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RESUMEN

Cryptosporidium spp. es un parasito protozoario causante de diarrea en varias
especies, incluidos los seres humanos, lo que lo convierte en una zoonosis. En los
bovinos la principal categoria en la que produce signos clinicos es en los terneros. Es
uno de los principales enteropatdgenos causantes del sindrome de diarrea neonatal
(SDN), principal causa de mortalidad en terneros neonatos a nivel mundial. A pesar
de su impacto, en nuestro pais, la disponibilidad de productos comerciales eficaces
contra este patdgeno es limitada. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto
de un eubidtico, compuesto por fitoquimicos y aceites esenciales, sobre la ocurrencia
de diarrea y excrecion fecal de ooquistes, en terneros lecheros expuestos
naturalmente con Cryptosporidium spp. en un rodeo comercial. A su vez también
evaluar la transferencia de inmunidad pasiva (TPI), parametros clinicos y mortalidad.
El estudio se realiz6 mediante un ensayo experimental aleatorio, doble ciego de dos
tratamientos (tratado y placebo/control). Un total de 72 terneros fueron separadas
aleatoriamente en dos grupos de 36 animales, un grupo recibié un eubidtico (grupo
tratado) y el segundo una solucién de cloruro de sodio al 0,9% (CINa 0,9%; grupo
control). Ambos tratamientos fueron suministrados por via oral, diariamente una vez
al dia, desde el primer dia de vida hasta el desleche (9 semanas). Dentro de las 48
horas de vida de cada animal se tomo6 una muestra de suero para evaluar, de manera
indirecta, la TPl mediante refractometria. Se recolectaron muestras fecales dos veces
por semana durante las primeras 5 semanas de vida para evaluar la ocurrencia de
diarrea y la excrecion fecal de ooquistes. A su vez se analizaron 7 mezclas de materia
fecal diarreica de los animales que presentaban score de materia fecal =22 de los
diferentes corrales, para evaluar la presencia de Rotavirus Grupo A, Coronavirus
bovino, Escherichia coli F5+ y Cryptosporidium spp. mediante un test rapido de
inmunocromatografia lateral y Salmonella spp por cultivo. El Unico enteropatégeno
detectado fue Cryptosporidium spp. Los resultados mostraron que, bajo las
condiciones del presente ensayo, el eubidtico no tuvo un efecto significativo en la
ocurrencia de diarrea, en la excrecidn de ooquistes ni en la mortalidad. Este estudio
proporciona una base para futuras investigaciones y desarrollo de alternativas para el
control de Cryptosporidium spp en nuestro pais. Es fundamental que estas
investigaciones se realicen en condiciones de campo, siguiendo rigurosos métodos
cientificos para generar informacion robusta y relevante que sea de utilidad para los
usuarios.



SUMMARY

Cryptosporidium spp. is a protozoan parasite that causes diarrhea, including humans,
which makes it a zoonosis. In cattle, the main affected category is calves. It is one of
the main enteropathogens causing neonatal diarrhea syndrome (NDS), the main cause
of mortality in neonatal calves worldwide. Despite its impact, the availability of effective
commercial products against this pathogen in our country is limited. The aim of this
study was to evaluate the effect of a eubiotic, composed of phytochemicals and
essential oils, on the frequency of diarrhea and fecal oocyst shedding in naturally
infected dairy calves with Cryptosporidium spp. in a commercial dairy farm.
Additionally, we aimed to assess passive immunity transfer (PIT), clinical parameters,
and mortality. The study was conducted through a randomized, double-blind
experimental trial with two treatments (treated and placebo/control). A total of 72 calves
were randomly divided into two groups of 36 animals each, where the first group
received a eubiotic (treated group) and the second a 0,9% sodium chloride solution
(NaCl 0,9%; control group). Both treatments were administered orally from the first day
of life until weaning (9 weeks). Within 48 hours of birth, a serum sample was taken
from each animal to indirectly assess PIT using refractometry. Biweekly fecal samples
were collected during the first 5 weeks of life to evaluate the frequency of diarrhea and
fecal oocyst shedding. Additionally, seven pools of diarrheic feces were analyzed to
assess the presence of Rotavirus Group A, bovine Coronavirus, Escherichia coli F5+,
and Cryptosporidium spp. using a lateral flow immunochromatography test, and
Salmonella spp. by culture. The only enteropathogen detected was Cryptosporidium
spp. The results showed that, under the conditions of the present trial, the eubiotic had
no significant effect on the frequency of diarrhea, oocyst shedding or mortality. It is
important to emphasize that this study provides a basis for future research and the
development of alternatives for Cryptosporidium spp control in our country. It is
essential that these investigations are conducted under field conditions and following
rigorous scientific methods to generate solid and relevant information that will be useful
for end-users.



1.

INTRODUCCION

En las ultimas décadas, Uruguay ha experimentado una intensificacion de sus
sistemas productivos lecheros. Esto se evidencia mediante el aumento de la
produccion lactea experimentada a nivel nacional con un stock lechero estable,
el cual se concentra en una menor cantidad de establecimientos y, a su vez, en
una menor superficie (Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca, MGAP,
2022).

La intensificaciéon de los sistemas productivos trae aparejado una serie de
desafios, como ser los sanitarios. Particularmente, en los sistemas intensivos
de crianza artificial (“guacheras”), uno de los problemas asociados con la
intensificacion productiva es el sindrome de diarrea neonatal (SDN)
(Lean,Westwood y Playford, 2008, Stafford y Gregory, 2008).

El SDN es la principal causa de muerte en las guacheras, llegando a
representar el 50% del total de las muertes (Urie et al., 2018). Es un sindrome
multietiologico y multifactorial, en el cual interactuan diferentes variables
relacionadas al patdgeno, factores ambientales, de manejo y al estado
inmunoldgico y nutricional del animal (Izzo et al, 2011; Smith, 2012).

Dentro de los agentes involucrados en el SND se encuentran, Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC), Salmonella spp., Cryptosporidium spp., rotavirus y
coronavirus (Foster y Smith, 2009); siendo Cryptosporidium spp. una de las
principales causas de diarrea a nivel mundial y nacional en terneros menores a
3 semanas de vida (Adkins, 2022; Caffarena et al., 2021).

Cryptosporidium spp. es un parasito protozoario que afecta la porcién distal de
intestino delgado de varias especies, incluyendo los bovinos y los humanos,
ocasionando cuadros diarreicos (De Graaf, Vanopdenboscha, Ortega-Mora,
Hayet Abbassi y Peeters, 1999; Sima et al., 2019). Presenta un ciclo directo y
monoxeno (un solo huésped), invadiendo y colonizando las células epiteliales
del intestino con una localizacién intracelular extracitoplasmatica (vacuola
parasitéfora). Esta localizacion es el motivo por el cual no logran ser exitosos
los tratamientos con antimicrobianos (De Graaf et al., 1999).

Si bien la criptosporidiosis no genera altas tasas de mortalidad, si se producen
pérdidas econdmicas referidas a los costos de tratamientos, practicas de
higiene, asi como también mermas en el crecimiento y el desarrollo del ternero
(De Graaf et al., 1999; Shaw, Innes, Morrison, Katzer, y Wells (2020).

La resistencia a los antimicrobianos y el uso indiscriminado de zooterapicos es
una de las grandes preocupaciones a nivel mundial; por lo que desde la
industria se buscan nuevas alternativas que nos llevan a abordar la salud
animal de una manera diferente (Barragry, 2020).

Con este fin es que se han probado aditivos alimentarios como ser probidticos,
prebidticos, acidos organicos, aceites esenciales y fitoquimicos, los cuales los
podemos englobar dentro del término eubidtico. Esta palabra esta relacionada
con el término “eubiosis”, el cual hace referencia a la presencia de una
microbiota la cual se encuentra en un equilibrio 6ptimo con el consecuente
beneficio en la salud y performance (Ponziani, Zocco, D’Aversa, Pompili y
Gasbarrini, 2017; Barragry, 2020).



En los ultimos anos se han realizado diversos estudios para evaluar la eficacia
de diferentes productos contra Cryptosporidium spp. con resultados dispares.
Uno de los pocos productos aprobados es el lactato de Halofuginona, un
criptosporidiostatico, el cual presenta evidencia cientifica de su impacto positivo
sobre la disminucidén en la incidencia de diarrea, excrecion de ooquistes y
mortalidad (Brainard et al., 2021). Sin embargo, la ventana terapéutica que
tiene este derivado de las quinozolinonas es relativamente estrecho pudiendo
ocasionar cuadros de toxicidad (Villacorta, Peeters, Vanopdenbosch, Ares-
Mazas y Theys, 1991); sumado a que esta contraindicada su administracion en
animales que cursen con diarrea por mas de 24 horas, asi como también en
animales deshidratados y/o débiles (European Medicines Agency, 2007;
Brainard et al., 2021).

Con respecto a la prevencién y tratamiento contra Cryptosporidium spp.,
existen trabajos realizados con eubidticos, tanto in vitro como in vivo que
demuestran ser eficaces contra este parasito (Liu et al., 2020; Sima et al., 2019;
Stratakos et al., 2017; Vélez et al., 2019). Sin embargo, muchos de los
eubidticos disponibles en el mercado no han sido probados y no tienen
literatura cientifica especifica que los avale, lo que representa un problema
tanto para veterinarios como productores a la hora de seleccionar una
alternativa viable a los zooterapicos conocidos (Barragry, 2020).

La posibilidad de disponer de otras alternativas con un mayor margen
terapéutico, naturales, de baja toxicidad y efectivas, en contexto con las
reglamentaciones que estan ocurriendo en otros paises y que tengan sustento
cientifico, se presenta como una necesidad imperante a ser cubierta tanto a
nivel nacional como internacional.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Caracteristicas generales del SDN

ElI SDN es la principal causa de morbi y mortalidad en terneros durante el primer
mes de vida. Este sindrome genera costos econdmicos asociados a los
tratamientos, asistencia profesional y un menor desarrollo y crecimiento de los
animales, afectando de esta manera el numero de reemplazos (lzzo et al.,
2011).

Dentro del SDN intervienen factores, tanto infecciosos como no infecciosos.
Dentro de los factores no infecciosos debemos tener en cuenta factores
inmunitarios, ambientales, de manejo y nutricionales. Desde el punto de vista
inmunitario, el calostro es la principal fuente de inmunoglobulinas y nutrientes
en el ambiente extrauterino. Contiene compuestos bioactivos que promueven
la maduracion de los enterocitos inmaduros para una mejor digestion y
absorcion de nutrientes (Godden et al., 2012; Osorio, 2020), asi como también
favorece la colonizacién de la microbiota intestinal (Hang, Wredle y Dicksved,
2020). Estas caracteristicas favorecen la proteccidon contra patogenos
oportunistas, representando una de las primeras barreras de defensa con las
que cuentan los bovinos neonatos (Osorio, 2020). Se entiende por un correcto
calostrado cuando los animales alcanzan niveles de inmunoglobulinas séricas
maternas mayores a los 10 g/L; una opcidn alternativa y de facil implementacion
en condiciones de campo es el utilizar refractémetros (6pticos o digitales) para
hacer una estimacion indirecta de las inmunoglobulinas (Godden et al., 2019).

Otros dos puntos importantes a tener en cuenta dentro de los factores no
infecciosos son el manejo y el ambiente donde se realiza la crianza de los
terneros, para lo que se recomienda protecciéon de viento, lluvias y buena
ventilacién evitando corrientes de aire, ademas proveer de una buena cama y
realizar limpieza de la misma periédicamente. En el manejo de crianza tanto
individual como colectivo debe considerar un espacio de 1,5 a 2 m2 por animal
y en crianzas colectivas formar grupos de no mas de 6 u 8 animales. En cuanto
a la nutricion, la leche debe suministrarse a temperatura corporal de la vaca (38
° C) y el alimento sdlido debe ofrecerse desde los primeros dias de vida a
voluntad y de preferencia en forma de pellet con un nivel de 18-20% de proteina
cruda en la materia seca (Lanuza, 2006).

Sumado al status sanitario e inmunitario de los terneros, practicas de manejo e
higiénicas que favorezcan situaciones estresantes, de hacinamiento, asi como
también dietas restrictivas, en lo que a capacidad de nutrientes respecta, son
todas causas componentes que participan en que ocurra (o no) un brote de
SDN (Smith, 2012).

Dentro de los factores infecciosos que intervienen en el SDN encontramos
patdgenos virales (rotavirus y coronavirus), bacterianos (Escherichia coli F5+
[K99] enterotoxigénica y Salmonella spp) y protozoarios (Eimeria spp,
Cryptosporidium spp) (I1zzo et al., 2011).

¢ Rotavirus: Se clasifica dentro de la familia Reovirus, presenta una doble
cadena de ARN segmentada. Este virus afecta a terneros dentro de sus
3 a 15 dias de edad pudiendo llegar a infectarlos hasta las 3 semanas
de vida (Navarra, 2000). Genera una diarrea por mala absorcion (Garcia
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et al., 2000). Junto con Cryptosporidium spp. son la causa mas comun
de SDN en terneros menores a los 30 dias de vida (Blanchard, 2012).

+» Coronavirus: Se ubica dentro de la familia Coronaviridae, con ARN no
segmentado (Khalili, Morshedi, Hemmatzadeh y Keyvanfar, 2006).
Causa diarrea en terneros desde los 5 hasta los 30 dias, esta diarrea se
da por una mala absorcion y mala digestion (Navarra, 2000).

s+ Escherichia coli: Pertenece a la familia Enterobactereacea, es un bacilo,
Gramnegativo, anaerobio facultativo. Si bien muchas de estas cepas son
comensales de la microbiota del intestino delgado, algunas son
causantes de enfermedades intestinales como la E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli verotoxigénica (VTEC),
E. coli necrotoxigénica (NTEC) y extraintestinales. La ETEC
especificamente es causante de diarrea acuosa y severa en terneros
entre 1 a 7 dias de vida (Blanchard, 2012; Mainil, 2013).

s Salmonella spp.: Es una bacteria gram negativa, perteneciente a la
familia Enterobacteraceae anaerobia facultativa. Existen dos especies,
Salmonella entérica y Salmonella bongori dentro de las cuales hay mas
de 2500 serotipos. La salmonelosis bovina es causada
predominantemente por Salmonella entérica subsp. entérica serotipos
Dublin y Tyhphimurium, afectando esta ultima antes de los 30 dias de
vida (Costa, Paixao, Tsolis, Baumler y Santos, 2012; Uzal, 2014).

s+ Eimeria spp.: Es un protozoario de la familia Eimeriidae. Las infecciones
se pueden ver a partir de 2 a 3 semanas de vida, pero es mas comun de
3 a 6 meses (Uzal, 2014). Puede cursar de forma asintomatica con
diarrea transitoria hasta diarreas fétidas, secciones de mucosa, fibrina 'y
sangre (Saravia, 2020).

s Cryptosporidium spp.: Es un protozoario que se asocia con las familias
de protozoos Eimeria, Isospora, Sarcocystis y Toxoplasma (Hunt, 1995).
Causa una diarrea de tipo de mala digestiéon y mala absorcién. Como se
menciond previamente es una de las principales causas del SDN en
bovinos neonatos que afecta sobre todo entre los 3 y 33 dias de vida
(Izzo et al. 2011; Blanchard, 2012).

2.2. Historia — Cryptosporidium spp.

Ernest Edward Tyzzer en 1907 realiz6 la primera descripcion del género
Cryptosporidium spp., al observarlo en las glandulas gastricas de ratones de
laboratorio (C. muris) (Tyzzer, 1910). En 1912 se determina la existencia de
otra especie dentro de este género en ratones de laboratorio, solo que en esta
oportunidad localizado en la mucosa intestinal la cual se denominé C. parvum
(Tyzzer, 1912). A pesar de que se descubrio en 1907, recién en 1971 se
considerd un agente etiolégico capaz de generar diarrea en terneros (Panciera,
Tomasen y Garner, 1971).
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2.3. Etiologia y epidemiologia
2.3.1 Agente

Cryptosporidium spp. es un parasito intestinal ubicuo (Adkins, 2022) que se
encuentra clasificado dentro de los protozoarios en el Phylum Apicomplexa,
Familia Cryptosporidiidae y Género Cryptosporidium (Fayer y Xiao, 2007).

Algunos autores lo asocian genéticamente con la clase Gregarina (Barta y
Thompson, 2006; Carreno, Martin y Barta 1999), debido a que el ciclo bioldgico
de Cryptosporidium andersoni presenta una etapa extracelular (Hijjawi,
Melonib, Ryana, Olsond y Thompsona, 2002).

Dentro del género Cryptosporidium existen cerca de 40 especies (Adkins,
2022). Dentro de las cuales el C.parvum es la especie mas frecuentemente
asociada a cuadros diarreicos en terneros neonatos y se la considera una
zoonosis a nivel mundial, siendo los niflos, ancianos y personas
inmunocomprometidas los individuos mas afectados (Xiao y Feng, 2008).

Otras especies implicadas en la infeccién en bovinos son C. bovisy C. ryanae,
sobre todo en terneros destetados, y C. andersoni en adultos (Adkins, 2022).

La via de transmision es fecal-oral mediante el contacto directo con animales
infectados o de manera, indirecta por manipulacién de alimentos, aguas y
utensilios contaminados con ooquistes (Ryan, Fayer y Xiao, 2014).

Cryptosporidium spp. se ubica en el intestino delgado, teniendo una
predileccion por yeyuno e ileon; algunas veces se puede encontrar en intestino
grueso sobre todo en ciego y colon, ocasionalmente puede llegar a parasitar
todo el intestino (Cordero del Campillo, 1999). Los ooquistes son eliminados en
grandes cantidades al medio ambiente (Martins-Vieira, Brito y Heller, 2009).

Un ternero infectado es capaz de eliminar hasta 6x108 ooquistes por gramo de
heces (Fayer et al., 1998), generando una gran contaminacién en el ambiente,
pudiendo también contaminar el alimento y el agua (Martins-Vieira et al., 2009).
Dandose las condiciones propicias para la supervivencia del ooquiste, como
son temperatura y humedad, este puede perdurar durante meses en el
ambiente (Fayer, Morgan y Upton, 2000).

En referencia a la frecuencia de deteccion de Cryptosporidium spp. en
establecimientos lecheros a nivel mundial, ésta oscila entre 50,5 a 96% (Al
Mawly, Grinberg, Prattley, Moffa, y French, 2015; Silverlas Emanuelson, de
Verdier y Bjorkman, 2009; Smith, Clifton-Hadley, Cheney y Giles, 2014).

Se ha reportado en paises como Nueva Zelanda, Espafa, EE. UU., Francia,
Iran y Canada una prevalencia de C. parvum en terneros lecheros entre 16 a
52%; (Al Mawly et al., 2015; Delafosse et al., 2015) y en paises de la region,
como Argentina, se han reportado prevalencias de entre 16 a 25% (Garro,
Morici, Utgés, Tomazic y Schnittger, 2016; Lombardelli, Tomazic, Schnittger y
Tiranti, 2019), en Brasil varia entre un 3 a 64% (Cruvinel et al., 2020; Holsback
et al., 2018) y en Uruguay, si bien no hay trabajos que especifiquen datos de
prevalencia, existe un estudio reciente donde se evalué un total de 27
establecimientos y se determind que en el 100%, al menos un animal, fue
diagnosticado con Cryptosporidium spp (Caffarena et al., 2021).
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La tasa de morbilidad puede llegar al 100% en predios endémicos, en cambio
la mortalidad suele ser baja pudiendo aumentar cuando existen infecciones
concomitantes con otros enteropatégenos (De Graaf et al., 1999).

2.3.2. Ciclo biolégico:

El ciclo de vida del parasito es monoxeno, es decir, no necesita de huésped
intermediario para su transmision (un solo huésped) (Chalmers y Davies, 2010).

El mismo ocurre en el tracto gastrointestinal (Figura 1); posteriormente a la
ingestion de los ooquistes, por efecto del pH abomasal, enzimas digestivas y
de las sales biliares, ocurre la exquistacién con la consecuente liberacion de
cuatro esporozoitos infecciosos. Estos se fijan a la superficie de los enterocitos
(especificamente a wun receptor ubicado en las microvellosidades)
encapsulandose en su interior, tomando una ubicacion intracelular pero
extacitoplasmatica (vacuola parasitofora) (Chalmers y Davies, 2010).

Estos esporozoitos luego se diferencian en trofozoitos (Hunt, 1995). En este
momento se da comienzo a la fase asexual del ciclo donde se producen dos
generaciones de merontes, tipo | y Il. Los de la primera generacion liberan entre
6-8 merozoitos que van a infectar nuevas células epiteliales generando nuevos
merozoitos o merontes tipo Il, los cuales tienen 4 merozoitos y dan lugar a la
formacion de microgametos y macrogametos. Estos se transforman en
microgametocitos y macrogametocitos, respectivamente, iniciando la fase
sexual del ciclo (Smith, Caccio, Cocinero, Nichols y Tait, 2007).

El microgametocito fertiliza a macrogametocitos, los cuales permanecen fijados
al epitelio produciendo el cigoto, el cual pasa por una fase de meiosis
obteniendo cuatro esporozoitos. A diferencia de otras coccidias, el
Cryptosporidium spp. realiza el proceso de esporulacion en el huésped,
liberando al ambiente los ooquistes en su forma infecciosa (Clode, Koh y
Thompson, 2015).

Previo a la esporulacién se da la formacion de la pared del ooquiste, generando
dos tipos de ooquistes, los de pared delgada (20%) responsables de la
autoinfeccién al desenquistarse en la luz del intestino y los de pared gruesa
(80%) que son eliminados al ambiente ya que presentan una mayor resistencia
(Smith et al., 2007).
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Figura 1. Ciclo biolégico de Cryptosporidium spp. (Smith et al., 2007).

2.3.3. Huésped

Varios estudios han informado que la susceptibilidad del ganado bovino a
Cryptosporidium spp. varia segun el rango de edad que presenten los animales.

Como se menciond previamente, la especie con mayor prevalencia en bovinos es
Cryptosporidium parvum, afectando principalmente a terneros menores de un mes de
vida (Alves, Xiao, Antunes y Matos, 2006; Coklin et al. 2009; Dixon et al., 2011). En la
etapa de posdestete aumenta la prevalencia de otras especies de Cryptosporidium
spp., como C. bovisy C. ryanae y, en animales mayores de 12 meses, se observa un
aumento de infeccién por C. andersoni, el cual afecta principalmente al abomaso
(Castro-Hermida et al., 2007; Fayer, Santin, Trout y Greiner, 2006; Fayer, Santin y
Trout, 2007; Fayer, Santin y Dargatz, 2010). Aunque esta distribucidn de especies
segun la edad de los animales no esta del todo comprendida (Diaz et al., 2021), si se
sabe que la mayor susceptibilidad que presentan los neonatos a presentar
criptosporidiosis clinica, es debido a la inmadurez de su sistema inmune (Fayer et al.,
2007).

Por el tipo de placentacion que tienen los rumiantes (sinepiteliocorial) no hay pasaje
de inmunoglobulinas de la madre al feto in utero (Godden, Lombard y Woolums, 2019)
por lo que dependen exclusivamente de la ingestion de calostro para lograr una
transferencia de inmunidad pasiva exitosa lo cual esta asociado con una menor morbi-
mortalidad (Urie et al., 2018).
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Hasta el 2023 no existian vacunas comerciales para Cryptosporidium spp.; en dicho
afio, en Europa, se autorizoé la primer vacuna, con base en la glicoproteina Gp40, para
inmunizar a vacas prefiadas contra la criptosporidiosis (Bovilis Cryptium, MSD Animal
Health) (European Medicine Agency, 2023; Diario Veterinario, 2023). Los animales
inoculados con este inmunogeno presentaron mayores niveles de anticuerpos tanto
séricos como calostrales sin embargo no se evalud el impacto sobre la excrecién de
ooquistes ni en la ocurrencia de diarrea en sus crias 0 en animales neonatos los cuales
hayan consumido el calostro de esos animales (Hubers, Gevers, Timmermans,
Vertenten, y Roosmalen, 2023). Independientemente del uso de una vacuna
especifica, se ha reportado que animales que consumen calostro en tiempo, calidad
y cantidad, presentan signos de criptosporidiosis mas leves, asi como también una
mejor respuesta inmune a nivel local (Gamsjager et al., 2023; Lefkaditis et al., 2020).

2.3.4. Ambiente

El medio ambiente es un factor de suma importancia ya que el ooquiste tiene la
capacidad de sobrevivir a diversas condiciones ambientales (Merry, Mawdsley, Brooks
y Davies, 1997) por ejemplo, teniendo en cuenta las condiciones climaticas en
Uruguay, podria suponerse una sobrevida en la materia fecal de entre 14 (a 35°C) a
90 dias (a 15°C) (Li, Atwill, Dunbar y Tate, 2010) y de 3 a 6 meses en el ambiente,
agua, madera/plastico (Robertson Campbell y Smith, 1992; King, Keegan, Monis y
Saint, 2005; Piva et al., 2016). Esta capacidad de supervivencia puede estar explicada
por la quimica compleja de las capas que componen la pared del ooquiste. El ooquiste
presenta una estructura de cuatro capas: 1- una capa densa, externa e irregular
(glucocalix), 2- una capa delgada, intermedia y translucida en electrones (lipidos), 3-
una capa delgada y densa en electrones que presenta las principales proteinas
estructurales de la pared y, por ultimo, 4- una capa densa en electrones formada por
polisacaridos (Figura 2).

—surface glycocalyx (~8nm)
—lipid hydrocarbon (~4nm)
—protein (~13nm)

structural polysaccharide (25-40nm)

Figura 2. Pared de ooquiste de C. parvum (Jenkins et al., 2010).

Una alteracién en la capa externa del glucocalix por cambios ambientales, tanto
naturales como artificiales, afectara su transporte hidrolégico y su propiedad de
inmunogenicidad disminuyendo la patogenicidad del ooquiste (Jenkins et al., 2010).
Esta cubierta exterior que presentan les permite una alta supervivencia frente a los
desinfectantes comunmente usados y una resistencia elevada a cloracién del agua
(Merry et al., 1997), aunque pueden llegar a ser inactivados por desinfectantes fisicos
y quimicos como radiacion ultravioleta, ozono, amoniaco, altas temperaturas, la
desecacion, la congelacion y medios acidos y alcalinos extremos (Jenkins et al.,
2010).

Se ha demostrado que los ooquistes son resistentes a varias temperaturas
ambientales que pueden ir desde 22 °C a 60 °C (Casemore, 1990; Fujino et al., 2002)
y cuando estas temperaturas disminuyen a menos de 15 °C, los ooquistes siguen
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siendo infectivos por algunos afios y a temperaturas altas se da una inactivacion de
los ooquistes a los 21 dias con 30 °C y a las 72 horas con 37 °C (Adkins, 2022).

2.4. Patogenia

Argenzio, Tzipori y Heine citados por Foster y Smith (2009), describen que cuando
ocurre la infeccién por C. parvum en terneros, existe una pérdida de los enterocitos
con la consecuente atrofia de las vellosidades causando una hiperplasia de las criptas
y aumento de la permeabilidad intestinal (Foster y Smith, 2009).

Debido a la pérdida del area de superficie epitelial se produce una diarrea por
malabsorcidn, variando su gravedad segun la carga infectiva que presente el animal
y si hay coinfecciones (Argenzio et al., 1990; Gookin, Nordone y Argenzio, 2002;
O'Handley y Olson, 2006).

Otros estudios afirman que se encuentran altas concentraciones de prostaglandinas
PGE2 y PGI2 en el tejido infectado por C. parvum, las cuales activan la secrecién de
aniones como CI~ y HCOS3- inhiben la absorcion de NaCl alterando el transporte de
electrolitos y, por ende, agravando el cuadro de diarrea por mal absorcion. Parece que
la probable fuente de estas prostaglandinas es por macrofagos que invaden la lamina
propia como respuesta a la infeccion (Argenzio, Lecce y Powell, 1993; Gookin et al.,
2002).

2.5. Signos Clinicos

La criptosporidiosis presenta una variedad de signos clinicos los cuales van a
depender, entre otras cosas, de la especie de Cryptosporidium spp. con el cual se
infecten los animales, la dosis infectiva y la inmunidad que presenten los terneros (do
Couto, de Freitas Lima y do Bérgamo, 2014).

Algunos animales suelen ser asintomaticos (do Couto et al., 2014) pero en general,
aquellos que son infectados, presentan una diarrea acuosa profusa, inapetencia,
letargia, deshidratacién y, en ocasiones, la muerte (Thomson et al., 2017). Los
terneros con infecciones severas, que no mueren, llegan a presentar signos clinicos
durante 3 a 4 semanas. (Lombardelli et al., 2019).

La diarrea puede comenzar a los 3 a 4 dias luego de la ingestion de los ooquistes
infectivos y se extiende por 1 a 2 semanas (Thomson et al., 2017). La presencia de
este signo clinico es variable, se habla que puede ir desde un 15% hasta un 100% en
terneros que se encuentren liberando ooquistes (Garro et al., 2016). La excrecion de
ooquistes se da entre 4 a 12 dias luego de la infeccion (Thomson et al., 2017).

Ademas de los signos clinicos, podemos decir que terneros que padecieron diarrea
tienden a tener una menor productividad cuando son adultos, esto se debe a que
presentan una menor ganancia de peso vivo. A su vez estos animales suelen tener
una mayor edad al primer parto llevando a, un menor rendimiento reproductivo. Todo
esto resulta en grandes pérdidas econdmicas que se suman a los costos por los
tratamientos y la mano de obra (Garro et al., 2021).
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2.6. Diagnéstico

Existen diversos métodos diagndsticos para deteccion de Cryptosporidium spp. Uno
de los mas utilizados, tanto por su bajo costo como por no requerir la necesidad de
equipamiento costoso, es la visualizacion microscopica de frotis fecales tefiidos
mediante la técnica de Ziehl-Neelsen modificado o de auramina- fenol (Diaz-Lee et
al., 2015).

Mediante estas técnicas se identifican los ooquistes, los cuales son de estructura
esférica u ovoide y miden entre 4 a 6 um. En la tincion de Ziehl- neelsen modificado
los ooquistes se tifien de color, tienen forma esférica, bajo un fondo verde palido. Al
usar la tincibn de auramina- fenol los ooquistes se observan en forma de anillo,
mostrando una fluorescencia verde brillante en un fondo oscuro (Fayer et al., 2000).
Con esta ultima tincién los ooquistes pueden visualizarse bajo un objetivo de baja
potencia (10 o 20x) en un microscopio de epifluorescencia y deben confirmarse a
mayor aumento (Fayer et al., 2000).

Debemos tener en cuenta que a pesar de que la microscopia sea un método
econdmico y simple de realizar, puede verse afectada por la interpretacion del técnico
y la consistencia de la muestra de materia fecal.

Al igual que las tinciones, otros métodos como ser la flotacion fecal y los métodos de
deteccidon de antigenos como el ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas
(ELISA, por su sigla en inglés), la inmunofluorescencia y la inmunocromatografia, no
diferencian entre especies de Cryptosporidium spp (Blanchard, 2012).

Por esto es que se han desarrollado técnicas basadas en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Este método posee una mayor sensibilidad comparado con los
meétodos convencionales e inmunolégicos. Puede procesar varias muestras de forma
rapida, con un costo bajo y a diferencia de los demas métodos, es capaz de diferenciar
entre especies. Su desventaja es que debe contar con personal capacitado (Diaz-Lee
et al., 2015).

Como otras alternativas diagnosticas tenemos la histopatologia, donde se puede
observar la union del Cryptosporidium spp. a los enterocitos, asi como también la
atrofia y apelmazamiento de las vellosidades intestinales (Blanchard, 2012).

2.7. Medidas de control y prevencién

Es importante mantener una correcta higiene en el ambiente y buenas medidas de
manejo para disminuir el riesgo de infeccidn de Cryptosporidium spp. en los terneros,
ya que se contrae por la ingestidon de ooquistes en materiales que se encuentren en
el medio ambiente o alimentos y aguas contaminadas.

Los ooquistes presentan una resistencia elevada a los desinfectantes comunes a
dosis habituales. Los desinfectantes que presentan mayor efectividad son el amoniaco
entre 5-50%, el peroxido de hidrogeno al 3%, formol al 10% (Paraud y Chartier, 2012),
fenol 5%, ozono, luz ultravioleta y nanoparticulas de plata (Hassan et al., 2019).

Con respecto al manejo de los animales, como medidas de prevencion se deberia
realizar un correcto calostrado, administraciéon de vacunas a las madres para prevenir
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diarreas causadas por otros agentes y elegir un ambiente limpio para la crianza de los
terneros en sus primeras semanas de vida (Sanchez, Romero y Rossanigo, 2013).

Para disminuir la transmision entre los animales susceptibles se deberia aislar los
animales enfermos de los sanos y aplicar tratamientos por separado para ambos. Para
el personal se recomienda el uso de desinfectantes en la indumentaria que utilizan
para el manejo con los animales (Sanchez et al., 2013).

2.8. Tratamiento

El punto principal de un tratamiento para un ternero con diarrea es la fluidoterapia con
el fin de reponer el déficit de liquidos, electrolitos y restaurar el equilibrio acido - base
(Renaud, Kelton, Weese, Noble, y Duffield, 2019).

En cuanto a la administracion de antimicrobianos, se considera que utilizarlos de
forma indiscriminada promueve la resistencia de los patdégenos y generan cepas
resistentes, por eso estos deben utilizarse de forma responsable y tratando de
disminuir los efectos adversos. Solo se deberian de administrar cuando el animal
presenta signos sistémicos (Inapetencia, deshidratacion, letargo o pirexia) y/o cuando
se observa una cantidad considerable de sangre o algunos fragmentos de mucosa en
la materia fecal, lo que presenta un riesgo de bacteriemia (Constable, 2009).

La diarrea suele ir acompafada de dolor abdominal agudo (cdélico) por lo que se
recomienda el uso de analgésicos como el flunixin de meglumine o el meloxicam
(Constable, 2009; Renaud et al., 2019).

Si bien existen pocos tratamientos especificos contra Cryptosporidium spp. se ha
demostrado que farmacos como el lactato de halofuginona y la paromomicina son
eficaces contra la criptosporidiosis, siendo el primero el unico aprobado para su uso
en terneros, reduciendo la eliminacion de ooquistes y la duracion de la diarrea
(Thomson et al., 2017). Otras sustancias que se estan investigando para poder ser
utilizadas como terapia de apoyo para terneros que presentan diarrea por
Cryptosporidium spp. son eubidticos orales ya que estos aplicados a las dosis
correctas pueden generar efectos positivos en la salud del animal. Hoy en dia es poca
la evidencia que respalde el uso de estas sustancias para la prevencion o tratamiento
de terneros con diarrea (Renaud et al., 2019; Weyl-Feinstein et al., 2014).

Debido a la resistencia que presenta Cryptosporidium spp. a las condiciones
ambientales, a los desinfectantes mas comunes de uso diario en los establecimientos
y a la baja disponibilidad de productos eficaces, es que se recomienda un abordaje
integral (correcto calostrado, higiene, separacion de animales enfermos, entre otras)
para lograr un control eficaz (Shahiduzzaman y Daugschies, 2012).
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3. HIPOTESIS

La administracion de un eubidtico disminuye la frecuencia de diarrea neonatal y la
excrecion fecal de ooquistes de Cryptosporidium spp. en terneros lecheros expuestos
naturalmente.

4. OBJETIVOS

Obijetivo general

Evaluar en condiciones de campo, el impacto de un eubibtico sobre la frecuencia de
diarrea neonatal y la eliminacion fecal de ooquistes de Cryptosporidium spp. mediante
la comparacion con un grupo control, en terneros lactantes de una crianza artificial
colectiva expuestos bajo condiciones de campo.

Obijetivos especificos

1- Comparar la frecuencia de ocurrencia del sindrome de diarrea neonatal entre
grupos (tratamiento y control).

2- Comparar la excrecion fecal de ooquistes de Cryptosporidium spp. mediante
semicuantificacion coproparasitologica.

3- Comparar la mortalidad entre grupos.
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5. MATERIALES Y METODOS

Los protocolos de investigacion, bajo el aval CEUA de la Facultad de Veterinaria (N°
de expediente 1243), se llevaron a cabo en un establecimiento lechero ubicado en la
localidad de Campana, departamento de Colonia en el periodo comprendido entre
marzo a junio del 2022.

El mismo presentaba un historico de elevadas mortalidades anuales debidas a diarrea
por Cryptosporidium spp. confirmado por laboratorio y descartados otros
enteropatogenos.

5.1 Animales

El total de los animales utilizados en este ensayo fueron 72 hembras de raza Holstein,
Jersey y su cruza (Holstein x Jersey) (Tabla 1) en etapa de crianza artificial desde el
nacimiento hasta la novena semana de vida, las cuales fueron identificadas
individualmente con un numero de identificacién interno.

Tabla 1. Genotipos y numero de animales por tratamiento.

Tratamientos Genotipos Animales (cantidades)
H 16
A
K 18
J 2
H 14
B K 21
J 1
Total 72

H: Holando; K: Cruza; J: Jersey.
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5.2 Disefio experimental

Se realizd un ensayo experimental, doble ciego de dos tratamientos (tratamiento A
eubidtico - y tratamiento B - placebo/control). Cada tratamiento estuvo compuesto por
36 animales, los cuales fueron asignados al azar mediante un generador de numeros
aleatorios (Research Randomizer V 4.0, Urbaniak y Plous, 2013), divididos en 6
corrales de 12 animales cada uno (3 por tratamiento). El tamafo de la muestra se
calcul6 en base a los resultados obtenidos por Vélez et al. (2019), con un poder de
80% y un error tipo | de 0,05 para detectar una diferencia de medias en la excrecion
de ooquistes entre grupos.

Al tratamiento A se le administré un eubidtico (mezcla de acidos organicos [acido
lactico y citrico] y extractos de plantas [extracto de citricos, extracto de semilla de uva
y extracto de orégano]), y al tratamiento B solucion fisiologica (CINa 0,9%).

La via de administracion fue la oral, mediante una jeringa automatica con una canula
bucal apoyandola en la base de la lengua del animal, a razéon de 25 mL/animal/dia
durante los primeros 3 dias de vida, y 10 mL/animal/dia, desde el dia 4 hasta la novena
semana de vida, administrando un total de 4319 dosis via oral. Los tratamientos se
realizaron una hora posterior a la administracion de la toma de leche de la mafana
(9:30 AM). Las jeringas utilizadas eran idénticas; los envases no tenian etiqueta y su
contenido no era visible por lo que no se sabia que era lo que se estaba suministrando.

Al momento de realizar la semicuantificacion de ooquistes en cada una de las
muestras, la persona encargada de realizarlo también desconocia a que grupo
pertenecia.

5.3 Manejo preparto y posparto temprano

Se aplicaron vacunas contra enfermedades causantes del SDN y complejo respiratorio
bovino a las madres en el periodo de secado y revacunacion en el periodo de preparto,
desinfeccion de corrales con Dicloro -M -Xilenol (al ingreso y salida de animales).

Los materiales utilizados para la administracion de la leche a los terneros eran
desinfectados diariamente utilizando una solucion de hipoclorito de Na al 0,5%.

Durante el posparto inmediato, los animales fueron identificados con un niumero de
identificacion interno, se les realizé antisepsia umbilical, desparasitacion y calostrado
artificial mediante sonda bucoesofagica (dentro de las 6 horas de nacido). La calidad
del calostro suministrado (evaluacioén indirecta de la cantidad de inmunoglobulinas) se
determind mediante un refractometro de mano de grados Brix (°B) (ATAGO PAL-1,
Tokyo, Japon). Una vez realizadas estas maniobras eran trasladados a sus
respectivos corrales en el sitio en donde se realizaba la crianza.

Dentro de los primeros 5 dias de vida se tomaron muestras de sangre a través de
venopuncion yugular, con agujas y jeringas descartables y estériles, y se colocaron en
tubos secos con el rotulado correspondiente para la obtencion de suero (BD
Vacutainer, Franklin, NJ).

A partir de las muestras de suero se evalué de manera indirecta la transferencia de
inmunidad pasiva (TIP) con un refractémetro digital de grados Brix (ATAGO PAL-1,
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Tokyo, Japdn) (Godden et al., 2019; Lombard et al., 2020), utilizando una escala de 4
categorias: Excelente: = 9,4 °B; Bueno: 8,9- 9,3 °B; Bajo: 8,1- 8,8 °B; Falla: < 8,1 °B.

Se implement6 esta metodologia ya que los animales con falla en la TPI tienen
mayores chances de presentar comorbilidades (incluida la diarrea) (Lombard et al.
2020). De esta manera, buscamos poder controlar esta variable, dentro de las
limitaciones que implica un ensayo a campo en un establecimiento comercial,
mediante el fin de que no haya diferencias para la misma entre tratamientos. En caso
de existir diferencia, la misma sera utilizada como covariable durante el proceso de
ajuste del modelo estadistico.

5.4 Signos clinicos y tratamientos

Cada animal con sospecha de presentar diarrea era examinado y evaluado segun la
determinacion de ciertos parametros como ser: el sensorio (actitud), el consumo de
leche, el reflejo de succidn, la temperatura rectal y el grado de deshidratacion (Tabla
2) y score de materia fecal (Tabla 3). Con base a estos parametros, los animales eran
clasificados en categorias como se describen en la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros clinicos evaluados.

Categoria Actitud Consumo Reflejo de T° rectal TLLCy PC

de leche succion (°C)
Normal Alerta Normal Presente, 37,8-38,2 <2”
fuerte
Parado,
normal o
Leve ligeramente Normal o rl;:)e dseerr;t;’) 38,3-388 2-6 7
lento a disminuido
estimulos
. Presente, ‘s
Moderado Depresivo Disminuido débil 38,9-39,3 6-8
Grave Coma Ausente Ausente 239,4 >8 "

T°: temperatura; TLLC: Tiempo de llenado capilar; PC: Pliegue cutaneo. Adaptado de Amaral Philips
(2012), Cramer y Stanton (2015), Naylor (1989).
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Tabla 3. Escala de materia fecal en base a su descripcion y consistencia

Escala Consistencia Descripcion Foto Interpretacion

Firme
0 Normal
No diarrea
Se "amontona” pero
1 Pastosa/blanda .
mantiene la forma.
Se desparrama facilmente,
2 Liquida con particulas pero tiene particulas
solidas.
Diarrea
3 Acuosa Bien liquida, escurre.

Adaptado de Renaud, Buss, Wilms y Steele (2020).

Luego de evaluados los parametros mencionados en la Tabla 2 y Tabla 3, y segun la
gravedad que presentaran los animales, se instauraban los siguientes tratamientos:

¢ Normal: No recibia ningun tratamiento.

e Leve: Administraciéon de dos litros de SRO (Sales rehidratantes orales) al dia,
2 horas posteriores a la toma de leche, hasta que la materia fecal se normalice
(score 00 1).

e Moderado: Lo mismo que en leve mas Administracion de Sulfaprim S®
(Trimetoprim-Sulfadiazina; Fatro Fedagro, Uruguay) a una dosis de 25mg/kg
Sulfadiazina y 5 mg/kg Trimetoprim, via IM, durante 5 dias. Aplicacion de
Alivios® (Flunixin meglumina Fatro Fedagro, Uruguay) a una dosis de 1,1
mg/kg, via IM, durante 3 dias. Si al tercer dia de tratamiento no habia mejoria
(continuaba con score 2 o 3), se utilizaba de antimicrobiano (Ceftiozur, Ceftiofur
clorhidrato 5%; Weizur, Laboratorio Weizur, Argentina) a una dosis de 2,2
mg/kg, via IM, durante 5 dias.

e Grave: Lo mismo que en Moderado mas rehidratacion endovenosa.

24



5.5 Frecuencia de diarrea

Para evaluar la ocurrencia de diarrea (frecuencia e intensidad) se realizaron 2
muestreos semanales de materia fecal, de manera individual, al total de los animales.
Las muestras fueron colectadas directamente del recto, independientemente si
presentaban diarrea (score de materia fecal = 2), hasta completar 10 muestreos por
animal (quinta semana de vida).

Las mismas fueron colectadas en frascos estériles rotulados con fecha de extraccion,
numero de muestreo, caravana y numero de corral y al mismo tiempo se las clasificaba
en un score de 0 a 3, segun Renaud et al (2020), como se describe en la Tabla 3.
Luego se refrigeraron a 4°C hasta su procesamiento en el laboratorio.

Para estimar la proporcion de animales diarreicos por grupo, en cada muestreo, se
contabilizé la cantidad total de animales muestreados por tratamiento que
presentaban un score de MF = 2 (diarreicos) y se dividio por la cantidad de animales
muestreados por tratamiento (diarreicos y no diarreicos).

Al no haber contabilizado la cantidad de dias que los animales estuvieron con diarrea
y con el objetivo de ahondar en si existian diferencias en la duracién de la diarrea
entre tratamientos, se realizé una aproximacion a través de un calculo estimativo. Para
ello se utilizaron los siguientes supuestos: 1) que el animal tenga al menos 2
muestreos consecutivos con un score fecal = 2, 2) si el animal tenia 2 muestreos
consecutivos con un score fecal 2 2, luego un muestreo de 0 o 1y, nuevamente, 2
muestreos consecutivos con un score fecal = 2 fueron considerados como 2 episodios
independientes y solo se considero el primero y 3) animales que comenzaban con un
episodio diarreico y morian durante el mismo no fueron considerados.

Para realizar el calculo se utiliz la siguiente formula:
Duracion de la diarrea (dias) =

Dias de vida score MF final (< 1) — Dias de vida score MF inicial (= 2)

En donde se considerod los dias de vida que el animal presentaba al momento en que
tuvo su primer score de MF = 2 y los dias de vida en que el score de MF retorn6 a <
1.

5.6 Diagnéstico de enteropatégenos

Durante los muestreos semanales, ademas se realizd por una unica vez un pool de
materia fecal de cada corral en la segunda semana de vida con todo animal que
presenté diarrea (score fecal = 2) y se les realizé una prueba de inmunocromatografia
lateral rapida a campo (Rainbow Calf Scour 4, Bio-X Diagnostics, Jemelle, Bélgica)
para deteccion de coproantigenos contra rotavirus, Coronavirus bovino, E. coli F5
(K99) y Cryptosporidium spp (Abuelo, Havrlant, Wood, y Hernandez-Jover, 2019),
segun las indicaciones del fabricante.

Para el diagndstico de Salmonella entérica se cultivaron los mismos pooles de materia
fecal diarreicas, de manera aerobica, en caldo de tetrationato (Oxoid, cédigo CM0671)
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durante 24 — 48 horas a 37°C (caldo de enriquecimiento selectivo) y luego se
colocaron 100 ul de caldo en agar xilosalisina-desoxicolato (XLD) (Oxoid, cédigo
CMO0469). En caso de que ocurriera crecimiento de colonias sospechosas, se
realizaron pruebas bioquimicas para su identificacion segun lo descripto por Octavia
y Lan (2014).

Ante eventos de mortalidad, para lograr llegar a un diagndstico, se evaluaban los
signos clinicos que presentaban los animales y se realizaba un examen postmortem
(autopsia) (Lombard et al., 2019; McConnel et al., 2019).

5.7 Riesgo de excrecion y recuento de ooquistes

Para determinar la dinamica e intensidad de eliminacion de ooquistes de
Cryptosporidium spp. se realizaron frotis fecales individuales tefildos con auramina-
fenol y se observaron 20 campos microscopicos al azar, bajo aumento de 100x,
mediante un microscopio de epifluorescencia (Axio Lab.A1, Carl Zeiss, Alemania), con
filtro FITC (“fluorescein isothiocyanate”, excitacion de 490 nm y emision de 510 nm)
para poder realizar la semicuantificacion (Castro-Hermida, Gonzalez-Losada, Mezo-
Menéndez y Ares-Mazas, 2002; Fayer y Xiao, 2007). El valor reportado corresponde
al promedio del conteo ooquistes de los 20 campos observados por cada una de las
muestras de materia fecal de cada animal (Figura 3).

Muestra de

Frotis de MF

1 campo: 4
ooquistes

X 20 Campos

Recuento: Promedio de ooquistes de los 20 campos observados

Figura 3. Metodologia utilizada para la semicuantificacion de ooquistes.
(BioRender).
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5.8 Mortalidad

Para obtener el porcentaje de mortalidad se utilizé la siguiente formula:

. Animales muertos en el tratamiento
Mortalidad (%) = - - x 100
Total animales en el tratamiento

5.9 Andlisis estadistico

Todos los registros se recopilaron en papel para luego ingresarse en una base de
datos en formato Excel (Excel, Microsoft Corp., Redmond, WA) la cual se utilizé6 como
plantilla para el programa SAS Studio (SAS Institute, Cary, NC). La estadistica
descriptiva se presenta mediante proporciones, medias y sus desviaciones estandar
(DE, para los datos con distribucién normal) y mediana y el rango intercuartilico (IQR,
para los datos que no se distribuyan normalmente).

Para variables categoricas las diferencias entre proporciones se evaluaron mediante
Chi cuadrado o Test exacto de Fisher segun la frecuencia de proporciones observadas
en cada cuadrante de la tabla 2x2. Para variables cuantitativas continuas la diferencia
entre medias se realizé mediante t student para dos grupos y ANOVA para comparar
3 0 mas grupos o la prueba de Mann-Whitney cuando la variable cuantitativa continua
no seguia una distribucion normal en el caso de ser dos los grupos o la de Kruskal-
Walllis cuando eran mas de dos.

Para evaluar el efecto del tratamiento sobre la eliminacion de ooquistes, frecuencia de
diarrea y mortalidad, se utilizaron modelos mixtos generalizados ajustados con splines
cubicos penalizados para el suavizado de los datos. Previamente se hizo un analisis
de medias estandarizadas absolutas de las covariables (balance de las covariables)
para evaluar el grado de distribucion de las mismas entre tratamientos con el objetivo
de optimizar y evaluar la calidad de los emparejamientos evidenciando de que el
efecto estimado es cercano al verdadero efecto. Al realizar el modelaje del efecto
tratamiento sobre la excrecidon de ooquistes y la frecuencia de diarrea, los grupos
estuvieron compuestos por 33 animales cada uno, esto es asi porque no se incluyeron
5 animales que murieron y 1 que tuvo datos faltantes. Los valores de P < 0,05y P <
0,10 se tomaron como significativos y tendencias, respectivamente.

Con respecto a la excrecion de ooquistes como variable respuesta se realizé un
analisis de dos pasos: 1) primero se model6 el riesgo que un animal excretara
ooquistes y luego 2) si habia una diferencia en el recuento de ooquistes entre
tratamientos.
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6. RESULTADOS

6.1 Manejo posparto temprano

El total de los animales naci6 en el periodo comprendido entre el 01/04/2021 al
01/05/2021. A excepcion de 2 animales que fueron asistidos durante su parto (uno
correspondiente al tratamiento Ay otro al B) el resto tuvo un parto eutdcico.

Tal como se indica en la Tabla 4, los animales recibieron unos 3 litros de calostro con
una calidad de 23, 4° Brix (° B).

Tabla 4. Cantidad de animales, peso al nacimiento (media * desvio estandar), litros
de calostro suministrado [mediana (IQR)], calidad del calostro [mediana (IQR)] y
porcentaje de calostro suministrado con relacién al peso al nacimiento [mediana
(IQR)].

Trat Animales PN (Kg) Cantidad (L) Calidad (° B) % PV
A 36 29,64,9 3 (2,75-3) 23,4 (20,5-24,9) 9,4 (8,7-10,2)
B 36 31,115,3 3(2,5-3) 23,4 (20,7-25,1) 8,7 (7,8-9,8)
Total 72 30,4%5,3 3 (2,5-3) 23,4 (20,6-25) 9,3 (8-10,2)

Trat: tratamiento; PN: Peso al nacimiento; % PV: porcentaje del peso vivo.

Aunque hubo leves diferencias en la media de los pesos al nacimiento, estas no fueron
significativas (P = 0,594); tampoco hubo diferencias significativas en la cantidad (P =
0,804) y calidad de calostro suministrada (P = 0,680). Se observé una tendencia con
respecto al % del PV del calostro suministrado entre tratamientos (P = 0,06).

Con respecto a la TIP, la mediana fue de 9,45 °B (8,7-10,6). En el tratamiento A fue de
9,35 (8,6-10,5)y en el B de 9,65 (8,8-10,7), no habiendo diferencias entre tratamientos
(P=0,536).

Del total de las muestras el 53% (38/72) fueron categorizadas como excelente, el 17%
(12/72) se categorizé como bueno, el 26% (19/72) como bajo y un 4 % (3/72) como
falla en la TIP. En el Grafico 1 se detallan las categorias de TIP por tratamiento, siendo
muy similares en ambos.
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Grafico 1. a y b. Proporciones de transferencia de inmunidad pasiva segun
tratamiento.

A a B b
2; 5%
O 25%
10; 28%
18; 50%
20, 55%
6 17%
6 17%

= Excelente = Bucna - Baja = Falla ® Excelente = Buena  Baja =Falla

Como se menciondé previamente, los animales fueron alojados en 6 corrales de 12
animales cada uno (3 por tratamiento) (Foto 1). Los corrales colectivos se iban
completando segun el numero aleatorio asignado a uno u otro tratamiento hasta
completar los 12.

Foto 1. Corrales de crianza colectiva.
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6.2 Signos clinicos y tratamientos

El 29,2% (21/72) del total de terneros recibieron algun tipo de tratamiento (tuvieron
condicion leve, moderada o grave). Si comparamos el total animales tratados por
tratamiento, el 36,1% (13/36) de los animales del tratamiento A fueron tratados y el
22,2% (8/36) del tratamiento B, no habiendo diferencias significativas (P = 0,29).

Segun la categoria, el 47,6% (10/21) de los animales fueron categorizados como
leves, un 33,3% (7/21) como moderados y un 19,1% (4/21) como graves.

No se observaron diferencias en la gravedad de los cuadros diarreicos entre los
tratamientos, como se observa en la Tabla 5.

Tabla 5. Porcentaje de animales afectados por categoria del total de animales tratados
por tratamiento.

Tratamiento

Categoria Valor P
A B
Leve 31% (4/13) 75% (6/8) 0,13
Moderado 46% (6/13) 12,5 (1/8) 0,27
Grave 23% (3/13) 12,5 (1/8) 0,97

6.3 Frecuencia de diarrea y diagndstico de enteropatégenos

Como se mencioné previamente, se realizaron 2 muestreos semanales hasta
completar los 10 muestreos/animal. En promedio (xDE), cada uno de los muestreos
fue alos 2,4 (x1,47), 5,5 (£1,42), 9,4 (+1,48), 12,5 (x1,43), 16,4 (£1,48), 19,6 (£1,42),
23,4 (£1,47), 26,6 (£1,5), 30,5 (x1,46) y 33,7 (x1,35) dias de vida, respectivamente.

En el grafico 2 se presenta la proporcidén de animales con diarrea, segun tratamiento,
en cada uno de los muestreos realizados.

30



Grafico 2. Proporcion de animales con diarrea por muestreo segun cada tratamiento.
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Como se puede observar, en la mayoria de los muestreos hubo casos de diarrea
(score de MF = 2). Numéricamente se observo una mayor frecuencia de diarrea en los
muestreos del tratamiento A con respecto al B, aunque esta diferencia no fue
significativa (P = 0,348). En el tercer y cuarto muestreo se evidencio un pico en la
frecuencia de diarreas en ambos tratamientos.

En el grafico 3 se muestran los promedios de score de MF obtenidos durante los
muestreos sobre los dias de vida de los animales.

Grafico 3. Promedios de score de materia fecal (tratamientos y total) a través del

tiempo.
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Se puede observar que en la segunda semana de vida de los animales hay un
aumento de los scores de MF, en concordancia con los muestreos 3 y 4 del grafico 2,
COmo se menciono previamente.

Se obtuvo un valor estimativo de la duracion de dias de diarrea segun cada
tratamiento. El mismo [mediana (IQR)] fue de 9 (7-12) dias para el tratamiento Ay de
7 (7-7) dias para el tratamiento B (Grafico 4), siendo esta diferencia significativa (P =
0,02).

Grafico 4. Boxplot de duracién de la diarrea segun tratamiento.
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6.4 Diagnéstico de enteropatégenos

Con respecto al diagnéstico de enteropatdgenos, se realizaron 7 test
inmunocromatografia lateral rapida a campo y 7 cultivos para Salmonella entérica en
7 pooles de materia fecal diarreica. El unico enteropatégeno detectado en todos los
tests fue Cryptosporidium spp. y no hubo crecimiento de Salmonella entérica a partir
de la siembra y cultivo de los pooles.
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6.5 Riesgo de eliminacion y recuento de ooquistes

El 97,2% (70/72) de los terneros fueron positivos a Cryptosporidium spp. a través de
coprologia en, al menos, un muestreo. Los 2 animales en los cuales no se observaron
estructuras compatibles con ooquistes de Cryptosporidium spp., pertenecian uno a
cada tratamiento.

Los animales del tratamiento A tuvieron un promedio (:DE) de excrecidén de ooquistes
de 0,56 £ 2,52 y los del tratamiento B de 0,22 £ 0,96, observandose una tendencia
entre tratamientos (P= 0,085) que sugiero que aquellos terneros tratados excretaron
mas ooquistes que los terneros controles.

En los graficos 5 y 6 se puede observar la dinamica de eliminacion de los ooquistes
total y por cada tratamiento de manera individual.

Grafico 5. Dinamica de eliminacion total de ooquistes segun dias de vida.
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La excrecion comienza principalmente a partir del dia 4 y se mantiene hasta el dia 20.
Al igual que lo ocurrido con la frecuencia de diarrea, se puede observar que el pico de
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excrecion de ooquistes de Cryptosporidium spp. ocurre durante la segunda semana
de vida.

Cuando observamos la dinamica de excrecion por grupo, se puede ver que el
tratamiento A tiene una linea de tendencia mas elevada que el B (Grafico 6).

Grafico 6. Dinamica de eliminacion total de ooquistes segun dias de vida por
tratamiento.
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Sin embargo, si ponemos como punto de corte una semicuantificacion de 5 con base
a lo reportado por Castro-Hermida et al (2002) y al histograma de frecuencia de la
semicuantificacion de ooquistes (Grafico 7, ANEXO) hay un 1,9% de los conteos (13/
695) que corresponden a 11 animales con conteos superiores a 5. De esos 11, 9
corresponden al tratamiento A y 2 al B. Si excluimos estas 13 observaciones, el
promedio (xtDE) de eliminacion de ooquistes del tratamiento Aes de 0,17 (£ 0,58) y en
el tratamiento B de 0,16 (+ 0,48) desapareciendo la tendencia que existia previamente
(P =0,32).
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Al realizar el modelo mixto generalizado no hubo diferencias significativas entre
tratamientos, tanto para el riesgo de eliminacion (P = 0,1899) como para el recuento
de ooquistes (P = 0,8324), (Tabla 8 y 9, ANEXO).

6.6 Mortalidad

En el transcurso del ensayo murieron 5 animales; en la Tabla 6 se detallan algunas
caracteristicas de los mismos.

Tabla 6. Descripcion de numero de animales, dias de vida al momento del diagndstico
de diarrea y dias de vida al momento de la muerte.

Tratamiento RP Diarrea (dias) Muerte (dias) Categoria
7296 21 22 Grave
7314 12 12 Grave
A 7315 7 34 Grave
Promedio 13,3 22,7
7273 19 21 Grave
B 7319 5 6 Moderado
Promedio 12 13,5

La mortalidad total fue del 6,9% (5/72). Por tratamiento fue del 8,3% (3/36) para el
tratamiento Ay de 5,6% (2/36) para el B.

Para llegar a un diagndstico nos basabamos en los hallazgos de autopsia como
congestion en las mucosas, intestino con gas, sumado a los datos obtenidos en la
clinica, en todos, el diagnéstico fue la diarrea. Cabe mencionar que las lesiones de
varios de los enteropatdgenos causantes del SDN, incluido Cryptosporidium spp, son
inespecificos (como los mencionados previamente).

Como se muestra en la Tabla 7, no hubo diferencias entre tratamientos con respecto
a la mortalidad.

Tabla 7. Modelo de ajuste para mortalidad.

Mortalidad — %, Media MC (EE)
Diferencia Avs. B

. Valor P
Tratamiento A Tratamiento B Media (ICos%)
(n=36) (n=36)
8,3 (6,8) 5,6 (2,3) 2.8(-9,2; 14,8) 0,6450

Media MC: Media de minimos cuadrados. EE: Error estandar. IC95%: Intervalo de confianza al 95%.
Nota: Modelo aditivo (Modelo con distribucion normal, funcién de ligadura de identidad y estimadores
robustos de la varianza; efecto expresado de manera absoluta - ‘risk difference’).
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7. DISCUSION

La principal causa de muerte en crianzas artificiales es el SDN (Schild et al., 2020)
donde los principales agentes involucrados son Cryptosporidium spp., rotavirus y su
coinfeccién (Caffarena et al., 2021). Ante un brote de diarrea en muchos
establecimientos se realizan tratamientos sin tener un diagnéstico confirmado, incluso
llegandose a utilizar tratamientos preventivos en animales sanos lo que puede
ocasionar un desbalance en la microbiota, causando cuadros de disbiosis y resistencia
antimicrobiana (Schild et al., 2020).

En referencia a esto ultimo, nos orientamos a la busqueda de alternativas de
tratamientos naturales para evaluar su impacto en la frecuencia de diarrea y
eliminacion fecal de ooquistes, en terneros lecheros infectados naturalmente con
Cryptosporidium spp., donde se optd por el uso de un eubidtico.

La mayoria (96%) de los animales presentaron una buena TPI teniendo en cuenta los
parametros propuestos por Godden et al (2019) y Lombard et al (2020). Esto era
esperable teniendo en cuenta el tiempo posparto en el que se did, la cantidad y calidad
del calostro suministrado (Godden et al., 2019). Aunque no fue significativo, se
observo una tendencia en los animales del tratamiento B en el consumo de menor
cantidad de calostro expresado como % del PV. Esto fue asi debido a, que por el tipo
de animal presente en el establecimiento (Holstein Friesian, Jersey y su cruza), tienen
estandarizado el aporte de 3L de calostro asumiendo un peso al nacimiento de 30 kg
(lo que equivaldria al 10% del PV). Sin embargo, la cantidad de terneros con falla en
la TPI no difirié entre tratamientos. Conneely et al (2014) observaron, en animales de
similar genotipo al del presente ensayo, que el suministro de 8,5% del PV (3,2 L) de
un calostro de excelente calidad (>30 °B) era suficiente para alcanzar valores de IgG
circulantes compatibles con una exitosa TPI. Teniendo en cuenta que en el presente
ensayo se suministraron 3L de calostro de una calidad de 23,4 °B (compatible con 77
g de IgG/L) podemos estimar que en total se ofrecieron 231 g IgG totales a cada
animal, lo cual entra dentro del rango sugerido por la bibliografia (McGuirk y Collins,
2004).

No observamos diferencias en el total de animales tratados por signologia clinica entre
tratamientos, asi tampoco entre categorias de gravedad de la signologia clinica entre
tratamientos. El porcentaje de animales tratados fue similar a lo observado en otros
trabajos en donde se evalué también el uso de fitoquimico sobre parametros de salud
y performance (Heisler et al., 2020). La cantidad de IgG circulantes en los terneros
tiene un impacto en la morbi-mortalidad de los mismos. Lombard et al (2020)
observaron diferencias de 18,5% vy 6,1% para morbilidad y mortalidad,
respectivamente, entre terneros con excelente TPI vs terneros con falla. La mayoria
de los terneros de nuestro ensayo tuvo una adecuada TPI, lo que en parte podria
explicar esta falta de diferencia entre tratamientos. Igualmente, esta situacion estaba
contemplada, sabiendo del impacto de la TPI sobre la morbilidad, es que buscabamos
controlar esta variable mediante un buen calostrado.

En casi todos los muestreos hubo un animal con score de MF = 2 con un incremento
en la segunda semana de vida. Este hallazgo es esperable teniendo en cuenta el
enteropatégeno en cuestion (Cryptosporidium spp), los periodos de incubacion de la
mayoria de los enteropatégenos involucrados en el SDN y la baja inmunitaria que
ocurre durante la segunda semana de vida de los animales (Osorio, 2020).
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Con respecto a la frecuencia de diarreas, Sima et al (2019) realizaron un estudio
donde evaluaron la eficacia de un eubiético contra Cryptosporidium spp. Los autores
observaron que la frecuencia y el numero de dias con diarrea fue significativamente
menor en el grupo tratado comparado con el control, siendo de una duracion 4,8y 7,2
dias, respectivamente. Weyl-Feinstein et al (2014), quienes evaluaron un eubidtico
con base de extracto de granada, observaron también una menor intensidad de la
diarrea en grupo tratado versus el grupo control. En contraste con nuestro trabajo, no
se evidenciaron cambios relevantes en la frecuencia de diarrea entre animales
tratados y no tratados. Si observamos una diferencia en los dias con diarrea entre
tratamientos, paraddjicamente siendo de mayor duracién los del tratamiento A (9 vs 7
dias). No hallamos fundamentos que puedan explicar este resultado mas alla de
situaciones inherentes al establecimiento, las cuales son dificiles de controlar en
ensayos a nivel de campo (Mdller, 2022) asi como también que nuestro abordaje fue
una inferencia de los dias que un animal tuvo diarrea con base a los scores fecales
obtenidos en los muestreos y no los dias reales que el animal estuvo con diarrea.

Cabe destacar que en el trabajo de Sima et al (2019), en el cual utilizaron un eubidtico
con una composicion similar al nuestro, no queda claro la cantidad de animales
utilizados, ya que en materiales y métodos se menciona que se utiliza un numero de
animales infectados artificialmente y luego, en la parte de resultados, ademas del
grupo ya mencionado, se describe a otro grupo el cual es con una mayor cantidad de
animales los cuales estaban infectados naturalmente. Estas inconsistencias provocan
que sea dificil hacer comparaciones entre uno y otro trabajo.

Otros autores como Santos et al (2015), Selvi y Tapki (2019) y Heisler et al (2020),
también evaluaron el efecto de diferentes eubibticos sobre los scores de materia fecal
y los dias de duracién de la diarrea, no observando diferencias significativas entre
tratamientos. Estos resultados son similares a los obtenidos en el presente estudio
donde no encontramos diferencias significativas en la frecuencia de diarrea entre
animales tratados con el control.

Los diferentes resultados entre trabajos podrian deberse a las diferentes
composiciones de los eubidticos, a diferentes vias/vehiculos de administracion, los
tiempos durante el cual fueron suministrados, los sistemas de crianza utilizados, asi
como también a los diferentes tamafios muestrales. Cabe mencionar que la mayoria
de los trabajos no especifican la metodologia utilizada para calcular el tamano
muestral lo cual es sumamente importante ya que del tamafo muestral dependera el
poder estadistico (probabilidad de encontrar un efecto significativo cuando el efecto
es real).

El unico enteropatégeno diagnosticado fue Cryptosporidium spp. lo cual era una de
las premisas del presente ensayo. Aunque no se analizaron muestras para Eimeria
spp., podemos descartar que este enteropatdogeno haya sido la causa de las diarreas
por dos motivos: 1) Por el histérico del establecimiento, en donde otros afios se habian
remitido muestras para cuantificacion de ooquistes de Eimeria spp. siendo los
resultados negativos (Dario Caffarena, comunicacion personal) y 2) que teniendo en
cuenta el periodo de prepatencia de este protozoo, es de esperar que las diarreas
tengan una aparicion a partir de la finalizacién de la segunda semana de vida en
adelante (Bangoura y Bradsley, 2020) y no en la segunda semana como en nuestro
caso.
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Con respecto a la eliminacion de ooquistes, en un primer momento observamos una
tendencia con una mayor eliminacién en el tratamiento A con respecto al B. Sin
embargo, al ahondar un poco mas observamos que solo 11 animales generaban un
aumento del 69,7% en los conteos del tratamiento Ay de un 27,3% en el B. Hay que
tener en cuenta que esos valores involucraban al total de muestreos de cada
tratamiento durante todo el periodo por lo que no seria correcto sacar conjeturas al
respecto. lgualmente, como mencionamos previamente, profundizamos sobre los
datos. Esos animales podrian considerarse “super eliminadores” (Lass et al., 2013),
teniendo en cuenta la baja dosis infectiva (Zambriski et al., 2013) y la resistencia de
los ooquistes en el ambiente y a los desinfectantes, podria explicar en parte la mayor
frecuencia de diarrea que observamos de manera numeérica en el tratamiento A.

A diferencia de nuestros resultados, Weyl-Feinstein et al (2014) observaron valores
significativamente menores en la eliminacion de ooquistes en animales tratados
comparados con los del grupo control. Una diferencia entre el trabajo de estos autores
y el nuestro, es que utilizaron otro tipo de fitoquimico compuesto por un extracto
concentrado de granada. Al igual que el presente ensayo, Vélez et al (2019) no
observaron diferencias en la eliminacién de ooquistes entre el eubidtico utilizado y el
grupo control.

Si bien estos estudios comparten y/o difieren de los resultados de nuestra tesis, se
debe considerar que se utilizaron otros productos con diferente composicion; ademas
de no mencionar como se realizd el calculo del tamafio de muestra y la metodologia
utilizada en cada trabajo variaba.

Con respecto a los resultados de mortalidad de nuestra tesis no se encontraron
diferencias significativas entre tratamientos. Este dato concuerda con lo observado
por Vélez et al. (2019). Sin embargo, en el trabajo de Sima et al (2019), no observaron
muertes en el grupo tratado (58 animales) versus el grupo control, en donde murieron
4 de 61 animales. Sin embargo, no hay una diferencia estadistica; aunque en Velez et
al (2019) tampoco habia diferencia en la mortalidad (P = 0,14).

Con respecto a las limitantes que se nos presentaron en nuestro trabajo, al ser un
establecimiento comercial tuvimos que adaptarnos al manejo de los animales,
protocolos de tratamientos utilizados y a la forma de trabajo del personal. Pero
consideramos que fue una ventaja ya que, al ser un establecimiento comercial,
estuvimos bajo las condiciones de crianza artificial mas cercanas a la realidad de los
tambos de nuestro pais. También estamos en conocimiento que por la escala del
ensayo (1 solo establecimiento) los resultados obtenidos no son extrapolables; sin
embargo, el presente ensayo presenta un sélido disefio experimental, trabajo de
campo, recoleccién y analisis de muestras, recopilacion y analisis de los datos, lo cual
hace a la robustez de los resultados y conclusiones obtenidas.

Finalmente, podriamos decir que a pesar de que no obtuvimos resultados que
comprobaran la eficacia de este producto contra Cryptosporidium spp., seria
interesante seguir avanzando en la investigacion de eubidticos y otros productos
naturales como alternativas para prevencion y tratamientos de Cryptosporidium spp.,
ademas, profundizar en métodos de administracion, dosis Optimas, duracién de
tratamientos y cantidad de animales por ensayo. Insistimos en la investigacién y en
el avance de este tipo de productos (prebidticos, probidticos, fitoquimicos, aceites
esenciales) ya que hay estudios, con algunos de ellos, que demuestran su eficacia
con resultados satisfactorios.
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Ademas, existe un mayor interés en usar sustancias de origen natural para diferentes
patdgenos y disminuir el uso de antimicrobianos; por lo que los eubidticos podrian ser
una alternativa natural viable ante esta demanda. Para lograr esto, ademas del
desarrollo de nuevos productos, los mismos deben ser testeados tanto a nivel de
laboratorio como en condiciones de campo al momento de evaluar su eficacia.

Aunque no fue parte de la presente tesis, seria valioso explorar si el presente eubibtico
tiene efecto sobre parametros referidos a la performance de los animales (ganancia
de peso, perimetro toracico, altura a la cadera, etc).

Por ende, podemos decir que es un area que esta en crecimiento y en la cual hay que
continuar investigando para la generacion de informacion soélida, desde un punto de
vista cientifico, que permita a los productores la disponibilidad de productos que
tengan una eficacia validada.

8. CONCLUSION

1. El uso de un eubidtico, bajo las condiciones del presente experimento, no
evidencio un efecto en la frecuencia de diarrea entre el grupo tratado en
comparacion con el grupo control.

2. No hubo efecto en cuanto a la excrecibn de ooquistes entre ambos
tratamientos.

3. No se encontraron diferencias de mortalidad entre ambos tratamientos.
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10. ANEXO

Grafico 7. Histograma de frecuencias de conteos de ooquistes [se excluyeron los
muestreos con conteos = 0 (519) para una mejor visualizacion]
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10.1 Riesgo de eliminacion de ooquistes (% de animales que liberan ooquistes)

—Paso 1

Tabla 8. Modelo mixto generalizado para riesgo de eliminacién de ooquistes.

Eliminacion Ooq — %, Media MC (EE) . : Valor P
Muestreo Diferencia Avs. B
Tratamiento A Tratamiento B Media (ICgs%) Sin EDR
(n=33) (n=33) ajustar

1 0,0 (0,1) 3,0 (2,5) -3,2 (-8,2; 1,8) 0,2137  0,7123
2 27,1 (9,4) 24,2 (6,5) 2,9 (-9,2; 15) 0,6390 0,9473

72,6 (13,0) 72,7 (7,4) -0,1 (-31,6; 31,3) 0,9928 0,9923
4 78,6 (9,5) 63,6 (7,4) 15,0 (-0,9; 31,0) 0,0651 0,3255
5 33,2 (4,3) 303 (4,9) 2,9 (-10,1; 15,9) 0,6631  0,9473
6 15,0 (8,2) 12,1 (2,5) 2,9 (-16,7; 22,5) 0,7723  0,9654
7 8,9 (4,3) 3,0 (2,5) 59 (-7,2;19,1) 0,3775 0,8372
8 2,9 (2,4) 3,0(2,5) -0,1 (-8,6; 8,3) 0,9733  0,9928
9 15,0 (8,2) 6,1 (4,9) 8,9 (-12,8; 30,7) 0,4186 0,8372
10 12,0 (4,1) 0,0 (—) 12,0 (3,9; 20,1) 0,0038  0,0380

Media MC: Media de minimos cuadrados. EE: Error estandar. 1Ces%: Intervalo de confianza al 95%. FDR: False
Discovery Rate adjustment

10.2 Recuento de Ooquistes sélo considerando animales que eliminan
ooquistes — Paso 2

Tabla 9. Modelo mixto generalizado para recuento de ooquistes.

Recuento Ooquistes — Media

MUestreo MC (EE) Ratio A vs. B Valor P
Tratamiento A Tratamiento B Media (ICes5%) Sin EDR
(n=33) (n=33) ajustar
2 0,28 (1,89) 0,35 (1,96) 0,81 (2,53; 2,72) 0,8574 0,9759
3 0,53 (1,53) 0,54 (1,53) 0,98 (1,83; 2,72) 0,9759 0,9759
4 0,79 (1,55) 0,53 (1,59) 1,48 (1,90; 2,72) 0,6493 0,9759
5 0,23 (1,69) 0,38 (1,72) 0,59 (2,13; 2,72) 0,6160 0,9759
6 0,04 (1,42) 0,09 (1,44) 0,48 (1,66; 2,72) 0,3850 0,9759
7 0,09 (1,37) 0,06 (1,43) 1,59 (1,62; 2,72) 0,5097 0,9759
8 0,05 (2,85) 0,11 (2,90) 0,40 (4,45; 2,72) 0,6488 0,9759
9 0,06 (1,43) 0,06 (1,58) 1,13 (1,79; 2,72) 0,8724 0,9759

Media MC: Media de minimos cuadrados. EE: Error estandar. ICgese: Intervalo de confianza al
95%. FDR: False Discovery Rate adjustment.
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10.3 Riesgo de diarrea

Tabla 10. Modelo mixto generalizado para riesgo de diarrea.

Incidencia de diarrea — %, Media

Muestreo MC (EE) Diferencia A vs. B valor P
Tratamiento A Tratamiento B Media (ICgs5%) Sin EDR
(n=33) (n=33) ajustar
1 9,0 (4,8) 6,1 (2,5) 3,0(-7,4;13,3) 0,5752 0,6341
2 27,2 (6,1) 24,2 (6,5) 3,0(-9,2; 15,1) 0,6341 0,6341
3 78,7 (4,1) 57,6 (10,8) 21,1 (-7,6; 49,9) 0,1488 0,3720
4 63,6 (2,3) 57,6 (8,9) 6,0 (-15,2; 27,2) 0,5793 0,6341
5 42,4 (3,7) 33,3(9,9) 9,0 (-17,2; 35,3) 0,5001 0,6341
6 33,3(7,4) 18,2 (4,3) 15,1 (-1,8; 32,0) 0,0798 0,2660
7 18,1 (7,5) 9,1(7,4) 9,0 (-12,6; 30,6) 0,4132 0,6341
8 6,0 (4,7) 15,2 (2,5) -9,2 (-23,3; 5,0) 0,2035 0,4070
9 6,0 (2,1) 0,0 (-) 6,0 (1,9; 10,0) 0,0039 0,0195
10 3,0(2,4) 27,3 (7,4) -24,3 (-34,2;-14,5) <0,0001 < 0,0001

Media MC: Media de minimos cuadrados. EE: Error estandar. ICgse: Intervalo de confianza al 95%. FDR:
False Discovery Rate adjustment.
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