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RESUMEN

Los objetivos de esta tesis fueron: 1) identificar enfermedades
infecciosas/protozoarias de terneras/os lecheras/os asociadas al sindrome de diarrea
neonatal, a falla en la transferencia pasiva de inmunidad (FTPI) y a mortalidad en
rodeos comerciales, 2) caracterizar especies y subtipos de Cryptosporidium
detectados en terneras/os neonatas/os de tambos del pais para y determinar su
eventual potencial zoonético y su distancia con fuentes de aguas superficiales
colectadas por plantas potabilizadoras de agua para consumo humano y 3) estimar
las peérdidas econOomicas nacionales debidas a mortalidad de terneras lecheras
durante el periodo de crianza para el sector primario en Uruguay. Para el primer
objetivo se realiz6 un estudio de casos y controles de terneros diarreicos (n = 264) y
no diarreicos (n = 271) de hasta 30 dias de edad de 27 establecimientos. Las heces se
analizaron mediante un ELISA de captura de antigeno para Cryptosporidium spp.,
rotavirus, coronavirus bovino y Escherichia coli F5+, y mediante cultivo selectivo
para Salmonella enterica. La sangre/suero se analizd por RT-PCR o ELISA para
deteccion del virus de la diarrea viral bovina. El suero de terneros de < 8 dias (n =
95) se evalué mediante refractometria para determinar la concentracion de proteinas
totales en suero (PTS). Mediante un cuestionario se registr6 si los terneros
muestreados murieron antes del desleche (periodo de crianza). Cryptosporidium spp.
y rotavirus fueron los Unicos patdgenos que se asociaron estadisticamente con
diarrea. Los terneros diarreicos, los terneros infectados con cualquiera de los
patégenos y los terneros infectados con rotavirus tuvieron concentraciones
significativamente mas bajas de PTS, sugiriendo una FTPI. Los terneros diarreicos
tuvieron mayor probabilidad de morir antes del desleche que los no diarreicos. Los
terneros diarreicos infectados con S. enterica también tuvieron mayor probabilidad
de morir. Para el segundo objetivo se seleccionaron heces de 255 terneros (170
diarreicos y 85 no diarreicos) que habian resultado positivas para Cryptosporidium
spp._por ELISA de antigeno, y se procesaron mediante PCRs anidadas dirigidas a los
genes 18S rRNA y gp60, seguidas de secuenciacion para identificar los subtipos de
C. parvum. En 166 muestras se detectaron 7 subtipos de C. parvum de los cuales 5
son zoonoticos. El subtipo 11aA15G2R1 fue el méas frecuente (53,6%; 89/166),
sequido por 11aA20G1R1 (24,1%; 40/166), 11aA22G1R1 (11,4%; 19/166),
11aA23G1R1 (3,6%; 6/166), 11aA17G2R1 (3%; 5/166), 11aA21G1R1 (2,4%; 4/166)
e 11aA16G1R1 (1,8%; 3/166). No hubo diferencias significativas en las proporciones
de terneros diarreicos y no diarreicos infectados con ninguno de los subtipos. Se
detectaron dos conglomerados espaciales, uno de los cuales se superpuso con
Montevideo y la principal planta de potabilizacion de agua (Aguas Corrientes) que
abastece esta ciudad a partir del rio Santa Lucia. Los terneros infectados en todos los
establecimientos se encontraban dentro de los 20 — 900 m de un curso de agua
superficial natural que drenaba los campos, 10 de los cuales fluian hacia seis plantas
de potabilizacion de agua ubicadas entre 9 y 108 km aguas abajo. Cuatro de estos
cursos de agua fluian rio abajo hacia Aguas Corrientes. Para el tercer objetivo se
desarroll6 un modelo bioecondmico en Excel para simular la vida productiva de una
hembra lechera bajo las condiciones de manejo y alimentacion promedio de los
establecimientos lecheros uruguayos. El costo total de criar una ternera desde el
nacimiento hasta el desleche a los 75 dias de vida fue de US$ 129,74 (US$ 1,77
ternera/dia) y desde el nacimiento hasta el primer parto a los 33 meses de vida de
US$ 589,89 (US$ 0,58/dia), siendo los costos de alimentacion y de mano de obra los
principales contribuyentes al costo total durante estos periodos. La edad al repago de
52,7 meses de vida. El lucro cesante (costo de oportunidad) de una ternera que

\



muere durante la etapa de crianza fue, en promedio, de US$ 2678,6, estimandose
una pérdida de US$ 64.382.829 a nivel del sector primario en los afios 2014 — 2020.
Las diarreas neonatales infecciosas/protozoarias y la FTPlI se asocian a
morbimortalidad. Los terneros lecheros son reservorios de enteropatdgenos
zoonoOticos y representan una potencial via de contaminacién de cursos de agua
superficial captada por plantas potabilizadoras de agua para consumo humano vy la
mortalidad de terneras en la crianza causa perdidas econdmicas multimillonarias
para el sector primario en Uruguay.

Palabras claves: diarrea — mortalidad neonatal — falla en la transferencia pasiva de

inmunidad — subtipos de Cryptosporidium — aguas superficiales — lucro cesante —
costos — crianza de terneros.
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SUMMARY

The objectives of this thesis were to: 1) identify infectious diseases of dairy calves
associated with neonatal diarrhea syndrome, failure of passive transfer of immunity
(FPTI) and mortality in commercial dairy herds, 2) characterize Cryptosporidium
species and subtypes detected in neonatal calves to determine their eventual
zoonotic potential and the risk of contamination of surface water and 3) estimate the
national economic losses to the primary sector due to mortality of dairy heifer calves
during the rearing period in Uruguay. For the first objective, a case-control study of
diarrheic (n = 264) and non-diarrheic (n = 271) calves up to 30 days of age from 27
farms was conducted. The feces were analyzed by an antigen capture ELISA for the
detection of Cryptosporidium spp., rotavirus, bovine coronavirus and Escherichia
coli F5+, and selective bacterial cultures for Salmonella enterica. The blood/serum
was tested by RT-PCR or ELISA for bovine viral diarrhea virus. The serum of
calves < 8 days (n = 95) was evaluated by refractometry to determine the
concentration of total proteins in serum (TPS). Whether the sampled calves died
before weaning (rearing period) was recorded through a questionnaire.
Cryptosporidium spp. and rotavirus were the only pathogens that were statistically
associated with diarrhea. Diarrheic calves, calves infected with any of the pathogens
and calves infected with rotavirus had significantly lower concentrations of TPS,
suggestive of FPTI. Diarrheic calves were more likely to die before weaning than
non-diarrheic ones. Diarrheic calves infected with Salmonella enterica were also at
increased risk of mortality. For the second objective, feces from 255 (170 diarrheic
and 85 non-diarrheic) calves that had tested positive for Cryptosporidium spp. by
antigen ELISA were processed using nested PCRs targeting the 18S rRNA and gp60
genes, followed by sequencing to identify C. parvum subtypes. In 166 calves 7
subtypes of C. parvum were detected, 5 of which are zoonotic. The 1laA15G2R1
subtype was the most frequent (53.6%, 89/166), followed by 11aA20G1R1 (24.1%,
40/166), 11aA22G1R1 (11.4%, 19/166), 11aA23G1R1 (3.6%; 6/166), 11aA17G2R1
(3%, 5/166), 11aA21G1R1 (2.4%, 4/166) and 11aA16G1R1 (1.8%, 3/166). There
were no significant differences in the proportions of diarrheic and non-diarrheic
calves infected with any subtype. Two spatial clusters were detected, one of which
overlapped with Montevideo and the main water treatment plant (Aguas Corrientes)
that provides drinking water to this city. The infected calves in all farms were within
20 - 900 m of a natural surface watercourse that drained the farmlands, 10 of which
flowed to 6 water potabilization plants located between 9 and 108 km downstream.
Four of these watercourses flowed downstream into Aguas Corrientes. For the third
objective, a bioeconomic model was developed to simulate the productive life of a
dairy female under the average feeding and management conditions of Uruguayan
dairy farms. The total cost of raising a calf from birth to weaning at 75 days of age
was US$ 129.74 (US$ 1.77/day) and from birth to first calving at 33 months of age
was US$ 589.89 (US$ 0.58/day). Feeding and labor costs were the main contributors
to the total cost during these periods. The repayment age was 52.7 months.
Infectious/protozoal agents and FPTI are associated with morbimortality in the
rearing period. Dairy calves are reservoirs of zoonotic enteric pathogens and pose a
potential risk of contamination of surface water that is captured by water
potabilization plants for human consumption. Dairy heifer calf mortality causes
multimillionaire economic losses for the primary sector in Uruguay. The average
loss of earnings of a heifer calf that dies during the rearing period was US$ 2,678.6,
estimating a national loss of US$ 64,382,829 for the primary sector from 2014 to
2020.

vii



Key words: diarrhea — neonatal mortality — failure of passive transfer -
Cryptosporidium subtypes - surface waters - profit loss - costs — calf rearing.
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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES ESPECIFICOS

La actividad lechera en Uruguay representa un importante eslabon
productivo. Su alcance traspasa los aspectos socioecondmicos, implicado miles de
puestos de trabajo y sustento para las familias uruguayas (MGAP-DIEA, 2019).
Debido a la pandemia en curso ocasionada por el SARS-CoV-2 (COVID-19), los
mercados mundiales han sufrido abruptas caidas, debiendo los paises tomar medidas
para adaptarse, pese a la incertidumbre de la efectividad de las mismas, para mitigar
el impacto en su economia. Sin embargo, potencias mundiales productoras de leche
como Estados Unidos e India son los dos epicentros de la crisis lechera mundial
(IFCN, 2020). Esto se presenta como una oportunidad para otros paises productores
de alimentos, como Uruguay, donde por ahora la situacion socioeconémica se ha

mantenido mas estable que otros paises del mundo y la region (Capurro et al., 2020).

En Uruguay, las existencias nacionales de ganado lechero no han
evidenciado un crecimiento significativo en las ultimas décadas (MGAP-DIEA,
2019), posiblemente debido a combinaciones de altas tasas de descarte y/o
mortalidad, baja eficiencia reproductiva e insuficiente reposicion de
terneras/vaquillonas, entre otras causas. Una encuesta de representatividad nacional
realizada por el Instituto Nacional de la Leche (INALE) estimé que 30-55% de los
productores lecheros no contaba con una cantidad de vaquillonas de reposicion
suficiente para mantener estable la cantidad de cabezas en su rodeo (INALE, 2014),
valor similar al reportado por el Departamento de Agricultura de Estados Unidos
(United States Department of Agriculture, -USDA-) a principio de la década del
2000 (USDA, 2002). La mortalidad anual de terneros lecheros en la crianza fue
investigada recientemente a nivel nacional por Schild et al. (2020), quienes
realizaron un estudio retrospectivo del ciclo productivo 2013/2014, y estimaron que
el 15,2% de los terneros lecheros nacidos en Uruguay murieron en los primeros 75
dias de vida (mortalidad perinatal y en la crianza). Teniendo en cuenta informacion
recopilada por el INALE en el afio 2014, estos valores ascenderian a un ndmero
superior a los 24200 terneros (Jorge Artagaveytia, INALE, comunicacion personal
2020). Valores de mortalidad similares fueron estimados en la encuesta nacional
realizada por el INALE (2014), con 4,6% de mortalidad perinatal y 9,9% de
mortalidad en las guacheras (Jorge Artagaveytia, INALE, comunicacion personal
2020).



Muiltiples factores pueden determinar la mortalidad de terneros lecheros,
entre ellos, los mas importantes son las enfermedades infectocontagiosas neonatales
y los problemas asociados a la transferencia de la inmunidad pasiva (inadecuado
calostrado). El principal problema clinico asociado a mortalidad en terneros lecheros
mundialmente es el sindrome de diarrea neonatal (SDN), pudiendo representar mas
del 50% de las muertes de terneros (USDA, 2010). Schild et al. (2020) en su estudio
de representatividad nacional, determinaron que la mayoria de los productores
lecheros de Uruguay identificaba signos clinicos digestivos (principalmente diarrea),
y en segundo lugar signos respiratorios, previo a la muerte de los terneros. EI SDN
es multietiolégico y multifactorial, pudiendo ser causado por virus, bacterias y/o
protozoos. Varias causas infecciosas y parasitarias del SDN en tambos de Uruguay
han sido investigadas recientemente por la Plataforma de Investigacion en Salud
Animal (PSA) del Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria (INIA) La
Estanzuela. Agentes tales como Cryptosporidium spp., rotavirus, coronavirus
bovino, Escherichia coli y Salmonella enterica serovar Typhimurium, entre otros,
han sido identificados en un nimero importante de terneros diarreicos (Caffarena et
al., 2016; Aréoz et al., 2017; Caffarena, 2017; Casaux, 2018; Castells et al., 2018;
Casaux et al., 2019; Castells et al., 2019b). Estos trabajos abordan agentes
etioldgicos individuales o, a lo sumo, el estudio de dos de estos agentes (Caffarena,
2017), por lo que estudios que aporten informacion epidemiol6gicamente confiable
y s@lida, en donde se estudien conjuntamente multiples agentes involucrados en el
SDN vy sus interacciones, asi como también la falla en la transferencia pasiva de
inmunidad (FTPI) y la mortalidad, son necesarios. Este es otro de los objetivos de la
presente tesis.

Por otro lado, varios de los agentes involucrados tienen, ademas, importancia
para la salud publica, dado que son zoondticos. Entre estos agentes se encuentra el
protozoo Cryptosporidium parvum (Xiao & Feng, 2008). Numerosos brotes de
criptosporidiosis humana han ocurrido mundialmente por consumo de agua de red y
alimentos contaminados (CDC, 2011; Helmy et al., 2014; Widerstrém et al., 2014),
por exposicidn a aguas recreacionales (piscinas, lagos, entre otros), o por contacto
directo con animales infectados (Smith et al., 2004; CDC, 2011; Hancock-Allen et
al., 2017).

Caffarena (2017) realiz0 un estudio en 30 establecimientos lecheros
comerciales de 7 departamentos de Uruguay que incluyé 556 terneros de menos de

30 dias de vida. Dicho estudio revelé una amplia distribucion y frecuencia de
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infeccion por Cryptosporidium spp., abarcando 100% de los establecimientos y
48,2% de los animales evaluados, demostrando una amplia distribucion de este
patdgeno en terneros lecheros. Ademas, se encontr6 una asociacion estadisticamente
significativa entre la infeccion por este agente y la manifestacion de diarrea neonatal
en los terneros, particularmente en las primeras dos semanas de vida. La
criptosporidiosis fue considerada entre las enfermedades humanas emergentes en
Uruguay en la década de 1990 (Conti Diaz, 2001). Cryptosporidium spp. fue
identificado por primera vez en el pais como causante de diarrea aguda infantil en
1986 (Zanetta et al. 1987), y posteriormente se estimo que era responsable de 8,5 a
11% de los casos de dicha condicion (Schelotto et al., 1991; Torres et al., 2001). La
alta frecuencia de infeccién por Cryptosporidium spp. en terneros en Uruguay hace
hipotetizar acerca del rol de los bovinos como reservorios de especies y subtipos
zoondticos, dado que algunos subtipos de Cryptosporidium parvum tienen el
potencial de infectar al humano (Xiao & Fayer, 2008). A pesar de esto, en Uruguay
se desconocia hasta el momento de realizar esta tesis cudles eran las especies de
Cryptosporidium que infectan a los bovinos y si los subtipos circulantes en los
bovinos eran zoondticos.

Los terneros son grandes amplificadores bioldgicos de este agente, siendo la
principal fuente de infeccion hacia otros bovinos (Barrington et al., 2002), dado que
eliminan una gran cantidad de ooquistes infectivos por gramo de materia fecal. Los
ooquistes son extremadamente resistentes, siendo fuentes de infeccion para los
humanos a través de aguas superficiales contaminadas (lagos, rios), agua potable
municipal (ya que los ooquistes son en gran medida resistentes a los procesos de
potabilizacion convencionales), agua recreativa (piscinas, parques infantiles de
agua), alimentos y ganado infectado (CDC, 2011; Widerstrom et al., 2014;
Brankston et al., 2018). Realizar una caracterizacion molecular a nivel de especies y
subtipos de Cryptosporidium de origen bovino y evaluar la distancia de las crianzas
en donde se alojan los terneros infectados hacia los cursos de agua superficiales
naturales, para analizar indirectamente su potencial de transmision al humano, es de
suma importancia para identificar un posible impacto sobre la salud pablica. Este es
otro de los objetivos de esta tesis.

A pesar de que las mortalidades reportadas en Uruguay son elevadas, no hay
estimaciones precisas de su impacto para la economia nacional. Algunos trabajos de
otros paises han hecho estimaciones de las pérdidas econOomicas debidas a

mortalidad de terneros a nivel de establecimientos (Kossaibati & Esslemont, 1997;
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Razzaque et al., 2009). Sin embargo, no se dispone de bibliografia de Uruguay sobre
esta tematica, ya sea a nivel del rodeo nacional o de establecimientos. Estimar estas
pérdidas a nivel del sector primario usando un modelo deterministico dinamico de

simulacion bioeconémica es el dltimo de los objetivos de esta tesis.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El principal signo clinico asociado a mortalidad de terneros lecheros en
Uruguay es la diarrea (Schild, 2017; Schild et al., 2020). En la cuenca suroeste y
centro sur se han identificado algunas de las causas de enfermedad y muerte en
terneros lecheros a nivel individual, pero esta informacidn es escasa si se tiene en
cuenta las caracteristicas multietiologicas y multifactoriales del SDN. Este
conocimiento es fundamental para la toma de decisiones e instauracién de medidas

de manejo, control y prevencion.

Por otra parte, varias de las enfermedades que ocurren en los terneros son
zoonosis, entre ellas la criptosporidiosis, que es causa diagnosticada de diarrea
aguda en infantes de Uruguay. Conocer la presencia y frecuencia de especies y
subtipos zoondticos de Cryptosporidium y si existe el riesgo de contaminacion de las

aguas superficiales naturales es otro de los problemas a abordar en la presente tesis.

La cria y recria de bovinos lecheros debe ser eficiente para que los sistemas
de produccion lechera sean econémicamente rentables. Si bien el conocimiento del
costo de cria de terneras ha sido evaluado por varios autores en otras partes del
mundo en los ultimos 20 afios (Gabler et al., 2000; Tozer & Heinrichs, 2001; Mohd
Nor et al., 2012; Heinrichs et al., 2013; Boulton et al., 2017), los trabajos
disponibles no abordan el lucro cesante, es decir cuanto se deja de ganar durante
toda la vida productiva del animal, debido a pérdida de terneras por mortalidad en la
etapa de crianza. En Uruguay, un 15,2% de los terneros (hembras y machos) paridos
anualmente muere antes de los 75 dias de vida (Schild et al., 2020), lo que
representa un elevado nimero de animales, y a su vez presupone una elevada
pérdida en términos econdmicos, que hasta la realizacion de esta tesis no habia sido
dimensionada. Estimar el impacto econdmico de estas muertes a nivel nacional es
clave para tomar nocién de su importancia y eventualmente evaluar el costo-

beneficio para la implementacion de estrategias de mitigacion de estas muertes.



HIPOTESIS

Hay enfermedades infectocontagiosas causales de diarrea neonatal y factores
relacionados que son responsables por mortalidad de terneras/os antes del
desleche en rodeos lecheros comerciales del pais.

Las/os terneras/os lecheras/os son reservorios de subtipos zoonoticos de
Cryptosporidium parvum, y representan un riesgo potencial de
contaminacion de aguas superficiales.

La mortalidad de terneras lecheras resulta en importantes pérdidas

economicas para el sector primario en Uruguay.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar mdltiples etiologias de diarrea neonatal y fallas en el calostrado en

asociacion con morbimortalidad de terneros, estimar la frecuencia de especies y

subtipos zoondticos de Cryptosporidium y las distancias entre las crianzas y el curso

de agua superficial mas cercano y estimar las pérdidas econdémicas debidas a

mortalidad de terneras lecheras en Uruguay (sector primario).

Objetivos especificos

Identificar y describir enfermedades infectocontagiosas de terneras/os
lecheras/os de Uruguay, asociadas al SDN, a FTPI y a mortalidad en rodeos
comerciales (Capitulo I).

Caracterizar especies y subtipos de Cryptosporidium detectados en
terneras/os neonatas/os de tambos de Uruguay en 2016, para determinar su
eventual potencial zoonotico y riesgo de contaminacion de aguas
superficiales (Capitulo I1).

Estimar las pérdidas econdmicas nacionales debidas a mortalidad de terneras
lecheras durante el periodo de crianza, a nivel de la produccion primaria en

Uruguay (Capitulo I11).



ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION
La presente tesis esta dividida en 3 capitulos que abordan cada uno de los

objetivos especificos.

Capitulo I: Causas del sindrome de diarrea neonatal y mortalidad en terneros
lecheros de tambos en Uruguay:

Para el este objetivo especifico se tomaron muestras de terneros diarreicos y
no diarreicos de hasta un mes de vida de tambos comerciales que estaban
experimentando brotes espontaneos del SDN, mediante un estudio de casos y
controles apareados por establecimiento.

Los resultados de esta investigacion se encuentran publicados en la revista

“Brazilian Journal of Microbiology ”, con la siguiente autoria y titulo:

Caffarena RD, Casaux ML, Schild CO, Fraga M, Castells M, Colina R, Maya L,
Corbellini LG, Riet-Correa F, Giannitti F. (2021). Causes of neonatal calf diarrhea and
mortality in pasture-based dairy herds in Uruguay: a farm-matched case-control study. Braz.
J. Microbiol. | doi: 10.1007/s42770-021-00440-3.

Capitulo 11: Caracterizacion de especies y subtipos de Cryptosporidium y
distancias entre las crianzas con terneros infectados y los cursos de agua
superficiales y puntos de toma de agua superficiales de plantas potabilizadoras:

Para el segundo objetivo especifico, se usé un banco de muestras de materia
fecal de terneros lecheros neonatos diarreicos y no diarreicos, de hasta 30 dias de
edad, recolectadas en 29 establecimientos en el afio 2016, las cuales corresponden al
Capitulo | de la presente tesis y al estudio de Caffarena (2017). Se utilizé la
georreferenciacion de los establecimientos, la elevacion y pendiente del terreno, el
mapa de cursos de agua naturales del Uruguay Yy la ubicacién de las plantas de aguas
potabilizadores para calcular las distancias, teniendo en cuenta la pendiente del
terreno para el drenaje, mediante el uso de un software libre de informacién
geografica.

Los resultados de esta investigacion se encuentran publicados en la revista
“Frontiers in Veterinary Science”, seccion “Parasitology” dentro del tépico de
investigacion “Neglected and Under-Researched Parasitic Diseases of Veterinary and

Zoonotic Interest™:

Caffarena RD, Meireles MV, Carrasco-Letelier L, Picasso-Risso C, Santana BN,

Riet-Correa F, Giannitti F. (2020). Dairy calves in Uruguay are reservoirs of zoonotic



subtypes of Cryptosporidium parvum and pose a potential risk of surface water
contamination. Front. Vet. Sci. | doi: 10.3389/fvets.2020.0056

Capitulo I11: Estimacion de las pérdidas economicas debidas a mortalidad de
terneras lecheras durante el periodo de crianza para el sector primario de
Uruguay:

Para el tercer objetivo se desarroll6 un modelo bioeconémico dindmico y
deterministico que simula las diferentes etapas de una hembra lechera durante su
vida datil. EI modelo integra informacion proveniente de encuestas, datos nacionales
y expertos en distintas areas de la produccion lechera, a fin de representar
situaciones modales que permiten estimar el impacto productivo y econémico de
distintas variables, escenarios y situaciones a nivel de la produccion primaria.

Esta modelacion y estimacion de pérdidas econdmicas se realizd en forma
participativa con la colaboracion de representantes de Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires
(Eduardo Ponssa Ing. Agr., MSc.,, UNCPBA, Argentina) y de técnicos
especializados en sistemas de produccion lecheros de INIA (Santiago Farifia Ing.
Agr., PhD.; Alejandro Mendoza Ing. Agr., MSc., PhD.), INALE (Jorge Artagaveytia
Ing. Agr.), el Instituto Nacional para el Mejoramiento Lechero (Fernando Sotelo
Ing. Agr., MBA) (MU, Uruguay) y de la Cooperativa Nacional de Productores de
Leche (CONAPROLE).



INVESTIGACION
Capitulo I: Causas de diarrea neonatal y mortalidad en terneros lecheros de

tambos en Uruguay

Resumen

El SDN y la mortalidad de terneros causan pérdidas significativas a la industria
lactea. En Uruguay, la mortalidad de terneros de razas lecheras antes del destete es
alta (15,2%); sin embargo, las causas de estas pérdidas son en gran medida
desconocidas. Este estudio tuvo como objetivo evaluar la asociacién de varios
patogenos con el SDN y/o muerte de terneros lecheros, y si estas infecciones, la
diarrea o la muerte de los animales se asociaron con el fallo de la transferencia
pasiva de inmunidad (FTPI). Se tomaron muestras de terneros contemporaneos
diarreicos (n = 264) y no diarreicos (n = 271) de 1 a 30 dias de edad de 27 tambos de
6 departamentos (San José, Rio Negro, Colonia, Flores, Florida y Soriano) que
estaban experimentando brotes espontaneos del SDN. Las heces se analizaron
mediante un ELISA de captura de antigeno para Cryptosporidium spp., rotavirus,
coronavirus bovino (BCoV) y Escherichia coli F5+, RT-PCR para astrovirus bovino
(BoAstV) y cultivos bacterianos para Salmonella enterica. La sangre/suero se
analizd por RT-PCR o ELISA de captura de antigeno para el virus de la diarrea viral
bovina (BVDV). El suero de terneros de < 8 dias (n = 95) se evalu6 mediante
refractometria para determinar la concentracion de proteinas totales en suero (PTS)
como un indicador de FTPI. Mediante un cuestionario se registré si los terneros
muestreados murieron antes del desleche (periodo de crianza). Se detecté al menos
uno de los patdégenos bajo estudio en el 65,4% de los terneros, este porcentaje fue
significativamente mayor en los terneros diarreicos (83,7%) frente a los no
diarreicos (47,6%). Cryptosporidium spp. y rotavirus fueron los Gnicos patdgenos
que se asociaron estadisticamente con diarrea. Los terneros diarreicos, los terneros
infectados con cualquiera de los patégenos y los terneros infectados con rotavirus
tuvieron concentraciones significativamente mas bajas de PTS. Los terneros
diarreicos tuvieron mayor probabilidad de morir antes del desleche que los no
diarreicos, asi como también la tuvieron los terneros diarreicos infectados con S.
enterica. Controlar el SDN, la salmonelosis, la criptosporidiosis y las infecciones
por rotavirus, y mejorar las practicas de manejo del calostro ayudaria a reducir la

morbilidad y mortalidad de los terneros en los tambos de Uruguay.

Introduccion



La produccion lechera en Uruguay es una actividad importante, tanto
sociocultural como econdémicamente, siendo el pais uno de los mayores
consumidores per cépita de productos lacteos en América Latina (FAO-FEPALE,
2012), y exportando, aproximadamente, el 70% de la leche producida (MGAP-
DIEA, 2019). Los sistemas de produccion lechera uruguayos se basan
principalmente en pasturas, representando estas el 75% de la dieta (Farifia &
Chilibroste, 2019). De 1985 a 2016, la produccidon de leche crecid linealmente a una
tasa de 3,2%/afio, pero con una reduccion en el nimero de establecimientos y de la
superficie asignada a la produccion lechera. Este crecimiento se debio al aumento de
las tasas de reposicion, el aumento de la produccion individual y de la relacion vaca
en ordefie:vaca seca (MGAP-DIEA, 2019), lo que indica un proceso de
intensificacion de los sistemas. Sin embargo, las existencias nacionales de ganado
lechero no crecieron significativamente en la Gltima década (MGAP-DIEA, 2019),
lo que en parte se ha atribuido a la alta mortalidad anual de terneros lecheros
(15,2%) a nivel nacional desde el nacimiento hasta el desleche (Schild et al., 2020).
A pesar de esto, hay poca informacion disponible en la literatura cientifica sobre las

causas de las enfermedades y la muerte de terneros lecheros en el pais.

El SDN es la principal causa de morbilidad y mortalidad de terneros lecheros
dentro del primer mes de vida (Urie et al., 2018; Schild et al., 2020). Los terneros
afectados sufren de deshidratacion, desequilibrios electroliticos y acidosis
metabolica que, si no se tratan precozmente, pueden provocar la muerte (Foster &
Smith, 2009). Dentro de los efectos a largo plazo que ocasiona el SDN, se puede
nombrar una menor ganancia de peso y desarrollo corporal, una mayor edad al
primer parto y una menor produccion de leche en la primera lactancia, lo que se
traduce en pérdidas econdmicas significativas para el sector (Donovan et al., 1998;
Heinrichs & Heinrichs, 2011). Siendo la principal causa de morbilidad y mortalidad
de terneros lecheros, el SDN impacta como indicador del bienestar de los terneros
recién nacidos (Uetake, 2013) y en el uso excesivo de antibidticos con un potencial
desarrollo de resistencia antimicrobiana (McEwen & Fedorka-Cray, 2002; Afema et
al., 2019).

El SDN es un sindrome complejo y multifactorial, que puede ser causado por
varios agentes infecciosos y parasitarios, incluidos virus (rotavirus, coronavirus
bovino -BCoV-y el virus de la diarrea viral bovina -BVDV-), bacterias (Escherichia

coli enterotoxigénica y enteropatdgena/enterohemorragica y Salmonella enterica) y
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protozoos (Cryptosporidium spp. y Eimeria spp.) (De La Fuente et al., 1998; Cho &
Yoon, 2014; Uzal et al., 2016; Gomez & Weese, 2017), algunos de los cuales son
zoonoticos. Aunque en condiciones de campo BVDV raramente causa diarrea en los
terneros neonatos que reciben a través del calostro anticuerpos neutralizantes, si
existe una asociacion con mortalidad perinatal y neonatal debido a infecciones
congeénitas (Taylor et al., 1997; Van Campen et al., 2000). Se sospecha que otros
agentes que infectan terneros neonatales, como el astrovirus bovino (BoAstV),
desempefian un papel causal en el SDN, aunque los intentos de reproducir
experimentalmente la diarrea en terneros gnotobioticos no han tenido éxito (Woode
& Bridger, 1978), y la informacion disponible de los estudios de campo es limitada
(Gémez & Weese, 2017).

El estudio de la causalidad en brotes espontaneos de enfermedades con
etiologias multifactoriales es un desafio y requiere pruebas de laboratorio
exhaustivas para varios patdgenos. Los agentes que causan el SDN se pueden
encontrar tanto en terneros diarreicos como no diarreicos, asi como también durante
el desarrollo de un brote es comdn encontrar coinfecciones por dos 0 mas agentes
causales (Uhde et al., 2008; Bartels et al., 2010; Cho et al., 2013); lo que dificulta la
interpretacion de los resultados de las pruebas individuales en este tipo de contextos
clinicos.

Adicionalmente, el SDN se asocia con factores nutricionales y/o
inmunoldgicos, como la falla en la transferencia de inmunidad pasiva (Cuttance et
al., 2018; Donovan et al., 1998), y factores ambientales y de manejo que favorecen
la transmision de los agentes causales (Bartels et al., 2010) o aumentan la
susceptibilidad de los terneros. La transferencia de la inmunidad pasiva es
posiblemente el factor no infeccioso mas importante que determina la salud y la
supervivencia de los terneros neonatos (Godden et al., 2019). Los terneros con FTPI
tienen un mayor riesgo de enfermar y morir (Robison et al., 1988; Cuttance et al.,
2018), y una gran proporcion de muertes de terneros de hasta 3 semanas de vida
pueden atribuirse a FTPI (Wells et al., 1996; Urie et al., 2018).

Las investigaciones de brotes del SDN deben ser exhaustivas y considerar no
solo los agentes etiologicos infecciosos y parasitarios en terneros afectados y no
afectados, sino también los aspectos epidemioldgicos y las practicas de manejo, las
cuales pueden variar mucho entre establecimientos (Waage et al., 2001). En este
contexto, los estudios de casos y controles apareados por establecimiento

representan disefios adecuados para la evaluacion de posibles asociaciones entre
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infeccion Unica y mixta y resultados clinicos, para comprender mejor el papel causal
de los diferentes agentes y minimizar los factores de confusion. EI SDN ha sido
ampliamente estudiado a través de estudios transversales (Uhde et al., 2008; Bartels
et al., 2010; 1zzo et al., 2011; Abuelo et al., 2019) y, en menor medida, disefios de
casos y controles (Busato et al., 1998; Pérez et al., 1998; Cho et al., 2013); aunque
estos estudios de casos y controles no fueron pareados por establecimiento (teniendo
en cuenta el establecimiento de origen de los terneros), lo que limita en cierta
medida las conclusiones que se pueden extraer de ellos.

Debido a que las causas del SDN y de la mortalidad en los tambos uruguayos
son en gran medida desconocidas, en este estudio nuestro objetivo fue evaluar la
asociacion de patdgenos conocidos (Cryptosporidium spp., rotavirus, BCoV, E. coli
F5+, S. enterica), putativos (BoAstV) y ocasionales (BVDV) de los terneros con
diarrea y/o muerte; y si estas infecciones, la diarrea 0 muerte se asociaron con FTPI

a través de un estudio de casos y controles apareados por establecimiento.

Materiales y Métodos
Disefio del estudio

Se realiz6 un estudio de casos y controles en 27 establecimientos lecheros
comerciales pastoriles en seis departamentos uruguayos (San José, Rio Negro,
Colonia, Flores, Florida y Soriano), entre enero y noviembre de 2016. EI muestreo
fue por conveniencia en establecimientos que estaban experimentando brotes
espontaneos del SDN. En todos los establecimientos, la raza Holstein era la Unica o
predominante, mientras que en dos establecimientos habia algunos animales cruza
de Holstein-Jersey. Se tomaron muestras de terneros contemporaneos con diarrea
(casos) y un numero similar de terneros no diarreicos (controles) en cada
establecimiento. Sélo se incluyeron terneros de 1 a 30 dias de vida; los terneros
controles estaban dentro de un rango de edad de 0 a 13 dias de sus respectivos casos.
En promedio, se muestrearon 19,8 terneros por establecimiento (rango: 13 — 29), con
un total de 535 terneros. En general, el 49,3% (n = 264) de los terneros incluidos en
el estudio tenian diarrea (casos) al momento del muestreo, y el 50,7% restante (n =
271) no tenia diarrea y no tenia antecedentes de diarrea (controles). La relacion
casos:controles fue 1:1,03. El tamafio de la muestra se calculd utilizando una
calculadora epidemioldgica en linea (Sergeant, 2018), considerando un poder del

80% para detectar una asociacion entre la diarrea y un agente infeccioso o
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parasitario determinado, un porcentaje de controles expuestos del 5% y una razén de

chances (OR: odds ratio) de 2,5 con un nivel de confianza del 95%.

Muestras recolectadas

Se recolectaron muestras individuales de heces, sangre entera y suero de cada
ternero, las mismas fueron recolectadas por veterinarios siguiendo procedimientos
aprobados por el comité de ética animal del INIA para el uso de animales en
experimentacion (protocolo #20199). Se recogieron muestras de materia fecal
directamente del recto usando recipientes y guantes estériles individuales (uno por
animal). Se asigndé una puntuacion fecal (escala en grados) a cada muestra
(McGuirk, 2008), y en funcion de esta los animales se clasificaron como no
diarreicos (controles; puntuacion fecal < 1) o diarreicos (casos; puntuacion fecal >
2). Ademas, las muestras de materia fecal se evaluaron macroscopicamente para
detectar la presencia de fibrina y/o moco. Se extrajeron muestras de sangre mediante
venopuncion yugular utilizando agujas y jeringas estériles individuales y se
recogieron en tubos secos para suero y tubos heparinizados (BD Vacutainer,

Franklin, NJ) para sangre entera.

Recopilacion de datos (cuestionario)

Al final del periodo de crianza de los terneros en cada uno de los 27 predios,
se realizd un cuestionario a los productores y/o asesores para evaluar si los terneros
muestreados en este estudio habian muerto dentro del periodo de cria (antes del
desleche), hasta los 60 dias de edad (tiempo de seguimiento) y la edad en dias de la

muerte, cuando esta informacion estaba disponible (Anexo 1).

Deteccidn de patdgenos en heces
Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) para la deteccion de
coproantigenos de rotavirus, coronavirus bovino, Cryptosporidium spp. y
Escherichia coli F5+

Se us6 un kit comercial de ELISA de captura de antigenos basado en
anticuerpos monoclonales (Pathasure Enteritis 4, Biovet Inc., St-Hyacinthe, Canada)
para detectar antigenos de Cryptosporidium spp., rotavirus, BCoV y E. coli F5+
(K99+) en heces frescas de los 535 terneros (Glover et al., 2013), dentro de las 72

horas desde su recoleccion, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Cultivo y serotipificacion de Salmonella enterica
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Las 535 muestras fecales se cultivaron aerobicamente en caldo de
tetrationato (Oxoid, cédigo CMO0671) durante 24 — 48 horas a 37°C (caldo de
enriquecimiento selectivo) después de lo cual se colocaron 100 pl de caldo agar
xilosa-lisina-desoxicolato (XLD) (Oxoid, codigo CMO0469). Se seleccionaron
colonias sospechosas y se realizaron pruebas bioquimicas de rutina para la
identificacion de S. enterica, como se describié anteriormente (Octavia y Lan,
2014). La serotipificacion de S. enterica aisladas se realizé siguiendo el esquema de
clasificacion Kauffman-White-Le Minor (Grimont & Weill, 2007) en el servicio de
bacteriologia del Instituto de Higiene de la Facultad de Medicina de la Universidad

de la Republica, en Montevideo.

RT-PCR para astrovirus bovino

Un total de 396 muestras fecales se diluyeron 1:10 (v:v) en solucion salina
tamponada con fosfato, y se centrifugaron a 3000 g a 4°C durante 20 min. Se
recogieron los sobrenadantes y se almacenaron en un freezer a -80°C. EI ARN viral
se extrajo usando el kit QlAamp cador Pathogen Mini (Qiagen) con un volumen de
elucion de 50 pL. La transcripcion reversa (RT) se realizé con “RevertAid Reverse
Transcriptase” (ThermoFisher, Scientific) y cebadores hexaméricos aleatorios
(Qiagen) para obtener ADN copia (ADNCc) que se almacené a -20°C. La PCR para
BoAstV se realizd usando MangoMix (Bioline) y los cebadores BoAstV-F y
BoAstV-R que amplifican un fragmento de 432 nucle6tidos del gen de la polimerasa
de BoAstV, como se describe en Tse et al.,, 2011. Los productos de PCR se
visualizaron en geles de agarosa al 2%. Los resultados se expresaron como positivos

0 negativos.

Deteccidn del virus de la diarrea viral bovina en sangre o suero

Las muestras congeladas de suero (n = 418) o de sangre entera (n = 62) se
procesaron para la deteccion de BVDV, ya sea mediante un ELISA de captura de
antigeno comercial (BVDV Ag/Serum Plus Test, IDEXX, Suiza) (136 muestras de
suero y 62 de sangre entera) o por RT-PCR (282 muestras de suero). La RT-PCR se

realiz6 como se describi6 previamente por Maya et al. (2016).

Evaluacion de la transferencia de inmunidad pasiva en terneros neonatos
Las muestras de suero de todos los terneros que tenian < 8 dias de edad al
momento del muestreo (n = 95) se analizaron para determinar los solidos totales en

suero utilizando un refractdmetro optico (ATAGO PAL-1, Tokio, Jap6n), como un
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indicador de la concentracion de proteinas totales en suero (g/dl). Se considerd un
valor de corte de < 5,6 g/dl para determinar FTPI, como se describié previamente
(Buczinski et al., 2018). Ademas, los resultados se clasificaron para reflejar terneros
con una transferencia deficiente (< 5,1 g/dl), regular (5,1 — 5,7 g/dl), buena (5,8 —
6,1 g/dl) o excelente (> 6,2 g / dl) de la inmunidad pasiva como lo sugieren Godden
et al. (2019).

Datos y andlisis estadisticos

Todos los datos de cada ternero muestreado, incluida la edad al muestreo, el
establecimiento de origen, la manifestacion o no de diarrea, la presencia o ausencia
de fibrina y/o moco en las heces, todos los resultados de las pruebas de laboratorio
(deteccion de patdgenos, concentracion de PTS) y la informacién del cuestionario
referida a si los terneros murieron o sobrevivieron durante el periodo previo al
desleche (tiempo de seguimiento), se ingresé en una base de datos digital (Microsoft
Excel 2013) utilizada como plantilla para analisis estadisticos (Anexo 1).

Se calcularon estadisticas descriptivas de los datos en bruto, incluidas las
proporciones, las medias y las desviaciones estandar (DE, para datos con
distribucion normal), mediana y rango intercuartilico (RIC, para datos sin
distribucion normal). Las diferencias entre las proporciones de terneros diarreicos
segun la semana de vida, entre las proporciones de terneros diarreicos y no
diarreicos que dieron positivo al menos a uno de los patdogenos y a > 2 patogenos, y
las proporciones de terneros diarreicos y no diarreicos que murieron antes el
desleche fueron evaluados por chi-cuadrado.

Las diferencias en las concentraciones de PTS (g/dl) en terneros diarreicos
versus no diarreicos, asi como en terneros que dieron positivo 0 negativo para
alguno/s de los patdgenos, se evaluaron mediante andlisis de varianza utilizando el
procedimiento PROC MIXED de programa SAS (University Edition, SAS Institute
Inc. Cary, NC, USA), controlando por el establecimiento como un efecto aleatorio.
Los resultados se expresaron en medias de minimos cuadrados (MMC) con los
errores estandar de las medias (EEM).

Se realizd un modelo de regresion logistica para evaluar el efecto de los
patogenos sobre la diarrea. EI modelo tuvo en cuenta la estructura del disefio del
muestreo en el que los terneros diarreicos (casos) se combinaron con los terneros
controles dentro de un establecimiento. Se realizé un modelo (andlisis) estadistico

multivariado que incluy6 todos los patdégenos que se analizaron en el 100% de los
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terneros muestreados (Cryptosporidium spp., rotavirus, BCoV, E. coli F5+ y S.
enterica); la eliminacion regresiva comenz6 con el modelo completo, incluidos
todos los patdgenos mencionados, y cada variable se excluy6 en funcién del valor p
hasta que el modelo contuvo sélo variables significativas (p < 0,05) (Dohoo et al.,
2003). La variable “edad” agrupada en semanas (1, 2, 3 y > 3) se incluyo en el
modelo para ajustar el OR. Se evalud la interaccion entre los patdgenos para evaluar
los efectos de las coinfecciones. EI modelo se realizd utilizando el procedimiento
PROC LOGISTIC de SAS Studio incluyendo el establecimiento como estrato; el
ajuste del modelo fue verificado por el criterio de informacion de Akaike (AIC) y r?
(Cuttance et al., 2018; Symonds & Moussalli, 2011). Se utilizd el mismo software
para realizar el analisis de multicolinealidad (COLLIN), factor de inflacion de
varianza (VIF) y tolerancia (TOL) con los procedimientos PROC CORR y PROC
REG vy las declaraciones COLLIN, VIFy TOL, respectivamente (Schreiber-Gregory
& Jackson, 2017). Se hizo la misma estructura de modelo para verificar el efecto de
BVDV y BoAstV por separado, ya que estos patdgenos no se testearon en todos los
terneros y, por lo tanto, presentaron una proporcion de valores faltantes.

Se realizd un modelo de ecuaciones de estimacion generalizadas para evaluar
el efecto de la concentracion de PTS en la manifestacion de diarrea y en la deteccion
de rotavirus, BCoV y E. coli F5+ ajustada por la edad de los terneros en dias. Esta
hip6tesis fue evaluada porque la vacunacion contra estos patdgenos es una practica
comun en los establecimientos lecheros uruguayos. Se eligio este modelo porque la
evaluacion de la concentracion de PTS se realiz6 en una muestra de subgrupos de
terneros de < 8 dias de edad, lo que determind que se perdiera el apareamiento de los
terneros dentro de los establecimientos. Para este modelo, los valores de
concentracion de PTS < 5,6 g/dl se clasificaron como bajos y compatibles con FTPI,
mientras que los valores > 5,6 g/dl se consideraron altos, como se describid
anteriormente (Buczinski et al., 2018). Este modelo se realiz6 utilizando el
procedimiento PROC GENMOD de SAS Studio con medidas repetidas dentro de los
establecimientos, utilizando el enunciado REPEATED SUBJECT Yy distribucion
binomial.

También se empled un modelo de ecuaciones de estimacion generalizadas
para evaluar la asociacion entre la presencia de fibrina 0 moco en las heces
(variables de respuesta) y los patdgenos (variables explicativas) ajustadas por edad
de las terneras en semanas. Para estos analisis, se realiz6 un modelo completo para

cada una de las variables de respuesta, incluyendo Cryptosporidium spp., rotavirus,
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BCoV, E. coli F5+ y S. enterica, y se evalud la multicolinealidad como se describio
anteriormente. Cada patégeno (variable explicativa) se excluy6 en funcion del valor
p hasta que el modelo contenia solo variables significativas (p < 0,05). El ajuste del
modelo fue verificado por el criterio de cuasi-verosimilitud (QIC). BoAstV y BVDV
no se incluyeron debido a que no habian sido evaluados en todos los terneros, y por
lo tanto habia datos faltantes.

Finalmente, también evaluamos el riesgo de muerte entre terneros diarreicos
infectados con S. enterica, rotavirus y Cryptosporidium spp. ajustado por edad en
dias usando la misma estructura de modelo multivariante descrita anteriormente,
pero incluyendo una distribucion de Poisson en lugar de la distribucién binomial. Se
eligio la distribucion de Poisson porque estima el riesgo (Martinez et al., 2017) que
en este caso significa la probabilidad de muerte. BCoV, BoAstV, BVDV y E. coli
F5+ no se incluyeron porque sélo habia uno (BCoV, BVDV Yy E. coli F5+) o muy
pocos (BoAstV) terneros diarreicos infectados con estos agentes. Para esto, se
utilizaron datos de todos los terneros diarreicos para los que estaban disponibles las
respuestas del cuestionario (118 terneros). Estos terneros fueron seguidos hasta el
final del periodo de destete. La seleccion de variables (proceso regresivo) y el ajuste
del modelo se realizaron como se describio anteriormente.

Se considerd un nivel de significancia (alfa) del 5% (p < 0,05) para todos los anélisis
estadisticos.

Resultados

Al momento del muestreo, los terneros tenian una mediana de 11 dias de vida
(RIC =9), con un rango de 1 a 30 dias [terneros no diarreicos = 12 (RIC = 14),
terneros diarreicos = 11 (RIC = 5)]. La proporcién de terneros diarreicos fue del
39,9% (61/153) en la primera semana de vida, 71,8% (158/220) en la segunda,
28,9% (33/114) en la tercera 'y 25,0% (12/48) después de la tercera semana de vida.
La proporcion de terneros diarreicos fue significativamente mayor en la segunda
semana de vida (p < 0,001). Se observo fibrina 0 moco en las heces de 8,1%
(21/259) y 47,1% (122/259) de los terneros diarreicos y del 2,6% (7/266) y 32,3%
(86/266) de los no diarreicos, respectivamente.

El cuestionario se completd para 241 terneros (118 casos y 123 controles),
19,9% (48/241) de los cuales habian muerto antes del desleche a los 5 — 37 dias de
edad (mediana de edad al morir: 16, RIC = 13). El 80,1% (193/241) de los terneros

restantes sobrevivieron después del desleche (> 60 dias de edad). Treinta y un
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(64,6%) terneros que murieron antes del desleche eran diarreicos, y el 35,4% (17/48)
eran no diarreicos al momento del muestreo. De los 193 terneros que sobrevivieron
después del desleche, 45,0% (87/193) eran diarreicos, y el 55,0% (106/193) restante
eran no diarreicos al momento del muestreo. La proporcion de terneros que
murieron antes del desleche fue significativamente mayor en los terneros diarreicos
que en los no diarreicos (p < 0,02). Los resultados individuales para cada ternero en

cada establecimiento se muestran en el Anexo 1.

Deteccion de patdgenos

Se detectdé al menos uno de los patdgenos en el 65,4% (350/535) de los
terneros, este porcentaje fue significativamente mayor en los terneros diarreicos
(83,7%, 221/264) que en los no diarreicos (47,6%, 129/271) (p < 0,001). En el
34,6% (185/535) de los terneros no se detectaron agentes, siendo el 76,8% (142/185)
de ellos no diarreicos y el 23,2% restante (43/185) diarreicos. Se identificaron
patogenos individuales y coinfecciones en 231/535 (43,2%) y 119/535 (22,2%)
terneros, respectivamente. Las frecuencias de deteccion de cada patdgeno
individualmente y en coinfecciones se muestran en las Tablas 1-2 y en el Anexo 1.
Cryptosporidium spp., BoAstV y rotavirus fueron los agentes detectados con mayor
frecuencia, tanto a nivel animal como de establecimiento (Tabla 1).
Cryptosporidium spp. 'y rotavirus se detectaron con wuna frecuencia
significativamente méas alta en terneros diarreicos, en contraste con BoAstV, que
como infeccién Unica, tuvo una frecuencia significativamente mas alta en terneros
no diarreicos. La proporcion de terneros diarreicos infectados con un patégeno fue
del 59,3% (137/231). En los 119 terneros con coinfecciones (de los cuales 84 eran
casos y 35 controles), se identificaron dos (89,1%, 106/119) o tres (10,9%, 13/119)
patogenos. ElI 69,8% (74/106) de los animales coinfectados con dos agentes
patdgenos eran diarreicos, mientras que el restante 30,2% (32/106) eran no
diarreicos. De los terneros coinfectados con tres patdgenos, el 76,9% (10/13) eran
diarreicos. La proporcion de terneros diarreicos coinfectados con > 2 patdgenos fue
del 70,6% (84/119). Todos los patdgenos evaluados se detectaron tanto en terneros
diarreicos como no diarreicos. Todas las cepas de Salmonella aisladas fueron S.
enterica subespecie enterica serotipo Typhimurium, excepto dos aislamientos de un

mismo establecimiento que fueron serotipo Anatum.
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Tabla 1. Frecuencia general de deteccion de patdgenos en terneros lecheros diarreicos y no diarreicos de 27 predios (n = 535).

Numero de muestras Terneros Numero de predios con

Pruebas (tipo de muestra 'y analizadas de Terneros o Terneros positivos entre >1 animal positivo /

. . . . positivos entre Co - .
numero total analizado) terneros diarreicos y positivos (%) o no diarreicos (%) Numero total de predios

T diarreicos (%)
no diarreicos (%)

Cryptosporidium spp. ELISA
(heces, 535) 264y 271 256/535 (47,8%)  183/264 (69,3%) 73/271 (26,9%) 27/27 (100,0%)
ESSSN RT-PCR  (heces, 186y 210 86/396 (21,7%)  39/186 (21,0%) 471210 (22,4%) 21/27 (77,8%)
Egg’;“"rus ELISA  (heces, 264y 271 04/535 (17,6%)  64/264 (24,.2%) 30/271 (11,1%) 24127 (88.9%)
Salmonella enterica cultivo y 0 0 0 0
aislamiento (heces, 535) 264y 271 21/535 (3,9%) 14/264 (5,3%) 71271 (2,6%) 8/27 (29,6%)
Escherichia coli F5+ ELISA 264y 271 11/535 (2.1%) 6264 (2,3%) 5/271 (1,8%) 5/27 (18,5%)
(heces, 535)
BCoV ELISA (heces, 535) 264y 271 8/535 (1,5%) 5/264 (1,9%) 3/271 (1,1%) 5/27 (18,5%)
BVDV ELISA de antigeno o 231y 249 6/480 (1,2%) 41231 (1,7%) 21249 (0,8%) 4127 (14,8%)

RT-PCR (suero/sangre, 480)
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Tabla 2. Frecuencia de deteccion de patdgenos individuales o coinfecciones en 535 terneros lecheros.

Patdgenos Frecuencia General %" Frecuencia acumulada Terneros no diarreicos Terneros diarreicos
Negativo para todos los patdgenos 185 34,58% 185 142 43
Cryptosporidium spp. 150 28,04% 335 43 107
BoAstV 31 5,79% 366 27 4
Rotavirus 29 5,42% 395 13 16
Salmonella enterica 8 1,49% 403 4 4
Escherichia coli F5+ 7 1,31% 410 3 4

BCoV 5 0,93% 415 3 2

BVDV 1 0,19% 416 1 0
Coinfecciones™ 119 22,24% 535 35 84

BoAstV: astrovirus bovino, BCoV: coronavirus bovino, BVDV: virus de la diarrea viral bovina.
* Porcentaje del total de terneros muestreados.

** |nfecciones entre dos (106) o tres (13) agentes patdgenos.
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Asociacion entre patogenos, diarrea y muerte previa al desleche

En el modelo de regresion logistica condicional multivariante final, las
infecciones individuales con Cryptosporidium spp., rotavirus y su interaccion se
asociaron con diarrea (Tabla 3). No se observo asociacion entre diarrea e infeccion
con BCoV, E. coli F5+ o S. enterica. Hubo un efecto de interaccion entre
Cryptosporidium spp. y rotavirus, lo que significa que los efectos de uno de estos
patdgenos sobre la diarrea diferian segun el estado de infeccion del otro y viceversa.
Las probabilidades de diarrea fueron mayores en terneros infectados con
Cryptosporidium spp. que fueron negativos para rotavirus, y en terneros infectados
con rotavirus que fueron negativos para Cryptosporidium spp., que en terneros que
fueron positivos para ambos agentes (Tabla 3). EI modelo con términos de
interaccion tuvo el mejor ajuste en comparacion con el modelo completo y con el
modelo sin interaccion segin el AIC y los valores de r?, como se muestra en la Tabla
3. Los terneros en la segunda semana de vida tuvieron probabilidades
significativamente mas altas de ser diarreicos, mientras que las probabilidades
disminuyeron en terneros en la tercera semana de vida (Tabla 3). No hubo
asociaciones entre la diarrea y la infeccion con BVDV (OR = 0,55; IC 95% = 0,08 -
3,70; p = 0,54) 0 BoAstV (OR =0,85; IC 95% = 0,48 — 1,50; p = 0,58).
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Tabla 3. Resultados del modelo final de regresion logistica condicional multivariante de patdgenos asociados con diarrea en terneros lecheros
ajustados por edad.

Variable OR 95% IC p valor
Rotavirus 1,65 1,25-2,17  0,0004
Cryptosporidium spp. 1,79 1,36 -2,35 <0,0001
Interaccion entre Cryptosporidium spp. y rotavirus - - 0,0274
Rotavirus positivo vs negativo en terneros positivos a Cryptosporidium spp. 1,50 0,70 — 3,24 -
Rotavirus positive vs negativo en terneros negativos a Cryptosporidium spp. 4,93 2,31-10,54 -
Cryptosporidium spp. positivo vs negativo en terneros positivos a rotavirus 1,76 0,68 — 4,54 -
Cryptosporidium spp. positivo vs negativo en terneros negativos a rotavirus 577 3,47 -9,61 -

Edad en semanas - - .

1 Referencia - -

2 2,16 1,25-3,69 <0,0001

3 0,60 0,33-1,11 <0,03
>3 0,60 0,26 —1,40 0,14

IC: intervalo de confianza. Estadisticas de ajuste del modelo: Criterio de informacion de Akaike = 507,6; r? = 0,35.
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Los terneros sin diarrea en el momento del muestreo tuvieron menos
posibilidades de morir antes del desleche (OR = 0,40; IC 95% = 0,19 — 0,84; p <
0,02) que los terneros diarreicos.

Patogenos y la presencia de fibrina o moco en las heces

Las infecciones individuales con S. enterica y rotavirus se asociaron
significativamente con la presencia de fibrina en las heces en el modelo logistico
multivariado de medidas repetidas. Las probabilidades de que los terneros positivos
a S. enterica presentaran fibrina en las heces fueron 5,8 veces mayores que para los
terneros negativos para S. enterica (OR: 6,8; IC 95%: 2,4 — 18,9; p < 0,001),
mientras que las probabilidades de que los terneros positivos a rotavirus presentaran
fibrina en las heces fueron 1,2 veces mayores que los terneros negativos a rotavirus
(OR: 2,2; IC 95%: 1,1 — 4,4; p = 0,03). Ninguno de los patogenos evaluados se

asocio con la presencia de moco en las heces.

Transferencia de inmunidad pasiva, diarrea, patdgenos y muerte previa al
desleche

La concentracion de PTS se evalu6 en 95 terneros de < 8 dias con (n = 40) y
sin (n = 55) diarrea, 45 de ellos (47,4%) tenian FTPI segun el limite propuesto por
Buczinski et al. (2018) (STP < 5,6 g/dl). De acuerdo con la categorizacion de cuatro
niveles sugerida por Godden et al. (2019), 28,4% (27/95), 26,3% (25/95), 13,7%
(13/95) y 31,6% (30/95) de las terneras tenian una transferencia de inmunidad
pasiva pobre, regular, buena o excelente, respectivamente. La concentracién global
promedio de PTS fue de 5,64 g/dl (DE = 0,9; min. = 4; max. = 8,6), la MMC para la
concentracion de PTS fue de 5,81 g/dl (n = 55; EEM = 0,20) en terneros no
diarreicos, y de 5,36 g/dl (n = 40, EEM = 0,19) en terneros diarreicos, estas
diferencias fueron estadisticamente significativas (p = 0,0445). De manera similar,
la concentracion de PTS fue significativamente menor en terneros infectados con
cualquiera de los patdgenos en estudio (n = 62, MMC = 5,40 g/dl, EEM = 0,16) que
en aquellos que fueron negativos para todos los patdégenos probados (n = 33, MMC
= 6,08 g/dl, EEM = 0,21) (p = 0,0016). Aunque los terneros con concentraciones de
PTS > 5,6 g/dl tenian 54,0% menos probabilidades de presentar diarrea que los
terneros con concentraciones de PTS < 5,6 g/dl (OR = 0.46, IC 95% = 0,21 - 1,03, p
= 0.059), esta diferencia no fue estadisticamente significativa.
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Los terneros que dieron positivo sélo para rotavirus tuvieron concentraciones
significativamente mas bajas de PTS (n = 13, MMC = 5,20 g/dl, EEM = 0,24) que
los negativos (n = 82, MMC = 5,67 g/dl, EEM = 0,16) (p = 0,0469). Los terneros
con concentraciones de PTS > 5,6 g/dl tuvieron una probabilidad 64,0% menor de
ser positivos a rotavirus que los terneros con concentraciones de PTS < 5,6 g/dl (OR
= 0,36; IC 95% = 0,12 — 1,.07; p < 0,07), esta diferencia no fue estadisticamente
significativa. No hubo asociaciones entre la concentracion de PTS y las infecciones

por BCoV o E. coli F5+, o con la muerte previa al desleche.

Patogenos y riesgo de muerte previo al desleche en terneros diarreicos

El riesgo de muerte antes del desleche fue 0,9 veces mayor en los terneros
diarreicos infectados con S. enterica que en los terneros diarreicos negativos para
este agente (RR = 1,90; IC 95% = 1,13 — 3,16; p = 0,015). Los otros patdgenos
evaluados no se asociaron con un mayor riesgo de muerte de terneros diarreicos

antes del desleche.

Discusion

El SDN es una de las principales causas de muerte en terneros lecheros en
EEUU (Urie et al., 2018). En coherencia con esto, en nuestro estudio, los terneros
que manifestaron diarrea temprano en sus vidas tuvieron mas posibilidades de morir
antes del desleche que los no diarreicos contemporaneos, lo que indica que controlar
y prevenir el SDN, independientemente de su causa, ayudaria a reducir la mortalidad
de terneros en los establecimientos lecheros.

Al ser un sindrome multifactorial asociado con varios agentes infecciosos y
parasitarios, asi como con factores no infecciosos (Cho & Yoon, 2014), determinar
su etiologia es un proceso complejo que generalmente requiere multiples pruebas de
laboratorio junto con investigaciones clinicas y epidemioldgicas. En este trabajo, se
evalud la frecuencia de infeccion con varios agentes, y su asociacion con el SDN, la
presencia de fibrina 0 moco en las heces, la FTIP y la muerte, a través de un estudio
a gran escala de casos y controles apareado por establecimiento, en terneros de
similar edad, con y sin diarrea. Los estudios de casos y controles son clave para
identificar las posibles asociaciones y el papel de los agentes en la enfermedad, ya
que la mayoria de los agentes causales del SDN se pueden encontrar en terneros
clinicamente sanos y, por lo tanto, su mera presencia no garantiza la causalidad de la
enfermedad. Ademas, debido a que el SDN es un sindrome multifactorial, la

interaccion entre diferentes etiologias potenciales debe considerarse en los estudios
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destinados a evaluar la causalidad. Estudios de casos y controles a gran escala que
investiguen las maltiples posibles etiologias del SDN en terneros lecheros, con un
robusto analisis estadistico para evaluar las interacciones entre multiples agentes
para obtener informacién epidemioldgica solida y confiable son escasos en la
literatura cientifica (Busato et al., 1998; Pérez et al., 1998; Cho et al., 2013), no
habiendo antecedentes en Uruguay.

En nuestro estudio, al menos uno de los patégenos evaluados se detecto en el
65,4% de los 535 terneros y en el 83,7% de los 264 terneros diarreicos. El factor
atribuible en terneros expuestos fue de 0,82 (datos no mostrados), lo que significa
que el 82% de los casos de SDN en el grupo expuesto pueden atribuirse a los
agentes estudiados. Esto también sugiere que otros factores infecciosos (por
ejemplo, E. coli de adhesion y barrido —enteropatogénica- y enterohemorragica) o no
infecciosos (por ejemplo, diarreas nutricionales), no evaluados en este estudio,
también pueden estar contribuyendo en el SDN en una proporcion menor de casos.
En nuestro estudio, la proporcién de terneros diarreicos fue mayor en la segunda
semana de vida, lo que indica que los terneros estan expuestos a los enteropatdgenos
poco tiempo después del nacimiento, como lo observaron otros autores (Naciri et al.,
1999; Bartels et al., 2010). A su vez, durante la segunda semana de vida, ocurre una
disminucion de los anticuerpos neutralizantes calostrales lo que genera una ventana
inmunoldgica favorable para los enteropatdgenos (Parrefio et al., 2004; Hulbert &
Moisd, 2016).

Los agentes detectados con mayor frecuencia fueron Cryptosporidium spp.,
BoAstV vy rotavirus, tanto como infecciones individuales como en coinfecciones.
Esto es notable dada la alta frecuencia de deteccion de estos agentes a nivel de
establecimientos. La frecuencia de deteccion de rotavirus, tanto en terneros
diarreicos (24,2%) como en los no diarreicos (11,1%) en este estudio, fue
marcadamente menor a la reportada por Castells et al. (2020) utilizando casi el
mismo set de muestras analizadas por una técnica diferente (RT-gPCR) (72,1% y
59,9%, respectivamente). Estas diferencias podrian explicarse dado que, al utilizar
un ELISA de captura de antigeno, probablemente haya una subestimacion con
respecto al RT-gPCR, debido a un menor limite de deteccion y menor sensibilidad,
principalmente en los casos subclinicos, asi como también por la presencia de
anticuerpos neutralizantes de origen calostral o al desarrollo de la inmunidad activa
por parte del animal que determinen una mayor de falsos negativos con el ELISA

(Izzo et al., 2012).
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Debido a la alta frecuencia de deteccion de estos dos patogenos, las rutas de
transmision dentro y entre establecimientos deben estudiarse mas detalladamente a
nivel local para comprender mejor su ciclo epidemioldgico. Cryptosporidium spp. y
rotavirus son altamente resistentes a las condiciones ambientales; los animales
pueden contraer estos patdgenos a partir de sus madres, que pueden excretarlos de
manera subclinica, y/o por los mismos terneros ya que actian como amplificadores
biol6gicos cobrando importancia cuando existe un contacto directo (corrales
colectivos) o de manera indirecta a través de la contaminacion de utensilios o por
operarios (Barrington et al., 2002).

La transmision por agua parece plausible, teniendo en cuenta que el agua es
la principal ruta de transmision de Cryptosporidium spp. y también que se ha
sugerido para el rotavirus en terneros lecheros en Uruguay (Castells et al., 2018),
sumado a que la mayoria de los establecimientos lecheros en el pais administran
agua subterranea no tratada o agua superficial a los animales. A su vez, dada la
proximidad de las guacheras a cursos de agua superficiales, a la densa red de rios y
arroyos existentes y a la gran cantidad de precipitaciones anuales, es de suponer que
los terneros puedan presentar un riesgo de contaminacién de las aguas superficiales
(ver Capitulo Il de esta tesis).

Debido a que algunos subtipos de Cryptosporidium parvum son zoonéticos,
nos propusimos realizar una mayor identificacion de este agente a nivel de especies
y subtipos para determinar si el ganado en Uruguay es reservorio de subtipos
zoonoOticos (Xiao & Fayer, 2008; Gharpure et al., 2019), considerando que
Cryptosporidium spp. ha sido identificado como una causa de diarrea en nifios en el
pais (Torres et al., 2001) (ver capitulo 11 de esta tesis).

A pesar de que Cryptosporidium spp. y rotavirus se asociaron a diarrea, tanto
de manera individual como su coinfeccion, fue llamativo e inesperado que ante la
coinfeccion el riesgo de diarrea fue menor que el determinado para las infecciones
individuales para cada patdogeno. Ambos agentes son patogenos intracelulares e
invaden a las mismas células (enterocitos superficiales del intestino delgado) y
provocan lesiones similares, por lo que se puede especular que ocupen los mismos
nichos celulares o subcelulares (ej. receptores, vias de comunicacion celular), y/o la
infeccion con uno interfiera de algun modo con la infeccion por el otro (Elliott &
Clark, 2000; Trejo-Cerro et al., 2019). Con respecto a esto, en un estudio realizado
en ratones infectados experimentalmente con C. parvum y una cepa de Enteroccocus

faecalis, se observo que cuando ambos agentes estaban presentes en la misma
26



localizacion, la bacteria interferia con la colonizacion del protozoario (Del Coco et
al., 2016).

En humanos, los astrovirus son causa de diarrea aguda infantil (Walter &
Mitchell, 2003); sin embargo, la relevancia clinica de los astrovirus entéricos en el
ganado no estd del todo clara. Una revision relativamente reciente sobre enteritis
viral en terneros concluy6 que actualmente no esta claro si BoAstV es un patégeno
primario relevante, una posible causa de enfermedad en coinfecciones o un virus
clinicamente irrelevante (Gomez & Weese, 2017). Hasta donde sabemos, el nuestro
es el primer estudio en el que se evalud el posible papel de BoAstV como uno de los
agentes del SDN y como causa de mortalidad de terneros en un estudio de casos y
controles pareado dentro de cada establecimiento considerando multiples etiologias
en el disefio del estudio y en los analisis estadisticos. A pesar de la frecuencia
relativamente alta de infeccidon por BoAstV (21,7% de los terneros y 77,8% de los
establecimientos), no observamos asociacion con diarrea o enfermedad, al igual que
lo observado por Sharp et al. (2015) en Escocia. Por el contrario, en nuestro estudio,
la frecuencia de infeccion por BoAstV como agente individual fue
significativamente mayor en los terneros no diarreicos que en los diarreicos (27 de
los 31 terneros que, de los agentes evaluados, solo estaban infectados con BoAstV,
eran no diarreicos). Esto no solo pone en tela de juicio el papel causal del BoAstV
entéricos en el SDN, sino que también sugiere un posible efecto beneficioso sobre la
diarrea (Roossinck, 2011) que deberia explorarse mas a fondo. Recientes estudios
moleculares indican que existe una alta diversidad genética para los BoAstV que
infectan a terneros lecheros en Uruguay, incluidas tres especies diferentes de
Mamastrovirus, la méas frecuente de las cuales representa una especie no clasificada
(Castells et al., 2019a). Mas estudios son necesarios para evaluar si el ganado
alberga especies de Mamastrovirus con potencial zoon6tico, o si el BoAstV entérico
comparte similitudes con un BoAstV neurotropico recientemente identificado como
causa de encefalitis en el ganado en el pais (Giannitti et al., 2019).

Aunque el papel de BCoV y BVDV como causas de diarrea en el ganado esta
bien documentado (Cho & Yoon, 2014; Uzal et al., 2016), estos virus no se
asociaron con el SDN en nuestro estudio. La falta de asociacion puede haber estado
relacionada con la baja frecuencia de deteccion, como se indica en otros trabajos
realizados en varios paises (Uhde et al., 2008; Bartels et al., 2010; Cho et al., 2013).
Sin embargo, se debe considerar que ambos agentes pueden causar enfermedad

entérica (BCoV y BVDV) o sistémica (BVDV) en bovinos de mayor edad que el
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rango aqui muestreado. En nuestro laboratorio de diagnostico veterinario de la PSA
de INIA La Estanzuela, se ha diagnosticado enfermedades y mortalidades causadas
por BVDV en animales de 3 a 4 meses de vida (da Silva Silveira et al., 2020) y
BCoV (datos no publicados) en bovinos lecheros en Uruguay a través de examenes
patoldgicos y virologia molecular, asi como también la deteccion de BVDV en fetos
bovinos abortados. En nuestro estudio, el 1,5% de los terneros y el 18,5% de los
establecimientos fueron positivos para BCoV, y el 1,3% de los terneros y el 14,8%
de los establecimientos fueron positivos para BVDV, lo que demuestra la
circulacion de estos virus a una edad temprana en los tambos. Con respecto a BCoV,
y de una manera similar a lo ocurrido con rotavirus, Castells et al. (2019b)
observaron una frecuencia de deteccion mayor (7,7%) en muestras de materia fecal
de terneros mediante RT-gPCR. Lo mismo que se menciond previamente para las
dos técnicas ocurre en este caso, por lo que la frecuencia de deteccion de BCoV en
nuestro estudio probablemente esté subestimada, y esta baja frecuencia de deteccion
pueda explicar la falta de asociacion con diarrea. EI ELISA de captura de antigeno
utilizado para BVDV en 136 animales de los 480 analizados para este virus, no es el
adecuado para detectar al virus en muestras de suero de animales persistentemente
infectados, principalmente de aquellos menores de 3 meses en los cuales los titulos
de anticuerpos neutralizantes de origen calostral pueden ser elevados (Dubovi, 2013;
Zimmer et al., 2004). Sin embargo, considerando que el 14,8% de los
establecimientos tuvieron al menos un animal positivo para BVDV, ya sea por el
ELISA de captura o por RT-qPCR, y que el BVDV puede ser responsable de
pérdidas econ6micas graves (Richter et al., 2017), son necesarias mas
investigaciones para evaluar el impacto de este virus en el sector ganadero local.

Se detectd S. enterica en 3,9% de los terneros (14 casos y 7 controles) y en el
29,6% de los establecimientos, estas proporciones probablemente estén
subestimadas teniendo en cuenta la relativa baja sensibilidad y la alta especificidad
del cultivo selectivo para este agente (Nielsen et al., 2007). Aungue la proporcion de
animales infectados fue méas del doble en terneros diarreicos versus no diarreicos, el
agente no se asocid estadisticamente con diarrea. Sin embargo, la infeccién por S.
enterica se asocio con la presencia de fibrina en las heces. Salmonella enterica causa
lesiones intestinales graves, asi como infecciones invasivas/septicémicas que
conducen a la muerte del animal (Uzal et al., 2016). El dafo intestinal inducido por
esta bacteria puede ser tan severo que puede provocar la exudacién de fibrina hacia

la luz intestinal (enteritis/enterocolitis fibrinosa/necrotizante) (Zhang et al., 2003),
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incluso sin o antes de la manifestacion de diarrea. La presencia de fibrina en las
heces es sugestiva, aungque no exclusiva, de salmonelosis entérica, y debe incitar a
los veterinarios a establecer un tratamiento médico temprano para evitar la
mortalidad de terneros. La asociacion entre la infeccion por rotavirus y la presencia
de fibrina en las heces en nuestro estudio fue inesperada. Desde un punto de vista
patologico, este virus causa lisis y exfoliacion de enterocitos superficiales en el
intestino delgado (principalmente yeyuno e ileon), lo que resulta en acortamiento y
fusion de las vellosidades intestinales (enteropatia atrofica) (Uzal et al., 2016), lo
cual es poco probable que produzca una extravasacion significativa de fibrina desde
los vasos sanguineos de la ldmina propia hacia la luz intestinal, a menos que haya
complicaciones bacterianas secundarias que conduzcan a la ulceracién. No
encontramos problemas de multicolinealidad o sesgo de confusion entre el rotavirus
y la infeccion por S. enterica y la presencia de fibrina en las heces segun los
parametros de las pruebas estadisticas que utilizamos, lo que sugiere que esta no es
una asociacion espuria entre estos dos patégenos. Sin embargo, en nuestro estudio
no se evaluaron otros patdgenos bacterianos que pueden causar dafio intestinal,
colonico y/o cecal severo, como E. coli enteropatogénica de adhesion y barrido, o E.
coli enterohemorragica. Recientemente se publicé un trabajo en el cual se evalud la
presencia de genes de virulencia de E. coli obtenidas de muestras de terneros
lecheros con y sin diarrea de Uruguay, muchas de las cuales provinieron de los
animales muestreados en el presente estudio. Los autores observaron una baja
frecuencia de deteccidn de los genes asociados al grupo E. coli productora de toxina
Shiga (STEC)/ E. coli enterohemorragica (EHEC), como también a E. coli
enteropatogénica (EPEC) (Umpiérrez et al., 2020).

Curiosamente, un estudio sobre hallazgos postmortem y el diagnostico de
laboratorio de las causas de muerte en terneros lecheros en EEUU determind que los
terneros con lesiones intestinales necrotizantes y ulcerativas tenian mas
probabilidades de ser diagnosticados con infeccion por rotavirus (McConnel et al.,
2019).

En nuestro estudio, todos los terneros diarreicos positivos para S. enterica
que murieron antes del desleche lo hicieron dentro de los 3 dias posteriores al
muestreo, a edades que oscilaban entre 9 y 18 dias. Por el contrario, todos los
terneros no diarreicos positivos para S. enterica sobrevivieron después del desleche
al menos hasta el dia 122 de edad (101 dias después del muestreo, datos no

mostrados). Los terneros diarreicos infectados por S. enterica en nuestro estudio
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tuvieron un riesgo significativamente mayor de morir durante el periodo previo al
destete que los terneros diarreicos no infectados con este agente. Por lo tanto, la
salmonelosis debe considerarse una causa importante de mortalidad de terneros en el
periodo de cria en establecimientos lecheros en Uruguay.

Ademas de su impacto en la salud animal, el papel de los bovinos como
fuente de salmonelosis humana debe estudiarse con mayor profundidad en Uruguay,
ya que S. enterica ha sido reconocido como un patdégeno humano en nuestro pais
(Torres et al., 2001; Cordeiro et al., 2018), donde la poblacion de bovinos per capita
es la mas alta del mundo (Cook, 2020). El serotipo de S. enterica predominante en
nuestro estudio fue S. Typhimurium (19 terneros en 7 establecimientos), seguido de
S. Anatum (2 terneros de la misma granja) (Casaux, 2018). Debido a que la
resistencia a los antibidticos en patdgenos animales y humanos es una importante
preocupacion a nivel mundial y que se han identificado cepas de S. Typhimurium
resistentes a multiples farmacos en pacientes humanos en Uruguay (Cordeiro et al.,
2018), evaluamos la susceptibilidad a los antibioticos de todas las cepas Salmonella
obtenidas en este estudio (Casaux et al., 2019). La concentracion inhibitoria minima
a 14 antibidticos en 9 clases de antibidticos se evalué por microdilucion. Las 21
cepas fueron resistentes al menos a una clase de antibidticos, y 11/21 cepas fueron
resistentes a > 3 clases de antibidticos (predominantemente tetraciclinas,
aminoglucosidos y betalactdmicos), siendo consideradas cepas multirresistentes
(Casaux et al., 2019). Las bases fenotipicas y moleculares para la resistencia a los
antibidticos en aislados bovinos y su eventual impacto en medicina humana deben
explorarse mas a fondo.

Encontramos E. coli F5+ en una frecuencia relativamente baja a nivel
individual (2,1% de los terneros) y de establecimientos (18,5%) y este agente no se
asocio con el SDN. La baja frecuencia de E. coli F5+ en terneros neonatos se habia
documentado previamente en la region y el pais (Oliveira Filho et al., 2007;
Umpiérrez et al., 2016), asi como en otras partes del mundo (De La Fuente et al.,
1998; Bartels et al.,, 2010; Cho et al., 2013). Debe considerarse que E. coli
enterotoxigenica afecta predominantemente a terneros < 1 semana de edad ya que
sus células diana son los enterocitos inmaduros (Blanchard, 2012), y nuestro marco
de muestreo incluyd terneros de hasta 4 semanas de edad, lo que probablemente
representa un sesgo. En nuestro estudio, de los 11 terneros positivos para E. coli
F5+, 9 tenian < 5 dias de vida y los otros 2 tenian 12 y 15 dias. No se encontro

asociacion con diarrea, incluso cuando sélo se consideraron terneros dentro de la
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primera semana de vida para el anélisis estadistico (datos no mostrados). Aun
cuando la expresion del antigeno fimbrial F5 y la produccion de la toxina
termoestable (STa) estan altamente correlacionados en las cepas de E. coli
enterotoxigenica, algunos estudios han observado cepas de E. coli F5+ sin potencial
toxigenico (ej. cepas positivas a F5 pero negativas a STa), lo cual podria explicar la
falta de asociacion con diarrea en los terneros positivos (Ok et al., 2009; Nguyen et
al., 2011; Picco et al., 2015; Pasayo et al.,, 2019). Ademaés, es esperable la
presentacion de falsos negativos debido a la baja sensibilidad del test de ELISA para
este antigeno (De La Fuente et al., 1998).

Determinar la concentracion de PTS en suero es una forma indirecta de
evaluar el estado inmune de los terneros, particularmente la transferencia de
inmunidad pasiva (anticuerpos calostrales) en la primera semana de vida (Buczinski
et al., 2018; Godden et al., 2019). Las bajas concentraciones de PTS se han asociado
con una mayor morbilidad y mortalidad (Urie et al., 2018; Abuelo et al., 2019). En
nuestro estudio, casi la mitad de los terneros (47,4%) muestreados para la
determinacion de PTS tenian valores < 5,6 g/dl consistentes con FTPI. Se observé
una mayor concentracion de STP en terneros no diarreicos, asi como en terneros que
fueron negativos para rotavirus. Los terneros con concentraciones mas altas de PTS
tuvieron menores probabilidades de manifestar diarrea y de ser positivos para este
patdgeno. Esto sugiere que las concentraciones mas altas de PTS, indicativas de una
transferencia exitosa de la inmunidad pasiva, tendrian un efecto protector contra la
diarrea y la infeccion por rotavirus. Las vacunas disponibles para prevenir el SDN
generalmente contienen rotavirus y otros diversos antigenos virales y bacterianos (a
veces incluyendo BCoV vy E. coli F5+, dependiendo del laboratorio de fabricacion) y
apuntan a aumentar la inmunidad especifica del calostro en las madres, por lo que se
requieren practicas adecuadas de manejo del calostro para garantizar la transferencia
exitosa de inmunidad para proteger a los terneros. Es necesario evaluar si los
antigenos de rotavirus incluidos en las vacunas disponibles en Uruguay, todos los
cuales consisten en virus inactivados, protegen contra las cepas virales
predominantes, y se deben realizar caracterizaciones antigénicas mas profundas de
las cepas de rotavirus locales. Actualmente, no hay vacunas disponibles
comercialmente para Cryptosporidium spp.; sin embargo, se ha postulado que los
terneros con un estado inmunitario adecuado adquirido a través del calostro tienen
menos probabilidades de eliminar este agente en las heces (Fayer et al., 1989) y de

tener criptosporidiosis clinica (Lefkaditis et al., 2020). Interesantemente, en nuestro
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estudio, la concentracion media de PTS fue mayor en terneros negativos a
Cryptosporidium spp. (5,71 g/dl; n = 66) que en terneros positivos (5,47 g/dl; n =
29) (datos no mostrados — Anexo 1). Aunque esta diferencia no fue estadisticamente
significativa, estas concentraciones medias de PTS fueron superiores e inferiores,
respectivamente, del valor de corte propuesto para determinar FTPI (Buczinski et
al., 2018). Esto resalta la importancia de aplicar practicas de manejo rentables y
facilmente disponibles, como la vacunacion de las madres para obtener calostro de
calidad y su administracion temprana a los terneros para prevenir el SDN. Aunque la
vacunacion para prevenir el SDN se recomienda en todos los establecimientos
lecheros, su efecto beneficioso seria mas esperable en aquellos en donde las
practicas de manejo del calostro son adecuadas, ya que se asegura el calostrado de
los animales. Desafortunadamente, las practicas inadecuadas de manejo del calostro
estdn muy extendidas en los establecimientos lecheros en Uruguay (Schild et al.,
2020), lo que puede explicar en parte el alto porcentaje de terneros con bajas
concentraciones de PTS encontrado en nuestro estudio. Con respecto a la falta de
asociacion estadistica entre PST y la muerte antes del desleche, cabe sefialar que de
31 terneros con valores de PST < 5,6 g/dl, 14 tenian datos faltantes sobre su
seguimiento y 22 terneros con valores de PST > 5,6 g/dl también (Anexo 1). Esto
representa el 37,9% (36/95) de los terneros con datos faltantes, lo que
probablemente influyd en el resultado del analisis estadistico.

La evaluacion de la causa en brotes espontaneos del SDN permite aplicar
medidas especificas de control y prevencion para reducir las pérdidas por
enfermedad y mortalidad, como la vacunacién y el manejo del calostro. La
concentracion de PST en terneros recién nacidos tiene un efecto protector contra la
diarrea y la infeccidn por rotavirus; demostrando la importancia de aplicar practicas
adecuadas de manejo del calostro para mejorar la salud y el bienestar de los terneros
neonatos y reducir la mortalidad asociada a la diarrea. El control y la prevencién de
estas enfermedades infecciosas y parasitarias y la mejora de las practicas de manejo
del calostro ayudarian a reducir la morbilidad y la mortalidad y promoverian el

bienestar de los terneros en los establecimientos lecheros en Uruguay.

Conclusiones
En este estudio, concluimos que Cryptosporidium spp. y rotavirus causan
diarrea neonatal y son frecuentes tanto a nivel de terneros como de los

establecimientos y que el SDN estd asociado a mortalidad de terneros lecheros,
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independientemente de su causa. La infeccion por Salmonella enterica produce
heces fibrinosas y aumenta el riesgo de mortalidad antes del desleche en los terneros
diarreicos. BoAstV, a pesar de ser frecuente, no es una causa de diarrea para los
terneros lecheros en Uruguay. Aunque las frecuencias de BCoV, BVDV y E. coli F5
+ son relativamente bajas, estos patdgenos probablemente estan subestimados, por lo
que no se debe descartar su rol en la enfermedad neonatal. Por ultimo, los terneros
en Uruguay son reservorios de patdgenos potencialmente zoonoticos los cuales se
han identificado en pacientes humanos en este pais, en particular de Salmonella

Typhimurium y Cryptosporidium spp.
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Capitulo 11: Los terneros lecheros en Uruguay son reservorios de subtipos
zoondticos de Cryptosporidium parvum y presentan un riesgo potencial de

contaminacion de las aguas superficiales

Resumen

Cryptosporidium parvum es un patégeno de importancia dado que causa diarrea en
terneros neonatos y tiene potencial zoondtico. Numerosos brotes de criptosporidiosis
humana causados por subtipos genéticos de C. parvum son informados anualmente
en todo el mundo, y el ganado o el agua son fuentes de infeccion identificadas con
frecuencia. Aunque hay registros de criptosporidiosis clinica en pacientes humanos
en Uruguay, particularmente nifios, la informacién epidemioldgica es escasa y no se
ha explorado el papel del ganado como reservorio de subtipos zoonéticos de C.
parvum. En este estudio, nuestros objetivos fueron: (a) identificar subtipos de C.
parvum que infectan terneros lecheros en Uruguay (incluidos los subtipos
potencialmente zoondticos), (b) evaluar su asociacion con el SDN en los terneros,
(c) evaluar su agrupacion espacial, y (d) evaluar la distancia de los terneros
infectados a los cursos de agua superficiales que drenan los campos y determinar si
estos cursos de agua fluyen hacia plantas publicas de potabilizacion de agua. Se
seleccionaron heces de 255 terneros que habian resultado positivas para
Cryptosporidium spp. por ELISA de antigeno. Las muestras provenian de un
muestreo de 29 establecimientos lecheros en 7 departamentos uruguayos donde se
concentra la produccién lechera del pais, y representaban 170 terneros diarreicos y
85 no diarreicos. Las muestras seleccionadas se procesaron mediante PCRs anidada
dirigidas a los genes 18S rRNA y gp60, seguidas de secuenciacién para identificar
los subtipos de C. parvum. De los siete subtipos de C. parvum detectados en 166
terneros, cinco (identificados en 143 terneros en 28 de 29 establecimientos) habian
sido identificados en humanos en lugares distintos de Uruguay y tienen potencial
zoondtico. El subtipo 11aA15G2R1 fue el mas frecuente (53,6%; 89/166), seguido
por 11aA20G1R1 (24,1%; 40/166), 11aA22G1R1 (11,4%; 19/166), 11aA23G1R1
(3,6%; 6/166), 11aAl7G2R1 (3%; 5/166), 11aA21G1R1 (2,4%; 4/166) e
1aA16G1R1 (1,8%; 3/166). No hubo diferencias significativas en las proporciones
de terneros diarreicos y no diarreicos infectados con ninguno de los subtipos
identificados de C. parvum. Se detectaron dos conglomerados espaciales, uno de los
cuales se superpuso con Montevideo y su principal planta de potabilizacién de agua

(Aguas Corrientes), que capta agua superficial para abastecer a aproximadamente
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1.700.000 personas. Los terneros infectados en todos los establecimientos se
encontraban dentro de los 20 — 900 m de un curso de agua superficial natural que
drenaba los campos, 10 de los cuales fluian hacia seis plantas de potabilizacion de
agua ubicadas entre 9 y 108 km aguas abajo. Cuatro de estos cursos de agua fluian
rio abajo hacia Aguas Corrientes. Los terneros son reservorios de subtipos
zoondticos de C. parvum en Uruguay Yy representan un riesgo para la salud publica
ya sea a través de contacto directo o de contaminacion de aguas superficiales.

Introduccion

La criptosporidiosis es una enfermedad de distribucion global causada por
protozoos del género Cryptosporidium. Afecta a una amplia variedad de huéspedes,
incluidos humanos y rumiantes. Las especies predominantes que infectan al ganado
son C. parvum, C. andersoni, C. bovis y C. ryanae (Fayer, 2010). C. parvum es uno
de los agentes causales del SDN, siendo una causa importante de diarrea en terneros
neonatos, quienes excretan en la materia fecal grandes cantidades de ooquistes
altamente resistentes que contaminan el medio ambiente (Uga et al., 2000). Ademas,
es un patégeno zoonotico y una de las principales causas de enfermedades diarreicas
transmitidas por el agua y los alimentos en humanos (Xiao & Fayer, 2008). Las
fuentes de infeccidn por Cryptosporidium en humanos incluyen aguas superficiales
contaminadas (lagos, rios), agua potable municipal (ya que los ooquistes son en gran
medida resistentes a la cloracién), agua recreativa (piscinas, parques infantiles de
agua), alimentos y ganado infectado (CDC, 2011; Widerstrom et al., 2014;
Brankston et al., 2018). De los numerosos brotes de criptosporidiosis humana
notificados anualmente en todo el mundo (Efstratiou et al., 2017), muchos se han
relacionado con el ganado como fuente de infeccion por C. parvum (CDC, 2011; Ng
etal., 2012; Alsmark et al., 2018).

Después de la transmision fecal-oral, C. parvum infecta los enterocitos del
huésped y experimenta una fase de reproduccion sexual, durante la cual tiene lugar
la recombinacion génica, con la consiguiente generacion de diferentes familias
genéticas y subtipos que, dependiendo de las condiciones epidemioldgicas, pueden
diferir entre y dentro de las regiones geograficas (Del Coco et al., 2014; Caccio et
al., 2015). No es posible identificar Cryptosporidium a nivel de especie o los
subtipos de C. parvum con técnicas convencionales utilizadas tradicionalmente para
detectar criptosporidios, tales como tinciones de Ziehl-Neelsen modificado,

auramina-fenol, o pruebas inmunodiagndsticas, como la inmunofluorescencia
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directa 0 el ELISA. Sin embargo, el analisis genético del gen del ARN ribosomal
18S permite la identificacion de especies de Cryptosporidium y el analisis del locus
de la glicoproteina 60 (gp60) permite no soélo la confirmacién de especies de C.
parvum, sino también una identificacion adicional a nivel de familia y de subtipo
(Khan et al., 2018). Este enfoque molecular se ha utilizado en estudios
epidemioldgicos para evaluar la segregacion geogréfica y la transmision entre
especies (Ng et al., 2012; Alsmark et al., 2018), lo que ha llevado a una mejor
comprension de la criptosporidiosis en animales y humanos. Por ejemplo, la
evidencia indica que la mayoria de las infecciones en terneros jovenes son causadas
por C. parvum, principalmente de la familia Ila, que se sabe que contiene el subtipo
zoondtico mas frecuentemente detectado en todo el mundo, 11aA15G2R1 (Xiao,
2010; Rieux et al., 2013; Mammeri et al., 2019), considerado como un subtipo hiper-
transmisible (Mammeri et al., 2019). Por lo tanto, las técnicas moleculares han
ayudado a comprender los patrones epidemioldgicos y las cadenas de transmision de
la criptosporidiosis y, en Gltima instancia, pueden ayudar a delinear estrategias de
prevencion y control de la enfermedad (Gharpure et al., 2019).

La exposicion a aguas recreativas (35,1%) y el contacto directo con el
ganado (14,6%) fueron las principales fuentes identificadas en 444 brotes de
criptosporidiosis humana en EEUU en 2009 — 2017 (Gharpure et al., 2019). La
criptosporidiosis humana se ha documentado en Uruguay (Torres et al., 2001;
Zanetta et al., 1987), aunque no se han explorado las fuentes de infeccion. Con
aproximadamente 12,2 millones de cabezas de ganado en 2017 — 2018, y una
poblacion humana total de 3,53 millones, Uruguay es el pais con el mayor nimero
de ganado per capita a nivel mundial (Cook, 2020). El area asignada a las
explotaciones ganaderas representa aproximadamente el 75% del territorio del pais
(MGAP-DIEA, 2019). La mayoria del ganado se cria al aire libre en sistemas
ganaderos pastoriles, lo que causa contaminacién ambiental con heces, exposicion
de deposiciones fecales a la lluvia y acceso del ganado a los cursos de agua
superficiales naturales. La topografia de Uruguay esta representada por tierras bajas
y llanas potencialmente inundables. Su clima templado himedo sin una estacion
seca (Climate Change & Infectious Diseases Group, 2019), precipitaciones anuales
de 700 — 1200 mm, junto con la densa red de cursos de agua naturales superficiales
(MVOTMA-DINAMA, 2020) con un promedio de 1,4 km lineales por km? de area,
proporcionan condiciones favorables para la transmisién de los agentes de

enfermedades transmitidas por el agua.
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Considerando el rol de reservorio de los bovinos y que Cryptosporidium spp.
es una causa frecuente de diarrea en terneros lecheros en Uruguay (Caffarena, 2017
y capitulo | de esta tesis), nos preguntamos si las especies y subtipos de
Cryptosporidium que infectan al ganado podrian representar un riesgo para la salud
publica a través del contacto directo o la contaminacion de las aguas superficiales.
Dado el escenario actual, en este estudio, nuestros objetivos fueron: (a) identificar
especies y subtipos de Cryptosporidium que infectan terneros lecheros en Uruguay,
incluidos los subtipos de C. parvum potencialmente zoonoticos, (b) evaluar la
asociacion de diferentes subtipos de C. parvum con diarrea en terneros, (c) evaluar
su agrupacion espacial, y (d) evaluar la distancia entre las crianzas en donde se
alojan los terneros infectados y los cursos de agua superficiales naturales que drenan
los campos y determinar si estos cursos de agua fluyen aguas abajo hacia las plantas
publicas de potabilizacidn de agua, lo que podria indicar un riesgo potencial para la

salud publica.

Materiales y métodos
Muestras y establecimientos

Un total de 255 muestras de heces de terneros lecheros almacenados a -20°C
en el laboratorio de la PSA fueron seleccionadas para este estudio. Este banco de
muestras se construyé a partir de las muestras colectadas durante el estudio de
Caffarena (2017) y en gran parte fueron las utilizadas para el Capitulo I. Todas las
muestras habian sido positivas para Cryptosporidium spp. utilizando un kit de
ELISA de captura de antigeno comercial (Pathasure Enteritis-4, Biovet, St.
Hyacinthe, Quebec, Canadd) (Caffarena, 2017), lo que fue un criterio de inclusion.
Las muestras correspondian a 170 terneros diarreicos y 85 no diarreicos de hasta 30
dias de edad, de 29 establecimientos lecheros comerciales (establecimientos 1 — 29)
ubicados en 7 departamentos de Uruguay (Colonia, San José, Flores, Soriano,
Florida, Canelones y Rio Negro). De todos los 552 terneros analizados por el ELISA
de captura de antigeno para Cryptosporidium spp., 265 (48%) habian resultado
positivos, 255 de las muestras estaban disponibles para este estudio.

Se recopilé informacion adicional de los establecimientos, incluido el tamafio
del rodeo (nimero de vacas lecheras y nimero de terneros criados en 2016), el area
(superficie en m2) de las areas de cria de los terneros, el tipo de alojamiento de
terneros (corrales individuales versus colectivos o grupales, crianza en interiores

versus exteriores), el tipo de piso en las areas de cria de terneros, si las heces se
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eliminaron del piso de las areas de cria de terneros y las fuentes de agua potable

usadas para los terneros (Anexo 2).

Extraccion de ADN, amplificacion por PCR y secuenciacion para la especiacion
y subtipificacion de Cryptosporidium

Se extrajo el ADN de 150 mg de cada una de las 255 muestras fecales
utilizando un kit comercial (Quick DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep Kit; Zymo
Research, Irvine, CA, EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se realizé
un protocolo de PCR anidado dirigido al gen ARNr 18S para la deteccion y
especiacion de Cryptosporidium spp. usando los cebadores de PCR 5°-
TTCTAGAGCTAATACATGCG-3> y 5-CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3’
(~1319 pb) y los cebadores de PCR anidados 5’-
GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3’ y 5’-
AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3 (~834 pb), como se describid anteriormente
(Xiao et al., 2000, 1999). Ademas, la especiacion y el subtipificacion de C. parvum
se realizaron utilizando un protocolo de PCR anidada de dos pasos dirigido a un
fragmento del gen gp60 utilizando los cebadores de PCR 5°-
ATAGTCTCCGCTGTATTC-3" y 5>-GGAAGGAACGATGTATCT-3" (~900 pb),
y los cebadores de PCR anidadas 5’-TCCGCTGTATTCTCAGCC-3’ y 5’-
GCAGAGGAACCAGCATC-3” (~860 pb) (Alves et al., 2003), en 166 (74,8%) de
las muestras que resultaron positivas por la PCR del ARNr 18S mencionada arriba.
Las reacciones de amplificacion para los genes ARNr 18S y gp60, en la PCR y en
PCR anidada, se realizaron en un volumen de 25 pL que contenia Platinum® PCR
SuperMix (Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU), 200 nM de cada cebador y 2
pL de ADN objetivo. Las reacciones se realizaron en un sistema de deteccion de
PCR en tiempo real CFX96TM (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU). Las muestras se
desnaturalizaron a 94°C durante 2 minutos, seguido de 40 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, alineamiento durante 30 segundos a
55°C (gen ARNTr 18S) o0 50°C (gen gp60) y extension durante 1 minuto a 72°C, con
una extensién final a 72°C durante 7 minutos. ADN de C. parvum y agua ultrapura
se usaron como controles positivos y negativos, respectivamente. Los fragmentos
amplificados se analizaron mediante electroforesis en gel tefiido con GelRed®
(Biotium, Fremont, CA, EEUU).

Los amplicones obtenidos para los genes ARNr 18S y gp60 se purificaron

usando un kit de extraccion de gel QlAquick (Qiagen, Santa Clara, CA, EEUU) y se

38



secuenciaron usando el kit ABI Prism® Dye Terminator Cycling Sequence en un
secuenciador automético ABI 3730XL (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EEUU). Las secuencias de ADN se ensamblaron y alinearon con los programas
CodonCode Aligner version 7.1.2 (CodonCode Corporation, Centerville, MA,
EEUU) y BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999), y se compararon con
secuencias homdlogas disponibles en GenBank usando el programa Clustal W
(Thompson et al., 1997). Los subtipos de C. parvum se identificaron en funcion del
numero de repeticiones de los trinucledtidos TCA (A), TCG (G) y ACATCA (R)
(Sulaiman et al., 2005).

Andlisis estadistico

Las comparaciones entre las proporciones de terneros diarreicos y no
diarreicos infectados con cada subtipo diferente de C. parvum se realizaron mediante
una prueba z de proporcién para una muestra (cuando n > 30) o una prueba binomial
(cuando n < 30) para un nivel de significancia de p < 0,05 con STATA® version
14.0 (StataCorp, College Station, TX, EEUU).

Para el analisis espacial se utilizé la técnica de deteccion de conglomerados
espaciales, a través de un modelado multinomial para evaluar el riesgo relativo de
los conglomerados de cada subtipo de C. parvum detectado (Jung et al., 2010;
Kulldorff, 1997). Esta técnica se basa en comparar si en determinada region la
cantidad de casos observados es mayor al esperado; para esto, el software crea
diferentes ventanas circulares de diferentes tamafios que se colocan al azar sobre el
area de estudio y calcula la razéon de probabilidad de los casos observados y
esperados (para cada subtipo de C. parvum) agrupados dentro y fuera de la ventana
(Valbuena-Garcia & Rodriguez-Villamizar, 2018) mediante 999 simulaciones de
Monte Carlo. La deteccion de conglomerados se realizo con el software SaTScan ™
version 9.4.4 (Martin Kulldorff, Boston, MA, EEUU).

Evaluacion de la ubicacion y la distancia entre las crianzas con terneros
infectados, cursos de agua superficiales naturales y plantas de potabilizacion de
aguas superficiales localizadas aguas abajo

Las areas de crianza de los 29 establecimientos lecheros donde se ubicaron
los terneros infectados fueron georreferenciadas y mapeadas. La elevacion y la
pendiente de los campos, obtenidas del modelo digital del terreno de Uruguay
(MGAP, 2020), se consideraron para evaluar la red de drenaje de agua para cada una

de ellas. La distancia entre cada area de crianza y el curso de agua natural superficial
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mas cercano (arroyos o rios) se midio en metros con el software QGIS (QGIS
Development Team, 2019), considerando la ruta de drenaje de agua natural més
corta de acuerdo a la pendiente del terreno. Ademas, se evalud si estos cursos de
agua superficiales naturales fluirian aguas abajo en la direccién de cualquier planta
publica de potabilizacion de agua que colectara agua superficial para saneamiento y
consumo humano. Las ubicaciones geogréficas de estas plantas de agua se
obtuvieron del sitio web del "Ministerio de Vivienda, Ordenamiento Territorial y
Medio Ambiente” de Uruguay (MVOTMA-DINAMA, 2020), y la distancia entre
estos puntos siguiendo la ruta de los cursos de agua hasta las plantas de

potabilizacion se midi6 en kilémetros utilizando el software QGIS.

Resultados
Identificacion de especies y subtipos de Cryptosporidium

De las 255 muestras incluidas en el estudio, 222 (87,1%) fueron positivas por
la PCR anidada dirigida al gen ARNr 18S, confirmando Cryptosporidium spp. a
nivel de género. Para llevar a cabo la identificacion de especies de Cryptosporidium,
se secuenciaron 60 (27%) de las 222 muestras de positivas por PCR del ARNr 18S,
seleccionadas al azar y representando los 29 establecimientos. C. parvum fue la
Unica especie identificada en los 60 terneros analizados. Con base en este resultado,
considerando que C. parvum es la principal especie encontrada en terneros de hasta
30 dias de edad (Xiao, 2010), y debido a limitaciones financieras, decidimos realizar
la determinacion de especie y subtipos de C. parvum utilizando una PCR anidada del
gen gp60 seguido de secuenciacion. Este enfoque se siguio en 166 (74,8%) de las
muestras positivas por PCR del gen ARNr 18S, incluidas las 60 muestras
mencionadas anteriormente identificadas como C. parvum por secuenciaciéon de
amplicén del ARNr 18S, y que representan los 29 establecimientos. Se identificd
uno de 7 subtipos diferentes de C. parvum en los 166 terneros (Tabla 4). Las
secuencias de nucledtidos generadas en este estudio (genes ARNr 18S rRNA vy
gp60) se depositaron en GenBank con los numeros de acceso MTO010356 a
MT010363.
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Tabla 4. Numero de terneros de < 30 dias de edad infectados con diferentes subtipos de Cryptosporidium parvum en 7 departamentos de Uruguay

Subtipos de C. parvum

Departamento Total
*11aA15G2R1  *11aA20G1R1 1aA22G1R1 *11aA23G1R1  *llaAl7G2R1 1aA21G1R1 *11aA16G1R1
Colonia 19 0 10 6 0 0 0 35
San José 48 9 1 0 5 4 3 70
Flores 4 1 0 0 0 0 0 5
Soriano 8 0 0 0 0 0 0 8
Florida 8 0 1 0 0 0 0 9
Canelones 1 0 0 0 0 0 0 1
Rio Negro 1 30 7 0 0 0 0 38
Total 89 40 19 6 5 4 3 166

*Subtipos que se han encontrado en humanos en otros lugares: 11aA15G2R1 (Alves et al., 2006), 11aA16G1R1 (Igbal et al., 2012; Valenzuela et al., 2014),
11aA17G2R1 (Hira et al., 2011; Igbal et al., 2012; Ng et al., 2008), 11aA20G1R1 (Segura et al., 2015) y 11aA23G1R1 (Khalil et al., 2017).
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El subtipo mas frecuente en los 166 terneros fue 11aA15G2R1 (53,6%,
89/166), seguido del 11aA20G1R1 (24,1%, 40/166), 11aA22G1R1 (11,4%, 19/166),
1aA23G1R1 (3,6%, 6/166), 11aA17G2R1 (3%, 5/166), 11aA21G1R1 (2,4%, 4/166) y
11aA16G1R1 (1,8%, 3/166). El subtipo 11aA15G2R1 también fue el méas frecuente a
nivel de establecimientos (69%, 20/29), y se identifico en 100% de los 7
departamentos. EI subtipo 11aA20G1R1 se identific6 en 8/29 (27,6%)
establecimientos y 3/7 (42,9%) departamentos (Rio Negro, San José y Flores). El
subtipo 11aA22G1R1 se identific6 en 6/29 establecimientos (20,7%) en 3/7
departamentos (Colonia, Rio Negro y Florida). Los otros 4 subtipos (1laA23G1R1,
1aA17G2R1, 11aA21G1R1 y 11aA16G1R1) sélo se identificaron en establecimientos
individuales, uno en Colonia y 3 en San José. El ultimo departamento fue el Gnico
donde se encontraron los 7 subtipos diferentes de C. parvum. En 7 de los 29
establecimientos (24,1%) se encontrdé mas de un subtipo de C. parvum. La
combinacion de subtipos incluia 11aA15G2R1 - 11aA22G1R1 y 11aA15G2R1 -
1aA20G1R1 en 3 establecimientos cada uno, y 11aA15G2R1 - 11aA21G1R1 en un
solo establecimiento. Se identificd al menos un subtipo zoondtico en 28 de los 29

establecimientos (96,6%).

Subtipos de Cryptosporidium parvum y diarrea en terneros

De las 166 muestras sometidas a subtipificacion, 119 eran de terneros
diarreicos y 47 de terneros no diarreicos. No hubo diferencias significativas en las
proporciones de terneros diarreicos y no diarreicos infectados con ninguno de los

subtipos de C. parvum (Tabla 5).
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Tabla 5. Proporcion de subtipos de Cryptosporidium parvum en terneros no diarreicos y diarreicos, y resultados de la prueba de una muestra de
proporcién o prueba binomial

Consistencia de las heces

Subtipo de C. parvum

No diarreicos Diarreicos Total P-valor
n Proporcidn, 1C 95% n Proporcidn, 1C 95% N Proporcion, 1C 95%

1aA15G2R1 21 45%, 3,1 — 58,7 68 57%, 48,1 — 65,6 89 54%, 46,0 — 61,0 0,253
11aA20G1R1 15 32%, 20,4 — 46,1 25 21%, 14,6 — 29,2 40 24%, 18,2 - 31,1 0,203
[1aA22G1R1 2 4%, 1,2 14,2 17 14%, 9,1 — 21,7 19 11%, 7,5-17,2 0,139
1aA23G1R1 2 4%, 0,5—-145 4 3%,0,9-8,3 6 4%, 1,3-8,0 0,239
1aA17G2R1 3 6%, 1,3- 17,5 2 2%, 0,2-5,9 5 3%,0,9-7,0 0,166
1aA21G1R1 3 6%, 1,3- 17,5 1 0.8%, 0,02 -5,0 4 2%, 0,6 — 6,0 0,103
1aA16G1R1 1 2%, 0,05 - 11,3 2 0.2%, 0,2-6,0 3 2%, 0,3-5,2 0,574
Total 47 119 166

IC: Intervalo de confianza.
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Subtipos de Cryptosporidium parvum y analisis geoespacial

Las ubicaciones geogréficas de los 29 establecimientos se muestran en las
Figuras 1y 2, y los resultados del andlisis espacial se resumen en la Tabla 6. Se
identificaron dos conglomerados espaciales (p < 0,0001). EI conglomerado primario
comprendia 7 establecimientos, ubicados principalmente en el departamento de Rio
Negro, el sur de Paysandu y el norte de Soriano (Figs. 1 y 2). El conglomerado
incluyd un total de 38 terneros infectados, siendo los subtipos principales
11aA20G1R1 y 11aA22G1R1 (Tabla 6). El conglomerado secundario comprendia 12
establecimientos ubicados en los departamentos de San José, Florida y Canelones,
que se superponen con el area metropolitana mas grande y capital del pais,
Montevideo (Fig. 2). El nimero total de terneros infectados en este conglomerado
fue de 67, y los principales subtipos identificados fueron 11aA15G2R1, 11aA17G2R1
y laA21G1R1.

Tacuarembd

Cerro Largo

luster espacial

L]

Departamentos

Figura 1. Mapa de Uruguay (todo el pais) que muestra la distribucion geografica de
los 29 establecimientos con terneros positivos a Cryptosporidium parvum. Los
numeros indican la identificacion de los establecimientos (1 — 29). Las lineas rojas
indican conglomerados espaciales para los diferentes subtipos de C. parvum, como
se muestra en la Tabla 6.
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Figura 2. Mapa del &rea de estudio (suroeste de Uruguay) que muestra la
distribucion geogréafica de los 29 establecimientos con terneros infectados por
Cryptosporidium parvum (ndmeros), los cursos de agua superficiales naturales
(lineas azules) y las plantas de potabilizacion de agua que colectan agua para
consumo humano (iconos de vasos). Diez establecimientos que drenan en un curso
de agua que fluye aguas abajo hacia una planta de potabilizacion de agua, se indican
con numeros rojos, mientras que las 6 plantas de potabilizacion de agua que reciben
agua de estos 10 cursos de agua se resaltan con iconos de vasos rojos y se identifican
como AC (Aguas Corrientes), AG (Arroyo Grande), B (Bequel0), E (Ecilda), SJ
(San Juan) y SL (Santa Lucia). Las lineas rojas indican conglomerados espaciales
para diferentes subtipos de C. parvum, como se muestra en la Tabla 6.
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Tabla 6. Resultados del analisis espacial para la deteccion de conglomerados de subtipos de Cryptosporidium parvum en terneros lecheros

NUmero de Geolocalizacion del Casos
Rango o ] ) NUumero
establecimi centroide Radio ) observados/esper
de total de Subtipo RR LLR P-valor
entos en (km) ados por cada
grupo Sur Oeste casos .
cada grupo subtipo
11aA15G2R1 0,049 0,038
11aA16G1R1 0 0
11aA17G2R1 0 0
1 7 32,757967  57,931379 48,21 38 1aA20G1R1 3.28 1011 48,821332 <0,0001
11aA21G1R1 0 0
11aA22G1R1 1,61 1,96
11aA23G1R1 0 0
11aA15G2R1 1,56 2,51
11aA16G1R1 0 0
11aA17G2R1 2,48 infinito
2 12 34,718798  56,602989 58,42 67 11aA20G1R1 0 0 46,881090 < 0,0001
11aA21G1R1 2,48 infinito
11aA22G1R1 0,26 0,17
11aA23G1R1 0 0

RR: riesgo relativo; LLR (prueba de razon de verosimilitud): log likelihood ratio.
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Ubicacion y distancia entre crianzas con terneros infectados por
Cryptosporidium parvum, los cursos de agua naturales y las plantas de
potabilizacién de aguas superficiales localizadas aguas abajo

En la Figura 2 se muestran los cursos de agua superficiales naturales del area
de estudio y la ubicacion de los establecimientos. La distancia entre las areas de cria
de los terneros y el curso de agua mas cercano (considerando la ruta més corta de
drenaje de agua basada en la altitud y la pendiente del terreno), asi como los
subtipos detectados en cada establecimiento, se muestran en la Tabla 7. La distancia
promedio entre las areas de cria (n = 29) y los cursos de agua superficiales naturales
fue de 352 m, con un rango de 20 — 900 m. Diez de estos 29 (34,5%) cursos de agua
fluyeron aguas abajo hacia 6 plantas de potabilizacion de aguas superficiales
ubicadas en los departamentos de Canelones, Flores, Soriano, San José y Colonia
(Fig. 2 y Tabla 7). La distancia promedio entre estas 10 areas de cria de terneros y el
curso de agua natural mas cercano fue de 311 m (rango = 20 — 700 m), y la distancia
promedio entre estos puntos y las plantas de potabilizacion de agua localizadas
aguas abajo méas cercanas fue de 52,95 km (rango = 9 — 108 km). Cuatro de estos
cursos de agua, que drenaban establecimientos dentro del conglomerado espacial
secundario, fluian rio abajo hacia el rio Santa Lucia en Canelones, y mas abajo hacia
dos plantas de potabilizacion de agua (Santa Lucia y Aguas Corrientes) que se
superponian con el conglomerado espacial secundario (Fig. 2 y la Tabla 7). La
distancia promedio entre estas 4 areas de cria de terneros y el curso de agua mas
cercano fue de 307,5 m, con un rango de 50 — 550 m; las distancias a estas dos
plantas de potabilizacion de agua se muestran en la Tabla 7. Al menos un subtipo
zoondtico de C. parvum se identifico en 28 de los 29 establecimientos (96,6%),
incluidas 9/10 (90%) establecimientos ubicados aguas arriba de una planta de

potabilizacion de agua (Tabla 7).
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Tabla 7. Distancia de los establecimientos lecheros con terneros infectados con diferentes subtipos de Cryptosporidium parvum y los cursos de agua
naturales superficiales y plantas de potabilizacion localizados aguas abajo.

¢El curso de

Distancia de las agua fluye aguas

D areas de cria de abajo hacia una

terneros al curso de planta de

Identificacion y
departamento de

planta de

Distancia del
curso de agua a
la planta de

Subtipos de C. Conglomerado

Establecimiento ) o o potabilizacion de  parvum y terneros espacial
agua natural més  potabilizacion de potabilizacion de
o agua aguas
cercano (m) aguas aguas superficiales )
o abajo (km)
superficiales?
*11aA15G2R1 (7
1 300 No - - No
terneros)
1aA22G1R1 (2
terneros),
2 200 No - - No
*11aA15G2R1 (1
ternero)
) *11aA23G1R1 (6
3 20 Si San Juan, Colonia 30 No
terneros)
*11aA15G2R1 (3 )
4 40 No - - Secundario
terneros)
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1aA22G1R1 (7

terneros),
5 900 No - - No

*11aA15G2R1 (1

ternero)

*11aA15G2R1 (8 )
6 265 No - - Secundario

terneros)
] ] _ 1aA22G1R1 (7 o
7 250 Si Bequelo, Soriano 108 Primario

terneros)

Santa Lucia (SL) y

] _ 25,5 (SL), 36,5 *11aA17G2R1 (5 )
8 50 Si Aguas Corrientes (AC), Secundario

(AC) terneros)

Canelones

*11aA15G2R1 (4 )
9 700 No - - Secundario

terneros)
*11aA20G1R1 (7 o
10 600 No - - Primario

terneros)
*11aA20G1R1 (3 o
11 500 No - - Primario

terneros)
_ *11aA20G1R1 (5 o
12 150 Si Bequeld, Soriano 101 Primario

terneros)
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13

620

No

*11aA20G1R1 (4
terneros),
*11aA15G2R1 (1

ternero)

Primario

14

300

Si

Ecilda, San José

20

*11aA16G1R1 (3

terneros)

No

15

90

No

*11aA15G2R1 (4

terneros)

Secundario

16

365

No

*11aA15G2R1 (10

terneros)

Secundario

17

340

No

*11aA20G1R1 (9
terneros),
*11aA15G2R1 (1

ternero)

No

18

450

Si

SL y AC, Canelones

15 (SL), 26 (AC)

*11aA15G2R1 (5

terneros)

Secundario

19

200

No

*11aA15G2R1 (5

terneros)

No

20

400

No

*11aA15G2R1 (3

No
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terneros)

21

860

No

[1aA21G1R1 (4
terneros),
*11aA15G2R1 (3

terneros)

Secundario

22

550

Si

SL y AC, Canelones

9 (SL), 20 (AC)

*11aA15G2R1 (1

ternero)

Secundario

23

50

No

*11aA15G2R1 (6

terneros)

Secundario

24

430

No

*11aA15G2R1 (5

terneros)

Secundario

25

460

Si

Arroyo Grande, Flores

97

*11aA15G2R1 (8

terneros)

No

26

700

Si

Arroyo Grande, Flores

94

*11aA15G2R1 (4
terneros),
*11aA20G1R1 (1

ternero)

No

27

120

No

*11aA20G1R1 (3

terneros)

Primario
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*11aA20G1R1 (8

28 120 No - - Primario
terneros)
*11aA15G2R1 (8
29 180 Si SLy AC, Canelones 30 (SL), 41 (AC) terneros), llaA22G1R1 Secundario

(1 ternero)

* Subtipos que se han encontrado en humanos en otros lugares: 11aA15G2R1 (Alves et al., 2006), 11aA16G1R1 (Igbal et al., 2012; Valenzuela et al., 2014), 11aA17G2R1 (Hira et al.,
2011; Igbal et al., 2012; Ng et al., 2008), 11aA20G1R1 (Segura et al., 2015) y 11aA23G1R1 (Khalil et al., 2017).
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Informacion adicional de los establecimientos y areas de crianza de terneros.

En el afio del muestreo (2016), los establecimientos incluidos en el estudio
tenian tamafios de rodeos que oscilaban entre 70 y 1260 vacas lecheras y criaban
entre 52 y 1342 terneros en areas de cria de terneros que tenian una superficie de
entre 179 y 7500 m2 En 24 de los 29 establecimientos (82,8%) los terneros se
criaron al aire libre en piso de tierra, ya sea en corrales colectivos (n = 13
establecimientos) o en sistemas de individuales (n = 11 establecimientos), mientras
que en 4/29 establecimientos (13,8%) los terneros fueron criados en interiores, en
sistemas de alojamiento individuales (n = 2 establecimientos) o colectivos (h = 2
establecimientos) con piso de cemento (n = 3 establecimientos) o de madera (n =1
establecimiento). En los 24 establecimientos que criaban terneros al aire libre sobre
piso de tierra, las heces de los terneros se dejaban en el piso y no se retiraban de
forma rutinaria de las areas de cria de terneros. En los 4 establecimientos que
criaban terneros en el interior, el piso de cemento o madera se limpiaba
rutinariamente, pero estas instalaciones no tenian un sistema de drenaje sanitario
para los desechos liquidos resultantes, que desbordaban a los campos adyacentes. En
los 29 establecimientos (100%) la fuente de agua potable para los terneros era agua
subterranea sin tratar. La informacion individual para cada establecimiento y area de

cria de terneros se resume en el Anexo 2.

Discusion

En Uruguay, la informacion sobre Cryptosporidium spp. es escasa, pese a
que han pasado 34 afios (1986), desde que se detectd por primera vez el parésito
(Zanetta et al., 1987). Cryptosporidium spp. fue identificado como causa de diarrea
en nifios en 6,15% y 8,9% de la poblacion estudiada en dos estudios independientes
(Zanetta et al., 1987; Torres et al., 2001), y fue considerada una enfermedad
emergente en el pais (Conti Diaz, 2001). Mas recientemente, Cryptosporidium spp.
fue reconocido como un agente causal de SDN en terneros lecheros (Caffarena,
2017), y C. parvum fue identificado en cursos de agua poco profundos en &reas
industrializadas del pais (Rey et al., 2016), siendo esta ultima la Unica confirmacion
de especies de C. parvum en Uruguay. Sin embargo, hasta donde sabemos, no hay
descripciones de casos de criptosporidiosis de origen zoonotico en el pais. Teniendo
en cuenta esta informacion de fondo, nos preguntamos si los terneros serian

reservorios de subtipos zoonéticos de C. parvum y si representan un riesgo potencial
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para la salud pablica, ya sea por contacto directo o por contaminacion de cursos de
aguas superficiales.

Cryptosporidium spp. es una causa importante del SDN en terneros en
Uruguay. En un estudio de casos y controles realizado por nuestro grupo,
Cryptosporidium spp. se identificoé mediante ELISA de captura de antigeno en heces
de terneros 189/271 (69,7%) diarreicos y 79/285 (27,7%) no diarreicos del 100% de
30 establecimientos lecheros en siete departamentos, los cuales se concentra la
produccién lechera. Los terneros infectados tenian 6 veces mas probabilidades de
tener diarrea que los no infectados (Caffarena, 2017). Como se especifico en el
Capitulo | de esta tesis, cuando se evaluaron otras causas conocidas, putativas y
ocasionales del SDN (incluyendo rotavirus, BCoV, BoAstV, BVDV, E. coli F5+ y
S. enterica), Cryptosporidium spp. continud asociado a la presentacion de diarrea.
Esto indica que la criptosporidiosis esta muy extendida en los terneros, aungue hasta
el momento de la realizacion de esta tesis no se habia explorado en Uruguay el rol
de los bovinos como reservorio de cepas zoonoéticas de Cryptosporidium, ya que en
los estudios previos no se habia realizado la identificacion molecular de las especies
y subtipos de Cryptosporidium que infectan a estos terneros. En este estudio
adicional, utilizando en su mayoria el mismo conjunto de muestras, mostramos la
amplia distribucion de la especie C. parvum a nivel de terneros como de los
establecimientos, incluso con un tamafio de muestra limitado. El predominio de C.
parvum es algo esperado y consistente con la edad de los terneros estudiados, ya que
esta es la especie mas frecuente en animales neonatos (Xiao, 2010). En todas los
establecimientos y departamentos incluidos en el estudio, se identific6 al menos un
subtipo de C. parvum, como en otros estudios realizados en Europa (Kva¢ et al.,
2006; Thompson et al., 2006; Broglia et al., 2008; Brook et al., 2009), Australia
(O’Brien et al., 2008), Argentina (Tomazic et al., 2013; Del Coco et al., 2014;
Lombardelli et al., 2019), Nueva Zelanda (Al Mawly et al., 2015), Brasil (Meireles
et al., 2011), Chile (Diaz-Lee et al., 2011) y Colombia (Avendafio et al., 2018). Sin
embargo, los resultados difieren de los observados en Suecia (Silverlas et al., 2010),
China (Feng et al., 2007; Wang et al., 2011), Canada (Budu-Amoako et al., 2012) y
Etiopia (Wegayehu et al., 2016), donde C. bovis fue la especie mas frecuentemente
reportada en los bovinos de este rango de edad.

El analisis de la secuencia del gen gp60 nos permitié identificar 7 subtipos
diferentes de C. parvum, todos dentro de la familia Ila, que es ampliamente

reconocida por su potencial zoonotico (Xiao et al., 2007). Los subtipos de la familia
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lla difieren entre si en el nimero de trinucleétidos que codifican el aminoacido

serina, asi como en el nimero de copias del oligonucledtido ACATCA al final de la
secuencia (R). Como se observO en otros estudios de Sudamérica, incluidos
Argentina (Del Coco et al., 2014; Lombardelli et al.; 2019), Brasil (Meireles et al.,
2011), Colombia (Avendafio et al., 2018) y Chile (Pefia Frias, 2016), todos los
subtipos detectados en nuestro estudio también tenian solo una copia de la secuencia
ACATCA (R1), con numeros de copia variables del trinucle6tido TCA (A15, Al6,
Al7, A20, A21, A22 y A23). A diferencia de los estudios de Argentina (Del Coco et
al., 2014; Lombardelli et al.; 2019), identificamos dos subtipos con dos copias del
trinucleétido TCG (G) , incluido el subtipo 11aA15G2R1 que también se ha
identificado en Brasil, Chile y Colombia (Meireles et al., 2007; Pefia Frias, 2016;
Avendafio et al., 2018), como asi como el subtipo 11aA17G2R1 (Ng et al., 2008;
Hira et al., 2011; Igbal et al.,, 2012) que hasta ahora —de los paises
sudamericanos— solo se habia identificado en Chile (Pefia Frias, 2016) y Brasil
(Toledo et al., 2017). En este sentido, nuestro estudio amplia el conocimiento actual
sobre los subtipos de C. parvum que infectan al ganado en Sudamérica.

De los 7 subtipos identificados en nuestro estudio, 5 habian sido reportados
en humanos en otros lugares (Alves et al., 2006; Ng et al., 2008; Hira et al., 2011,
Igbal et al., 2012; Valenzuela et al., 2014; Segura et al., 2015; Khalil et al., 2017) y
se consideran zoondticos. Al menos uno de estos 5 subtipos zoonéticos se detect6 en
28 (96,6%) de los 29 establecimientos en todos los departamentos de nuestro
estudio, lo que indica una distribucion generalizada. Al igual que otros estudios
(Broglia et al., 2008; Brook et al., 2009; Duranti et al., 2009; Feng et al., 2013;
Rieux et al., 2013 Mammeri et al., 2019), el subtipo méas frecuente en nuestro
estudio fue el 11aA15G2R1. En Sudamérica, este subtipo se ha informado en ganado
bovino en Brasil (Meireles et al., 2011), Chile (Pefia Frias, 2016) y Colombia
(Avendafio et al., 2018), pero no en Argentina (Tomazic et al., 2013; Del Coco et al.,
2014; Lombardelli et al., 2019). El segundo y tercer subtipos mas frecuentemente
identificados en nuestro estudio (11aA20G1R1 y 11aA22G1R1) son los maés
frecuentes de Argentina (Del Coco et al., 2014; Lombardelli et al., 2019). El subtipo
11aA17G2R1 encontrado en nuestro estudio se observo en bovinos en Australia (Ng
et al., 2011, 2008), Italia (Duranti et al., 2009), Alemania (Broglia et al., 2008),
Brasil (Toledo et al., 2017) y Chile (Pefia Frias, 2016), asi como en humanos en
EEUU (Hira et al., 2011), Malasia (Igbal et al., 2012) y Australia (Ng et al., 2008).
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Interesantemente, este subtipo estuvo involucrado en un brote de diarrea en un
campamento de verano en EEUU, donde hubo contacto entre humanos y terneros
infectados, con la identificacién concurrente de este subtipo en muestras de ambas
especies (CDC, 2011). En Brasil, este subtipo se encontro en las heces de terneros,
asi como en el agua de bebida de los mismos establecimientos lecheros (Toledo et
al., 2017), lo que sugiere la contaminacion y transmision a través del agua. Hasta
donde sabemos, no hay informacion publicada sobre la identificacion de especies o
subtipos de Cryptosporidium que infecten a personas o cualquier especie animal en
Uruguay; por lo tanto, nuestro estudio proporciona informacion novedosa que podria
usarse para enmarcar futuros estudios sobre diagndsticos, epidemiologia molecular y
evaluaciones de riesgos.

Aunque previa y actualmente, se ha documentado que la infeccién con
Cryptosporidium spp. en terneros lecheros en Uruguay se asocia estadisticamente
con el SDN (Caffarena, 2017 — Capitulo 11 de esta tesis), ninguno de los subtipos
encontrados en este estudio se asociO estadisticamente con esta manifestacion
clinica, lo que indica que la diarrea se asocia con infeccion por C. parvum
independientemente del subtipo. La falta de asociacién entre algunos de estos
subtipos de C. parvum en terneros recién nacidos en condiciones de crianza
similares también ha sido documentada por otros autores (Del Coco et al., 2014;
Avendaiio et al., 2018; Lombardelli et al., 2019). Estudios adicionales son
necesarios para determinar la posible implicancia de diferentes subtipos en términos
de su patogenicidad y dilucidar la epidemiologia de la criptosporidiosis bovina.

A pesar de la amplia distribucion geogréfica y la diversidad de subtipos
encontrados en nuestro estudio, se detectaron dos conglomerados espaciales. En el
conglomerado primario, hubo un mayor riesgo de que las granjas tengan los subtipos
11aA20G1R1 y 11aA22G1R1. En el conglomerado secundario hubo un mayor riesgo
de subtipos 11aA15G2R1, 11aA17G2R1 y 11aA21G1R1. Las diferencias geogréficas
en las especies y subtipos de Cryptosporidium se han descrito durante mucho tiempo
(Alves et al., 2006; Tiranti et al., 2012; Caccio et al., 2015). En nuestro estudio, uno
de los conglomerados estaba ubicado al norte y el otro al sur del Rio Negro. Este rio
podria tener implicancias como una barrera geografica natural, lo que ayudaria a
explicar estas diferencias, también teniendo en cuenta que el movimiento de ganado
a través de este rio estd controlado por una barrera sanitaria por el Ministerio de
Ganaderia, Agricultura y Pesca. Ademas, este conglomerado al norte del Rio Negro,

adyacente a Argentina, contenia los mismos subtipos que son mas frecuentes en ese
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pais. ElI conglomerado ubicado en el sur de Uruguay presentd el subtipo mas
frecuente en casos de zoonosis a nivel mundial (IlaA15G2R1), asi como uno
involucrado en un brote de criptosporidiosis en un campamento de verano en el cual
este subtipo (I11aA17G2R1) se identificd tanto en muestras de humanos como de los
animales (terneros, cabritos y lechones) (CDC, 2011) y, en otro trabajo, también se
encontrd en muestras de agua (Toledo et al., 2017). Como sugieren otros autores, el
origen de los animales, las fuentes de infeccion y las précticas de manejo
probablemente determinan que en algunas areas hay mayores frecuencias de ciertos
subtipos (Del Coco et al., 2014; Caccio et al., 2015). Curiosamente, uno de los
conglomerados espaciales identificados en nuestro estudio se superpuso con el area
metropolitana méas poblada de Uruguay, que incluye la ciudad capital, Montevideo.
La identificacion de la distribucion geogréafica y de los conglomerados espaciales de
los subtipos de C. parvum facilitan la identificacion de areas de riesgo tanto para
animales como para humanos.

Debe considerarse que los movimientos de ganado, ya sea dentro de Uruguay
o internacionalmente, podrian eventualmente determinar el cambio geogréfico de
diferentes subtipos de C. parvum a lo largo del tiempo. En Uruguay,
aproximadamente el 16% de los productores lecheros envian sus terneros a campos
de recria, establecimientos que agrupan a decenas de miles de terneros de varios
establecimientos diferentes (Costa et al. 2010). Una vez que las vaquillonas alcanzan
la pubertad, son servidas, prefiadas, y enviadas de regreso a sus establecimientos de
origen antes del parto. A su vez, los terneros lecheros machos recién nacidos
generalmente se venden y transportan a establecimientos donde se crian para la
produccion de carne. Esto indica que los subtipos de C. parvum detectados en los
conglomerados espaciales en este estudio podrian extenderse potencialmente a otras
regiones geograficas del pais.

Del mismo modo, el comercio internacional de ganado representa una forma
potencial de diseminacion transfronteriza de C. parvum y otros patogenos. Desde
2008 a 2016, Uruguay exportd mas de 1,5 millones de cabezas de ganado vivo a
Turquia (53%), Egipto (15%), China (14%), Brasil (5%), Libano (3%) y otros
destinos (9%) (CPA Ferrere, 2017). Muchos de los subtipos zoonoéticos de C.
parvum identificados en nuestro estudio tienen una ocurrencia limitada o no se han
identificado en especies de ganado en paises que importan ganado de Uruguay. Por
ejemplo, los estudios realizados en Turquia muestran que el subtipo mas comun

hallado en nuestro estudio es relativamente infrecuente y que el resto de los subtipos
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no se han detectado en ese pais (Arslan & Ekinci, 2012; Taylan-Ozkan et al., 2016;
Sayin Ipek, 2017; Kabir et al., 2020; Yildirim et al., 2020). En Egipto ocurre una
situacion similar, habiéndose solo identificado el subtipo 11aA15G2R1 en un nimero
limitado de muestras y no al resto de los subtipos identificados en Uruguay (Amer et
al., 2010; Amer et al., 2013; Helmy et al., 2013; Mahfouz et al., 2014). En China,
hay una gran diversidad de Cryptosporidium spp. y subtipos, y los subtipos
dominantes de C. parvum detectados en este pais rara vez se detectan en otros
paises. El Unico subtipo detectado en China que también se detectd en Uruguay,
corresponde al 11aA15G2R1, que estaba restringido geograficamente a la provincia
de Qinghai (Gong et al., 2017). Por lo tanto, el comercio internacional brinda una
posibilidad de propagacion transcontinental de los subtipos aqui encontrados.
Debido a que Cryptosporidium es uno de los parasitos transmitidos por el
agua mas importantes del mundo (Efstratiou et al., 2017), y dado el riesgo de
contaminacion de ambientes acuaticos por animales infectados (Carey et al., 2004;
Budu-Amoako et al., 2012), evaluamos la distancia entre las areas de crianza de
terneros y los cursos de agua superficiales naturales mas cercanos. Esto se realizo
considerando la ruta de drenaje natural mas corta de los campos, asi como también
si estos cursos de agua fluirian aguas abajo hacia las plantas publicas de
potabilizacion de agua que colectan agua superficial para el consumo humano. Este
enfoque reveld algunas observaciones interesantes. Por ejemplo, encontramos que
los cursos de agua, a los cuales drenaban 4 establecimientos en el conglomerado
espacial secundario, drenaban rio abajo hacia el rio Santa Lucia y, mas abajo, hacia
la planta de potabilizacion de agua de Aguas Corrientes, la cual también se
encontraba dentro del conglomerado espacial secundario. Aguas Corrientes es la
principal planta de potabilizacién de agua del pais, suministrando agua potable a
aproximadamente 1,7 millones de personas en el area metropolitana mas grande de
los departamentos de Montevideo y Canelones (OSE, 2020). Las crianzas de estos 4
establecimientos, que albergaban a 19 terneros infectados con los subtipos
zoonoticos 11aA17G2R1 y 11aA15G2R1, estaban a 50, 180, 450 y 550 m de distancia
de sus respectivos cursos de agua superficiales mas cercanos. La crianza de terneros
mas cercana a un curso de agua natural (20 m) estaba en el establecimiento 3, que
contenia 6 terneros infectados con el subtipo zoonoético 11aA23G1R1. Este curso de
agua fluye hacia la planta de potabilizacion de agua de San Juan en el departamento
de Colonia. Ademas, debe sefialarse que todos los cursos de agua en donde drenan

los campos en este estudio eventualmente desembocan rio abajo, al Rio Uruguay y/o
58



Rio de La Plata, que bordean la costa de playas recreativas de agua dulce en los
departamentos de Rio Negro, Soriano, Colonia, San José, Montevideo y Canelones.

Estudios que evaluaron la presencia y la concentracion de ooquistes de
Cryptosporidium en cursos de agua superficiales, ubicados aguas arriba y aguas
abajo de establecimientos con bovinos encontraron mayores proporciones y
concentraciones de ooquistes en muestras aguas abajo, lo que sugiere que el ganado
representa una fuente de contaminacion de aguas superficiales con este parasito
(Ong et al., 1996; Budu-Amoako et al., 2012). En uno de estos estudios, los cursos
de agua naturales se ubicaron dentro de los 500 m de las instalaciones de
alojamiento del ganado (Budu-Amoako et al., 2012). Basados en esta informacion,
es razonable especular que el agua que drena de las areas donde se crian los terneros
en nuestro estudio (particularmente aquellas que albergan terneros al aire libre sobre
piso de tierra, donde no hubo eliminacion o algun tipo de tratamiento de las heces)
podria eventualmente actuar como un vehiculo para los ooquistes de C. parvum
hacia los respectivos cursos de agua naturales, por ejemplo, después de fuertes
lluvias con un aumento de la escorrentia superficial, 0 en caso de inundaciones.
Tomados en conjunto, nuestros resultados indican que la contaminacion del agua por
ooquistes de subtipos zoonoéticos de C. parvum eliminados por el ganado en
Uruguay, es una situacion probable y podria representar un riesgo potencial para la
salud publica si las personas estan expuestas a cursos de agua naturales, o si el agua
se usa para beber, recreacion, o el riego de cultivos no se trata adecuadamente.

Las inundaciones son eventos frecuentes en Uruguay; en 2015 y 2016, el
fendmeno de EI Nifio caus6 condiciones climéticas extremadamente inestables en la
region, haciendo que los rios aumenten su altura y desborden. En 2016, el mismo
afio del muestreo en nuestro estudio, la precipitacion acumulada en el pais fue de
1268 mm, 207 mm (19,5%) mas alta que la precipitacién acumulada anual promedio
en la década anterior (2006-2015), que fue de 1061 mm (INIA-GRAS, 2020). En
abril de 2016, las fuertes lluvias y un tornado causaron inundaciones y miles de
victimas de inundaciones en todo el pais (IFRC, 2016). Tales condiciones climaticas
extremas facilitan la contaminacion ambiental con patdgenos transmitidos por el
agua.

Ademas, el agua superficial en Uruguay es utilizada por los agricultores para
regar cultivos, lo que también podria representar una posible fuente de transmisién
de C. parvum a los humanos a través de suelos y vegetales contaminados (Hong et

al., 2014; Aliberti, 2017). Otra forma potencial de exposicion de los humanos al
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agua dulce superficial no tratada es la recreacion. Actividades como la natacion, la
navegacion a vela, el kayaking, el canotaje, la pesca, el esqui acuatico, el windsurfy
el kiteboarding se practican comdnmente en Uruguay tanto por habitantes como por
turistas, que en 2016 Uruguay representaron mas de 3,3 millones de turistas
(Uruguay Natural, 2017). Ademas, el agroturismo se estd expandiendo en el pais, y
algunos establecimientos ofrecen experiencias practicas con el ganado, como
ordefiar vacas o arrear ganado (Ministerio de Turismo del Uruguay, 2020). Cabe
seflalar que se han documentado brotes humanos de criptosporidiosis con
transmision probada de C. parvum de bovinos a humanos en eventos de pastoreo
recreativo de primavera en Suecia (Alsmark et al., 2018).

La contaminacion del agua probablemente perpetta el ciclo de transmision
de la criptosporidiosis en el ganado bovino en Uruguay. En todos los
establecimientos incluidos en este estudio, los terneros recibian agua subterranea sin
tratar (Anexo 2). En un estudio anterior, encontramos ARN de rotavirus del grupo A
(RVA), asi como particulas de RVA viables e infecciosas en fuentes de agua potable
administradas a terneros lecheros neonatos en establecimientos lecheros uruguayos
(Castells et al., 2018). Esto indica que el agua probablemente actia como vehiculo
en la transmisién de agentes causantes de diarrea neonatal de terneros que son
menos resistentes en el medio ambiente que los ooquistes de Cryptosporidium spp.
Desafortunadamente, no hemos podido validar pruebas de laboratorio para
identificar eficientemente Cryptosporidium spp. en muestras de agua, aunque este
representaria un paso necesario para evaluar la contaminacion de las aguas.

En Uruguay, el 90% del agua tratada por plantas de potabilizacion se obtiene
de fuentes superficiales y se somete a un tratamiento convencional, un proceso
fisicogquimico que consta de 6 fases: A- pretratamiento, B- coagulacion con sulfato
de aluminio, C- floculacion, D- sedimentacion (o flotacién), E- filtracién y F-
desinfeccion (cloracion) (OSE, 2020b). Los ooquistes de Cryptosporidium spp.
pueden eliminarse fisicamente de los suministros de agua mediante procesos
convencionales de separacion de particulas que incluyen coagulacion-floculacion
quimica, sedimentacién y filtracion en medios granulares (Betancourt & Rose,
2004). Aungue el tratamiento convencional de agua puede ser efectivo para reducir
cargas de ooquistes de Cryptosporidium spp., la efectividad depende de la
concentracion inicial de ooquistes en la fuente de agua. Es posible que se requieran
procesos fisicos y quimicos especiales adicionales, como la microfiltracién o

ultrafiltracion de membrana impulsada por presion, o procedimientos especiales de
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desinfeccion, como el tratamiento con ozono o irradiacion con luz ultravioleta, para
inactivar los ooquistes de Cryptosporidium spp., ya que el parasito es altamente
resistente a la cloracién, incluso a dosis muy altas con tiempo de contacto
prolongado (Betancourt & Rose, 2004). Hasta donde sabemos, dichos
procedimientos no estan disponibles en las plantas de tratamiento de agua uruguayas
y el agua potable en el pais no se analiza especificamente para detectar
Cryptosporidium spp. antes, durante o despuées del proceso de potabilizacion. En
otros paises, los principales brotes humanos de criptosporidiosis transmitidos por el
agua se han relacionado con evidencias de tratamiento suboOptimo de agua
(Widerstrom et al., 2014).

Conclusiones

Los terneros son reservorios de subtipos zoonéticos de C. parvum, siendo los
mas frecuentes 11aA15G2R1 y 11aA20G1R1. Los conglomerados espaciales de
subtipos zoondticos de C. parvum que se superponen con areas metropolitanas y los
cursos de agua superficiales que fluyen hacia las plantas de potabilizacién de agua
para consumo humano, plantea una preocupacion por la posible transmision

zoonotica a traves del agua.
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Capitulo I11: Estimacion de las perdidas economicas debidas a mortalidad de
terneras lecheras

Resumen

La cria y recria de las hembras de reemplazo es esencial en los establecimientos
lecheros para mantener la tasa de reposicion anual y asi mantener o crecer en
existencias, dependiendo de los objetivos productivos propuestos. Sin embargo,
como se menciono previamente, en los ultimos afios el stock nacional no ha crecido
de manera significativa, en parte debido a la elevada mortalidad neonatal en los
rodeos uruguayos y al desconocimiento del lucro cesante que la misma ocasiona.
Mediante un modelo bioecondémico desarrollado en una hoja de calculo se simulé la
vida productiva de una hembra lechera durante toda su vida Util bajo las situaciones
de manejo y alimentacion promedio de los establecimientos lecheros uruguayos. Se
realizd una recopilacion de la informacién disponible a nivel nacional, desde el
nacimiento hasta el fin de la vida util del animal, a través de bibliografia publicada y
consultoria a expertos nacionales en sistemas de produccion lechera. El costo total
de criar una ternera desde el nacimiento hasta su desleche a los 75 dias de vida fue
de US$ 129,74 (US$ 1,77 ternera/dia) y desde el nacimiento hasta el primer parto a
los 33 meses de vida de US$ 589,89 (US$ 0,58/dia), siendo los costos de
alimentacion y de mano de obra los principales contribuyentes al costo total durante
estos periodos. La edad al repago de una hembra lechera en las condiciones
productivas de Uruguay fue de 52,7 meses de vida (en el 4° mes de su segunda
lactancia). El lucro cesante de una ternera que muere durante la etapa de crianza fue,
en promedio, de US$ 2678,6. Los resultados del modelo sugieren que la cria y recria
de hembras de reemplazo en Uruguay es relativamente de bajo costo; sin embargo.
esto se traduce en crias y recrias ineficientes dada la elevada edad al 1° parto
registrada. En base al lucro cesante estimado y la mortalidad de terneras hembras
reportada en Uruguay, hubo una pérdida de US$ 64.382.829 solamente a nivel del
sector primario entre los afios 2014 — 2020. Las préacticas de manejo que determinen
una menor mortalidad de terneras en la crianza y una mejor eficiencia de la crianza y
recria tendran un impacto econdémico positivo para los productores lecheros

uruguayos y el pais.

Introduccion
Las existencias nacionales de ganado lechero no han evidenciado un

crecimiento significativo en los ultimos afios (periodo comprendido entre 2006-2007
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y 2017-2018= 0,3%/afio) (MAGP-DIEA, 2019). Especificamente en la categoria de
terneras lecheras, entre 2016 y 2020, ocurrio una disminucion de -1,6%/afio
(Ministerio de Ganaderia, 2020). Parte de esta situacion es debida a la elevada
mortalidad de terneros entre el parto y el desleche que experimentan los
establecimientos lecheros uruguayos (Schild et al., 2020).

La cria y recria de terneras es una etapa esencial, tanto individualmente para
el animal desarrolle todo su potencial genético, como a nivel empresarial, ya que de
una buena estrategia de reemplazos depende la produccion futura de los
establecimientos. Sin embargo, teniendo en cuenta los datos generados a nivel
nacional, se infiere que estas etapas no son prioritarias para los productores, ya que,
ademas de la elevada mortalidad, las ganancias de peso registradas son bajas (Costa
et al., 2010), las recrias son largas y la edad al primer parto elevada (Fernando
Sotelo 2019, MU, comunicacion personal). Estas situaciones se alejan de los
objetivos productivos y de desempefio animal propuestos por la bibliografia y, por
ende, determinan una menor eficiencia global y rentabilidad del sistema lechero.

Esta categoria, la cual constituye una de las etapas improductivas en la vida
del animal, ha sido motivo de varios estudios, ya que sus costos representan el
segundo mayor costo contribuyente al costo total de un establecimiento lechero
(Tozer & Heinrichs, 2001). Ademas si no se lleva un registro detallado de los costos
de la cria y recria, estos se pierden en el costo global del establecimiento (Gabler et
al., 2000; Tozer & Heinrichs, 2001; Mohd Nor et al., 2012; Heinrichs et al., 2013;
Boulton et al., 2017). La mayoria de los trabajos incurre en el costo de criar los
animales sin tener en cuenta el lucro cesante ante la muerte de las terneras, es decir,
cuénto se deja de ganar a futuro por la pérdida de ese animal.

A nivel regional, en Argentina y Brasil, hay algunos trabajos e informes
técnicos publicados (Berra & Osacar, 2012; Santos & Lopes, 2014; Dos Santos &
Beloni, 2016; Martin & Demateis, 2017), pero generalmente acotados a la
modelizacion de un establecimiento y, como se menciond previamente, sin tener en
cuenta el lucro cesante de los animales que mueren.

Teniendo en cuenta los datos generados en la encuesta realizada por el
INALE en el 2014 (Jorge Artagaveytia, INALE, comunicacion personal, 2020), la
mortalidad reportada por Schild et al. (2020) representd una gran cantidad de
terneros (en el orden de decenas de miles). Por lo tanto, conocer el impacto

econdémico que tiene esa pérdida de animales a nivel de la produccion primaria
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representa un debe para la lecheria uruguaya y, posiblemente, actie de disparador
para la toma de medidas, tanto a nivel nacional como predial.

El objetivo de esta seccion es estimar las pérdidas nacionales para el sector
primario usando un modelo deterministico dinamico de simulacion econémica en

base a datos nacionales.

Materiales y Métodos
Disefio del modelo y supuestos

En una planilla de Microsoft Excel se disefio un modelo que representa los
eventos sanitarios, productivos y reproductivos de una hembra lechera a lo largo de
su vida util (sobre la base de datos de entrada del modelo) determinando resultados
productivos y economicos (datos de salida), partiendo del supuesto de que el
impacto economico de la pérdida de terneras en sistemas lecheros radica en la
merma productiva esperada a futuro (lucro cesante).

Con el objetivo de modelizar la situacion promedio de los establecimientos
uruguayos se hizo un analisis basado en los costos detallados de la crianza de
terneras a traves de un proceso integral de recopilacion, captura y andlisis de datos
(Gabler et al., 2000; Razzaque & Mohammed, 2010; Boulton et al., 2017) en base a
la informacién recabada por Schild (2017; 2020) respecto de las caracteristicas de
los sistemas de crianza prevalecientes en Uruguay. Estas fuentes se complementaron
con la informacion aportada por INALE (2014), fuentes bibliograficas e internet, asi
como también con la colaboracion de un grupo de expertos en sistemas de
produccion lechera y economia. Se tuvieron en cuenta datos como el tipo de sistema
de crianza utilizado, el tipo de dieta liquida (ej. sustituto lacteo o leche) y sélida
ofrecidas, la cantidad de dias que los terneros permanecen en la guachera, los
eventos de salud ocurridos, el costo de la mano de obra, la depreciacidn del equipo y
la infraestructura y el manejo sanitario y reproductivo.

La modelacion de la hembra fue realizada en base a etapas (Crianza, Recria
1, Recria 2, Recria 3, Lactancia 1, Vaca seca 1, Lactancia “n”, Vaca Seca “n”), cuya
transicion esta definida por los siguientes eventos: nacimiento (inicio de la etapa de
Crianza), desleche (inicio de la etapa de Recria 1), pubertad (inicio de la etapa de
Recria 2), prefiez (inicio de la etapa de Recria 3), Parto 1 a “n” (inicio de la etapa de
Lactancia 1 a “n”), y secada (inicio de la etapa de Vaca Seca 1 a “n”). Dentro de
cada etapa se determinaron dietas diferentes, distinta proporcién de mano de obra y

recursos forrajeros, diferente manejo sanitario y distinta mortalidad, ganancia de
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peso y produccion lactea (etapas de lactancia). La mortalidad entre el nacimiento y
el desleche se obtuvo del trabajo de Schild et al. (2020), siendo de 15,2% anual. Al
igual que lo propuesto por otros autores (Boulton et al., 2017), el costo por un
animal muerto (el cual varia segun la etapa en que muera) fue asumido por los que
contintian vivos. Se asumio una duracion de la gestacion de 280 dias (Norman et al.,
2009) y que no ocurre aborto (Mohd Nor et al., 2012). La edad a la concepcion se
calcul6 restando el periodo gestacional a la edad promedio al primer parto, obtenida
de los registros del MU (Fernando Sotelo 2019, MU, comunicacion personal). El
costo de oportunidad se calcul6 sobre la probabilidad de tener un 50% de terneras
hembras. Como el objetivo es modelar la vida productiva de una sola hembra
lechera, el modelo asume que las crias nacidas, ya sean machos o hembras, son
vendidas tempranamente luego del parto, por lo que se computa un valor promedio
de la venta de ambos. Con respecto al peso del animal, se asume que hay ganancia
de peso desde el nacimiento hasta la etapa de Vaca Seca 1 que es donde llegaria a su
peso adulto, y a partir de ahi se considera un peso vivo estabilizado.

Los ingresos por la produccion de leche se estimaron en base al rendimiento
por lactancia (Boulton et al., 2017) multiplicado por el precio de la leche en mercado
que se le paga al productor (US$/L). La unidad basica de tiempo utilizada fue el mes
(30 dias).

No se consideraron en el analisis a las variables tributarias ni el costo de
oportunidad para el capital monetario ni la tierra; por lo tanto, solo se midio el
impacto directo.

El impacto econémico de la pérdida de terneras se determind calculando el
valor presente o actualizado de la produccion futura que se deja de obtener, menos
los costos directos que se evitan (alimentacion, sanidad, mano de obra,
reproduccion, etc). Se presentan los resultados obtenidos para las hembras
exclusivamente, que son las futuras productoras de leche, sin considerar el impacto
de la mortalidad de terneros machos.

El valor actual (VA) corresponde a la siguiente expresion:

— n=1 Sfn
VA = vida util 1+

Siendo “n” la vida util del animal expresada en meses, “Sfy,» cada uno de los saldos
(ingresos — egresos) del mes “n”, e “i” la tasa de interés periddica asignada como

tasa de descuento. En este trabajo se consider6 que la tasa anual de descuento
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corresponde a un costo de oportunidad estimado en 5%, lo cual significa 0,4167%

mensual (tasa periddica). Es decir que i = 0,004167.

Datos de entrada

Datos de entrada genéricos (precios, instalaciones y equipos)

El modelo permite almacenar diferentes series de precios (historicos,

actuales, proyectados) y seleccionar cual de ellos aplicar. Para la realizacion de esta

tesis se asignaron los precios actuales o historicos que se indican a continuacion:

Mano de obra: 14955 US$/afio (INALE, 2014). Suponiendo una jornada
laboral promedio de 8 horas diarias y 280 dias laborables por afio se obtienen
2240 horas laborables/afio, por lo que el salario queda establecido en 6,68
US$/hora por persona en la etapa de crianza.
Dieta liquida en la etapa de crianza: 2,21 US$/kg de sustituto lacteo
(Productores de Leche S.A. - PROLESA). Asumiendo que se obtienen 10
litros de formulado por kg de producto, el costo por litro de formulado queda
en 0,221 US$/litro. Con respecto a la leche no comercial, se asumi6 un valor
correspondiente con el costo de produccién lo que representd un 53-65% del
valor en dolares del L de leche de tanque comercial pagado al productor.
Este costo se recalculd teniendo en cuenta que el 32,7% de los
establecimientos ofrece sustituto lacteo a los terneros, el 26,9% leche de
tanque y el resto leche no comercial (Schild et al., 2020),
Costo de calentamiento de la dieta liquida en la etapa de crianza: se
establecio en 0,015 US$/litro de formulado (adaptado a partir de los datos de
Berra & Osacar, 2012). Corresponde al consumo de energia necesario para
calentar 1 L de leche no comercial/sustituto lacteo de 25 a 40°C. Este costo
se recalculd teniendo en cuenta que el 43,1% de los tambos de Uruguay
efectlian este calentamiento (Schild, 2017).
Concentrados: en todas las etapas se considera que el concentrado posee
85% de materia seca (MS). El precio del concentrado tal cual y su costo por
kg de MS en cada etapa es el siguiente (PROLESA):

- Crianza: 360 US$/Ton — 0,4235 US$/kg MS.

- Recria 1: 340 US$/Ton — 0,4 US$/kg MS.

- Recrias 2 y 3, Lactancias y Vaca Seca: 280 US$/Ton — 0,3294

US$/kg MS.

66



- Heno: en todas las etapas se considera un costo del fardo redondo de 12,2
US$, con 360 kg MS/fardo (es decir, 0,0339 US$/kg MS) (PROLESA,;
INALE; consultores expertos). Este costo solo tiene en cuenta el costo de la
confeccidn (maquinaria), el costo del forraje se incluye dentro del costo de la
pastura.

- Praderas permanentes: las pasturas que se asignen a las etapas de recria,
lactancia o vaca seca, tienen un costo de implantacion de 350 US$/ha, una
vida (til estimada en 2 afios y una produccion anual disponible al consumo
de 4291 kg MS/ha. Costo/kg MS = 350/2/4291 = 0,041 US$/kg MS
(PROLESA,; INALE; consultores expertos).

- Valor leche cruda: 0,30 US$/litro (INALE).

- Valor de venta de la ternera (hembra): 100 US$/cabeza (consultores
expertos, casa de remates).

- Valor de venta del ternero (macho): 22 US$/cabeza (consultores expertos).

- Valor de venta de la vaca de descarte: 600 US$/cabeza (consultores expertos,
casa de remates).

- Precios de insumos, de servicios de sanidad y costos reproductivos: se

detallan en cada etapa.

Con respecto a las inversiones, se parte del supuesto que son realizadas al inicio
de la etapa en la cual son requeridos; por ejemplo, los costos del equipo de ordefie se
imputan al inicio de la primera lactancia. Al finalizar la vida atil del animal se
imputa como ingreso el valor residual que en ese momento tendrian los bienes
durables o de uso existentes. En cada etapa se especifican los parametros
considerados para el flujo de fondos.

El calculo del valor residual activo (VRA) de los bienes de uso surge de la

siguiente ecuacion:

duracion futura

VRA = (VN — VRP). + VRP

vida ttil
Donde VN es el valor a nuevo del bien y VRP el Valor Residual Pasivo.
Datos de entrada especificos por etapas

Etapa de crianza
En esta etapa se asumio una duracion de 75 dias (Schild et al., 2020), en la

cual la ternera pasa de 37 kg (peso al nacer) a 70 kg (aumento diario de peso vivo -
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ADPV- = 0,452 kg), basado en el peso al nacimiento de una ternera Holstein y un
ADPV correspondiente a un sistema de alimentacion convencional. Se considera
una mortalidad de 15,2% (Schild et al., 2020).

Para la asignacion del costo del personal se considerd6 que pueden
desarrollarse 5 cohortes de terneras por afio (365/75 dias) y que, en cada cohorte, en
promedio, habria aproximadamente 91 terneras atendidas por una persona (INALE,
2014). Entonces el costo de la mano de obra por cabeza es:

Salario anual US$ 14955

Cohorte Animales. — = 32;94‘ US$/Cabeza
( 5x90,8

afio Cohorte

Esto equivale a 4,93 horas/cabeza/afio 0 a que una persona atiende 454
terneras al afio.

El costo del calentamiento (consumo de energia eléctrica 0 combustible) se
establecio en 0,015 US$/L de sustituto lacteo/leche (comercial o no comercial)
suministrado, pero, dado que sélo un 43,1% de los establecimientos calientan el
sustituto lacteo/leche (Schild 2017) y, teniendo en cuenta que se pretende reflejar
una situacion promedio de los tambos del pais, se asigno el 43,1% del costo. Como
el consumo total de sustituto por cabeza es de 281,3 L de formulado, entonces el
costo de calentamiento es de 0,015 x 0,431 x 281,3 L = 1,82 US$/cabeza.

Con respecto a la dieta liquida, se administra durante los primeros 66 dias de
vida de los cuales se ofrecen 4,5 L/dia (Schild 2017) en los primeros 59 dias y 2,25
L/dia en los dltimos 7 dias, siendo el promedio ponderado: 4,261 L diarios 0 como
se mencionod previamente, 281,25 L en toda la etapa de crianza. Al precio de 0,221
US$/L de formulado resulta un costo de 62,16 US$/cabeza.

El alimento iniciador se suministra a razén de 0,7 kg MS/dia durante toda la
etapa de crianza. Del precio del concentrado, de 0,4235 US$/kg MS (PROLESA),
surge un costo de 0,7 x 75 dias x 0,4235 = 21,64 US$/cabeza.

El heno se suministra en cantidad de 0,1 kg de MS por dia durante toda la
etapa, que, para un fardo redondo de 360 kg de MS significa 0,02 fardos por cabeza
para toda la etapa (0,1 x 73 dias / 360 kg). Al precio de 12,2 US$/fardo redondo, el
costo es de 0,25 US$/cabeza.

Con respecto a la sanidad incurrida en esta etapa, se imputan costos de la
desinfeccion del ombligo de 0,2 US$/tratamiento (1 L de tintura de iodo al 7% =
US$ 39,48; dosis/animal = 5 ml; US$/dosis = 0,2) y honorarios veterinarios de 5,14
US$/cabeza (se asumieron 12 medias jornadas/afio; US$ media jornada = 194,59;
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total de terneros = 454; US$ 2335,09 total honorarios/454 animales = US$ 5,14
honorario/cabeza), englobados como sanidad preventiva.

Solo se comput6é al SDN como enfermedad, basado en lo observado por
Schild et al. (2020) y datos de la PSA. Se asumio una morbilidad del 27,6% (PSA),
por lo que la ecuacién correspondiente al costo del tratamiento del SDN es la

siguiente:

. . . . uss
Sanidad curativa = costo tratamiento de diarrea (7) X

tratamiento
a7 . enjyermos
Morbilidad diarrea ( i

poblacidén en riesgo

Se asumid que cada tratamiento de diarrea tenia un costo de US$ 18,78,
desglosado de la siguiente manera:
- Antinflamatorio no esteroideo durante 3 dias (cantidad de dosis: 3;
US$ 0,51/dosis) (PROLESA; consultores externos).
- Antibi6tico durante 5 dias (cantidad de dosis: 5; US$ 0,23/dosis)
(PROLESA,; consultores externos).
- Sales rehidratantes orales durante 4 dias (Cantidad de dosis: 4; US$
2,73/dosis) (PROLESA,; consultores externos).
- Protector de la mucosa gastrointestinal durante 3 dias (cantidad de
dosis: 3; US$ 1,71/dosis) (PROLESA; consultores externos).
Las inversiones tomadas en cuenta durante esta etapa fueron las estacas y

termotanques como se detalla en la Tabla 8:
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Tabla 8. Inversiones en bienes de uso en crianza.

Inversion

Descripcion VN VRP Cantidad total VU Cabezas/unidad/afno Cabezas prorrateo  Inversion/Cabeza  VRP/Cabeza
Estacas 5 0 1 5 4 5 20 0,25 0
Termotanque 400 0 1 400 4 600 2400 0,17 0
Total 405 0,42 0

VN: valor a nuevo; VRP: valor residual pasivo; VU: vida util (afios).
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Una vez finalizados los 75 dias de la crianza (momento del desleche) se

continta con la siguiente etapa.

Recria 1

Esta etapa comienza con un animal de 76 dias de vida y finaliza cuando el
mismo cumple los 180 dias (duracion total de la etapa: 107 dias). Durante esta etapa
las terneras pasan de 70 kg a 120 kg (ADPV = 0,467 kg). Se asigna una mortalidad
de 0,5%.

Para la determinacion del costo del personal se estimé que una persona
atiende 868 animales por afio, pero como esta etapa dura menos de 1 afio, se calcula
la parte proporcional que le corresponderia de la siguiente manera:

Horas laborables /Afio  Duracién etapa B 2240 h 8 107d B 0,757h

X = =
cabezas/persona 365 868 365 cabeza

/etapa

Multiplicando 0,757 horas por el salario por hora (6,68 US$/hora) se obtiene
5,05 US$/cabeza, que seria el costo de la mano de obra.

Para el calculo de la alimentacion se partié del supuesto de un consumo total
de MS diario del 2,7% del peso vivo (esto representa 2,57 kg MS diarios
considerando el peso medio del animal durante esta etapa).

e Concentrado: corresponde al 50% de la dieta diaria (es decir 1,28 kg de
MS/dia). Considerando un precio de 0,4 US$/kg MS de concentrado se
obtiene un costo por animal de 54,89 US$ para los 107 dias que dura la
etapa.

e Pradera permanente: aporta el 24% del consumo total de MS, lo que significa
0,62 kg de MS por dia de pastura. Con un costo del kg de MS de pastura de
0,041 US$ surge un costo de pastura de 2,69 US$/cabeza en esta etapa.

e Heno: se suministra el 24% de la dieta diaria en MS, lo que significa 0,183
fardos redondos para toda la etapa. Al precio de 12,2 US$/fardo (0,034
US$/kg MS), el costo del heno es de 2,23 US$/cabeza.

e Campo natural: se incorpora una participacion de campo natural del 2% de la
dieta diaria, lo que equivale a 0,05 kg MS/dia. Dado que en este analisis no
se incorporan costos de oportunidad, el campo natural se considera sin costo.

Con respecto a los costos sanitarios, se considerd dentro de la sanidad preventiva

la vacunacion contra enfermedades clostridiales (2 dosis; US$ 0,505/dosis),
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carbunclo (1 dosis; US$ 0,420/dosis) y aftosa (1 dosis, sin costo), 3
desparasitaciones (3 dosis; US$ 0,107/dosis) y honorarios veterinarios (US$
0,68/cabeza).

La principal inversion considerada en esta etapa fueron las aguadas como se
detalla en la Tabla 9:
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Tabla 9. Inversiones de uso en recria 1.

Descripcion VN VRP Cantidad Inversion total VU  Cabezas/unidad/afio ~ Cabezas prorrateo  Inversion/Cabeza  VVRP/Cabeza
Aguadas 14000 O 1 14000 20 130 2600 5,38 0
Total 14000 5,38 0

VN: valor a nuevo; VRP: valor residual pasivo; VU: vida Util (afios).
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Recria 2

Durante esta etapa la vaquillona pasa de 120 kg a 350 kg (ADPV = 0,383
Kg), ingresando con una edad de 181 dias y finalizando con 780 dias (duracion total
de la etapa: 600 dias). Se asigna una mortalidad de 1%. Durante esta etapa ocurre la
primera prefiez (Fernando Sotelo 2019, MU, comunicacién personal).

Al igual que en la Recria 1, para la determinacion del costo del personal se
estimo que una persona atiende 868 animales por afio. Dado que esta etapa dura méas

de 1 afio, se ajusta el calculo en funcién de dicha duracion:

Horas laborables/afio  Duracién etapa 2240 hs 600d. 424 horas
Cabezas * 365 R R i
persona

Multiplicando 4,24 horas por el salario por hora (US$ 6,68) se obtiene un
costo de la mano de obra de 28,32 US$/cabeza.

Al igual gue en la etapa anterior, se supuso un consumo total de MS diaria
del 2,7% del peso vivo por dia (o que representa 6,35 kg MS diarios considerando
el peso medio del animal durante esta etapa).

e Concentrado: representa el 5% de la dieta diaria (es decir 0,32 kg de
MS/dia). Al precio de 0,329 US$/kg MS de concentrado para esta etapa se
obtiene un costo por animal de US$ 62,7 para los 600 dias que dura la etapa.

e Pradera permanente: aporta el 42% de la dieta en MS, lo que significa 2,66
kg de MS por dia de pastura. Con un costo del kg de MS de pastura de US$
0,041, esto representa un costo de pastura de 65,21 US$/cabeza.

e Heno: representa el 18% del consumo diario de MS, lo que equivale a 1,904
fardos redondos por animal para toda la etapa. Al precio de 12,2 US$/fardo
(0,034 US$/kg MS), el costo del heno es de 23,22 US$/cabeza.

e Campo natural: aporta el 35% de la dieta diaria, lo que equivale a 2,22 kg

MS/dia. Como se mencion0 anteriormente, se considera sin costo.

Con respecto a los costos sanitarios se considerd dentro de la sanidad
preventiva la vacunacién contra enfermedades clostridiales (4 dosis; US$
0,505/dosis), carbunclo (1 dosis; US$ 0,420/dosis) y aftosa (4 dosis, sin costo), 6
desparasitadas (0,107 US$ cada una), 2 dosis de vacuna reproductiva (1,5 US$ cada

una), 1 refrendacion anual (6,93 US$/cabeza), que incluye sangrado para brucelosis,
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aplicacion y lectura de tuberculina y certificado de la Sociedad de Medicina
Veterinaria del Uruguay (SMVU), y honorarios veterinarios (1,37 US$/ cabeza).

Dado que en esta etapa ocurre la primera prefiez (a una edad de 724 dias, ya
que la edad al primer parto es 1007 dias), se incluyen costos reproductivos
(inseminacidn y diagndstico de gestacion):

El costo de la inseminacion se determind mediante la siguiente ecuacion:

Costo IA: (Precio semen + Costo A / dosis) X N° dosis / cabeza

+ Costo IA/Prefiez X Tasa de prefiez

Considerando el precio de la dosis de semen (10 US$/dosis) (PROLESA,
2020) sin otro costo de inseminacion adicional y 1,50 dosis/cabeza mas el costo del
inseminador por vaca prefiada (5,83 US$) obteniéndose una prefiez del 45%.

La cantidad de dosis de semen requeridas para lograr una prefiez es 1,5/0,45
= 3,33 y el costo del diagndstico de gestacion mediante palpacion transrectal se fijé
en US$ 1,94/cabeza (SMVU, 2020).

No se consideraron inversiones adicionales en esta etapa.

Recria 3

En esta etapa la vaquillona pasa de 350 kg a 405 kg (ADPV = 0,243 kg). Se
asigna una mortandad de 0,2%. Durante esta etapa la vaquillona estaria prefiada e
ingresaria con 781 dias de vida y finalizaria con el parto a los 1006 dias (duracion
total de la etapa: 226 dias).

Al igual que en las etapas anteriores de recria se asume que una persona
atiende 868 cabezas por afio. Ajustando en funcién de la duracion de la Recria 3 se

obtiene el siguiente costo de personal:

Horas laborables/aio Duracion etapa 2240 hs 226d. horas
Cabezas X = ve = 1'60
365 868 365 cab
persona

/etapa

Multiplicando las horas dedicadas por el valor de la hora trabajada (1,6 X
US$ 6,68/h) se obtiene un valor de costo de mano de obra de US$ 10,67/cabeza.

Con respecto a la alimentacion, al igual que las otras dos etapas de recria, se
estima un consumo diario de MS equivalente al 2,7% del peso vivo medio, lo que
equivale a unos 10,19 kg MS/dia particionado de la siguiente manera:

e Concentrado: representa el 14% de la dieta diaria total (es decir 1,43 kg de

MS/dia). Con un precio de US$ 0,329/kg MS de concentrado para esta etapa,
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se obtiene un costo por animal de US$ 106,23 para los 226 dias que dura la
etapa.

e Pradera permanente: representa el 16,5% de la dieta en MS, lo que equivale a

1,68 kg de MS por dia de pastura. Con un costo del kg de MS de pastura de
US$ 0,041/kg MS, esto representa un costo de pastura de US$ 15,50/cabeza.
e Heno: representa el 38,5% del consumo diario de MS, lo que significa 2,46
fardos redondos (de 360 kg MS) para toda la etapa. Al precio de US$
12,2/fardo (0,034 US$/kg MS), el costo del heno es de 30,05 US$/cabeza.
e Campo natural: aporta el 31% de la dieta diaria, lo que equivale a 3,16 kg
MS/dia. Se considera sin costo, como se menciono anteriormente.

En esta etapa, desde un punto de vista sanitario, se aplican 2 dosis de vacuna
contra la fiebre aftosa (sin costo), el costo correspondiente a una refrendacion anual
(US$ 6,93/cabeza) y los honorarios veterinarios (US$ 0,68/cabeza).

Al igual que en la recria 2, no se consideraron inversiones adicionales en esta

etapa.

Lactancia 1

El evento desencadenante del inicio de esta etapa es el parto. El animal
ingresa con una edad de 1007 dias y finaliza con 1401 dias (duracion total de la
etapa: 395 dias). Durante esta etapa la vaca pasa de 405 kg a 550 kg de peso vivo
(ADPV = 0,367 kg). Se asigna una mortalidad de 5% (INALE, 2014). En esta etapa
ocurre la segunda prefiez alrededor de los 1182 dias de vida, siendo el intervalo
parto-concepcion resultante de 175 dias.

El costo de la mano de obra se asume como un costo fijo (no como variable);
su determinacién surge de considerar que una persona atiende/ordefia 64,5 vacas
(esto representa 1,55 personas cada 100 vacas). Ajustando por la duracion de la

etapa de Lactancia 1 se obtiene:

Horas laborables/afio  Duracién etapa 2240 hs  395d. 3758 horas .
Cabezas X 365 T 64,5 * 365 7V cab /etapa
persona

Luego el valor obtenido es multiplicado por el valor de la hora trabajada.

La etapa de Lactancia 1 es subdividida en 4 fases de 90, 90, 90 y 125 dias,
respectivamente, en cada una de las cuales se aplica un esquema de alimentacion

diferente (Tabla 10). La produccion por vaca en ordefie (VO), en este caso, se asume
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como homogenea en las 4 fases, fijada en 17,43 L/dia, siendo la produccién total
durante la etapa de 6885 L.

La alimentacion total durante la Lactancia 1 (integrando las 4 fases) se

resume en la Tabla 11;
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Tabla 10. Produccion y alimentacion segun cuatro fases en la etapa de Lactancia 1.

Produccion Alimentacion
Duracion  »/oydra Pastura (kgMS/cabeza/dia) Heno Concentrado = o\ isrdia 06 PV
(dias) (kgMS/cabeza/dia)  (kgMS/cabeza/dia)
1° Fase Lactancia 1 90 17,43 9,77 1,67 4,01 1545  3,24%
2° Fase Lactancia 1 90 17,43 6,68 2,5 4,01 13,19 2,76%
3° Fase Lactancia 1 90 17,43 451 3,51 4,26 12,28 2,57%
4° Fase Lactancia 1 125 17,43 5,59 4,34 451 14,44 3,02%
Duracién Lactancia 1 395
PV: peso vivo.
Tabla 11. Desglose de la alimentacion en Lactancia 1.
Dieta Kg MS/dia % PV % Dieta (MS) US$/kg MS Kg MS/etapa US$/etapa % costo
Pastura 6,54 1,37% 47% 0,04 2585,2 105,43 15,1%
Heno 3,12 0,65% 23% 0,03 1233,7 41,81 6,0%
Concentrado 4,23 0,88% 30% 0,33 1669 549,77 78,9%
Total 13,89 3% 100% 0,133" 5487,9 697,01 100%

*promedio
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El consumo medio es de 13,89 kg MS/dia que equivale al 2,91% del peso
vivo. En promedio se asigna por dia 6,54 kg MS de pastura, 3,12 kg MS de heno y
4,23 kg MS de concentrado (Guillermo Battegazzore — CONAPROLE -
Seguimiento Proyecto Apoyo Produccion Competitiva, comunicacion personal).

Con respecto a la sanidad preventiva se considera una vacunacion contra
carbunclo (1 dosis, US$ 0,42), aftosa (1 dosis, sin costo), enfermedades
reproductivas (1 dosis, US$ 1,5) y el costo referente a la refrendaciéon anual (US$
6,93/cabeza).

En esta etapa ocurre la 2° prefiez que finalizara con el segundo parto a los
1465 dias de vida. Para la determinacion del costo de la 1A se utilizaron los mismos

pardmetros que para la etapa de Recria 2.

Costo I1A: US$ dosis semen X 1.5 dosis/vaca + 5.83 US$/vaca prefiada x 0.45 TC

Se asume que la inversién en equipos e instalaciones se realiza al inicio de la

Lactancia 1, en la Tabla 12 se detallan los mismos.
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Tabla 12. Inversiones de bienes de uso en Lactancia 1.

Descripcion VN (US$) VRP Cantidad  Inversion total VU Cabezas/unidad/afio Inversién/Cabeza ~ VRP/Cabeza
Equipo de ordefie 17000 3400 1 17000 15 130 130,77 26,15
Instalaciones de 1554 0 1 43000 15 130 330,77
ordefie
Equipo de frio 20000 0 1 20000 15 130 153,85
Comederos 20000 0 1 20000 20 130 153,85
Aguadas 14000 0 1 14000 20 130 107,69
Total 114000 876,92 26,15

VN: valor a nuevo; VRP: valor residual pasivo; VU: vida util (afios).
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Vaca seca 1

Durante esta etapa la vaca pasa de 550 kg a 560 kg de peso vivo (ADPV =
0,159 kg). Se asigna una mortalidad de 0%. El animal comienza con una edad en
dias de 1402 y finaliza con 1464 (duracion total de la etapa: 63 dias). Dado que la
primera lactancia tuvo una duracion de 395 dias, junto con los 63 dias de esta etapa,
queda definido un intervalo entre partos (IEP) de 458 dias (15 meses), que es el
promedio de Uruguay segun datos del MU.

El costo de la mano de obra se efectla teniendo en cuenta que, al igual que
en la etapa de lactancia, una persona atiende 64,5 animales (esto representa 1,55
personas cada 100 vacas). Ajustando por la duracion de la etapa de vaca seca se
obtiene:

Horas laborables/afio  Duraciéon etapa 2240 hs 63d. £ 99 horas
Cabezas x 365 = 645 Y365 7 cab

persona

/etapa

Al igual que en las otras etapas, el valor de la hora por cabeza se multiplica
por el valor de la hora de trabajo.

En esta etapa, la alimentacion, se subdivide en dos fases de 43 y 20 dias,
respectivamente. En ambas se considera un consumo diario de MS del 2,7% del
peso vivo. En la primera fase un 10% de dicho consumo corresponde a pastura (1,5
kg MS/dia), un 10% a heno (1,5 kg MS/dia) y un 80% a campo natural (11,99 kg
MS/dia). En la segunda fase un 10% de la dieta lo aporta la pastura, un 35% el heno,
un 38% el campo natural, y a esto se le agregan 3 kg/dia de concentrado tal cual
(que en MS equivale a 2,55 kg) (Tabla 13).

En la Tabla 14 se resumen los indicadores de la alimentacion total durante

ambas fases de la etapa de vaca seca.
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Tabla 13. Alimentacion segin ambas fases de Vaca Seca 1.

Alimentacién
Dur{mon Pastura ] Heno ] Concentrado ) Campo natura[ KgMS/dia % PV
(dias) (kgMS/cabeza/dia) (kgMS/cabeza/dia) (kgMS/cabeza/dia) (kgMS/cabeza/dia)

1° Fase Vaca seca 1 43 1,5 1,5 0 11,99 14,99 2,70%

2° Fase Vaca seca 1 20 1,5 5,24 2,55 5,69 14,98 2,70%
Duracion Vaca seca 1 63
Tabla 14. Caracteristicas de la alimentacion en la etapa de Vaca Seca 1.

. . KgMS/dia
0
Dieta KgMS/d_la % PV % dieta US$/KgMS KgMS/etapa (suministro US$/etapa % Costo
(Promedio) (MS) real)

Pastura 1,5 0,27% 10,0% 0,041 94,4 1,5 3,85 14,6%
Heno 2,69 0,48% 17,9% 0,034 169,3 2,69 5,74 21,7%
Concentrado 0,81 0,15% 5,4% 0,329 51 2,55 16,8 63,7%
Campo natural 9,99 1,80% 66,7% 0,0% 629,4 9,99 0 0,0%
Total/etapa 14,99 2,7% 100,0% 0,027 944,1 16,73 26,39 100,0%
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El consumo de concentrado es de 51 kg de MS. Dado que este solo se
suministra en la segunda etapa (ultimos 20 dias) se puede expresar el consumo
diario en 0,81 kg por dia promedio (abarcando los 63 dias de la etapa), segin se
muestra en la segunda columna de la Tabla 14, o en 2,55 kg MS/dia efectivo de
suministro (es decir considerando sélo los 20 dias durante los cuales se suministra el

concentrado), lo cual se indica en la séptima columna de la mencionada tabla.

En esta etapa el animal se vacuna contra fiebre aftosa (1 dosis sin costo) y

tiene el costo de la refrendacion (US$ 6,93/cabeza).
No se consideran inversiones adicionales en esta etapa.

Lactancia 2

Durante esta etapa la vaca se mantiene en su peso de 560 kg (ADPV = 0 kg).
Comienza con un animal de 1465 dias y finaliza con uno de 1853 dias (duracion
total de la etapa: 389 dias). Se asigha una mortalidad de 5%. Durante esta etapa
ocurre la tercera prefiez, a una edad de 1609 dias, por lo que el IPC es de 144 dias y
el IEP de 14,9 dias, en concordancia con los datos del MU para estos indicadores.

En esta, como en las sucesivas lactancias (hasta la lactancia 4, que es el fin
de la vida util segun los datos del MU), los costos de mano de obra, de alimentacion,
sanitarios y de reproduccion se calculan de la misma manera solo que van variando
los dias en lactancia (389 dias en esta etapa) y la produccion de leche (7772,2 L
total; 19,98 L/dia). En las Tablas 15-16 se detallan las caracteristicas productivas y

de alimentacion.
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Tabla 15. Produccion y alimentacion segun la fase en la etapa de Lactancia 2.

Produccién Alimentacion
Duracion | n/6/qa Pastura (kgMS/cabeza/dia) Heno Concentrado =\ \Mis/dia 9 PV
(dias) (kgMS/cabeza/dia) (kgMS/cabeza/dia)

1° Fase Lactancia 2 90 19,98 8 3 4.8 15,8 2,82%
2° Fase Lactancia 2 90 19,98 5,4 42 51 14,7 2,63%
3° Fase Lactancia 2 90 19,98 6,7 5,2 5,4 17,3 3,09%
4° Fase Lactancia 2 119 19,98 11,7 2 4.8 18,5 3,30%
Duracién Lactancia 2 389
Tabla 16. Caracteristicas de la alimentacion en Lactancia 2.

Dieta KgMS/dia % PV % Dieta (MS) US$/kg MS Kg MS/etapa US$/etapa % costo
Pastura 8,23 1,47% 49% 0,041 3201,47 131,3 16,0%
Heno 3,48 0,62% 21% 0,034 1353,72 46,0 5,6%
Concentrado 5,01 0,89% 30% 0,329 1948,89 641,2 78,3%

Total 16,72 3,0% 100% 0,024 6504,08 818,5 100%
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No se consideran costos de inversiones, ya que estos fueron considerados al

inicio de la etapa de Lactancia 1 y se encuentran aun dentro de su vida Gtil.

Vaca Seca 2

Tal como fue expuesto previamente con las lactancias, la etapa de Vaca Seca
2 es similar a la de Vaca Seca 1, solo que varia su duracién. El animal ingresa con
1854 dias de vida y finaliza la etapa con 1854 dias (38 dias de duracién). En este
caso el IEP queda definido en 427 dias.

Los costos de mano de obra, alimentacion, sanitarios e inversiones se
calculan de la misma manera. En las Tablas 17-18 se detallan las caracteristicas de

alimentacion.
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Tabla 17. Alimentacion segun fases de Vaca Seca 2.

Alimentacién
Duracion Pastura Heno Concentrado Campo natural KgMS/di % PV
(dias) (kgMS/cabeza/dia) (kgMS/cabeza/dia) (kgMS/cabeza/dia) P
1° Fase Vaca seca 1 18 15 15 0 11,99 14,99 2,70%
2° Fase Vaca seca 1 20 15 5,29 2,55 5,69 14,98 2,70%
Duracién Vaca seca 1 38
Tabla 18. Caracteristicas de la alimentacion en VVaca Seca 2.
, KgMS/dia 0 % dieta KgMS/dia 0
Dieta (Promedio) 0% PV (MS) US$/KgMS KgMS/etapa (suministro real) US$/etapa Y% Costo
Pastura 1,51 0,27% 10,0% 0,041 57,5 57,38 2,35 10,0%
Heno 3,5 0,63% 23,2% 0,034 133,1 133 4,52 19,1%
Concentrado 1,34 0,24% 8,9% 0,329 51 50,92 16,75 70,9%
Campo natural 8,75 1,56% 57,9% 0,0 332,6 332,5 0,00 0,0%

Total/etapa 151 2,7% 100,0% 0,027 574,2 573,8 23,63 100,0%




Lactancia 3

Se mantienen los parametros de la etapa de lactancia anterior, es decir que no
se registra variacion en el peso vivo, y se asigna una mortalidad de 5%. Durante esta
etapa ocurre la cuarta prefiez a una edad de 2036 dias, por lo que el IPC es de 144
dias y el IEP de 14.2 meses, en concordancia con los datos del MU para estos
indicadores.

El costo de mano de obra se determina de la misma manera que para las
Lactancias 1y 2, solo que varia la cantidad de dias en lactancia (387 dias).

Al igual que en las Lactancias 1 y 2, se subdivide en 4 fases, manteniendo
constante la produccion individual en las 4 fases, que es de 20,86 L/dia. La
produccion de leche en toda la lactancia es de 8072,82 L.

Se computan los mismos gastos sanitarios (vacunacion contra carbunclo,
aftosa, reproductivas y refrendacién) y de reproduccion que en las Lactancias 1y 2.

No se incluye ninguna inversion adicional para esta etapa. En las Tablas 19-

20 se detallan las caracteristicas productivas y de alimentacion.
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Tabla 19. Produccion y alimentacion segun la fase en la etapa de Lactancia 3.

Produccion Alimentacion
Duracion | n;6/qa Pastura (kgMS/cabeza/dia) Heno Concentrado =\ \\ie/dia 06 PV
(dias) (kgMS/cabeza/dia) (kgMS/cabeza/dia)

1° Fase Lactancia 3 90 20,86 5,4 4,2 51 14,7 2,63%
2° Fase Lactancia 3 90 20,86 6,7 5,2 5,4 17,3 3,09%
3° Fase Lactancia 3 90 20,86 11,7 2 4.8 18,5 3,30%
4° Fase Lactancia 3 117 20,86 8 3 4.8 15,8 2,82%
Duracién Lactancia 3 387
Tabla 20. Caracteristicas de la alimentacion en Lactancia 3.

Dieta KgMS/dia % PV % Dieta (MS) US$/kg MS Kg MS/etapa US$/etapa % costo
Pastura 7,95 1,42% 48% 0,041 3076,65 126,1 15,6%
Heno 3,56 0,64% 22% 0,034 1377,72 46,8 5,8%
Concentrado 5,01 0,89% 30% 0,329 1938,87 637,9 78,7%

Total 16,52 3,0% 100% 0,024 6393,24 810,9 100%
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Vaca Seca 3

Es igual a las etapas de Vaca Seca 1y 2, solo que varia la duracién. El
animal ingresa con 2272 dias de vida y finaliza la etapa con 2318 dias (40 dias)..

El costo de mano de obra, alimentacion, sanitario e inversiones se determina
de la misma manera que en las etapas de vaca seca 1y 2 (solo varia la duracion de la

etapa). En las Tablas 21-22 se detallan las caracteristicas de alimentacion de la etapa
de Vaca Seca 3.
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Tabla 21. Alimentacion segun fases de Vaca Seca 3.

Alimentacién
Duracion Pastura Heno Concentrado Campo natural KgMS/di % PV
(dias) (kgMS/cabeza/dia) (kgMS/cabeza/dia) (kgMS/cabeza/dia) P
1° Fase Vaca seca 1 20 15 15 0 11,99 14,99 2,70%
2° Fase Vaca seca 1 20 15 5,29 2,55 5,69 14,98 2,70%
Duracién Vaca seca 1 40
Tabla 22. Caracteristicas de la alimentacion en VVaca Seca 3.
, KgMS/dia 0 % dieta KgMS/dia 0
Dieta (Promedio) Yo PV (MS) US$/KgMS KgMS/etapa (suministro real) US$/etapa Yo Costo
Pastura 1,51 0,07% 10,0% 0,041 60,4 1,51 2,48 10,3%
Heno 3,4 0,15% 22.5% 0,034 136 3,4 4,62 19,3%
Concentrado 1,28 0,06% 8,4% 0,329 51,2 1,28 16,84 70,3%
Campo natural 8,92 0,38% 59,0% 0,0 356,38 8,92 0,00 0,0%

Total/etapa 15,11 0,7% 99,9% 0,027 604,4 15,11 23,95 100,0%




Lactancia 4 (fin de la vida util del animal)

No se registra variacion en el peso vivo respecto de la etapa previa de
lactancia (lactancia 3). Dado que en esta etapa finaliza la vida atil del vientre, no se
considera la mortalidad. No se considera un IPC ya que, considerando la vida util
promedio de las vacas de Uruguay, las mismas no entran a servicio luego de su
tercer parto.

El costo de mano de obra se determina de la misma manera que en las etapas
de Lactancias 1, 2 y 3, variando sélo la duracion (226 dias en lactancia).

Al ser una lactancia de menor duracion se subdivide en 3 fases de 90, 90 y 46
dias, respectivamente. La cuarta fase considerada en las previas lactancias, con
duracidn de 90 dias, se ve interrumpida por la salida del animal del sistema. Al igual
que en la lactancia anterior, la produccion se mantiene constante en 20,8 L/dia. La
produccidn de leche en toda la lactancia es de 4700,8 L.

Se consideran los mismos gastos sanitarios que en las otras lactancias
(vacunacion contra carbunclo, aftosa, reproductivas y refrendacion). Con respecto a
los costos de reproduccion, aunque sea la ultima lactancia, igual se presupuesta el
costo de la inseminacion. En las Tablas 23-24 se detallan las caracteristicas

productivas y de alimentacion de la etapa de Lactancia 4.
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Tabla 23. Produccion y alimentacion segun la fase en la etapa de Lactancia 4.

Produccién Alimentacion
Durgcién L/VO/dia Pastura (kgMS/cabeza/dia) Heno Concentrado KgMS/dia % PV
(dias) (kgMS/cabeza/dia) (kgMS/cabeza/dia)

1° Fase Lactancia 4 90 20,86 6,68 5,18 5,38 17,24  3,08%
2° Fase Lactancia 4 90 20,86 11,7 1,99 478 18,47 3,30%
3° Fase Lactancia 4 46 20,86 11,7 1,99 478 18,47 3,30%
4° Fase Lactancia 4 - - - - - - 0,00%
Duracién Lactancia 4 226
Tabla 24. Caracteristicas de la alimentacion en Lactancia 4.

Dieta KgMS/dia % PV % Dieta (MS) US$/kg MS Kg MS/etapa US$/etapa % costo
Pastura 9,7 1,73% 54% 0,041 21922 89,9 18,4%
Heno 3,26 0,58% 18% 0,034 736,76 25,0 5,1%
Concentrado 5,02 0,90% 28% 0,329 1134,52 373,3 76,5%

Total 17,98 3,2% 100% 0,022 4063,48 488,2 100%
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No se incluye ninguna inversion adicional para esta etapa. En esta etapa
ocurre el ingreso debido al valor residual de las inversiones realizadas durante las
etapas posteriores.

Resultados
Periodo de criay recria

El costo total de una hembra durante las etapas de Crianza, Recria 1, Recria 2
y Recria 3 fue de US$ 129,74 (US$ 1,72/dia), US$ 72,68 (US$ 0,67/dia), US$ 213,4
(US$ 0,35/dia) y US$ 170,07 (US$ 0,75/dia), respectivamente; siendo el saldo
acumulado desde la crianza hasta el primer parto de US$ 589,89 (US$ 0,58/dia). En
todas las etapas, los dos costos principales fueron la alimentacion (dependiendo la
etapa, dentro de un rango de 64,8% a 89,3% del costo total) y la mano de obra
(dependiendo la etapa, dentro de un rango de 6,3% a 25,4%), como se muestra en las

Figuras 3-6.

i Sanldad Otros Inverslon
Estructura de Costos e Inversiones en CRIANZA E1%_ 0,0% 0.3%

Mano
UsS/cab i Obra
Mane Cora 3254 254% 25,4%

Calentam. 182 1,4% —— Calentam
Alimentac 8405 £4.8% Allm -
Sonidad 1052 8 1% ) .
Otros 000 0,08 &
Total Gostos: 12,33 99 7%
inversion 042 0,3% - . sl -
Mano Obra Calentam. Alimentac.
Ll e e Ll B sanidad B Otros BEinverzion

Figura 3. Estructura de costos e inversiones durante la etapa de Crianza.
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2 Mano
Estructura de Costos e lnversiones en RECRIA L utros Imversion

00%_ 7% Obra
sanidad 6,5%
Uss/cal % 3,3% s,
—— 0,0%
Marno Obra L05 b, 0%
ims. 000 0,0%
Aliment 5881 B2 3%
Sonidod 243 3,3%
Otros 000 0,0%
Totol Go stos: 6729 92 6%
Inversion L38 74% — - O aliment
L] ra Mis. meEnt.
L o 72,68 e W sanidad @ otros @ inversion

Figura 4. Estructura de costos e inversiones durante la etapa de Recria 1.

Sanidad Otros Inversion Mano

Estructura de Costos e Inversiones en RECRIA 2 6.7% 05% _0,0% Obra
13,3%
Uss/mb # \ r Insemin,
Mano Obra 2832 13,3% A E3%
Insemirn. 1762 g 3%
Aliment 15114 70.8% Al
Sonidad 1438 E7% 7
Otros 194 0,9%
Totol Gastos: 213,40 100,08
Inversion 000 Lo B Mano Obra B Inzemin. O Aliment.
Total e _ L B 5anidad B Otros B Inversion

Figura 5. Estructura de costos e inversiones durante la etapa de Recria 2.

Otros
; Sanbdad Mano
Estructura de Costos e Inversiones en RECRIA 3 ;:5; 00% Qua
63%
USS/cab 5% Inverslon
= 0,0% Insemin.
Mano Cbra 1067 6,3% 0.0%
Insemin. Q.00 0,0%
Aliment. 151,79 89,3% Allment.
Sanidad P 4 5% £9,3%
Ctros oo 0,0%
Totol Gastos: 17,07 100, 0%
Inversion Qo0 0,0% T - | B Aliment
ano ra s emin. meent.
Total Egresos: 170,07 100, 0% B sanidad B Otros Binversion

Figura 6. Estructura de costos e inversiones durante la etapa de Recria 3.

Periodos de lactancias y vacas secas

El saldo total de la etapa de Lactancia 1 estuvo representado por US$
2126,46 de ingresos (Leche = 6884,9 L x 0,30 US$/L = US$ 2065,46/cabeza, mas la
venta del ternero nacido US$ 61) menos US$ 1851,32 de egresos (Figura 7), lo que
representa un saldo total para la etapa de Lactancia 1 de US$ 275,14/cabeza y un
saldo acumulado de US$ -310,76/cabeza.
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Manao
Estructura de Costos e Inversiones en LACTANCIA 1 Dbm
Inversion Inie:a{[n.
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Aliment. 697,01 37,6% Aliment.
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|

Figura 7. Estructura de costos e inversiones durante la etapa de Lactancia 1.

En esta etapa la mayor proporcion del costo estuvo representada por la
inversion inicial que hay que realizar, la cual estuvo representada por las
instalaciones y el equipamiento necesarios para el ordefie.

Durante la etapa de Vaca Seca 1 s6lo hay egresos debido a los costos, lo que
equivale a US$ 74,34/cabeza, esto sumado al saldo acumulado representa US$ -
384,09/cabeza.

A partir del segundo parto (etapa de Lactancia 2), la estructura de los costos
cambia. El total de ingresos por la venta de leche (US$ 2331,67) y del ternero
nacido (US$ 61 en promedio de la venta de terneros machos -US$ 22/ternero- y
-US$ 100/ternera- en proporcion 50% y 50%) asciende a US$

2392,67/cabeza y los egresos por los costos son de US$ 1091,78 (principalmente

hembras

compuesto por la alimentacién), siendo el saldo de la Lactancia 2 de US$
1300,89/cabeza y el saldo acumulado total de US$ 918,8/cabeza. La etapa de Vaca
Seca 2, al igual que la de Vaca Seca 1, no genera ingresos siendo el costo de US$
54,72/cabeza y el saldo acumulado total de US$ 862,1/cabeza en esta etapa.

Al finalizar la etapa de Lactancia 3, el saldo acumulado es de US$ 1399,75 y
el saldo acumulado total de US$ 2261,8; el cual disminuye a US$ 2205,59 cuando se
le agrega el costo de la etapa de Vaca Seca 3 (US$ 56,22). Los principales costos de
la etapa de Lactancia 3 estan representados por la alimentacion (74,9%) y la mano
de obra (22,7%) y en la etapa de Vaca Seca 3 por la mano de obra (45,2%) vy la
alimentacion (42,5%).

Durante la etapa de Lactancia 4, los ingresos estuvieron representados por la
venta de la leche (US$ 1410,2), la venta de las/los terneras/os (US$ 61), el valor de
la venta de la vaca por descarte (US$ 600) y el valor residual de las inversiones

(US$ 659,96) (Figura 8), siendo el total de US$ 2731,16/cabeza.
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El valor residual de las inversiones es la sumatoria de todos los valores

residuales de cada etapa.

CRIANZA Se imputa un valor por cabeza en cada etapa Antig.: | 697 afos
Valor Cabezas/ V.Res. |V.Res.Acti-| Afios
Valora | Residual Inversion |Vida dtil | Unidad | Cabezas |Inversion | VRPasivo | Activo al |vo/cab. al | durac fut.
Descripcion Nuevo Pasivo |Cantidad| total (afios) | /afio |prorrateo| /cabeza | /[cab. final final al final
Estacas 50 0,0 10 50 4 5 20 0,25 0,00 1 0,06 0,93
Termotanque 400,0 0,0 1,0 400,0 4 600 2400 0,17 0,00 93 0,04 0,93
TOTAL 405,0 0,42 0,00 % 0,10
RECRIA1 Se imputa un valor por cabeza en cada etapa Antig.: | 6,77 | ofios
Valor Cabezas/ V.Res. |V.Res.Acti-| Afios
Valora | Residual Inversion |Vida util | Unidad | Cabezas |Inversion | VRPasivo | Activo al |vo/cab. al | durac fut.
Descripcion Nuevo Pasivo |Cantidad| total (afios) | /afio |prorrateo| [cabeza | [cab. final final al final
Aguadas 14000,0 0,0 10 | 140000 | 20 130 2600 5,38 0,00 9261 3,56 12,93
TOTAL 14000,0 5,38 0,00 9261 3,56
LACTANCIA 1 en adelante Se imputa un valor por cabeza al inicio Antig.: | 421 afios
Valor
Residual Cabezas/ V.Res. |V.Res.Acti{ Afios
Valora Pasivo/ Inversion |Vida atil | Unidad | Inversion | VRPasivo | Activo al |vo/cab. al | durac.fut.
Descripcion Nuevo Unidad |Cantidad| total (afios) /afio Jcabeza | /cab. final final al final
Equipo ordefie 17000,0 | 3400,0 1,0 17000,0 15 130 130,77 | 26,15 13180 | 101,38 7,93
Instalaciones ordefie| 43000,0 0,0 1,0 43000,0 15 130 330,77 30921 | 237,85 7,93
Aguadas 14000,0 0,0 1,0 14000,0 20 130 107,69 11050 | 85,00 12,93
Comederos 20000,0 0,0 1,0 20000,0 20 130 153,85 15786 | 121,43 | 12,93
Equipo frio 20000,0 0,0 1,0 20000,0 15 130 153,85 14382 | 110,63 7,93
TOTAL 114000,0 876,92 | 26,15 85319 | 656,30

Figura 8. Inversiones, valores a nuevo y residuales a la finalizacion de la vida util
del vientre. Valor residual (VR) de inversiones a la finalizacién del presupuesto =
VR crianza + VR recria 1 + VR lactancia 1.

El saldo total de la etapa de Lactancia 4 fue de US$ 2073,09/cabeza y el
acumulado de todas las etapas de US$ 4278,7/cabeza.

En la Figura 9 se resumen los resultados econdémicos obtenidos para el
modelo descripto. Esta informacion sintetiza la evolucion mensual y el

correspondiente flujo de fondos.
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Vida util: 2545 dias

Valor
Edad desde | Duracién ADPV Gastos Inversion - | Ing.leche Prod. saldo caplt:dEI
VR +tern.+VR Acum. flujo
Etapa pasado
hasta dias kg/cab uSs/cab uSs/cab uSs/cab |Lt/cab/dia| u$s/cab | uSs/cab
1
CRIANZA 73 0,452 129,33 0,42 -129,7 -130,4
73
74
RECRIA 1 107 0,467 67,29 538 -202,4 -204,1
180
181
RECRIA 2 600 0,383 213,40 0,00 -415,8 | -438,4
780
781
RECRIA 3 226 0,243 170,07 0,00 -585,9 -621,7
1006
1007
LACTANCIA 1 395 0,367 974,40 876,92 2126,46 17,43 -310,8 -414,1
1401
1402
VACA SECA 1 63 0,159 73,34 0,00 -384,1 | -484,8
1464
1465
LACTANCIA 2 389 0,000 1091,78 0,00 2392,67 19,98 916,8 689,4
1853
1854
VACA SECA 2 38 0,000 54,72 0,00 862,1 646,5
1891
1892
LACTANCIA 3 387 0,000 1083,10 0,00 2482,85 20,86 2261,8 1935,1
2278
2279
VACA SECA 3 40 0,000 56,22 0,00 2205,6 1894,8
2318
2319
LACTANCIA 4 226 0,000 658,07 0,00 2731,20 20,80 | 42787 | 37184
2544

Figura 9. Resumen de resultados por etapa para el modelo hembra.

Las tres etapas de recria totalizan una duraciéon de 933 dias (107 + 600 +
226). Esto determina que el animal alcance su primer parto (inicio de la Lactancia 1)
a una edad de 1007 dias, siguiendo la informacion reportada para el promedio de
vacas lecheras de Uruguay (Fernando Sotelo 2019, MU, comunicacion personal). La
hembra gana peso hasta la etapa de Vaca Seca 1 inclusive, a partir de entonces se
considera un peso Vvivo estabilizado en 560 kg.

Los gastos, como ya se detalld en cada etapa, comprenden la alimentacion,
sanidad, mano de obra y reproduccién. La inversion comprende al monto que se
debe invertir en instalaciones y equipos, si corresponde. Para esto se tiene en cuenta
la vida util estimada de cada bien. A modo de ejemplo, si en la primera lactancia se
realizd una inversion en el equipo de ordefie y, a este se le asignd una vida Gtil de 15
afios, no se volveran a realizar inversiones en este rubro durante los siguientes 15
afios. Al final de la vida util del vientre se computa la venta del animal, asi como los
VR de equipos e instalaciones. De acuerdo con los parametros del promedio de las
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vacas lecheras de Uruguay ingresados (Fernando Sotelo 2019, MU, comunicacion
personal), el fin de la vida atil del vientre (2545 dias de vida) ocurre durante su
cuarta lactancia, por este motivo la misma se interrumpe a los 226 dias de haberse
iniciado.

La columna de ingresos incluye ademas el valor del ternero (promedio entre
precio del macho y de la hembra, 22 y 100 US$, respectivamente, lo que promedia
61 US$ por cria), es decir que se asume que dicha cria se vende al poco tiempo de
nacer. EI motivo de este proceder obedece al objetivo planteado de realizar un
seguimiento productivo y econémico de un solo animal individual y no modelizar un
rodeo en crecimiento.

Se considera que las inversiones se efecttian al inicio de la etapa en la que
son necesarias. Se asume que las inversiones requeridas para la Recria 1 también son
luego utilizadas por la Recria 2 y 3, por lo que no seria necesario tener que efectuar
nuevas inversiones.

El saldo acumulado total contempla tanto ingresos como costos, inversiones
y montos recuperados al fin de la vida Gtil. La dltima columna de la Figura 9
presenta el valor capitalizado del flujo pasado, es decir que capitaliza cada saldo
mensual a cada periodo. Esto significa incluir el costo de oportunidad del capital
teniendo en cuenta el momento en el cual fue requerida cada erogacion. Para la
valorizacion del costo de oportunidad se consider6 una tasa real anual del 5%
(equivalente a un 0,42% mensual).

El valor considerado de una vaca al fin de su vida til se ha estimado en US$
600, pero a este valor se le descuenta la mortandad acumulada, quedando entonces
en US$ 451,1 para la cuarta lactancia. Es decir que, en este caso, se asume que el
valor de recupero del animal es el valor medio por animal ingresado (no por animal
“salido”) en un rodeo que ha sufrido mortandad a lo largo de las distintas etapas.

En la Figura 9, la columna del saldo acumulado permite determinar el
momento en el cual se cubren los costos incurridos (periodo de repago o recupero de
la inversion). Teniendo en cuenta la inversidn en equipos e instalaciones, la venta
del ternero nacido al inicio de cada lactancia y los montos recuperados de
inversiones del mismo vientre, esto ocurre en el cuarto mes de la segunda lactancia
(alos 52,7 meses de vida).

En los Graficos 1y 2 se observa el flujo mensual de ingresos y egresos y el
saldo acumulado del mismo (sin considerar el costo de oportunidad de los egresos)

incluyendo las inversiones, la venta de terneros y los montos recuperados.
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Gréfico 1. Flujo mensual de ingresos y egresos, considerando inversiones y
recuperos, durante la vida Gtil de la hembra.

Saldo
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Graéfico 2. Saldo acumulado (ingresos y egresos) considerando costos incurridos e
inversiones, venta de terneros y valores residuales. La flecha marca el punto de
inflexion en el cual ocurre el repago del animal.

El valor actual del flujo futuro indica cuanto vale cada animal durante cada
mes de su vida util, y es lo que permite estimar cuanto se dejaria de ganar si la
hembra muriera en cada una de las etapas de su vida. En el Grafico 3 se observa la

evolucion del valor actual del flujo futuro durante la vida atil del animal.
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Grafico 3. Valor Actual o Descontado del flujo futuro, considerando inversiones,
recuperos y venta de terneros machos y hembras.

Al segundo mes de crianza el valor actual es de US$ 2679. El valor maximo
ocurre al inicio de la segunda lactancia, ya que no se tienen en cuenta costos de cria
y recria (ya han trascurrido) y el ingreso por produccion de leche es inmediato
siendo de US$ 4661. El valor minimo ocurre hacia el final de la vida util, a los 84
meses de vida (US$ 1308). El promedio de los valores actuales del flujo futuro (de

toda la vida atil) es de US$ 3168, que es lo que saldria una vaca.

El valor actual del flujo futuro muestra una tendencia ascendente al principio
debido a dos motivos: 1) se van dejando de lado los egresos de la crianza y las
recrias, y 2) se hacen mas proximos en el tiempo los ingresos por la produccién
lechera. Luego, a medida que transcurre cada lactancia, el valor actual decae debido
a que cada vez quedan menos “litros futuros” a producir (Grafico 4). Al inicio de
cada nueva lactancia el valor actual aumenta en cierto grado debido al
adelantamiento de la produccion esperada (efecto tiempo, ademas de los US$ 61

correspondientes al valor del ternero/a nacido/a), para después seguir cayendo.
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Gréfico 4. Litros futuros posibles o remanentes.

El valor actual de una ternera de crianza fluctia entre US$ 2611,4 y US$
2745,7 (promedio US$ 2678,6). Esto seria lo que se deja de ganar si la ternera muere

en la crianza (guachera) (Figura 10).

V. ACTUAL
Dias del flujo V.ACTUAL | SALDO
Meses | desde COSTO | INVERS. | SALDO futuro al inicio ACUM.
ANO |[desdeN| Nac. | Mes Etapa | US$S/cab. | USS/cab. | USS/cab. | USS/cab. USS/cab. | USS/cab.
1 1 30 MAR CRIANZA 55,9 04 -56,4 26114 26114 2600,5 -56,4
2 60 ABR CRIANZA 55,9 -55,9 2678,6 2656,4 -112,3
3 73 MAY CRIANZA 17,5 -17,5 27457 2711,7 -129,7

Figura 10. Flujo de fondos, Valor Actual, Valor Actual al inicio y Saldos
acumulados para la etapa de Crianza.

El Grafico 5 es similar al Grafico 3, ya que muestra el valor actual del flujo
futuro, pero también muestra el valor capitalizado de flujo pasado. Como se
menciono anteriormente, el primero determina el valor futuro que le queda al vientre
(potencial futuro), mientras que el segundo grafica cuanto se ha gastado hasta ese

momento en el animal (certeza del pasado).
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Graéfico 5. Valor Actual del Flujo futuro (columnas azules) y Valor capitalizado del
flujo pasado (columnas rojas) de una hembra (Incluye inversiones y recuperos).

El valor capitalizado del flujo pasado presenta una disminucion (se torna mas
negativo) hasta el inicio de la primera lactancia, ya que sigue acumulando costos. A
partir de alli el ingreso, debido a la produccién de leche, empieza a compensar los
costos ocurridos y el valor empieza a incrementarse hasta hacerse positivo a partir
del quinto mes de la segunda lactancia (es decir el periodo de recupero con costo de
oportunidad, como se menciond previamente). El valor capitalizado al final, en el
mes 84,8 de vida, asciende a US$ 3718,4, el cual si se actualiza al inicio resulta
equivalente a los US$ 2611,4 correspondientes al valor actual del flujo futuro en el
momento inicial. El valor acumulado al final de la vida util coincide con el valor
potencial al inicio, descontando por el efecto tiempo.

US$3718,4
1,00416785

= US$ 2611,4

Para una tasa de interés periodica de 0,004167 y n=85 meses (vida util del vientre).

Impacto relativo de la mortalidad de terneras en la crianza

La determinacion del valor actual efectuada representa, en cierto modo, la
valoracion de méaxima que se le asigna a la hembra en cada etapa de su vida. Esto es
asi debido a que, al no incluir la probabilidad de muerte, se asume que el vientre
evoluciona de acuerdo con los parametros planteados y llega con todo su valor al

descarte cuando finaliza su vida util. EI modelo permite ajustar el flujo de fondos
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plurianual deduciendo del mismo la proporcion de mortalidad en cada etapa. Si bien
se trata de un solo animal, este mecanismo pondera la incidencia relativa del factor
mortalidad en relacién con cada hembra nacida.

Por ejemplo, con una mortalidad en la etapa de crianza de 10,8%, al finalizar
esta etapa habra 0,892 animales para ingresar a la etapa de Recria 1 por cada hembra
que ingresé a la crianza. Por otra parte, los costos de crianza se calcularan sobre la
base de 0,946 animales, ya que se establecid que la muerte ocurre en promedio en la
mitad de la etapa. A su vez, la etapa de Recria 1 recibird 0,892 animales, los que
experimentan una mortalidad de 0,5%, por lo que terminaran la etapa 0,8875
animales. Los animales relevantes para el calculo de costos en esta etapa seré el
promedio de 0,89 debido a suponer que la muerte ocurre en la mitad de la etapa
(esto se asume para todas las etapas). A la primera lactancia llegaran 0,8769
animales por cada ternera nacida, y saldran de dicha etapa 0,8331 (asumiendo 5% de
mortandad en la mitad de la etapa). Para el calculo de costos e ingresos por
produccion de leche se asume entonces el promedio de 0,8555 cabezas/hembra
inicial.

Finalmente, al finalizar la vida util, a los 2545 dias de edad, el valor del
descarte sera de 0,7518 por cada hembra nacida, ya que se acumulan todas las tasas
de mortalidad, por lo que el ingreso por descarte serd de US$ 600 x 0,7518 = US$
451,1.

Al incluir de esta manera el factor mortalidad se modifica el flujo de fondos
convirtiéndose en un promedio ponderado de distintas situaciones. Por ejemplo, el
valor actual en el segundo mes de crianza bajo estas circunstancias es de US$
2068,7 por hembra al inicio (en vez de US$ 2678,6).

Por ejemplo, en dos situaciones, una con una mortalidad del 10,8% y otra
con una del 5,8%, el valor actual aumenta US$ 118, lo que equivale a US$ 23,60 por
cada 1% de mortalidad que se reduce. En un rodeo de 100 animales esto seria
entonces un valor adicional de US$ 2360 por cada animal que no muera en la
crianza (asumiendo que el resto de los factores se mantuvieran constantes).

A diferencia de la otra modalidad en la que se asumia que cada animal
nacido llegaba al término de su vida util, en esta el calculo asume que no
necesariamente una hembra que no muera en la crianza no vaya a morir en etapas

posteriores.

Impacto de la mortalidad de la crianza sobre el sector primario nacional
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El costo de oportunidad de una ternera que muere en la crianza es de US$
2678,6 (incluyendo inversiones, recuperos y terneros vendidos). Este valor
multiplicado por la cantidad de terneras muertas durante la crianza daria una
estimacion de la pérdida econdmica total (“lo que se deja de ganar”) a nivel del
sector primario nacional.

Segun el INALE (Jorge Artagaveytia, comunicacion personal) este valor
ascendio a 24036 terneras muertas en 2014, sobre un total de 159182 terneras
nacidas. De este modo el impacto de la mortalidad de terneras durante la crianza
podria estimarse en US$ 64.382.829 a nivel del sector primario en un periodo de 7
afos. Este valor no considera la merma genética producto de la disminucion de la
capacidad de seleccionar vaquillonas de reposicién, ni el impacto sobre el sector

secundario o terciario.

Discusion

En este trabajo, estimamos las pérdidas economicas por mortalidad de
terneras lecheras durante la etapa de crianza, a nivel de la produccion primaria
nacional. En la bibliografia se pueden encontrar trabajos sobre el costo de criar
terneras y el periodo de repago de su cria y recria, pero debido a las diferencias
existentes entre sistemas productivos, diferentes politicas nacionales, precios de
insumos, aspectos culturales, entre otros, se hace dificil hacer comparaciones al
respecto entre paises, regiones e, incluso, entre establecimientos (Boulton et al.,
2017).

Pese a lo anteriormente expuesto hay puntos en comun. El costo de la
alimentacion representa el mayor costo en todas las etapas (Gabler et al., 2000;
Mohd Nor et al., 2012; Heinrichs et al., 2013; Boulton et al., 2017; Akins et al.,
2018), exceptuando, en nuestro caso, la etapa de lactancia 1 en donde sélo las
inversiones realizadas lo superan y, en las etapas de vaca seca, en donde los costos
de alimentacion y mano de obra representan casi el mismo porcentaje. El segundo
mayor costo es la mano de obra, al igual que lo observado en otros trabajos (Gabler
et al., 2000; Mohd Nor et al., 2012; Heinrichs et al., 2013; Boulton et al., 2017,
Akins et al., 2018).

El costo de criar a una ternera hasta el desleche a los 75 dias de vida fue de
US$ 129,7 (US$ 1,77 ternera/dia), un 25% menor a lo reportado por Gabler et al.
(2000) en EEUU pero marcadamente menor, en el orden de un 55%, a trabajos

recientes realizados en EEUU y Europa, en donde se observaron valores de entre
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US$ 3,8 y US$ 6/ternera/dia (Heinrichs et al., 2013; Boulton et al., 2017; Akins et
al., 2018). Incluso el costo arrojado por el modelo que nosotros desarrollamos con
datos promedio nacionales fue menor que lo reportado en Argentina por Berra &
Osacar (2012), y Martin & Demateis (2017), quienes estimaron un costo de US$ 346
y US$ 161,8, respectivamente, durante el intervalo entre el nacimiento y el desleche
(Berra & Osacar: 90 dias; US$ 3,84 ternera/dia; Martin & Demateis: 60 dias; US$
2,69 ternera/dia).

Con respecto al costo desde el nacimiento hasta el 1° parto, el mismo fue de
US$ 589,87, valor Ilamativamente inferior al reportado en otras partes del mundo y
de la region. Por ejemplo, Gabler et al. (2000) en EEUU, calcularon un costo desde
los 3 dias de vida al parto (24,6 meses de vida) de US$ 1124,06/animal. Trece afios
después, Heinrichs et al. (2013) estimaron los costos desde el nacimiento hasta el 1°
parto a los 25,8 meses de vida, obteniendo un valor de US$ 1808,23/animal, un
37,8% mas elevado que lo reportado por Gabler et al. (2000). Esto principalmente se
debe a la diferencia de precios de insumos utilizados en la alimentacién de los
animales, los cuales representan el principal costo participativo, junto con la mano
de obra, de los costos totales durante la cria y recria de terneras lecheras. En
Argentina, Berra & Osacar (2012) calcularon que el costo total de criar y recriar una
ternera desde el nacimiento hasta el 1° parto a los 24 meses de vida era de US$
736,25 (US$ 1 cabeza/dia), valor muy similar a lo reportado por Martin y Demateis
(2017) (nacimiento a 1° parto a los 24,3 meses de vida; costo total: US$ 735,5; US$
1 cabeza/dia).

Estas diferencias probablemente sean debidas al tipo de inversiones y
sistemas de crianza usados en los distintos paises, asi como también a diferencias de
precios. En Uruguay, en general, la inversién destinada a la categoria de reemplazos
es baja, lo que se evidencia en las bajas ganancias diarias de peso, largos periodos de
crianza y recria y una elevada edad al primer parto (Costa et al., 2010; Schild et al.,
2020; Fernando Sotelo 2019, MU, comunicacion personal), que en nuestro estudio
fue de 33 meses segun datos promedio provistos por el MU (Fernando Sotelo 2019,
MU, comunicacion personal). Sin embargo, vale aclarar que varios de los trabajos
en los que se modela la cria y recria de los reemplazos lecheros, se consideran
situaciones ideales y los requerimientos nutricionales necesarios para alcanzar esos
objetivos, situacion que se aleja de la realidad de nuestros sistemas. Por ejemplo, los
dos modelos propuestos en Argentina estiman una edad al primer parto que ronda

los 24 meses de vida (Berra & Osacar, 2012; Martin & Demateis, 2017).
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Recientemente a nivel regional, en Argentina, Turiello et al. (2020) hicieron un
estudio retrospectivo sobre 15181 animales, observando que la mediana de edad al
primer parto fue de 27 meses (Rango intercuartilico - RIC -: 25 — 30), y que sélo el
36,7% de los animales tuvieron su primer parto entre los 22 y 25 meses de vida. Los
autores concluyen, como es de esperarse, que una elevada edad al primer parto se
relaciona con un impacto econémico negativo debido a mayores costos de crianza y
recria (mayor cantidad de tiempo como una categoria improductiva) y mayor
cantidad de dias abiertos (mayor intervalo parto concepcidn), entre otros.

Por otro lado, en EEUU y Reino Unido, hay trabajos en donde la
informacion surge de datos obtenidos en encuestas de un determinado nimero de
productores y no de modelizaciones con datos de entrada estimados y/o pardmetros
objetivos obtenidos de la bibliografia (Heinrichs et al., 2013; Boulton et al., 2017).
En estos casos la media de edad al primer parto si se acerca a los valores objetivos
propuestos por la bibliografia, pero vale aclarar que en esos lugares la cria y recria
de reemplazos difiere considerablemente con la realizada en Uruguay.

Una pérdida adicional debida a la mortalidad de terneras es el aumento
productivo que se hubiera registrado debido a la mejora genética que las nuevas
generaciones aportan y la menor posibilidad de seleccionar debido a disponer de una
menor cantidad de animales de reposicion. Estos factores no han sido tenidos en
cuenta en los resultados que se presentan en esta tesis.

Aunqgue no es el tema central de la presente tesis, pudimos observar al correr
el modelo, que el tiempo de repago de una hembra lechera en las condiciones
productivas de Uruguay se da en el 4° mes de su segunda lactancia (52,7 meses de
vida). Boulton et al. (2017) en el Reino Unido, observaron en 101 establecimientos,
que el tiempo de repago, en promedio, fue a los 17,4 meses luego del 1° parto lo que
correspondi6 a 1,5 lactancias. El tiempo de repago no sélo depende de los costos
incurridos durante la cria y recria, sino también de la edad al primer parto,
produccioén y precio de la leche, entre otros factores (Boulton et al., 2017).

Mucho se ha estudiado sobre los costos incurridos en la etapa de cria y recria
y su impacto en la edad a primer parto y produccion, pero durante la exhaustiva
revision bibliografica no hemos encontrado trabajos que evalien el lucro cesante de
los animales que mueren durante las diferentes etapas. Con los datos generados
mediante el modelo aqui desarrollado se obtuvo que el lucro cesante de una ternera
que muere durante la etapa de crianza es, en promedio, de US$ 2678,6, lo que

significaria que a nivel del sector primario, durante un periodo de 7 afios teniendo en
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cuenta la mortandad reportada por Schild et al. (2020) y datos del INALE (Jorge
Artagaveytia, INALE, 2020, comunicacién personal), los productores lecheros
(sector primario) dejaron de ganar US$ 64.382.829 por la mortalidad de terneras
hembras, lo que equivale al 1.5% del total de los ingresos generados por la
exportacion de leche y productos lacteos por Uruguay entre los afios 2014 - 2020
(Uruguay XXI, 2020).

La inversion en sistemas de transferencia de la informacion para poder
realizar la estimacion de pérdidas economicas por mortalidad de terneras lecheras
podria resultar valiosa para los tomadores de decisiones a diferentes escalas, tanto a
nivel nacional como empresarial, en busca de una mayor eficiencia econdémica, asi
como también para tomar nocion del impacto econémico futuro que tiene la pérdida
de un animal durante la etapa de crianza y, de esta manera, implementar planes y
medidas nacionales para reducirlas y prevenirlas.

La obtencion de datos representativos a nivel nacional fue una de las
principales limitantes con las que nos enfrentamos al momento de la recoleccion de
informacion para incluir dentro del modelo, teniendo que recurrir al panel de
expertos en reiteradas oportunidades (lo cual no desestima la robustez de los datos
obtenidos).

En esta primera etapa, el modelo genera una sola situacién deterministica
para mostrar un dimensionamiento inicial o base del problema pudiendo asi medir el
impacto de la variable en estudio en particular, manteniendo fijas a las demas
variables, lo cual seria inviable en la realidad. Al ser un modelo abierto, a futuro,
pueden modificarse o0 agregarse otras entradas para responder otras hipotesis,
realizar analisis de sensibilidad y/o avanzar mas alla del impacto en el sector

primario.

Conclusiones
Basados en este modelo bioecondmico de simulacion de una hembra lechera
durante toda su vida atil concluimos que la mortalidad de terneras en Uruguay, a

nivel del sector primario, genera pérdidas plurianuales multimillonarias.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados aqui expuestos son parte de una linea de trabajo que comenzd
en el 2015, mediante proyectos financiados por INIA y ANII, de carécter
multiinstitucional y que ha sido generadora de conocimiento en el érea
correspondiente a una categoria relegada, pero a la vez fundamental de los rodeos

lecheros.

En linea con las hipotesis planteadas y los objetivos de este estudio, se
demostré que hay agentes asociados al SDN (Cryptosporidium parvum y rotavirus),
a determinadas caracteristicas macroscopicas de la materia fecal (fibrina)
(Salmonella enterica y rotavirus) y a la muerte de los animales (Salmonella enterica;
diarrea) en terneros lecheros de crianza artificial de la cuenca lechera litoral sur y
centro sur. Medidas que tengan un impacto positivo, en lo que a transferencia pasiva
de inmunidad respecta, son necesarias para la salud, sobrevida y, por ende, el

bienestar de los terneros.

La Unica especie de Cryptosporidium que detectamos en los terneros lecheros
de nuestro estudio fue C. parvum, y estos animales son reservorio de subtipos
zoonoticos. A su vez, en nuestros sistemas de crianza (en donde no se hace un
adecuado manejo de los efluentes, la cercania de las crianzas a cursos de agua
superficiales, la vasta red acuifera y las condiciones climaticas), existe la posibilidad
de contaminacion de aguas superficiales. Futuros estudios son necesarios para

evaluar la presencia de ooquistes en muestras de aguas.

Por ultimo, demostramos el impacto, en el orden de los millones de ddlares,
que tiene la muerte de terneros a nivel de la produccion primaria en un lapso de 7
afios. Esto alienta a continuar con el desarrollo del modelo bioeconémico para

responder futuras interrogantes que puedan surgir.
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ANEXQOS
ANEXO 1:

Tabla suplementaria 1. Informacion adicional sobre las guacheras y animales incluidos en el estudio.

Edad
minima
) Eda
Edad | E929 | concentra ¢Muer |-y de E.
N° de n° . al al cién de - te la |SUPErvive . co . | Salmon
. Departam Diarr muestr . Moco_ | Fibrina_| antes nciaen [ Rotavi| BC | . | Cryptospori BoAst | BV
establecim carav muest proteinas mue ; li ; ella
. ento ea €0 MF MF del dias rus oV dium spp. . rv DV
iento ana reo totales rte . F5 enterica
(dias) (seman (g/dl) deslec (dias (tiempo +
as) g he? ) de
seguimie
nto)

1 Colonia | 5460 1 3 1 4 0 0 0 60 1 0|0 0 0

1 Colonia | 5437 0 4 1 6,4 0 0 0 60 1 0|0 0 0

1 Colonia | 5434 1 4 1 54 0 0 0 60 1 0|0 0 0

1 Colonia | 5435 0 4 1 5 0 0 0 60 0 0|0 0 0

1 Colonia | 5436 1 4 1 4,6 0 0 0 60 1 0|0 0 0

1 Colonia | 5430 1 7 1 6,8 0 0 0 60 1 0|0 1 0

1 Colonia | 5431 1 7 1 6 0 0 0 60 0 0|0 1 0

1 Colonia | 5424 0 14 2 0 0 0 60 0 0|0 0 0

1 Colonia | 9890 0 9 2 0 0 0 60 0 0|0 1 1 0

1 Colonia | 9889 1 9 2 1 1 0 60 0 0|0 1 0 0

1 Colonia | 5552 0 9 2 1 0 0 60 0 0 1]0 1 1 0

1 Colonia | 9891 1 9 2 0 0 0 60 0 0|0 1 0 0

1 Colonia | 9895 0 9 2 0 0 0 60 0 0|0 1 0 0
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1 Colonia | 5551 1 13 2 1 1 0 60 1 01]0 1 1 0
1 Colonia | 9888 1 14 2 1 0 0 60 0 0 1]0 1 0 0
1 Colonia | 5549 0 20 3 1 0 0 60 0 01]0 0 0 0
1 Colonia | 5547 0 20 3 1 0 0 60 0 01]0 0 0 0
1 Colonia | 5545 0 20 3 1 0 0 60 0 01]0 0 0 0
1 Colonia | 5526 0 8 2 0 60 0 01]0 0 0 0
1 Colonia | 5521 0 14 2 0 60 0 01]0 1 0 0
1 Colonia | 5520 1 15 3 0 60 0 01]0 1 1 0
1 Colonia | 5519 1 16 3 0 60 0 01]0 1 1 0
1 Colonia | 5511 0 27 >3 0 60 0 01]0 0 0 0
1 Colonia | 5432 1 7 1 5 0 0 1 9 0 0[O 1 1
1 Colonia | 5523 1 10 1 11 0 01]0 1 0 0
1 Colonia | 5427 1 12 2 1 0 1 16 0 010 0 0
1 Colonia | 5421 1 15 3 1 1 1 17 0 0[O 0 0
1 Colonia | 5539 0 27 >3 0 0 1 34 1 010 0 0 0
1 Colonia | 5433 0 1 5 0 0 1 37 0 010 0 0
2 Colonia | 2425 0 1 1 0 0 60 0 0 1]0 0 0
2 Colonia | 2423 0 2 1 0 0 60 0 010 1 0
2 Colonia | 2421 0 16 3 1 0 0 60 0 010 0 0
2 Colonia | 8329 0 1 5,2 0 0 0 60 0 0|0 0 0
2 Colonia | 8328 0 1 5,6 1 0 0 60 0 01]0 0 0
2 Colonia | 8327 0 1 5 1 0 0 60 1 01]0 0 0
2 Colonia | 2174 0 21 3 0 60 0 0|0 0 1
2 Colonia | 8326 1 1 4,6 0 0 0 60 0 01]0 1 0
2 Colonia | 8324 1 2 0 60 1 01]0 1 0
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San José | 2222 1 7 1 0 1 0[O 0 0

San José | 4479 1 12 2 0 0 0 (O 1 0

SanJosé | 2221 1 2 0 1 1 0[O 1 0
10 Rio Negro | 1374 1 2 0 0[O 1 0 1 0
10 Rio Negro | 4984 1 2 1 0 0 0|0 1 0 0 0
10 Rio Negro | 4985 1 2 1 1 0 0 (O 1 0 1 0
10 Rio Negro | 4981 0 16 3 0 0 0 0 (O 0 0 0 0
10 Rio Negro | 1372 0 15 3 0 0 0 0|0 1 0 1 0
10 Rio Negro | 1373 0 12 2 0 0 0 0 (O 1 0 1 0
10 Rio Negro | 1371 0 16 3 1 0 0 0 (O 0 0 0
10 Rio Negro | 1378 1 13 2 0 0 0 0|0 1 0 0 0
10 Rio Negro | 1375 0 16 3 0 0 0 0 (O 0 0 0 0
10 Rio Negro | 4987 1 15 3 1 0 0 0[O 0 0 0 0
10 Rio Negro | 1372 1 24 >3 0 0 0 0|0 0 0 0 0
10 Rio Negro | 4982 0 21 3 0 0 0 0[O 0 0 0 0
10 Rio Negro | 8907 0 1 0 0 0 0[O 0 0 0 0
10 Rio Negro | 8913 0 1 0 0 0 0 (O 0 0 0 0
10 Rio Negro | 4997 0 1 1 0 0 0[O 0 0 0 0
10 Rio Negro | 1376 0 15 3 0 0 0 0[O 1 0 0 1
10 Rio Negro | 1377 1 14 2 1 0 0 0|0 0 0 0 0
10 Rio Negro | 4995 1 11 2 0 0 0 0 |oO 0 0 0 0
10 Rio Negro | 4989 1 12 2 1 0 0 0 |oO 1 0 0 0
10 Rio Negro | 4986 1 15 3 1 0 0 0[O 0 0 0 0
11 Rio Negro | 9764 1 6 1 6,2 0 1 1 0[O 1 0 0
11 Rio Negro | 680 0 20 3 0 0 0 0[O 0 0 0
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12 Rio Negro | M4 1 15 3 0 0 1 0[O 0 0 0
12 Rio Negro | M6 0 27 >3 0 0 1 0 (O 0 0 0
12 Rio Negro | M7 0 17 3 0 0 0 0[O 0 0 0
12 Rio Negro | 0704 0 25 >3 0 0 0 0[O 0 0 0
12 Rio Negro | 4275 0 25 >3 0 0 0 0|0 0 0 0
12 Rio Negro | M1 0 1 0 0 0 0 (O 0 0 0 0
12 Rio Negro | 427 0 1 1 0 0 0 (O 0 0 0 0
12 Rio Negro | 8704 1 17 3 0 0 0 0|0 1 0 1 0
12 Rio Negro | 6385 0 28 >3 0 0 0 0 (O 1 0 1 0
12 Rio Negro | 5237 0 17 3 0 0 0 0 (O 1 0 1 0
12 Rio Negro | 0704 0 7 0 0 0 0|0 1 0 1 0
12 Rio Negro | M2 1 10 2 0 0 0 0 (O 1 0 1 0
12 Rio Negro | M3 0 28 >3 0 0 1 0[O 1 0 1 0
13 Rio Negro | 2471 1 11 1 0 0 0|0 1 0 0
13 Rio Negro | 2470 0 15 0 0 0 0[O 1 0 0
13 Rio Negro | 2469 0 16 0 0 0 0[O 0 0 0
13 Rio Negro | 2468 0 22 >3 0 0 0 0 (O 0 0 0
13 Rio Negro | 2465 0 27 >3 1 0 0 0[O 0 0 0
13 Rio Negro | 2466 0 27 >3 1 0 0 0[O 0 0 0
13 Rio Negro | M1 0 11 0 0 0 0|0 0 0 0
13 Rio Negro | M2 0 15 0 0 0 0 |oO 0 0 0
13 Rio Negro | M3 0 16 1 0 0 0 |oO 0 0 0
13 Rio Negro | M4 0 22 >3 0 0 0 0|0 0 0 0
13 Rio Negro | M5 0 27 >3 0 0 0 0[O 0 0 0
13 Rio Negro | 2482 1 8 2 1 0 1 0[O 1 0 0
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26 Rio Negro 2 1 11 2 1 0 0 0|0 1 0 1 0
26 Rio Negro | 19 1 15 3 0 0 0 010 1 0 0 0
27 Florida | 16436 0 1 1 6,6 0 0 0 60 0 1 1]0 0 0 0 0
27 Florida | 16434 O 1 1 6,2 1 0 0 60 0 1 1]0 0 0 0 0
27 Florida | 16433 0 2 1 6 1 0 0 60 0 010 0 0 0 0
27 Florida | 16419 0 5 1 6 0 0 0 60 0 0 |0 0 0 0 0
27 Florida | 16410 0 6 1 6,4 0 0 0 60 0 0 |0 1 0 1 0
27 Florida | 16404 1 8 2 1 0 0 60 0 010 1 0 0 0
27 Florida | 16389 1 9 2 0 0 0 60 0 0 |0 1 0 0 0
27 Florida | 16393 1 9 2 1 0 0 60 0 0 |0 1 0 0 0
27 Florida | 16394 1 9 2 0 0 0 60 0 010 1 0 0 0
27 Florida | 16398 1 9 2 1 0 0 60 0 0 |0 1 0 1 0
27 Florida | 16396 1 9 2 1 0 0 60 0 0|0 1 0 0 0
27 Florida | 16402 1 9 2 0 0 0 60 0 010 1 0 0 0
27 Florida | 16386 1 10 2 1 0 0 60 0 0|0 1 0 0 0
27 Florida | 16403 0 11 2 0 0 0 60 0 0|0 0 0 1 0
27 Florida | 16385 1 11 2 0 0 0 60 0 010 1 0 1 0
27 Florida | 16432 0 2 1 6,2 0 0 1 5 0 0|0 0 0 0 0
27 Florida | 16425 0 3 1 54 0 0 1 0 0|0 0 0 0 0
27 Florida | 16414 O 6 1 6,2 0 0 1 0 010 0 0 0 0
27 Florida | 16409 1 6 1 6,2 1 0 1 10 0 0|0 1 0 1 0
27 Florida | 16009 0 2 1 52 1 0 0 110 0 0 0 0

Edad al muestreo (semanas): 1 = < 8 dias, 2 = 8 a 14 dias, 3 = > 14 a 21 dias, > 3 = 22 a 30 dias.

Diarrea, Moco_MF, Fibrina_MF y Muerte antes del desleche: 0 = NO, 1 = SI.

Rotavirus, E. coli F5+, Cryptosporidium spp., S. enterica, BoAstV y BVDV: 0 = Negativo, 1 = Positivo.
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ANEXO 2:

Tabla suplementaria 2. Informacion adicional sobre las guacheras incluidas en el estudio.

\Vacas en Cantidad Superficie de Tipo de guachera Tipo de ¢Cuél es la
N° ~ de terneros P (individual vs P ¢La MF era removida de fuente de agua
- ordefie . la guachera . . suelo de la
Establecimiento (2016) criados (m?) colectiva, interior vs uachera la guachera? de los
(2016) exterior) g terneros?
1 332 168 656 Colectiva, Exterior Tierra No PA
2 390 SD 640 Colectiva, Exterior Tierra No PA
3 SD SD 225 Colectiva, Exterior Tierra No PA
4 420 SD 942 Colectiva, Exterior Tierra No PA
5 390 143 416 Colectiva, Exterior Tierra No PA
6 435 SD 657 Colectiva, Exterior Tierra No PA
7 250 237 650 Individual, Exterior Tierra No PA
8 500 258 1138 Individual, Exterior Tierra No PA
Si, las heces se
9 280 52 248 Individual, Interior Cemento rémovieron con manguera PA

a las tierras de cultivo
adyacentes.
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10 SD SD 2007 Colectiva, Exterior Tierra No PA
Si, las heces se
11 130 115 507 Colectiva, Interior Cemento ~ 'clhovieron con manguera PA
a las tierras de cultivo
adyacentes.
12 130 76 SD Colectiva, Exterior Tierra No PA
13 111 110 360 Individual, Exterior Tierra No PA
14 400 187 1040 Colectiva, Exterior Tierra No PA
Si, las heces se
15 563 281 554 Colectiva, Interior Cemento removieron con manguera PA
a las tierras de cultivo
adyacentes.
16 SD SD 1376 Individual, Exterior Tierra No PA
17 270 145 1100 Individual, Exterior Tierra No PA
18 230 110 770 Individual, Exterior Tierra No PA
Si, las heces se
19 140 ) 179 Individual, Interior Madera  'cmovieron con manguera PA
a las tierras de cultivo
adyacentes.
20 SD SD SD Individual, Exterior Tierra No PA
21 1100 420 5145 Individual, Exterior Tierra No PA
22 140 62 351 Colectiva, Exterior Tierra No PA
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23 222 216 752 Colectiva, Exterior Tierra No PA
24 250 276 528 Individual, Exterior Tierra No PA
25 1260 1342 4726 Individual, Exterior Tierra No PA
26 512 286 7500 Individual, Exterior Tierra No PA
27 70 100 SD Colectiva, Exterior Tierra No PA
28 SD SD SD SD SD SD PA
29 SD 295 2111 Colectiva, Exterior Tierra No PA

SD: Sin Determinar. PA: pozo de agua (sin ningln tipo de tratamiento potabilizador).
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Abstract

Meonatal calf diasrhea (MCD) and momaliny cause significant losses o the dairy industry. The preweaning dairy calf monality risk
in Ureguesy is high (13.2%): however, causes for these bosses are largely unknown. This study aimed to assess whether various
pathogens were associated with NCDand death in Unoguayan dairy calves and whether these infections, disrrhea, or deaths wene
asociated with the failure of transfer of pasaive i ity (FTPL). C v diartheic (s = 264.) and non-diarrheic (r=2T1)
1- 1o 30-day-old calves from 27 farms were sampled. Feces wene analyzed by antigen-capiure ELISA for Cryprosporidinme spp..
rotavirus, bovine coronavirus, and Excheriohia coli Fi+, RT-PCR for bovine astrovins (BoAstV), and bacterial cultres for
Salmonella entevien. Bloodfseram was analyzed by RT-PCR or antigen-capure ELISA for bovine viral disrrhea vims (BVDV).
Semum of = B-day-old calves {ir = 95) was assessed by refraciomeitry to deiermine the concention of serum total proteins (STP) as
an indicator of FTPL Whether the sampled calves died before weaning was recorded. At least one pathogen was detected in
63.4% of the calves. and this percentage was significantly higher in diarrheic (83.7%) versus non-diamheic (47.6%) calves.
Unlike the other pathogens, Cryphosporidinm spp. and rotavins were associated with NCD. Diartheic calves, calves infected
with any of the pathogens, and calves infected with rotavirus had significantly lower concenirations of STP. Diarrheic calves had
higher chances of dying before weaning than non-diarrheie calves. Diarrbeic calves infected with 5. enterica were at increased
risk of montality. Controlling MCD, salmonellosis, eryptosporidiosis, and rotavins infections, and improving colostrnam man-
agement practices would help to reduce calf morbi-monality in dairy farms in Uroguay.

Keywords Cryprosporidinm spp. - Dairy calves - Diarrhea - Failure of ransfer of passive immunity - Infectious diseases -
Morality - Rotavirs - Safmonella esnterios

Introduction consumers of dairy products in Latin America [1], and ap-

proximately 70% of the milk produced in the couniry is
Drairy farming in Uniguay is socio-culirally and economical-  exported [2]. Uuguayan dairy famming systems are largely
ly important, as Uruguay is one of the top per capita pasiure-based, with 753% of the diet of the milking herd being

Responsible Editor: Beariz Emestina Cabilio Guth

=] Rubén Dario Caffarena ¥ Laboawiario de Vimlogia Molecular, Ceniro Universitaria Regianal
rekeaffarena @ gmail.com {CENUR) Litoral Mogie, Universidad de ks Repablica (Udelalt),
[ Federion Giannitti Salio, Unuguay
;v i
Figiammitts @ inia. oag oy 4 de Madicing Veeriniria P iva, Lab ics de
1 S . _ - Epidemiclagia Veerinana (Epilab), Faculdade de \etenmdria,
Mnhfutmnle lm.'ﬂqa-:ujm en_Sa]nd Ammnl. I:&Mﬂ.o'ha:lmnl de Universidade F 1 do Rin G do Sul (UFRGS), P
Investigaciin Agropecuaria (INLA) Estacion Experimental La Al RS, Brasil
Estancuela, Coloni, Uruguy
?  Deparumento de Patalogin y Clinica de Rumiantes y Suinos, *  Programa de Pés Graduacio em Ciéncia Animal nos Tropicos.,
Facultad de Veterinana, Universidad de la Repiblica (Udela R, Facubdade de Velenndria, Universidade Fedeml da Bahia, Ondina,
Monteviden, Unuguay Sabwdor, BA. Brasil
M I &) Springer
Pubilizhed calise: |1 Feleusary 2021 = “primge

158



Publicacion 11

Ftrontiers S resancy
in Veterinary Science dot 10,3355V ks 2020.00562
]
Dairy Calves in Uruguay Are
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Cryptosporidium parvum and Pose a
Potential Risk of Surface Water
Contamination
Rubén Dario Caffarena ***, Marcefo los M ? Leonidas C. Letelier?,
Catalina Picasso-Risso**, Bruna Nicolet! S: 2, Frankkin Riet-Correa® and
Federico Giannitti**
* nsituto Nacional &6 Vo \gr ;) F do an Salud Animal, Estackin Expermental
A La Estarzuoly, Colonka, Uniguay, ? Facuttad de [} ek e Uruguay,
QPEN ACCESS 3 do Mediaing L Estacial Pauleta, Aragatuta, Bracd, “instiuto Naciona! de investigacion
Agropecuana VK, Programa do Produccidn y Estacidn A La Estarvualy,
Edited by: Calonia, Uruguay, * ¥ of y Foputation Callage of \ y Medicing, of
Qiiviar Ancro Sparagano, Saint Paul, M Unied Stales
Gty Uniersity of Hong Kang,
HpraN Cryptosporidium parvirn, a major cause of diarrhea in calves, is of concern given
oo veay,  its zoonofic potential. Numerous outbreaks of human cryptosporidiosis caused by
Unhversity Colege Dubin, leind G, parvurn ganetic subtypes are reported yearly worddwide, with ivestock or water baing
, Loy Rooereon  frequently identified sources of infection. Although cryplosporidiosis has been reported
Scincas, Norway  from human patients in Uruguay, particularly children, epidemiclogic information is scant
‘Comespendence:  andd the role of cattle as resenvoirs of zoonotic subtypes of C. panum has not been
Auban Daro Catamnd  eypinred In this study, we aimed to (a)-identify C. parvum subtypes infecting dairy
Fodarico Gty o calves in Uruguay (including potentially zoonotic subtypes), (b)-assess their association
pamvenzogy  with calf darrhea, (c)-evaluate their spatial clustering, and (d)-assass the distance of
infected calves to surface watercourses draining the farmlands and determine whether
7his artito was submiid 10 thase watercourses flow into public water treatment plants. Fecas of 255 calves that
Fanastoiogy,  had tested positive for Cryplosporidium spp. by antigen ELISA were salacted. Samples
@ sectan of the joumal : - .
- md.bea?odectedhongdmryhmsnsevenmymwmedmw
A farming s concentrated and represented 170 diarrheic and 85 non-diarrheic calves.

Accepted: 15 My 2020
Published 21 August 2020
Citation:

Caftaena RD, Marales MV,
Carmascodetaler L, Ficasso-Fisso C,
Santana BN, Rst-Carea F and
Glannitti F L2020y Dasry Cabas in

and Fose a Fotential Risk of Surface
Water Contamination.

Front. Vot Sa. 7562,

aoe 103389 Vers. 2020 00662

Sdlacted samplas wera processed by nested PCRs targeting the 18S rRNA and gp60
ganes folowed by sequendng to identify C. parvum subtypes. Of ssven C. parnvum
subtypes detected in 166 calves, five (identified in 143 calves on 28/29 farms) had
been identifiad in humans alsewhere and have zoonotic potential. Subtype llaA15G2R1
was tha most frequant (53.6%; B9/166), followed by 1aA20G1R1 (24.1%; 40/166),
HaA22G1R1 (11.4%; 19/168), laA23G1R1 (3.6%; 6/166), llaA17G2R1 (3%; 5/166),
1aAZ1G1R1 (2.4%; 4/166), and llaA16G1R1 (1.8%; 3/166). There were no significant
differences in tha proportions of diarrheic and non-diartheic calves infected with anvy of the
C. parvumn subtypes. Two spatial clusters were datected, one of which overlapped with
Uruguay’s capital city and its main water treatment plant (Aguas Corrientes), harvesting
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