balbir et al., 2006;
Nielsen et al., 2009). Entre los posibles factores que pueden afectar la severidad de la
infeccion se encuentra el tiempo de exposicion, las practicas de manejo como la calidad y
cantidad de calostro administrado y la contaminacion ambiental (Rings y Rings, 1996).

Con referencia a la consistencia de las diarreas, ésta estuvo asociada tanto en el
diagnéstico presuntivo como en el de laboratorio. Las consistencias liquidas tendieron a
estar asociadas con las etiologias parasitarias, coincidiendo con lo publicado por Heine et
al. (1984), Vergara y Quilez (2004) y Sanchez et al. (2008).

Los veterinarios realizan el diagndstico presuntivo o clinico con el objetivo de poder
instrumentar medidas terapéuticas dirigidas a revertir el proceso patologico iniciado. De
manera general se considera que las diarreas originadas presuntivamente por agentes
bacterianos deberian ser tratadas con quimioterapicos y que las sulfamidas son los agentes

terapéuticos apropiados para las diarreas ocasionadas por coccidios. No obstante, se
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observdo que una gran proporcion de los animales no recibieron ningin tratamiento,
mientras que los terneros que fueron diagnosticados presuntivamente como afectados por
agentes bacterianos, solamente la tercera parte recibié un antimicrobiano como tratamiento.
De igual manera, menos de la mitad de los terneros con diarreas diagnosticadas
clinicamente como provocadas por coccidios recibieron sulfamidas. La mayor parte de los
animales enfermos recibieron una terapia de apoyo para reducir la signologia, la cual consto
basicamente de agentes re-hidratantes y antidiarréicos.

En este estudio so6lo se investigaron los agentes etiologicos bacterianos y
parasitarios diagnosticables por las técnicas tradicionales. Asi es posible que en un
porcentaje de terneros con diarrea que no pudieron ubicarse en ninguna de las categorias
diagnosticadas estuvieran presentes otros microorganismos responsables también de la
diarrea neonatal. Sin embargo, a los fines de cuantificar el VP+ del diagndstico clinico
veterinario, el diagnostico confirmatorio en laboratorio fue la mejor opcion.

Para finalizar si bien en el presente estudio se logro determinar los principales
agentes etiologicos (bacterianos y parasitarios) en la diarrea neonatal en terneros, este es
solo un primer paso para futuros trabajos que contribuyan al conocimiento de esta patologia
y conlleven al establecimiento de estrategias de control y prevencidn asociadas a un manejo
adecuado para la region y consecuentemente mejoren el estado de salud y rendimiento

animal.
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V1. Conclusiones

Existe una concordancia pobre entre el diagndstico presuntivo y el diagndstico de
laboratorio en terneros con diarrea neonatal. En general, no parece existir signos o sintomas
patognomonicos, que permitan pronosticar con precision aceptable el agente etiologico
asociado a la presencia de diarrea neonatal en terneros, razén por la cual el diagnostico
basado exclusivamente en el examen clinico tiene un margen de error y deja a una gran

proporcion de terneros con diarrea, sin un diagndstico y tratamiento adecuado.
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Anexo I

PROTOCOLO DE ENVIO DE MUESTRAS

Raza: Sexo:

Diagnostico Presuntivo:

DATOS GENERALES:

Propietario:

Edad:

Ubicacién del establecimiento:

Profesional remitente:

Domicilio:

RESENA:

Teléfono:

Consumi6 Calostro: I:I 2 horas I:I 6 horas I:I 12-24 horas

Tipo de explotacion:

Tipo de alimentacion:

Vacunacion de la madre:

HISTORIA CLINICA:
Morbilidad:
Caracteristica de la diarrea: I:I Liquida

Color:

Mortalidad:

I:IPastosa I:I Con sangre

Tiempo de la diarrea:

Temperatura corporal:

Deshidratacion (%):

Signologia Sl NO
Hundimiento de ojos
Extremidades frias
Dificultad para la incorporacion
Debilidad del tren posterior
Tratamientos Realizados: extraccion de la muestra: Fecha y Hora

ENVIAR REFRIGERADA
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