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CAP |. DETERMINAREA PREVALEN TEI $I EVIDENTIEREA ALTOR AGENTI
ENTEROPATOGENI ASOCIATI CRIPTOSPORIDIILOR

LA, DEPLASAREA IN FERMELE, UNITATILE ZOOTEHNICE $I CLINICILE VETERINARE
SUPUSE SUPRAVEGHERII §| RECOLTAREA DE PROBE PENTRU EXAMINARE

Obiectivul principal al acestui studiu a fost de a determina prevalenta criptosporidiozei la
cateva specii de animale de interes economic in conditii de crestere intensiva si semiintensiva in
judetele vestice ale Romaniei. In cadrul acestor activitati s-au facut deplasari pe teritoriul a patru
judete (Arad, Bihor, Carag-Severin gi Timig) in diferite ferme si unitati zootehnice pentru prelevare
de probe biologice dupa un protocol bine stabilit dinainte.

S-au recoltat materii fecale diareice cu scopul de a:

- 1.B. DETERMINA PREVALENTA CRIPTOSPORIDIOZEI PRIN ELISA;
- 1.C. EVIDENTIA UNIl ENTEROPATOGENI ASOCIATI INFECTIEI CRIPTOSPORIDIENE;

1. DETERMINAREA PREVALENTEI CRIPTOSPORIDIOZEI BOVINE IN ASOCIERE CU ALTI
ENTEROPATOGENI PRIN ELISA IN PARTEA DE VEST A ROMANIEI

Prevalen ta criptosporidiozei in asociere cu al  ti enteropatogeni la vi tei in jude tul Arad

Continua artificializare a vietii reprezinta atat pentru om, cat si pentru animalele crescute si
exploatate Tn mari colectivitati, o restrictionare majora a interrelatiilor ecologice, microorganisme-
mediu-organism, cu implicatii adanci si diverse asupra patologiei animale. La tineretul animal,
asemenea implicatii se reflectd in proportie de masa, ceea ce determina si explica in mare parte
cresterea procentului bolilor parazitare conditionate si a patologiei de grup [Darabus, 1996].

Criptosporidiile sunt coccidii cu o larga specificitate de gazda, cu localizare digestiva sau
respiratorie, fiind puse Tn evidenta la numeroase specii de vertebrate, inclusiv la om [Fayer, 2007].

Sindromul de diaree neonatala la rumegatoarele mari si mici reprezinta un exemplu de
boala polifactoriala, determinata de o serie de factori legati de animal, de conditiile de mediu din
adapost si de varietatea de virusuri, bacterii si paraziti protozoari [De Graaf si col., 1999].

Problemele digestive aparute intre varsta de patru zile si sase saptamani se datoreaza, in
mare parte, infectiei cu diferite specii de criptosporidii (C. parvum, C. andersoni, C. bovis- fostul
genotip bovin de tip B,) si/sau al unor varietati de virusuri cum ar fi: rotavirusuri, coronavirusuri,
virusul diareei virale bovine (BVD), acestia fiind agentii etiologici cel mai frecvent implicati. Sub
varsta de trei zile gastroenterita neonatala bovina este determinata de E. coli F5 enterotoxigen si
apare n principal la indivizii imunosupresati [De la Fuente si col., 1999].

Tehnica ELISA este o0 metoda de diagnostic simpla, sensibila si specifica comparativ cu
alte metode care sunt mai laborioase si necesitd timp [Imre si col., 2008 ].Intrucat nu exista niciun
studiu epizootologic cu privire la ponderea agentilor enteropatogeni la vitei Tn judetul Arad, s-a
considerat oportuna efectuarea unor investigatii epidemiologice prin tehnica ELISA, in vederea
cunoasterii evolutiei criptosporidiozei Tn asociere cu alti enteropatogeni.

Materiale si metod a

Cercetarile au fost efectuate in perioada mai-decembrie 2007, pe un efectiv de 100 de vitei
cu varste cuprinse intre 4 zile si 5 luni, din opt localitati ale judetului Arad. Viteii au provenit din
patru ferme mari de vaci de lapte si din alte patru microferme, din diferite zone ale judetului Arad
conform hartii alaturate (figura 1).

Pentru cunoasterea aspectelor epidemiologice ale criptosporidiozei in asociere cu alfi
enteropatogeni (rotavirusuri, coronavirusuri, E. coli F5 ) cercetarile s-au efectuat in diferite zone ale
judetului Arad (fig. 1), Tntocmindu-se pentru fiecare animal examinat fise individuale care cuprind:
numarul matricol (la cele existente), rasa, varsta si sex.



Fig. 1. Dispunerea unitatilor cartate in judetul Arad
1 - Utvinis; 2 - Fantanele; 3 - Zimandu Nou; 4 — Curtici; 5 — Nadlac;
6 — Varadia de Mures; 7 — Pancota; 8 — Chisineu Cris. [www.roturism.com]

Materiile fecale diareice au fost recoltate individual, direct din rect, depozitate in
coprocultoare la o temperatura de 4°C si prelucrate in decurs de 24 de ore.

Probele recoltate au fost examinate prin tehnica ELISA in laboratorul de "Imunodiagnostic
ELISA" din cadrul Facultatii de Medicina Veterinara din Timigoara. S-a utilizat kit-ul BIO-X EASY-
DIGEST (BIO K 151) (Bio-X Diagnostics, Belgia) care este un kit de diagnostic antigenic ,in vitro”
din fecale de bovine si respecta principiile tehnicii ELISA dublu — sandwich, avand urmatoarea

componenta:

microplaca: cu 96 de camere de microtitrare care sunt saturate cu 4 tipuri de
anticorpi monoclonali specifici pentru cei patru agenti enteropatogeni (virusuri rota
si corona, E. coli F5 si C. parvum);

solutia de spalare, care se va dilua in proportie de 1:20 cu apa distilat;

solutia de dilutie pentru diluarea probelor de fecale in proportie de 1:1;

conjugatul, in patru sticlute de culori diferite;

martorul pozitiv si negativ;

solutia de cromogen (tetrametilbenzidina) si substratul enzimatic (hidrogen
peroxid);

solutia de stopare (acid fosforic 1M);

Principiul testului se bazeaza pe faptul ca anticorpii monoclonali cu care sunt impregnate
camerele de microtitrare ,captureaza” antigenele agentilor patogeni corespunzatori din probele de

fecale.

Datorité faptului ca aceasta metoda a fost efectuata in premiera nationala am considerat
oportuna prezentarea schematica a modului de lucru cu urmatoarele etape:
1. - adaugarea fecalelor diluate 1:1 in camerele de microtitrare a placii (tabel 1);
- adaugarea martorilor pozitivi si negativi;
- incubarea 1 ora la 21°C;
- spalare;
2. -adaugarea conjugatelor;
-incubarea 1 ora la 21°C;
-spalare;



Tabel 1

Schema de asezare a probelor in fiecare camera din microplaca [dupa BIO K 151- prospect]

Rotavirusuri Coronavirusuri E. Coli F5+ Cryptosporidium

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

C- MF7 MF15 C- MF7 | MF15 C- MF7 MF15 C- MF7 | MF15

C+ MF8 | MFl16 [ C+ MF8 | MF16 C+ MF8 | MF16 C+ MF8 | MF16

MF1 MF9 | MF17 | MF1 [ MF9 | MF17 | MF1 | MF9 | MF17 | MF1 | MF9 | MF17

MF2 | MF10 | MF18 | MF2 | MF10 | MF18 | MF2 | MF10 | MF18 | MF2 | MF10 | MF18

MF3 | MF11 | MF19 | MF3 [ MF11 | MF19 | MF3 | MF11 | MF19 | MF3 | MF11 | MF19

MF4 | MF12 | MF20 | MF4 [ MF12 | MF20 | MF4 | MF12 | MF20 | MF4 | MF12 | MF20

MFE5 | MF13 C+ MF5 | MF13 C+ MF5 | MF13 C+ MF5 | MF13 C+

MF6 | MF14 C- MF6 | MF14 C- MF6 | MF14 C- MF6 | MF14 C-

Legenda: C- proba martor; MF-materii fecale

3. -adaugarea cromogenului;
-asteptare 10 minute;
-adaugarea solutiei de stopare;
4. Citirea la cititorul de placa (450 nm) sau vizual.

Intensitatea culorii este proportionala cu titrul agentului patogen din probe.
Interpretare: valorile densitatilor optice finale ale probelor de cercetat s-au obtinut prin scaderea
valorii densitatii optice a martorului negativ din valoarea densitatii optice a fiecarei probe obtinuta la
citire. Limita inferioara a pozitivitatii pentru fiecare antigen este de 0,150 densitate optica finala.
Probele care au o densitate mai mica decéat valoarea mentionata anterior sunt considerate negative
(tabel 2) [BIO K 151- prospect].

Rezultate si discu tii

Rezultatele cercetarilor, obtinute Tn urma citirii la cititorul ELISA la 450 nm lungime de unda,
sunt prezentate sintetic in tabelul 3.

in ferma din localitatea Utvinis, 19 probe din 20 au fost pozitive la infectia cu
Cryptosporidium spp. La infectia cu coronavirusuri, 6 probe au fost pozitive, din care 5 au fost
pozitive atat la infectia cu Cryptosporidium spp. céat si la infectia cu coronavirusuri.

in ferma din localitatea Fantanele, toate cele 20 de probe au fost pozitive la infectia cu
Cryptosporidium spp., 4 probe din aceasta ferma au fost pozitive, atét la infectia cu Cryptosporidium
spp., cat si la infectia cu coronavirusuri.

in ferma din localitatea Zimandu Nou, 11 probe din 20 au fost pozitive la infectia cu
Cryptosporidium spp. La infectia cu coronavirusuri, trei probe au fost pozitive, din care una a fost
pozitiva, atét la infectia cu Cryptosporidium spp., cat si la infectia cu coronavirusuri. La infectia cu
rotavirusuri patru probe au fost pozitive, din care una a fost pozitiva atat la infectia cu
Cryptosporidium spp., cat si la infectia cu rotavirusuri. De asemenea, doua probe au fost pozitive in
acelasi timp, atat la infectia cu rotavirusuri, cat si la infectia cu coronavirusuri.

in ferma din localitatea Curtici, 5 probe din 20 au fost pozitive la infectia cu Cryptosporidium
spp. La infectia cu rotavirusuri, trei probe au fost pozitive.

In microferma din localitatea Nadlac, 2 probe din 5 au fost pozitive la infectia cu
Cryptosporidium spp. O proba a fost pozitiva, atat la infectia cu Cryptosporidium spp., cét si la
infectia cu coronavirusuri. La infectia cu rotavirusuri, 2 probe au fost pozitive.

in microferma din localitatea Var&dia de Mures, o proba din 5 a fost pozitiva atat la infectia
cu Cryptosporidium spp. cat si la infectia cu coronavirusuri. La infectia cu rotavirusuri a fost pozitiva
0 proba.

In microferma din localitatea Pancota, o proba a fost pozitivd pentru Cryptosporidium spp.
respectiv pentru coronavirusuri.

In microferma din localitatea Chigineu — Cris, 0 proba din 5 a fost pozitiva pentru infectia cu
Cryptosporidium spp. 2 probe din aceasta microferma au fost pozitive, atat la infectia cu




Cryptosporidium spp., cat si la infectia cu coronavirusuri. intr-o alta proba s-a semnalat concomitent
prezenta infectiei cu coronavirusuri gi rotavirusuri.

In niciuna din fermele luate in studiu, E. coli F5 enteropatogen nu a fost identificat, ca fiind
implicat in producerea diareei la vitei.

Pe ansamblu, studiul materiilor fecale prin tehnica ELISA, cu privire la ponderea agentilor
enteropatogeni implicati in producerea diareilor la vitei, arata ca:

*  Cryptosporidium spp. a fost identificat la un numar de 63 probe din 100 analizate
(48 de cazuri ca agent patogen unic si 15 cazuri asociat);

e coronavirusurile au fost intalnite in fecalele a 17 vitei din 100 examinate (2 cazuri
ca agent patogen unic si 15 cazuri asociat);

e rotavirusurile au fost gasite la 13 probe din 100 analizate ( 7 cazuri ca agent
patogen unic si 6 cazuri asociat);

* E. coli F5 enteropatogen nu a fost identificat.

Acest studiu demonstreaza ca, Cryptosporidum spp. a fost cel mai prevalent agent
enteropatogen (63%) la viteii in primele cinci luni de viatd in cele opt ferme cu crestere de tip
industrial din judetul Arad. Procentul total de detectare a Cryptosporidium spp. tinde spre valorile
obtinute de de la Fuente si col. (1998) in centrul Spaniei (52, 3%) care au facut investigatii
epidemiologice la viteii in prima luna de viata [De la Fuente si col., 1998b]. in Germania, la viteii sub
trei saptamani de viata, Otto si col. (1995) gasesc o pozitivitate de 52,5%, procent care se apropie
destul de mult de pozitivitatea gasitd de noi [Otto si col., 1995]. In Spania cercetarile lui Garcia si
col. (2000) scot in evidenta o pozitivitate mai mare pentru Cryptosporidium spp. (85,2 %) decéat cea
indicata Tn acest studiu [Garcia si col., 2000]. Rata de detectie a infectiei cu criptosporidii gasita de
noi este mult mai mare decét cea gasita de J. Quilez si col. (1996) (19,7%), Reynolds si col.(1986)
(14%), Snodgrass si col. (1986) (14%), Abraham si col. (1992) (0%) sau Pérez si col. (1997) (11%)
[Quilez si col., 1996; Reynolds si col., 1986;Snodgrass si col., 1986; Abraham si col., 1992; Perez si
col., 1997]. Dupa Cryptosporidium spp. coronavirusul enteric bovin a fost cel mai prevalent agent
enteropatogen (17 %). Acest procent se apropie de valoarea gasitd de Reynolds si col. (1986)
(14%) 1n sudul Britaniei si de de la Fuente si col. (1998 b) (11,1%) in Spania [Reynolds si col.,
1986; De la Fuente si col., 1998b].. Un procent mult mai mare de infectie cu coronavirusuri a fost
semnalata de Abraham si col. (1992) in Etiopia (38,9%) unde acest agent enteropatogen a fost cel
mai prevalent [Abraham si col., 1992].

Unii autori, Tn urma cercetarilor efectuate, au ajuns la concluzia ca, rotavirusul ar fi cel mai
prevalent agent al diareei la vitei [Reynolds si col., 1986; Snodgrass si col. 1986]. Procentul de
infectie cu rotavirus gasita de noi (13%) este mult mai mica decat cea gasita de Solana si col.
(1985) (43,6%) in Spania, de Fagan si col. (1995) (38,9%) in Irlanda, de Brenner si col. (1993)
(41,4%) in Israel respectiv de de la Fuente si col. (1998b) (42,7%) in Spania [Solana si col., 1986;
Fagan si col.,1985; Brenner si col., 1993; De la Fuente si col., 1998b]. Valori mai apropiate de ale
noastre au fost semnalate de Abraham si col. (1992) in Etiopia (16,7) %, Garcia si col.(2000) in
Spania (20,4%) respectiv de Pérez si col. (1997) (7%) la viteii cu diaree n cantonul Tilaran (Costa
Rica) [Abraham si col., 1992; Garcia si col., 2000; Perez si col., 1997].

Infectii cu E. coli F5 (K99) nu au fost semnalate in fecalele diareice ale viteilor sub varsta
de cinci luni. intr-o lucrare de la Fuente si col. (1998) semnaleaza sensibilitatea redusa a kitului
ELISA (Tetravalent) (28,6%) in identificarea tulpinii E. coli F5, fata de cultura bacteriana (97,4%).
Acest fapt ar explica in parte neidentificarea tulpinii E. coli F5 in prezentul studiu [De la Fuente si
col., 1998a].

Infectii mixte au fost semnalate la aproape un sfert (15%) dintre viteii infectati cu
Cryptosporidium spp. Cele mai comune infectii asociate au fost Tntre Cryptosporidium si
coronavirusuri (12%). Acest lucru este in contradictie cu rezultatele publicate in majoritatea studiilor
din Intreaga lume care sustin ca, cea mai comuna infectie mixta ar fi intre Cryptosporidium spp. si
rotavirusuri. Asocieri intre Cryptosporidium spp. si rotavirusuri respectiv rotavirusuri = Si
coronavirusuri au fost gasite in procente similare (3%).

Un procent de 25 din fecalele analizate au fost negative pentru cei patru enteropatogeni.
Aceasta valoare coincide de negativitatea gasita de alti autori [Bellinzoni si col., 1990; McDonough
si col., 1994]. In asemenea situatii, pe langa cei patru enteropatogeni pentru care s-au facut
investigatii, in etiologia diareii ar mai putea fi implicati in special calicivirusurile, Breda virusul,
Salmonella spp. sau Torovirusurile [De la Fuente si col., 1998a; Perez si col., 1997].



Intrucat in Romania, pana nu demult [Darabus, 1996] cercetarile au vizat doar parazitismul
cu criptosporidii, fara a viza interactiunea cu alti enteropatogeni, in lucrarea de fata ne-am propus
elucidarea implicarii lor in diareile viteilor in primele cinci luni de viata. Pe baza acestui studiu se
poate spune ca, de departe, criptosporidiile, in cele opt ferme din judetul Arad, sunt cei mai
frecventi enteropatogeni ce produc diareile la vitei. Sistemul de crestere respectiv alimentatia
exclusiv lactata ar putea reprezenta un factor determinant in evolutia criptosporidiozei.
Rotavirusurile si coronavirusul enteric bovin contribuie de asemenea la morbiditate, singure sau Tn
infectii asociate.

Tabel 2

Exemple de densitati optice nete a probelor citite la cititorul ELISA la o lungime de unda de 450 nm

. Rotavirus Coronavirus E. Coli f5+ Cryptosporidium
1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,000 0,003 | 0,000 | 1,988 | -0,007 | 0,000 | -0,010 | 0,017 | 0,000 | 0,036 | 0,067
2,274 -0,021 | 3,109 | -0,017 | -0,013 [ 2,973 | 0,006 | 0,013 | 3,361 | L54L | -0,004
0,045 0,027 | -0,015 | 0,010 | 0,006 | 0,007 | 0,115 | 0,022 | 1,627 | 0,002 | L510
0,002 0,012 | 0,014 | 0,010 | 0,002 | 0,063 | 0,026 | 0,020 | 2,427 | 0,452 | 1,340
0,011 0,026 | -0,011 | 0,003 | 0,011 | 0,044 | 0,018 | 0,048 | 1,748 | 0,009 | 1,867
0,014 [ 0,009 | -0,003 | -0,010 | 0,025 | 0,011 | 0,021 | 1,848 | -0,014 | 1,618
0,011 | 0,000 | 2,260 | 2,524 | -0,007 | 3,156 | 0,027 | 0,023 | 3,030 | 1,495 [ -0,019 | 3,180
BB | 0,019 | 0,017 [ 1,507 | 0,024 | 0,002 | 0,025 | 0,002 | 0,036 [ 0,001 [ 0,130 | -0,050

Studii experimentale si numeroase cazuri de infectii naturale, prezentate in literatura de
specialitate, indica rate ale infectiei mai mari la viteii Tn varstd de 5-30 de zile, cu un peak la
categoria 8-14 zile [Garcia, si col., 2000; Naciri si col., 1999].

Rezultatele anchetei epidemiologice, privind modul in care varsta influenteaza
extensivitatea infectiei cu enteropatogeni la tineretul taurin, sunt prezentate in tabelul 4. Pe
ansamblu, s-au fnregistrat diferente foarte mici in ceea ce priveste distributia rotavirusurilor ca
singuri agenti enteropatogeni cauzatori ai diareei in primele luni de viata. Aceasta observatie este
valabila si pentru coronavirusuri care, de foarte putine ori (in doua cazuri), au putut fi identificate
neasociate cu alti agenti infectiosi sau parazitari.

Varsta cea mai receptiva la infectia cu criptosporidii, ca unici agenti patogeni, s-a dovedit a
fi cea cuprinsa intre 8 si 14 zile. S-au observat diferente distinct semnificative (p<0,01) intre
aceasta categorie de varsta si celelalte categorii luate in considerare (tabel 4). Prevalenta crescuta
la categoria de 3-6 luni, adicad faptul ca 4 din 6 probe au fost pozitive pentru infectia cu
Cryptosporidium spp. ca unic agent patogen, se poate explica prin faptul ca, prezenta viteilor intr-un
mediu puternic contaminat a facilitat infectia. Pe masura Tnaintarii in varsta, prevalenta infectiei cu
poate explica pe de o parte, pe seama rezistentei de varsta ca urmare a unor maodificari in fiziologia
si microflora intestinala, iar pe de alta parte, prin imunitatea dobandita exprimata prin maturizarea
sistemului imun ca urmare a contactului repetat cu parazitul. Pentru confirmarea acestui procent
atat de ridicat la aceasta categorie de varsta sunt necesare alte studii pe un efectiv mai mare.

in ceea ce priveste infectiile asociate la diferite categorii de varste, Cryptosporidium spp.
apare cel mai frecvent asociat cu coronavirusuri, constatandu-se diferente minore la categoriile de
varste alese de noi sub varsta de 30 de zile.

Asaocieri dintre Cryptosporidium spp. si rotavirusuri se pot observa la trei categorii de varste
respectiv 8-14 zile, 15-21 zile si la o juninca de peste 6 luni, fard a se putea trage vreo concluzie
semnificativa. In ceea ce priveste asocierile dintre rota- si coronavirusuri ca agenti patogeni
declansatori ai diareei, acestea s-au inregistrat la categoriile de varste cuprinse intre 15 - 21 de
zile, respectiv 1-3 luni.



Tabel 3

Sinopticul probelor pozitive la kitul BIO-X EASY-DIGEST (BIO K 151), in fermele de bovine luate Tn studiu din judetul Arad

Probe pozitive pentru
g Negative
8 Crypto. Coronav Rotav. E. Crypto. Crypto. Rotav.
% Nr. singur singur singur coli + + +
% total F5 Coronav. Rotav. Coronav.
» probe | Nr, Nr NI N N Nr. Nr. Nr.
% % % % % % % %
Utvinis 20 14 70 1 5 0 0 0 5 25 0 0 0 0 0 0
Fantanele 20 16 80 0 0 0 0 0 4 20 0 0 0 0 0 0
Zimandu 20 9 45 0 0 1 5 0 1 5 1 5 2 10 6 30
Nou
Curtici 20 5 25 0 0 3 15 0 0 0 0 0 0 0 12 60
Nadlac 5 2 40 0 0 2 40 0 1 20 0 0 0 0 0 0
Varadia de 5 0 0 0 0 1 20 0 1 20 0 0 0 0 3 60
Mures
Pancota 5 1 20 1 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 60
Chisineu 5 1 20 0 0 0 0 0 0 0 2 40 1 20 1 20
Cris
Total (%) 100 48 2 7 0 12 3 3 25

Legenda: Crypto — Cryptosporidium; Coronav — Coronavirusuri; Rotav - Rotavirusuri ; E — Escherichia;



Tabel 4

Evolutia celor patru enteropatogeni (Rotavirus, Coronavirus, E. coli F5 i Cryptosporidium spp.) in
functie de varsta la tineretul bovin, in judetul Arad

Total Pozitive pentru Neda
Varsta Prot_)e Rotav. | Coronav E. Crypto. Crypto. Crypto. Coronav. ti\;qe
examinat | singur singur coli | singur asociat cu | asociat cu | asociat cu (%)
e (%) (%) F5 (%) Corona.(%) | Rotav.(%) | Rotav.(%)
3-4 zile 3 1(33) 0 0 1(33) 0 0 0 1(33)
5-7 zile 14 0 1(7) 0 8 (57) 3(21) 0 0 2(14)
8-14 zile 20 0 0 0 13 (65) 2 (10 1(5 0 4(20)
15-21 zile 16 2 (13) 0 0 5(31) 2 (11 1(5 2 (12,5 4(25)
22-30 zile 20 1(5 1(5) 0 9 (45) 2 (10 0 0 7(35)
1-3 luni 20 2 (10) 0 0 8 (40) 3 (15 0 1(5 6(30)
3-6 luni 6 1(17) 0 0 4 (67) 0 0 0 1(17)
> 6 luni 1 0 0 0 0 0 1 (100) 0 0
Total(%) 100 7 2 0 48 12 3 3 25

2).

Legenda: Crypto — Cryptosporidium; Coronav — Coronavirusuri; Rotav - Rotavirusuri ; E —

Escherichia

Prin aplicarea testului X° s-a urmarit influenta varstei asupra evolutiei criptosporidiozei la
categoriile alese sub varsta de 3 luni. Din cele opt categorii de varste, prezentate in tabelul dinainte,
au fost eliminate urmatoarele categorii: 3-4 zile, 3-6 luni si categoria de peste 6 luni intrucat
numarul de animale din lot nu constitue un esantion reprezentativ. Pentru categoriile de varste
ramase in studiu se observa foarte bine ca exista diferente distinct semnificative (p<0,01) intre
categoriile de 5-7 zile, respectiv 8-14 zile si restul categoriilor alese de noi sub varsta de trei luni.
Prevalenta maxima a criptosporidiozei s-a inregistrat la varsta de 8-14 zile (80%) urmata de
categoria 5-7 zile (78%). Prin aplicarea testului x> s-au observat diferente distinct semnificative
(p<0,01) intre aceste doua categorii de varste si restul categoriilor alese sub véarsta de trei luni (fig.

5-7 zile

8-14 zile

15-21 zile

22-30 zile

1-3 luni

Fig. 2. Prevalenta criptosporidiozei la viteii investigati in judetul Arad, in functie de varsta




Trebuie mentionat faptul c&, intr-un singur caz din trei analizate, s-a inregistrat infectie cu
Cryptosporidium spp. la o véarsta (3 zile) care pune sub semnul ntrebarii modul si calea de
contaminare. Pornind de la ideea ca, perioada prepatenta in criptosporidioza este in general de 3-4
zile la animalele imunocompetente [Fayer, 1997, Darabus, 1996] Tn cazul nostru exista posibilitatea
contaminarii intrauterine. Tns&, aceasta afirmatie nu este decat o suspiciune avand in vedere
numarul redus de cazuri care au fost analizate. In literatura de specialitate se gédsesc mai multe
date cu referire la transmiterea transplacentara a criptosporidiilor. Infectia intrauterind nu ar
reprezenta o exceptie, pentru ca si alte coccidii s-au dovedit a putea fi transmise pe aceasta cale
[Simpson si col., 1992].

Rezultatele obtinute in anchetd pe vitei, in judetul Arad, privind prevalenta si evolutia bolii
cu varsta, sunt asemanatoare cu cele obtinute de de la Fuente si col. (1998a), in centrul Spaniei
[De la Fuente si col., 1998a]. Naciri si col. (1999) sustin insa ca, prevalenta criptosporidiilor este
mai mare la viteii din prima saptaména de viatd comparativ cu cea de a doua categorie cu varsta
cuprinsa intre 8 si 15 zile [Naciri si col., 1999]. Un lucru Insa este cert, la ambele categorii de
varste, C. parvum constitue agentul etiologic major al diareei neonatale. Proportia criptosporidiozei
pe categorii de varste prezentata in acest studiu se aseamana foarte mult cu limitele gasite de
Darabus si col. (1996) la viteii investigati in Roméania [Darabus, 1996].

Concluzii
* La bovinele cu véarsta cuprinsa intre 4 zile si 5 luni, criptosporidioza, evaluata prin ELISA in
premiera nationala, a evoluat in toate cele 8 unitati de crestere ale judetului Arad, avand o

prevalenta de 63% (48% ca agent patogen unic si 15% in asociatie cu alti agenti patogeni ).

* La aceeasi categorie de varsta, coronaviroza a avut o prevalenta de 17 % (2% ca agent
patogen unic si 15% in asociatie cu alti agenti patogeni ).

* Prevalenta rotavirozei la tineretul bovin examinat a fost de 13% (7% ca agent patogen unic
si 6% 1n asociatie cu alti agenti patogeni).

» Infectia cu E.coli F5 enteropatogen nu a fost semnalata.
* Infectia cu Cryptosporidium spp., ca agent patogen unic, a variat intre 0% si 80%.

* Coronavirusurile implicate in etiologia diareei la categoria de varstd 4 zile — 5 luni
evolueaza de obicei asociate cu criptosporidii.

+ Extensivitatea si intensivitatea infectiei la taurine este mai ridicata la categoria de varsta 8-
14 zile.

* Nu s-au semnalat diferente semnificative in ceea ce priveste distributia rota- i
coronavirusurilor la categoriile de varste investigate.

Prevalen ta criptosporidiozei in asociere cu al  ti enteropatogeni la vi tei in jude tul Bihor



Criptosporidiile sunt coccidii cu o larga specificitate de gazda, cu localizare digestiva sau
respiratorie, fiind puse Tn evidenta la numeroase specii de vertebrate, inclusiv la om [Fayer, 1997].

Sindromul de diaree neonatala la rumegatoarele mari si mici reprezinta un exemplu de
boala polifactoriala, determinata de o serie de factori legati de animal, de conditiile de mediu din
adapost si de varietatea de virusuri, bacterii si paraziti protozoari [De la Fuente si col., 1998b].
Problemele digestive aparute in primele luni de viatd se datoreaza, in mare parte, infectiei cu
diferite specii de criptosporidii (C. parvum, C. andersoni, C. bovis- fostul genotip bovin de tip B,)
sifsau al unor varietati de virusuri cum ar fi: rotavirusuri, coronavirusuri, virusul diareei virale bovine
(BVD), acestia fiind agentii etiologici cel mai frecvent implicati (4, 7, 11). Sub vérsta de trei zile
gastroenterita neonatala bovina poate fi determinata de E. coli F5 enterotoxigen ce apare in
principal la indivizii imunosupresati [De Graaf, 1999]. Prezentul studiu incearca sa elucideze cateva
aspecte epidemiologice cu privire la interactiunea criptosporidiilor cu alti enteropatogeni dar si
evolutia criptosporidiozei Tn functie de factorii legati de animal si mediu in judetul Bihor.

Materiale i metod a

Cercetarile au fost efectuate Tn perioada februarie-decembrie 2007, pe un efectiv de 80 de
vitei cu varste cuprinse intre o zi si 60 de zile, din cinci localitati ale judetului Bihor conform hartii
alaturate (fig. 3). Viteii au provenit din patru microferme de vaci de lapte si o ferma de tineret bovin
(vitei de colecturd), din diferite zone ale judetului Bihor. Tn scopul cunoasterii unor aspecte
epidemiologice ale criptosporidiozei in asociere cu alti enteropatogeni (rotavirusuri, coronavirusuri,
E. coli F5 ) pentru fiecare animal examinat au fost intocmite fige individuale care cuprindeau:
numarul matricol (la cele existente), rasa, varsta si sex. De asemenea, despre fiecare animal
investigat au fost cerute informatii suplimentare cu referire la: starea de sanatate, daca se afla sub
tratament sau nu, modul de hranire (lapte matern, lapte praf, suplimente nutritive) etc.

Fecalele au fost recoltate individual, direct din rect, depozitate in coprocultoare la o
temperatura de 4°C si prelucrate in decurs de 24 de ore. De asemenea, probele recoltate au fost
categorisite de catre investigator n trei categorii: fecale nediareice, diareic cremoase si diareic
apoase (vezi tabel 5).

Examinarea probelor s-a facut prin tehnica ELISA in laboratorul de serologie din cadrul
Facultatii de Medicina Veterinara din Timigoara. S-a utilizat kit-ul BIO-X EASY-DIGEST (BIO K 151)
(Bio-X Diagnostics, Belgia) care este un kit de diagnostic antigenic ,in vitro” din fecale de bovine si
care respecta principiile tehnicii ELISA ,dublu — sandwich” descrisa in capitolul 1.1.2.

Tabel 5

Aspectul fecalelor normale sau diareice pe categorii de varste, n efectivele de tineret bovin
investigate in judetul Bihor (n=80)

Consisten ta Normal Diareic cremos Diareic apos % de vitei pe
Fecalelor (n=31) (n=21) (n=28) categorii de varste
Varsta
1-7 zile 46,1% 30,8% 23,1% 16,3%
8-14 zile 33,3% 38,1% 28,6% 26,2%
15-22 zile 40% 15% 45% 25%
> 22 zile 38,5% 23% 38,5% 32,5%




Fig. 3. Dispunerea localitatilor investigate in judetul Bihor in directia sud-nord
1.- Beius; 2- Arpasel; 3.Alesd; 4.Santaul Mic; 5. Marghita;

Rezultate si discu tii

Rezultatele cercetarilor, obtinute Th urma citirii la cititorul ELISA la 450 nm lungime de unda,
sunt prezentate sintetic in tabelul 6.

in ferma din localitatea Sé&ntaul Mic, 15 probe din 40 au fost pozitive la infectia cu
Cryptosporidium spp., din care patru probe au fost pozitive atét la infectia cu rotavirusuri cat si la
infectia cu Cryptosporidium spp. De asemenea, o proba a fost pozitivd in acelagi timp, atat la
infectia cu coronavirusuri, cat si la infectia cu Cryptosporidium spp. Coronavirusurile si rotavirusurile
ca unici agenti patogeni au fost diagnosticate n trei, respectiv cinci probe.

In microferma din localitatea Beius, o proba a fost pozitivd pentru Cryptosporidium spp.,
respectiv cinci probe pentru rotavirusuri. Trebuie mentionat faptul ca, rotavirusurile ca unici agenti
patogeni au fost gasite in fecale diareic apoase.

Tn microferma din localitatea Arpasel, Cryptosporidium spp. a fost semnalat in fecalele a trei
vitei, din care la unul s-a gasit asociat cu rotavirusuri.

In microferma din localitatea Marghita, patru probe din 20 analizate au fost pozitive la
infectia cu Cryptosporidium spp., O proba din aceasta ferma a fost pozitiva, atat la infectia cu
Cryptosporidium spp., cat si la infectia cu coronavirusuri.

In microferma din localitatea Alesd, trei probe din 20 investigate au fost pozitive la infectia
cu Cryptosporidium spp.. O proba din aceasta ferma a fost pozitiva, atat la infectia cu
Cryptosporidium spp., cat si la infectia cu coronavirusuri.

In niciuna din fermele luate n studiu, E. coli F5 enteropatogen nu a fost identificat.



Tabel 6

Sinopticul probelor pozitive la kitul BIO-X EASY-DIGEST (BIO K 151), in fermele de bovine luate in
studiu din judetul Bihor

Probe pozitive pentru
-
§ Crypto. Coronav Rotav. E. Crypto. Crypto. Negative
= Nr. singur singur singur coli + +
= total F5 | Coronav. Rotav.
® probe | Nr. Nr Nr. Nr. | Nr. Nr. Nr.
% % % % % % %
Santaul 40 10 | 25 | 3 7,5 5 12,5 0 1 25 4 10 | 17 | 42,5
Mic
Beius 10 1 10 [ O 0 5 50 0 0 0 0 0 4 40
Arp asel 10 2 20 | O 0 0 0 0 0 0 1 10 7 70
Marghita 10 3 30 | O 0 2 20 0 1 10 0 0 4 40
Alesd 10 2 20 | O 0 0 0 0 1 10 0 0 7 70
Total (%) 80 18 (22,5) 3(3,8) 12 (15) 0 3(3,8) 5 (6,2) 39 (48,7)

Legenda: Crypto — Cryptosporidium; Coronav — Coronavirusuri; Rotav - Rotavirusuri ; E —
Escherichia;

Pe ansamblu, studiul materiilor fecale prin tehnica ELISA, cu privire la ponderea agentilor
enteropatogeni implicati in producerea diareilor la vitei, arata ca:

e Cryptosporidium spp. a fost identificat la un numar de 26 probe din 80 analizate (18
de cazuri ca agent patogen unic si opt cazuri asociat);

e coronavirusurile au fost intalnite in fecalele a sase vitei din 80 examinate (trei
cazuri ca agent patogen unic si trei cazuri asociat);

e rotavirusurile au fost gasite la 17 probe din 80 analizate (12 cazuri ca agent
patogen unic si cinci cazuri asociat);

Acest studiu demonstreaza ca, Cryptosporidum spp. a fost cel mai prevalent agent
enteropatogen (32,5%) la viteii in primele opt-noua saptamani de viatd in cele cinci ferme
investigate in judetul Bihor. Procentul total de detectare a lui Cryptosporidium spp. este mult mai
mica decat cea obtinutd de de la Fuente si col. in centrul Spaniei (52,3%) sau de Garcia si col. tot
in acea regiune, care scot in evidenta o pozitivitate de 85,2% (5, 8) [De la Fuente si col., 1998b;
Garcia si col., 2000]. Rata de detectie a infectiei cu criptosporidii este mai mare, insa, decéat cea
gasita de J. Quilez si col. (19,7%), Reynolds si col. (14%), Snodgrass si col. (14%), Pérez si col.
(11%) sau Abraham si col. (0%) [Quilez si col., 1996; Reynolds si col., 1986; Snodgrass si col.,
1986; Perez si col., 1997; Abraham si col., 1992].

Unii autori, Tn urma cercetarilor efectuate, au ajuns la concluzia ca rotavirusul ar fi cel mai
prevalent agent al diareei la vitei. Procentul de infectiei cu rotavirus gasit de noi (21,2%) este mult
mai mic decét cel gasit de Solana si col. (43,6%) in Spania, de Fagan si col. (38,9%) in Irlanda, de
Brenner si col. (41,4%) in Israel, respectiv de De la Fuente si col. 42,7% in Spania [Solana si col.,
1985; Fagan si col., 1995; Brenner si col., 1993; De la Fuente si col., 1998a].

Rezultatele anchetei epidemiologice, privind modul in care varsta
extensivitatea infectiei cu enteropatogeni la tineretul taurin, sunt prezentate in tabelul 3.

Varsta cea mai receptiva la infectia cu criptosporidii, ca unici agenti patogeni, s-a dovedit a
fi cea cuprinsa intre 8 si 14 zile. S-au observat diferente distinct semnificative (p<0,01) intre
aceasta categorie de varsta si celelalte categorii luate Tn considerare (tabel 7). Pe masura Tnaintarii
in varsta, prevalenta infectiei cu Cryptosporidium spp., ca monoparazitism, scade ugor. Aceasta

influenteaza

urmare a unor modificari in fiziologia si microflora intestinala, iar pe de alta parte, prin imunitatea
dobéndita exprimata prin maturizarea sistemului imun ca urmare a contactului repetat cu parazitul.




Tabel 7

Evolutia celor patru enteropatogeni (Rotavirus, Coronavirus, E. coli F5 gi Cryptosporidium spp.) in

functie de varsta la tineretul bovin, in cele cinci ferme investigate

Probe pozitive pentru
Total E. coli Nega-
VArsta Probe R_otav. quonav F5 C_rypto. Cry_pto. Crpro. tive
examinate singur singur singur asociat cu | asociat (%)
(%) (%) (%) Rotav.(%) | Corona
1-7 zile 13 1(7,7) 0 0 1(7,7) 0 0 11 (84,6)
8-14 zile 21 3(14,3) 0 0 9 (42,8) 0 1(4,8) 8(38,1)
15-21 zile 21 4(19,1) 0 0 5 (23,8) 2(9,5) 2(9,5) 8(38,1)
> 22 zile 25 4 (16) 3(12) 3(12) 3(12) 0 12 (48)
Total(%) 80 (100) 12 (15) 3(3,7) 0 18 (22,5) 5 (6,3) 3(3,7) 39 (48,8)

Legenda: Crypto — Cryptosporidium; Coronav — Coronavirusuri; Rotav - Rotavirusuri ; E —
Escherichia

Alaturi de prezentarea prevalentei criptosporidiozei la vitei in judetul Bihor, céateva
observatii merita a fi mentionate. Prevalenta criptosporidiozei este in corelatie cu: prezenta
rotavirusurilor in fecalele viteilor, excretia de fecale diareice cremoase, igiena deficitara si
tratamentele cu antibiotice. Printre factorii asociati cu prezenta rotavirusurilor se numara: igiena
adaposturilor de animale, prezenta viteilor cu diaree apoasa sau existenta infectiilor cu
criptosporidii.

Concluzii

* Latineretul bovin in primele doua luni de viata, criptosporidioza a evoluat in toate cele cinci
unitati de cregtere ale judetului Bihor, intr-un procent de 32,5.

* Pe langa infectia cu Cryptosporidium spp., rotavirusurile si coronavirusurile contribuie de
asemenea la morbiditate, singure sau Tn infectii asociate.

* Nu au fost identificate infectii cu E. coli F5.

+ Extensivitatea si intensivitatea infectiei la tineretul taurin Tn primele doué luni de viata este
mai ridicata la categoria de varsta 8-14 zile.

* Frecventa Rota virusului a fost mai mare in fecalele diareice cu aspect apos iar C. parvum
a fost diagnosticat cu preponderenta in fecalele diareice cremoase.

Prevalen ta criptosporidiozei Tn asociere cu al
Severin

ti enteropatogeni la vi tei in jude tul Caras-

Importanta infectiilor asociate pentru zoo-economie a crescut treptat, pe masura cresterii
septelului si, mai ales, pe masura extinderii sistemelor de crestere intensiva si semiintensiva a
bovinelor. Pierderile economice sunt considerabile in special la viteii in prima luna de viata.
Diagnosticul si masurile preventive sunt dificile datorita varietatii agentilor patogeni ce pot fi izolati
de la vitei la aceasta categorie de varsta.

Obiectivul principal al acestui studiu a fost de a determina evolutia infectiei cu criptosporidii
la tineretul bovin in fermele luate Tn studiu in judetul Caras-Severin.

Materiale si metode



Studiul a fost realizat in luna martie-mai anul 2007 pe un numar de 48 de vitei cu varste
cuprinse intre doua si 90 de zile, proveniti din patru ferme cu cregtere de tip industrial din diferite
zone ale judetului Carag-Severin (fig. 4). Viteii au fost crescuti in sistem intensiv, Tn stabulatie libera
impreuna cu mamele (localitatile Vrani si Racasdia) sau in custi individuale (localitatile Berliste si
Gradinari) Tnca din prima zi de viata.  Trebuie mentionat faptul ca, in doua din patru ferme s-a
facut vaccinare impotriva coronavirozei si rotavirozei bovine.
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Fig. 4. Dispunerea unitatilor cartate n judetul Caras — Severin
1. Vrani 2. Berliste 3. Gradinari 4. Racasdia [www.turism-romania.ro]

Materiile fecale diareice au fost recoltate individual direct din rect, depozitate in
coprocultoare sterile la o temperatura de 4°C si prelucrate Tn decurs de 24 de ore. Probele biologice
au fost examinate prin tehnica ELISA utilizadnd kit-ul BIO-X EASY-DIGEST (BIO K 151) (Bio-X
Diagnostics, Belgia) care este un kit de diagnostic antigenic ,in vitro” din fecale de bovine si
respecta principiile tehnicii ELISA dublu — sandwich.

Rezultate si discu tii

Rezultatele cercetarilor privind ponderea infectiilor cu criptosporidii in asociere sau nu cu
alti trei enteropatogeni la tineretul bovin sunt prezentate sintetic in tabelul 8.



Tabel 8

Sinopticul probelor pozitive la kitul BIO-X EASY-DIGEST (BIO K 151), in fermele de bovine luate in
studiu din judetul Caras-Severin

Probe pozitive pentru

g " Cs:Tr):gL(; I;ei(r)]téil:/r. Corona Cli." Cryfto. Negative

% total F5 Rotav.

> probe | Nr | % | Nr| % Nrf% | Nr/% | Nr | % | Nr | %
Vrani 14 7 50 4 | 285 0 0 2 [142] 1 7,1
Berliste 2 28,5 0 0 0 0 0 0 5 71,4
Gradinari 7 1 142 | O 0 0 0 0 0 6 85,8
Racasdia 20 7 35 1 5 0 0 1 5 11 55
Total (%) 48 17 (35,4) 5(10,4) 0 0 3(6,2) 23 (47,9)

Legenda: Crypto — Cryptosporidium; Corona — Coronavirusuri; Rota - Rotavirusuri ; E —
Escherichia;

Infectii cu criptosporidii ca unici agenti patogeni au fost semnalate in toate cele patru unitati
de crestere in procente diferite de la 14,2 % pana la 50%.

Rotavirusurile ca unici agenti patogeni au fost diagnosticate tocmai Tn fermele in care nu se
practica vaccinarea preventiva cu vaccin inactivat [tabel 8].

Coronavirusul enteric bovin si E. coli F5 (K99) nu au fost identificate in niciuna din fermele
investigate.

In cazul infectiilor mixte, s-au gasit asocieri intre criptosporidii si rotavirusuri, acestea fiind
prezente in doua din patru ferme investigate.

Pe ansamblu, studiul materiilor fecale prin tehnica ELISA cu privire la ponderea agentilor
enteropatogeni implicati in producerea diareilor la vitei arata ca:

- Cryptosporidium spp. a fost identificat la un numar de 20 probe din 48 analizate (17 de cazuri ca
agent patogen unic si 3 cazuri asociat);

- rotavirusurile au fost semnalate Tn 8 probe din 48 analizate (5 cazuri ca agent patogen unic si 3
cazuri asociat);

Acest studiu demonstreaza ca, Cryptosporidum spp. a fost cel mai prevalent agent
enteropatogen (41,65%) la viteii in primele trei luni de viata in cele patru ferme cu crestere de tip
industrial din judetul Caras-Severin. Procentul total de detectare a Cryptosporidium spp. tinde spre
valorile obtinute de de la Fuente si col. (1998) in centrul Spaniei (52, 3%) care au facut investigatii
epidemiologice la tineretul bovin n prima luna de viata [De la Fuente si col., 1998b]. In Germania,
la viteii sub trei saptamani de viata, Otto si col. (1995) gasesc o pozitivitate de 52,5%, procent care
se apropie destul de mult de pozitivitatea g&sita de noi [Otto si col., 1995]. In Spania cercetarile lui
Garcia si col. (2000) scot in evidenta o pozitivitate mult mai mare pentru Cryptosporidium spp. (85,2
%) decat cea indicata in acest studiu [Garcia si col., 2000]. Rata de detectie a infectiei cu
criptosporidii gasita de noi este mult mai mare decat cea gasita de Reynolds si col. (1986) (14%),
Snodgrass si col.(1986) (14%), Abraham si col.(1992) (0%) J. Quilez si col. (1996) (19,7%) sau
Pérez si col. (1997) (11%) [Reynolds si col., 1986; Snodgrass si col., 1986; Abraham si col., 1992;
Quilez si col., 1996; Perez si col., 1997]

Unii autori in urma cercetarilor efectuate, au ajuns la concluzia ca, rotavirusul ar fi cel mai
prevalent agent al diareei la vitei. Procentul de infectie cu rotavirus gasit de noi (16,65%) este mult
mai mic decét cel gasit de Solana si col. (1985) (43,6%) in Spania, de Fagan si col. (1995) (38,9%)
in Irlanda, de Brenner si col. (1993) (41,4%) in Israel respectiv de de la Fuente si col. (1998) 42,7%
in Spania [Solana si col., 1985; Fagan si col., 1995; Brenner si col.,, 1993; De la Fuente si col.,
1998a].

Valori mai apropiate de ale noastre au fost semnalate de Abraham si col. (1992) in Ethiopia
(16,7 %), Garcia si col. (2000) In Spania (20,4%) respectiv de Pérez si col. (1997) (7%) la viteii cu



diaree n cantonul Tilaran (Costa Rica) [Garcia si col., 2000; Perez si col., 1997; Abraham si col.,
1992].

Infectii cu E. coli F5 (K99) nu au fost semnalate in fecalele diareice ale viteilor sub varsta
de 90 de zile. Intr-o lucrare, de la Fuente si col. (1998b 1) semnaleaza sensibilitatea redusé a kitului
ELISA (Tetravalent) (28,6%) in identificarea tulpinii E. coli F5 fatd de cultura bacteriana (97,4%).
Acest fapt ar explica n parte neidentificarea tulpinii E. coli F5 Tn prezentul studiu.

Un procent de 47,9 din fecalele analizate au fost negative pentru cei patru enteropatogeni.
Aceasta valoare coincide cu negativitatea gasita de alti autori [Bellinzoni si col., 1990; McDonough
si col., 1994]. in asemenea situatii, pe langa cei patru enteropatogeni pentru care s-au facut
investigatii, Tn etiologia diareii ar mai putea fi implicati in special calicivirusurile, Breda virusul,
Salmonella spp. sau Torovirusurile [De la Fuente si col., 1998; Perez si col., 1997].

Infectii mixte au fost semnalate intre Cryptosporidium spp. si rotavirusuri (6,2 %). Acest
lucru coincide cu rezultatele publicate in majoritatea studiilor din intreaga lume care sustin ca, cea
mai comuna infectie mixta ar fi intre Cryptosporidium spp. si rotavirusuri.

Neidentificarea corona- si rotavirusurilor Tn fermele in care se practica vaccinarea,
demonstreaza eficacitatea vaccinului si protectia oferita de acesta Tn primele trei luni de viata.

Pe baza acestui studiu se poate spune ca, de departe, criptosporidiile, Tn cele patru ferme
din judetul Caras -Severin, sunt cei mai frecventi enteropatogeni ce produc diareile la vitei. Sistemul
de crestere respectiv alimentatia exclusiv lactatd ar putea reprezenta un factor determinant in
evolutia criptosporidiozei. Rotavirusurile, in fermele in care nu se prectica vaccinarea, contribuie
deasemenea la morbiditate, singure sau in infectii asociate. Intrucat efectivul investigat nu
reprezintd un esantion reprezentativ pentru fiecare categorie de varsta (vezi judetul Arad), ne-am
decis sa nu reprezentam grafic evolutia criptosporidiozei in functie de varsta.

Concluzii

* La viteii in primele doua luni si jumatate de viata, in patru ferme de bovine din judetul
Carag-Severin cauza majora a diareilor a fost infectia cu Cryptosporidium spp.

* Cryptosporidum spp. a fost cel mai prevalent agent enteropatogen (41,65%) la viteii Tn
primele trei luni de viata in cele patru ferme cu cregtere de tip industrial din judetul Caras-
Severin

« In fermele in care se practica vaccinarea impotriva corona si rotavirusurilor s-a demonstrat
eficacitatea vaccinului si protectia oferita de acesta in primele doua luni de viata.

* Pe langa infectia cu Cryptosporidium spp., rotavirusurile contribuie de asemenea la
morbiditate, singure sau Tn infectii asociate.

* Nu au fost identificate infectii cu E. coli F5 gi coronavirusuri.
Prevalen ta criptosporidiozei in asociere cu al  ti enteropatogeni la vi tei in jude tul Timi g
Materiale si metod a

Pentru cunoasterea aspectelor epidemiologice ale criptosporidiozei la tineretul bovin,
cercetarile au fost efectuate in diferite zone ale judetului Timis conform hartii alaturate (fig. 5),
intocmindu-se pentru fiecare animal examinat fise individuale care cuprind: numarul matricol (la
cele existente), rasa, varsta si sex.

Materiile fecale diareice au fost recoltate individual, direct din rect, depozitate in
coprocultoare la o temperatura de 4°C si prelucrate in decurs de 24 de ore.

Probele recoltate au fost examinate prin tehnica ELISA utilizand kit-ul BIO-X EASY-
DIGEST (BIO K 151) (Bio-X Diagnostics, Belgia) care este un kit de diagnostic antigenic ,in vitro”
din fecale de bovine si respecta principiile tehnicii ELISA dublu — sandwich.



Fig. 5. Dispunerea localitatilor investigate in judetul TIMIS 1.- km 6-SDE; 2. -Pischia;3. —Tormac;
[www.infoturism.ro]

Rezultate si discu tii

in urma recoltarii de probe de la ferma USAMVB Timi soara — Km 6 au fost observate
urmatoarele aspecte:

v Din cele 27 probe recoltate, prin tuseu, au fost diareice trei, 19 nediareice si cinci
semidiareice;

v Varsta viteilor a fost cuprinsa intre 14 zile si sase luni;

v In ceea ce priveste starea fiziologica acestia se prezentau clinic sanatosi, mai putin
cei diareici.

In urma analizérii probelor prin examen ELISA s-a constat c&, 20 din 27 (74, %) de probe
au fost negative, sapte probe (25,9 %) fiind pozitive la infectia cu enteropatogenii vizati de ELISA.
Dintre acestea doua probe (7,40%) au fost pozitive la infectia unica cu Cryptosporidium spp., trei
(11,1 %) au fost pozitive la infectia asociatad rotavirus — Cryptosporidium, doud probe au fost
pozitive la infectia unica cu rotavirus (7,4 %) (tabel 9).

Din ferma SDE a USAB Timisoara au fost recoltate 18 probe, noua nediareice, doua
semidiareice si sapte diareice. Viteii de la care au provenit probele de fecale au avut varsta
cuprinsa intre 1,5 si patru luni. Atat cei cu eliminari de fecale nediareice cat si cei cu fecale
semidiareice puteau fi incadrati la starea fiziologica clinic sanatosi.

In urma analizarii probelor prin examen ELISA s-a constat c& 11 din 18 (61,1 %) probe au
fost negative, sapte probe (38,88 %) fiind pozitive la infectia cu enteropatogenii vizati de ELISA.
Dintre acestea patru probe (22,2 %) au fost pozitive la infectia unica cu Cryptosporidium spp., doua
(11,1 %) au fost pozitive la infectia asociata coronavirus — Cryptosporidium, o proba a fost pozitiva
la infectia asociata cu rotavirus — Cryptosporidium (5,5 %).

O alta ferma supusa studiului a fost cea de la Pischia unde au fost examinati 20 de vitei.
Dupa aspectul fecalelor 12 au fost diareice (60%), cinci semidiareice (25%) si trei nediareice (15
%). Viteii supusi studiului au avut varsta intre trei si nouazeci de zile.

Rezultatele testului ELISA au evidentiat faptul ca 10 din 20 de probe (50 %) au fost
pozitive din punct de vedere al infectiei cu unul sau mai multi enteropatogeni. Parazitismul cu
Cryptosporidium spp. a fost observat la 50% din probe (10 din 20). Asocierea Cryptosporidium spp.
— coronavirus a fost identificata la 20 % (patru din 20). Asocierea Cryptosporidium spp. cu rotavirus
a fost observata la o proba adica 5 % si cu E. coli F5 la o singura proba (5 %). Asocierile observate
au fost In toate cazurile Cryptosporidium spp. si alti enteropatogeni nu si alti enteropatogeni fara
Cryptosporidium spp. Procentual aceste asocieri au fost constatate la 25 % dintre probe (tabel 9).




Un alt experiment a fost realizat la una din fermele "Tormac-Tim" localitatea Tormac, unde
au fost recoltate fecale de la 15 vitei cu varsta cuprinsa intre o zi si 55 de zile. Aspectul fecalelor a
fost diareic la patru vitei (26,6 %), semidiareic la trei animale (20 %) si nediareic la opt vitei
(53,3%). In ceea ce priveste starea fiziologica se poate spune ca, sapte erau cinic sanatosi (46,6
%), doi erau in stare relativ buna (13,3 %) iar 33,3 % (cinci vitei manifestau sindrom digestiv si
respirator cu prostratie).

Rezultatele testului ELISA au relevat faptul ca, noua probe (60%) au fost pozitive din punct
de vedere al enteropatogenilor. Cinci probe (33,3 %) au fost pozitive la infectia cu Cryptosporidium
spp., patru probe (26,6%) au fost pozitive pentru rotavirus, una (6,6 %) a fost pozitiva la coronavirus
si 0 alta proba a fost pozitiva la infectia cu E. coli F5 (6,6%).

Asocierile Tnregistrate au fost coronavirus - Cryptosporidium spp. (6,6%) si rotavirus —
Cryptosporidium spp. (6,6%).

Concluzii

* La tineretul bovin investigat in judetul Timis, criptosporidioza, evaluata prin ELISA, a
evoluat in toate cele 4 unitati de crestere, avand o prevalenta de 33,7% (17,5% ca agent
patogen unic $i 16,25% Tn asociatie cu alti agenti patogeni ).

» Coronaviroza a avut o prevalenta de 8,75 % evoluénd in toate cazurile asociata.

* Prevalenta rotavirozei la tineretul bovin examinat a fost de 13,7% (6,25% ca agent patogen
unic si 7,5% Tn asociatie cu alti agenti patogeni).

» Infectia cu E.coli F5 enteropatogen a avut o prevalenta de 2,5%.
» Infectia cu Cryptosporidium spp., ca agent patogen unic, a variat intre 7,4% si 25%.

»  Coronavirusurile implicate in etiologia diareei la tineretul bovin investigat Tn judetul Timis
evolueaza de obicei asociate cu criptosporidii.



Tabel 9

Sinopticul probelor pozitive la kitul BIO-X EASY-DIGEST (BIO K 151), in fermele de bovine luate in studiu din judetul Timis

Probe pozitive pentru

Nr. Nr.
Ferma probe | Nr. Crypto | Nr. rotav Nr. E. Nr. Crypto. Crypto. + Nr. Rotav. + Nr. Crypto+ E. | Negative
sg. (%) sg. (%) coli F5 + coronav rotay Crypto + coli F5 (%)
' ’ sg. (%) (%) (%) corona (%)

Km 6 27 2(7,4) 2(7,4) 0 0 3(11,1) 0 0 20 (74,0)
SDE 18 4(22,2) 0 0 2(11,1) 1(5,5) 0 0 11 (61,1)

PISCHIA 20 5 (25) 0 0 3(15) 0 1(5) 1(5) 10 (50)

TORMAC 15 3 (20) 3 (20) 1 (6,6) 1 (6,6) 1(6,6) 0 0 6 (40)
TOTAL 80 14 (17,5) 5 (6,25) 1(1,25) 6 (7,5) 5 (6,25) 1(1,25) 1(1,25) 47 (58,7)




Screening epidemiologic asupra evolu tiei criptosporidiozei in asociere cu al i
enteropatogeni la vi tei, in partea de vest a Romaniei

Rezultate si discu tii

Rezultatele cercetarilor privind ponderea infectiilor cu criptosporidii in asociere sau nu cu
alti trei enteropatogeni la tineretul bovin din zona de vest a Romaniei sunt prezentate sintetic n
tabelul 10. Evolutia celor patru enteropatogeni, precum si procentul probelor negative in judetele
investigate sunt reprezentate in figura 6.

Infectii cu criptosporidii ca unici agenti patogeni au fost semnalate in toate cele patru judete
in care s-au facut investigatii in procente diferite de la 17,5% (judetul Timis) pana la 48% (judetul
Arad).

Rotavirusurile ca unici agenti patogeni au fost diagnosticate de asemenea in toate judetele
n care s-au facut investigatii (tabel 10). Cel mai ridicat procent de infectie a fost semnalat in judetul
Bihor, unde 15% dintre viteii investigati eliminau prin fecale doar rotavirusuri.

Coronavirusul enteric bovin ca si monoinfectie a fost diagnosticat in judetele Arad (2%) si
Bihor (3,8%) fie singur fie asociat. Infectii cu E. coli F5 au fost semnalate numai in judetul Timis
avand prevalenta cea mai mica dintre enteropatogenii investigati.

In cazul infectilor mixte, s-au gasit asocieri intre: criptosporidii si rotavirusuri (5,2%),
criptosporidii si coronavirusuri (6,8%), criptosporidii si E. coli F5 (0,3%) respectiv intre rotavirusuri Si
coronavirusuri (0,9%). Intr-un singur caz (0,3%), in judetul Timis, s-au inregistrat infectii mixte cu
trei enteropatogeni (vezi tabel 10)



Sinopticul probelor positive la kitul BIO K 151 Tn cele patru judete vestice la bovine

Tabel 10

Probe pozitive pentru

Judet Nr. Cry. sg Rota. sg Corona. | E.coliF5 | Cry. + Cry. + Er)(/:o; Rota. + Rco?ai: Negative
’ Probe sg. sg. Rota Corona. Corona.
F5 Corona.

Nr. % [ Nr.| % |Nr.| % |Nr.| % [Nr.| % [Nr.| % | Nr.| % |[Nr.| % | Nr.| % Nr. %
Arad 100 48 | 48 7 7 2 2 0 0 3 3 [12]12 ] 0 0 3 3 0 0 25 25
Bihor 80 18 [225] 12 | 15 3 138[0 0 5 62| 3 38| 0 0 0|0 39 | 48,7
Caras 48 17 (354 ]| 5 |104| O 0 0 0 3 62| 0 0 0 0 0 0 0 0 23 | 47,9
Timi g 80 14 [175] 5 | 62 | O 0 1112|562 6 |67 1 ]|12| 0 0 1 |12 | 47 | 58,7
Total 308 97 131,429 |94 |5 |16| 1 | 03|16 |52|21]|68| 1 |03| 3 [09]|] 1 ]03]| 134|435

Legenda: Cry-Cryptosporidium spp., Rota-rotavirus, Corona.-coronavirus, E.- Escherichia, sg.- singur




Pe ansamblu, studiul materiilor fecale prin tehnica ELISA, cu privire la ponderea agentilor
enteropatogeni implicati in producerea diareilor la vitei in judetele vestice ale Romaniei, arata ca:

. Cryptosporidium spp. a fost identificat la un numar de 136 probe din 308 analizate (97
de cazuri ca agent patogen unic si 39 cazuri asociat);

. coronavirusurile au fost intalnite in fecalele a 30 vitei din 308 examinate (cinci cazuri
ca agent patogen unic si 25 cazuri asociat);

. rotavirusurile au fost gasite la 49 probe din 308 analizate ( 29 cazuri ca agent
patogen unic si 20 cazuri asociat);

. E. coli F5 enteropatogen a fost identificat in fecalele a doi vitei din 308 examinate

(intr-un singur caz ca agent patogen unic si un caz asociat).

Acest studiu demonstreaza ca, Cryptosporidum spp. a fost cel mai prevalent agent
enteropatogen (44,1 %) la viteii sub véarsta de sase luni in cele patru judete din partea de vest a
Romaniei (fig. 7). Procentul total de detectare a Cryptosporidium spp. tinde spre valorile obtinute de
de la Fuente si col. (1998b) in centrul Spaniei (52, 3%) care au facut investigatii epidemiologice la
tineretul bovin n prima luna de viata [De la Fuente si col., 1998b]. In Germania, la viteii sub trei
saptamani de viata, Otto si col. (1995) gasesc o pozitivitate de 52,5%, procent care se apropie destul
de mult de pozitivitatea gasita de noi [Otto si col., 1995].
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Fig. 6. Reprezentarea grafica a ponderii celor patru enteropatogeni pe judete in partea de vest
a Romaniei

Analizand rezultatele obtinute si comparandu-le cu cele relatate de alti autori, pot fi relevate
céateva aspecte epidemiologice.

Infectii cu criptosporidii la vitei au putut fi puse Tn evidenta atat la animalele bolnave cat si la
cele clinic sanatoase din Intreaga lume, chiar din primele zile de dupa nastere si pana la varsta de doi
ani.

Metodele non-moleculare releva o prevalenta foarte variata de la o regiune geografica la alta.
De exemplu datele obtinute din cercetarile efectuate in doud ferme din Franta la viteii in primele trei
saptamani de viata releva o prevalenta de 86% respectiv 43,4%[Naciri si col., 1999]. Studiul efectuat
de Joachim si col. Tn Germania pe un efectiv de 4060 de vitei de diferite varste releva o prevalenta de
21,5% [Joachim si col., 2003]. Intr-un alt studiu din S.U.A. in care s-au facut investigatii in 1103 ferme
si in care au fost prelucrate si examinate 7369 de probe, s-a ajuns la concluzia ca in 59% dintre ferme
animalele sunt infectate cu criptosporidii, iar din totalul probelor examinate 22% au fost pozitive
[Santin si col., 2004]
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in Anglia criptosporidioza este recunoscuta ca fiind o problema gastrointestinald obisnuita la
vitei. Sturdee si col. (2003) ntr-un studiu epidemiologic efectuat pe 272 de vitei in primele opt
saptamani de viata au gasit o prevalenta a criptosporidiozei de 23,2% [Sturdee si col., 2003].

Si pe continentul Asiatic au fost raportate infectii cu criptosporidii la viteii de diferite categorii
de varste. Printre statele in care s-au efectuat investigatii epidemiologice se numara: India (10,9%),
Irag (20%), Japonia (4,7%), Coreea (14,4), Malaysia (25%) si Taiwan (37,6). [Fariyawati si col., 2005;
Kaneta si col., 1998; Khubnani si col., 1997; Mahdi si col., 2002; Watanabe si col., 2005; Wee si col.,
1996]

In statul african Uganda, Nizeyi si col. (2002) au examinat 50 de probe diareice de la vitei
nainte si dupa intarcare. Ei au gasit o prevalentd de 38% [Nizeyi si col., 2002]. In Zambia, Guerden si
col. (2006) relateazd o prevalentd mult mai mica de 6,3% la viteii Tn primele 84 de zile de viata
[Guerden si col., 2006].

Comparativ cu aceste date prezentate anterior, rezultatele obtinute de noi prin testul
imunoenzimatic ELISA evoca o prevalenta a criptosporidiozei de 44% (fig. 7).

Cu privire la evolutia criptosporidiozei in asociere cu alti enteropatogeni rezultate comparative
efectuate Tn diferite arii geografice sunt prezentate n cele ce urmeaza.

In Spania cercetarile lui Garcia si col. (2000) scot in evidentd o pozitivitate mult mai mare
pentru Cryptosporidium spp. (85,2 %) decét cea indicata in acest studiu [Garcia si col., 2000]. Rata de
detectie a infectiei cu criptosporidii gasita de noi este mult mai mare decéat cea gasita de Reynolds si
col. (1986) (14%), Snodgrass si col. (1986) (14%), Abraham si col. (1992) (0%) J. Quilez si col. (1996)
(19,7%) sau Pérez si col. (1997) (11%)[Reynolds si col., 1986; Snodgrass si col., 1986; Abraham si
col., 1992; Quilez si col., 1996; Perez si col., 1997]
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Fig. 7. Reprezentarea grafica a ponderii celor patru enteropatogeni in partea de vest a
Romaniei

Unii autori Tn urma cercetarilor efectuate, au ajuns la concluzia ca , rotavirusul ar fi cel mai
prevalent agent al diareei la vitei. Procentul de infectie cu rotavirus gasit de noi (15,8%) este mult mai
mic decéat cel gasit de Solana si col. (1985) (43,6%) Tn Spania, de Fagan si col. (1995) (38,9%) in
Irlanda, de Brenner si col. (1993) (41,4%) in Israel respectiv de De la Fuente si col. (1998a) 42,7% in
Spania [Solana si col., 1985; Fagan si col., 1995; Brenner si col., 1993; De la Fuente si col., 1998a].

Valori mai apropiate de ale noastre au fost semnalate de Abraham si col. (1992) in Ethiopia
(16,7 %), Garcia si col. (2000) Tn Spania (20,4%) respectiv de Pérez si col. (1997) (7%) la viteii cu
diaree in cantonul Tilaran (Costa Rica) [Garcia si col., 2000; Perez si col., 1997; Abraham si col.,
1992].

Infectii cu E. coli F5 (K99) au fost semnalate in fecalele diareice ale viteilor intr-un procent de
0,7. Intr-o lucrare, de la Fuente si col. (1998a) semnaleaza sensibilitatea redusd a kitului ELISA
(Tetravalent) (28,6%) Tn identificarea tulpinii E. coli F5 fata de cultura bacteriana (97,4%). Acest fapt ar
explica Tn parte slaba prevalenta a infectiei cu E. coli F5 in prezentul studiu [De la Fuente si col.,
1998a].
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Un procent de 43,5 din fecalele analizate au fost negative pentru cei patru enteropatogeni.
Aceasta valoare coincide cu negativitatea gasita de alti autori [Bellinzoni si col., 1990; McDonough si
col., 1994]. In asemenea situatii, pe l1ang& cei patru enteropatogeni pentru care s-au facut investigatii,
n etiologia diareii ar mai putea fi implicati Tn special calicivirusurile, Breda virusul, Salmonella spp. sau
Torovirusurile [De la Fuente si col., 1998; Perez si col., 1997]. Infectii mixte intre Cryptosporidium spp.
si rotavirusuri au fost semnalate intr-un procent de 5,1%. In cazul nostru cea mai frecventa asociatie a
fost intre criptosporidii $i coronavirusuri (6,1%). Acest lucru este in contradictie cu rezultatele publicate
in majoritatea studiilor din intreaga lume care sustin cd, cea mai comuna infectie mixta ar fi intre
Cryptosporidium spp. si rotavirusuri.

Neidentificarea corona- si rotavirusurilor in fermele din judetul Caras - Severin in care se
practica vaccinarea, demonstreaza eficacitatea vaccinului si protectia oferitd de acesta in primele trei
luni de viata.

Pe baza acestui studiu se poate spune cd, de departe, criptosporidiile, Tn cele patru judete
vestice ale Romaéniei, sunt cei mai frecventi enteropatogeni ce produc diareile la vitei. Sistemul de
crestere respectiv alimentatia exclusiv lactata ar putea reprezenta un factor determinant in evolutia
criptosporidiozei. Pe langa infectia cu Cryptosporidium spp., rotavirusurile, coronavirusurile si E. coli
F5 contribuie de asemenea la morbiditate, singure sau Tn infectii asociate.

Concluzii

Investigatiile epidemiologice efectuate la bovinele din patru judete vestice ale Romaniei scot
in evidentd o prevalenta de 44% pentru criptosporidioza, 15,8% pentru rotaviroza, 9,6% pentru
coronaviroza respectiv 0,7% pentru colibaciloza bovina determinata de E. coli F5 enteropatogen.

2. DETERMINAREA PREVALENTEI CRIPTOSPORIDIOZEI SUINE IN ASOCIERE CU ALTI
ENTEROPATOGENI PRIN ELISA IN CATEVA JUDETE VESTICE ALE TARII

Prevalen ta criptosporidiozei in asociere cu al  ti enteropatogeni la suine in jude tul Timi g

Sindromul diareic al tineretului suin reprezinta o problema complexa ca rezultat al interactiunii
dintre agentii enteropatogeni, imunitatea gazdei si procedurile de management. Importanta infectiilor
asociate pentru zoo-economie a crescut treptat, pe masura cresterii septelului si mai ales pe masura
extinderii sistemelor de crestere intensiva si semiintensiva. Pierderile economice sunt considerabile Tn
special la purceii sugari gi intarcati [Johnston si col., 1992].

Diagnosticul si masurile preventive sunt dificile datorita varietatii agentilor patogeni ce pot fi
izolati de la purcei la aceasta categorie de varsta [Moga Méanzat, 2001].

Cei mai frecventi enteropatogeni sunt considerati: coronavirusurile (incluzand virusul TGE si
virusul diareei epidemice porcine), rotavirusurile, E. coli enterotoxigen (ETEC), Clostridium perfringens
si coccidiile (incluzand Isospora suis si Cryptosporidium spp.) [Moga Méanzat, 2001; Katsuda si col.,
2006]. Investigatii care au avut ca scop determinarea prevalentei acestor agenti enteropatogeni au
fost realizate Tn intreaga lume. Totusi, multe studii au fost concentrate doar pe un singur agent
patogen iar investigatiile efectuate asupra infectiilor mixte sunt raportate acum 15-20 ani si nu reflecta
o situatie epidemiologica curenta [Darabus, 1996].

Intrucat nu exista niciun studiu epizootologic cu privire la ponderea agentilor enteropatogeni la
tineretul suin in zona de vest a Roméaniei, s-a considerat oportund efectuarea unor investigatii
epidemiologice prin tehnica ELISA, Tn vederea cunoasterii evolutiei criptosporidiozei in asociere cu alfi
enteropatogeni. Obiectivul principal al acestui studiu a fost de a determina prevalenta a catorva agenti
enteropatogeni care determina diareea la purcei, Thainte si dupa intarcare, In conditii de crestere
intensiva.

Materiale si metod a

Studiul a fost realizat Tn perioada octombrie-decembrie 2007, pe un numar de 104 de purcei
cu varste cuprinse ntre o zi si 47 de zile, proveniti din opt ferme cu crestere de tip industrial din judetul
Timig conform hartii alaturate (fig. 8). Purceii de rasa Landrace, Hampshire, Duroc si Marele Alb, de
sexe diferite (50 masculi gi 53 femele) au fost crescuti in sistem intensiv, fie in boxe individuale
fmpreuna cu mamele péna la intarcare, fie in boxe mai mari de 10-14 purcei/boxa (cei peste 28 de
zile).

Materiile fecale diareice au fost recoltate individual direct din rect, depozitate in coprocultoare
la o temperatura de 4°C si prelucrate in decurs de 24 de ore. Probele recoltate au fost examinate prin

24/68



tehnica ELISA in laboratorul de serologie din cadrul Facultatii de Medicind Veterinara din Timigoara.
S-a utilizat kit-ul BIO-X EASY-DIGEST (BIO K 151) (Bio-X Diagnostics, Belgia) care este un kit de
diagnostic antigenic ,,in vitro” din fecale si respecta principiile tehnicii ELISA dublu — sandwich.

Principiul testului se bazeaza pe faptul ca anticorpii monoclonali cu care sunt impregnate
camerele de microtitrare ,captureazd” antigenele agentilor patogeni corespunzatori din probele de
fecale.

Fig. 8. Dispunerea unitatilor cartate in judetul Timig
1 - Periam; 2 - Voiteni; 3 - Birda; 4 — Bacova; 5 — Ciacova;
6 — Padureni; 7 — Sannicolau Mare; 8 — Peciu Nou;

Rezultate i discu tii

Rezultatele cercetarilor sunt prezentate sintetic in tabelul 11.

In ferma I, o prob& din 10 a fost pozitiva la infectia cu Cryptosporidium spp. La infectia cu
rotavirusuri, doua probe au fost pozitive, din care una a fost pozitiva pentru infectia cu rotavirusuri céat
si pentru infectia cu Cryptosporidium spp.

in ferma Il, sase probe din 13 au fost pozitive la infectia cu Cryptosporidium spp., din care una
a fost pozitiva atat la infectia cu Cryptosporidium spp. cét si la infectia cu rotavirusuri.

in ferma Ill, patru probe din 10 analizate au fost pozitive pentru infectia cu Cryptosporidium
spp. Rotavirusurile au putut fi evidentiate in doua probe din tot atatea analizate. In aceasta ferméa nu
s-a gasit nicio asociere intre cei doi enteropatogeni.

in ferma IV, noua din 18 probe au fost pozitive la infectia cu Cryptosporidium spp.. La infectia
cu rotavirusuri, doua probe au fost pozitive.

in ferma V, o singura proba s-a dovedit a fi infectatd cu Cryptosporidium spp.. In 5 probe din
10 analizate s-au identificat rotavirusuri. In aceastd ferm& nu s-a gasit nicio asociere intre cei doi
enteropatogeni.

in ferma VI, trei probe din 10 prelucrate au fost pozitive pentru infectia cu Cryptosporidium
spp., din care o singura proba a fost pozitiva atét la infectia cu Cryptosporidium spp. cét si la infectia
Cu rotavirusuri.

In ferma VII, trei probe din 10 au fost pozitive la infectia cu Cryptosporidium spp.
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In ferma VIII, cinci probe din 23 analizate au fost pozitive la infectia cu Cryptosporidium spp..
in aceste probe pozitive pentru Cryptosporidium spp., in doud situatii, s-au gasit asocieri cu alti
enteropatogeni: o data cu rotavirusuri si 0 data cu coronavirusuri.

in niciuna din fermele luate n studiu, E. coli F5 enterotoxigen (ETEC) nu a fost identificat, ca
fiind implicat in producerea diareei la tineretul suin.

Tabel 11

Sinopticul probelor pozitive la kitul BIO-X EASY-DIGEST (BIO K 151), in cele opt unitati de cregtere a
tineretului suin din judetul Timig

Probe pozitive pentru

L Nr %mpfﬁ CsoiLOTJ?V Siﬁtal;/r' cI(E)'Ii Cryf © Crypto
g totél ’ ’ ’ F5 Rotav. y+ ' Negative

> probe Corona

Nr. Nr. Nr. Nr. | Nr. Nr. Nr.

% % % % % % %
I 10 0 0 0 1 10 0 1 10 0 0 8 80
I 13 5 39 0 0 0 0 1 8 0 0 7 54
11 10 4 40 0 2 20 0 0 0 0 0 4 40
v 18 9 50 0 2 11 0 0 0 0 0 7 39
Y 10 1 10 0 5 50 0 0 0 0 0 4 40
\i 10 2 20 0 0 0 1 10 0 0 7 70
VII 10 3 30 0 0 0 0 0 0 0 7 70
VI 23 3 13 0 2 8,6 0 1 4,3 1 16,6 | 16 | 56
Total (%) | 104 (100) | 27 (26,2) 0 12 (11,6) 0 4 (3,9) 1(0,9) 60 (58,2)

Legenda: Crypto — Cryptosporidium; Coronav — Coronavirusuri; Rotav - Rotavirusuri ; E — Escherichia;

Neidentificarea agentului E. coli F5 enterotoxigen se poate explica prin faptul ca, la suine, cele
mai multe tulpini enterotoxigene poseda adezinele fimbriale F4 (K88) si mult mai rar F5 (K99) [Moga
Manzat, 2001].

In toate cele sase ferme luate In studiu, pe langa infectia cu Cryptosporidium spp. intervin si
rotavirusurile in producerea diareei, fie singure (11.6%) fie in asociere cu criptosporidii (3,9%).

Pe ansamblu, studiul materiilor fecale prin tehnica ELISA, privind ponderea agentilor
enteropatogeni implicati in producerea diareelor la tineretul suin, arata ca:

* Cryptosporidium spp. a fost identificat la un numar de 32 probe din 104 analizate (27
de cazuri ca agent patogen unic si cinci cazuri asociat);

e rotavirusurile au fost intalnite la 16 probe din 104 analizate ( 12 cazuri ca agent
patogen unic si patru cazuri asociat);

» coronavirusurile au fost puse in evidenta intr-o singura proba asociate cu
criptopsoridii;

* E. coli F5 enteropatogen nu a fost identificat;

Rezultatele anchetei epidemiologice, privind modul in care varsta influenteaza extensivitatea
infectiei cu enteropatogeni la tineretul porcin, sunt prezentate in tabelul de mai jos.

Pe ansamblu, s-au inregistrat diferente mici in ceea ce priveste distributia rotavirusurilor ca
unici agenti enteropatogeni cauzatori ai diareei in primele luni de viatd. Rotavirusurile au putut fi
identificate la toate categoriile de varste alese de noi, Thainte si dupa Tntarcare. Cei mai afectati purcei
au fost din categoria 8-14 zile, la care rotavirusurile au putut fi identificate in proportie de 33,3%.
Restul categoriilor de varsta s-au dovedit a fi relativ uniform infectate cu rotavirusuri.

Varsta cea mai receptiva la infectia cu criptosporidii, ca unici agenti patogeni s-a dovedit a fi
cea cuprinsa ntre 29 si 47 zile. S-au observat diferente foarte semnificative (p<0,001) intre aceasta
categorie de varsta si celelalte categorii luate Tn considerare (tabel 12). Prevalenta crescuta la
categoria de peste 30 de zile, adica faptul ca 15 din 24 probe au fost pozitive pentru infectia cu
Cryptosporidium spp., ca unic agent patogen, se poate explica prin faptul ca, prezenta purceilor Tntr-un
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mediu puternic contaminat a facilitat infectia. O alta explicatie ar putea-o constitui prezenta stresului
de intarcare, care intervine ca un factor imunosupresant si declansator al diareei la tineretul suin
intarcat.

Tabel 12

Evolutia celor patru enteropatogeni (Rotavirus, Coronavirus, E. coli F5 si Cryptosporidium spp.) in
functie de varsta la tineretul suin, in cele opt ferme investigate

Probe pozitive pentru
Total
Varsta Probe Rotav. Coronav E. Crypto. Crypto. Crypto. Nega-
Examinate Singur Singur Coli Singur Asociat cu | Asociat Tive
(%) (%) F5 (%) Rotav.(%) | Corona (%)
1-7 zile 23 2 (8,6) 0 0 4(17,3) 0 0 17 (73,9)
8-14 zile 18 6 (33,3) 0 0 3 (16,6) 1 (5,55) 1 (5,55) 7 (61)
15-21 zile 22 14,5 0 0 1(4,5) 1(4,5) 0 19 (86,3)
22-28 zile 17 1(5,9 0 0 4 (23,5) 2 (11,76) 0 10 (60)
29-47 zile 24 2 (8,3 0 0 15 (62,5) 0 0 7 (29)
Total(%) 104 (100) 12 (11,6) 0 0 27 (26,2) 4(3,9) 1(0,9 60 (58,2)

Legenda: Crypto — Cryptosporidium; Coronav — Coronavirusuri; Rotav - Rotavirusuri ; E —
Escherichia

Pentru confirmarea acestui procent atat de ridicat la aceasta categorie de varsta, sunt
necesare alte studii pe un efectiv mai mare. La restul categoriilor de varste, sub 30 de zile, cu exceptia
purceilor din a treia saptamana de viata, criptosporidiile ca unici agenti patogeni s-au evidentiat Tn
procente aproximativ egale.

Asocieri dintre Cryptosporidium spp. si rotavirusuri se pot observa la trei categorii de varste
respectiv: 8-14 zile, 15-21 zile si 22-28 zile, in procente diferite, fara a se putea trage vreo concluzie
semnificativa.

Avand Tn vedere omogenitatea loturilor, s-a Tntocmit un grafic in care s-a reprezentat evolutia
criptosporidiozei la tineretul suin Tnainte si dupa ntarcare (fig. 9).

70+

60 -
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40-

30+

20+

101

1-7 zile 8-14 zile 15-21 zile 22-28 zile 29-47 zile

Figura 9. Evolutia criptosporidiozei la tineretul suin n functie de varsta
Prin aplicarea testului x* s-a urmaérit influenta varstei asupra evolutiei criptosporidiozei la

categoriile alese sub varsta de 50 de zile. Din cele cinci categorii de varste, cel mai inalt procent al
infectiei cu criptosporidii s-a inregistrat la categoria de 29-47 zile (62,5%), urmata de categoria 22-28
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de zile (35,2%). Prin aplicarea testului X° s-au observat diferente foarte semnificative (p<0,001) intre
categoria de 29-47 zile si restul categoriilor alese sub varsta de 29 de zile (fig. 9).

Spre deosebire de datele obtinute de noi, care releva o prevalenta relativ mare a
parazitismului cu Cryptosporidium spp. (31%), Katsuda si col. (2006) constata ca problemele digestive
care se datoreaza infectiei cu Cryptosporidium spp. sub varsta de trei saptamani sunt inexistente
[Katsuda si col., 2006]. Prima categorie la care ei au inregistrat infectii cu criptosporidii a fost cea de
22-28 de zile intr-un procent de 2,5 % la 40 de probe analizate. La categoria de varsta 29-35 de zile
se constata cel mai crescut procent al infectiei de 28,3% , lucru ce am observat si noi in investigatiile
noastre.

Rezultatele obtinute de Wieler si col. (2001), in privinta incidentei parazitismului cu
criptosporidii in asociere sau nu cu alti enteropatogeni, indica un procentaj foarte scazut al prevalentei
criptosporidiozei (1,4%), comparativ cu investigatile noastre care scot in evidentd un procent de 31
[Wieler si col., 2006].

In conditiile tarii noastre, cercetari epidemiologice privind evolutia criptosporidiozei suine au
fost efectuate de catre Darabus si col. la mijlocul anilor '90 [Darabug, 1996]. Pentru punerea in
evidenta a protozoarului au fost examinate fecalele a 430 de porcine prin diferite metode: Willis, Ziehl
— Neelsen modificata de Henriksen, Anderson, Giemsa, Heine si examenul direct al etalatului de
fecale. Desi a fost identificata doar intr-un singur caz, este prima semnalare ih Roméania, la aceasta
specie, ceea ce ar reprezenta o prevalenta de 0,23%. Comparand valoarea prevalentei obtinuta de
noi (31%) cu rezultatele investigatiilor de acum 10 ani efectuate de Darabus si col. (prevalenta de
0,23%) se constata o diferenta foarte mare. Aceasta diferenta se datoreaza, probabil, sensibilitatii si
specificitatii crescute a testului ELISA la antigenele de Cryptosporidium spp. din fecale, comparativ cu
metodele uzuale de diagnostic folosite pana acum.

Concluzii

e Latineretul suin cu varsta cuprinsa intre 0 si 47 de zile, criptosporidioza, evaluata prin ELISA
in premiera nationald, a evoluat in toate cele 8 unitati de crestere ale judetului Timis, avand o
prevalenta de 31% (26,2% ca agent patogen unic si 4,8% in asociatie cu alti agenti patogeni).

» Infectia cu Cryptosporidium spp. ca monoparazitism a variat intre 0 si 50%.

+ La aceeasi categorie de varsta, coronaviroza a avut o prevalenta de 0,9 % evoluand asociat
cu Cryptosporidium spp. intr-un singur caz.

» Prevalenta rotavirozei la tineretul suin examinat a fost de 15,5% (11,6% ca agent patogen
unic si 3,9% Tn asociatie cu criptosporidii).

* Infectia cu E.coli F5 enteropatogen nu a fost semnalata.

+ Extensivitatea si intensivitatea infectiei la tineretul suin este mai ridicata la categoria de varsta
de dupa intarcare (29-47 de zile).

* Nu s-au semnalat diferente semnificative Tn ceea ce priveste distributia rotavirusurilor la
categoriile de varste investigate.

2.2. Studiu epidemiologic prin ELISA asupra parazit  ismului cu criptosporidii in
asociere cu al ti enteropatogeni la suine in jude tul Arad

Materiale si metod a

Studiul a fost realizat Tn perioada septembrie-noiembrie 2007, pe un numar de 29 de suine cu
vérste cuprinse intre 110 si 133 de zile, proveniti din trei ferme cu crestere de tip industrial din judetul
Arad. Purceii de rasa Landrace, Hampshire, Duroc si Marele Alb, de sexe diferite (13 masculi si 16
femele) au fost crescuti Tn sistem intensiv, ih boxe mai mari de 10-14 porci/boxa.

Materiile fecale diareice au fost recoltate individual direct din rect, depozitate Tn coprocultoare
la o temperatura de 4°C si prelucrate in decurs de 24 de ore. Probele recoltate au fost examinate prin
tehnica ELISA in laboratorul de Imunodiagnostic ELISA din cadrul Facultatii de Medicina Veterinara
din Timigoara. S-a utilizat kit-ul BIO-X EASY-DIGEST (BIO K 151) (Bio-X Diagnostics, Belgia) care
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este un kit de diagnostic antigenic ,in vitro” din fecale si respecta principiile tehnicii ELISA dublu —
sandwich.

-ﬂ-_ i
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Figura 10. Dispunerea localitatilor investigate in judetul Arad: 1. Migca, 2. Cermei, 3. Gurba
[www.roturism.ro].

Rezultate si discu tii

In ferma din localitatea Gurba toate probele examinate, Tn numar de 10, au fost negative
pentru cei patru enteropatogeni testati (Cryptosporidium spp, Rotavirus, Coronavirus si E. coli F5).

in ferma din localitatea Cermei n patru probe (40%) din 10 prelucrate s-a semnalat prezenta
protozoarului Cryptosporidium spp. Porcii parazitati aveau vérsta de 133 de zile.

in ferma din localitatea Misca, un singur porc in varsta de 125 zile din noud examinate s-a
dovedit a fi infectat cu Cryptosporidium spp. La fel ca in precendentele doua ferme nu s-au identificat
infectii cu rotavirusuri, coronavirusuri si E. coli F5.

Pe ansamblu se poate spune ca, prin analiza a 29 probe de fecale de suine cu véarste
cuprinse ntre 110 si 133 de zile, infectii cu criptosporidii s-au semnalat intr-un procent de 17,2.
Aceasta valoare este semnificativ mai mica (p<0,01) decét cea obtinuta in judetul Timig la purceii
fnainte i dupa intarcare, unde s-a semnalat o pozitivitate de 31% pentru infectia cu Cryptosporidium
spp. Pe de alta parte tot in acest judet pe langa infectia cu Cryptosporidium spp. s-au identificat infectii
cu rotavirusuri in proportie de 15,5% (11,6% ca agent patogen unic si 3,9% Tn asociatie cu alti agenti
patogeni), lucru neantalnit in judetul Arad. Neidentificarea agentului E. coli F5 enterotoxigen se poate
explica prin faptul ca, la suine, cele mai multe tulpini enterotoxigene poseda adezinele fimbriale F4
(K88) si mult mai rar F5 (K99).

Daca luam in considerare rezultatele obtinute in cele doua judete se poate spune ca, intr-
adevar varsta cea mai receptiva la infectia cu criptosporidii este cea in jurul intarcarii.

Concluzii
¢ La suinele cu varste cuprinse intre 110 si 133 de zile, criptosporidioza, evaluata prin ELISA, a

evoluat Tn doud din trei unitati de crestere ale judetului Arad, avand o prevalenta de 17,2%.
« Infectii cu rotavirusuri, coronavirusuri si E.coli F5 enteropatogen nu au fost semnalate.
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2.3. Screening epidemiologic asupra evolu tiei criptosporidiozei in asociere cu al i

enteropatogeni la suine, in dou & jude te vestice din Romania
Rezultate si discu tii

Rezultatele cercetarilor privind ponderea infectiilor cu criptosporidii Tn asociere sau nu cu alti
trei enteropatogeni la tineretul suin in zona de vest a Roméaniei sunt prezentate sintetic in tabelul 13.
Evolutia celor patru enteropatogeni, precum si procentul probelor negative in judetele investigate sunt
reprezentate n figura 10.

Infectii cu criptosporidii ca unici agenti patogeni au fost semnalate atat in judetul Arad (17,2%)
cat si in judetul Timis (26,2%).

Rotavirusurile ca unici agenti patogeni au fost diagnosticate doar in judetul Timis. (tabel 13).

Coronaviroza suina ca gi monoinfectie nu a fost intalnita, in schimb asociat cu criptosporidii a
fost diagnosticat Tntr-un singur caz n judetul Timis . Infectii cu E. coli F5 de asemenea nu au fost
intalnite.

In cazul infectiilor mixte, s-au gasit asocieri intre: criptosporidii si rotavirusuri (3,9%) respectiv
criptosporidii $i coronavirusuri (0,9%) in judetul Timis.

Tabel 13
Sinopticul probelor pozitive la kitul BIO K 151 in cele doua judete vestice la suine
Probe pozitive pentru
§_ NI Crypto. Coronav Rotav. CEdli Cry+pto. Cryfto. Negative
- total Singur Singur Singur F5 Rotav. Corona
probe
Nr. Nr. Nr. Nr. Nr. Nr. Nr.
% % % % % % %
Arad 29 5 17,2 0 0 0 0 0 0 0 24 | 82,8
Timis 104 27 | 26,2 0 12 | 11,6 0 4 3,9 1 0,9 60 | 58,2
Total (%) | 133 (100) 32 (24) 0 12 (9) 0 4(3) 1(0,7) 84 (63,2)
Legenda: Crypto. — Cryptosporidium; Coronav. — Coronavirusuri; Rotav. - Rotavirusuri ; E. —
Escherichia

Pe ansamblu, studiul materiilor fecale prin tehnica ELISA, cu privire la ponderea agentilor
enteropatogeni implicati in producerea diareilor la suine in cele doua judete vestice ale Romaniei,
arata ca:

. Cryptosporidium spp. a fost identificat la un numar de 36 probe din 133 analizate (32
de cazuri ca agent patogen unic si 4 cazuri asociat);

. coronavirusurile au fost intalnite in fecalele unui singur porc din 133 examinate;

. rotavirusurile au fost gasite la 16 probe din 133 analizate ( 12 cazuri ca agent
patogen unic si 4 cazuri asociat);

. E. coli F5 enteropatogen nu a fost identificat.

Acest studiu demonstreaza ca, Cryptosporidum spp. a fost cel mai prevalent agent
enteropatogen (27,7 %) dintre cei investigati la suinele din cele doua judete vestice ale Romaniei (fig.
11).
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ZONA DE VEST A ROMANIEI

O CRYPTOSPORIDIUM SP. OCORONAVIRUS
BE COLIF5

B NEGATIVE

B ROTAVIRUS

Fig. 11. Reprezentarea grafica a ponderii celor patru enteropatogeni la suine in doua judete din partea
de vest a Romaniei

Prin analiza literaturii de specialitate reiese ca, spre deosebire de infectiile experimentale,
care produc simptome exprimate clinic, infectia naturald se pare ca evolueaza asimptomatic la suine
[Katsuda si col., 2006]. Tn ciuda acestui fapt, investigatiile epidemiologice efectuate prin metode non-
moleculare n diferite arii geografice relateaza o prevalenta destul de variabila de la 0% péana la 88%,
sau chiar 100% in cazul unei exprimari cumulative a prevalentei din aria examinata (tabel 14).

Tabel 14

Relatari privind prevalenta criptosporidiozei suine in cateva state ale lumii determinata prin

metode non-moleculare [dupa Santin si col., 2007, modificat].
Tara Nr. Varsta Prevalen ta Referenfti
De probe (% pozitive)
Analizate/nr.
de ferme

Australia 646/22 < 9 saptamani 6 O'Donoghue si col., 1987
Canada 33/1 21 zile-6 luni 100% Guselle si col., 2003
Danemarca 504 1-4 luni 71 Maddox-Hyttel si col., 2006
Germania 287124 1-42 zile 1,4 Wieler si col., 2001
Japonia 108 adulti 0 Koyama si col., 2005
Coreea 589/4 adulti 62 Yu Seo si col., 2004
Serbia 50 <9 luna 32 Misic si col., 2003
Spania 329 <2 luni 3 Villacorta si col., 1991
Spania 16 1-2 luni 87,5 Quilez si col., 1996
Trinidad & 275 nespecificata 19.6 Kaminjolo si col., 1993
Tobago
U.S.A. 62 9 luni 3 Atwill si col., 1997
(California)
U.S.A. 176 5-8 saptamani 8 Xiao si col., 1994
(Ohio)
Vietnam 17 4-8 saptaméani 23.5 Koudela si col., 1986

Legenda: a-prevalentd cumulativa;

Cele mai multe cazuri de infectii s-au inregistrat la categoria de varsta cuprinsa intre o luna gi

sase luni.
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Comparativ cu aceste date prezentate in tabelul anterior, rezultatele obtinute de noi prin testul
imunoenzimatic ELISA evoca o prevalenta a criptosporidiozei de 27,7 % (fig. 11).

In ceea ce priveste evolutia criptosporidiozei impreuna cu alti agenti infectiosi si parazitari in
Japonia, Katsuda si col. (2006) au efectuat un studiu epidemiologic cu scopul de a determina
prevalenta infectiei cu criptosporidii Th asociere cu alti enteropatogeni la purceii sugari (1-21 zile) si
intarcati (23-35 zile) (25). Probele de fecale au fost colectate de la un total de 153 de purcei sugari i
116 purcei intarcati din 14 ferme de productie. Pentru identificarea enteropatogenilor virali, bacterieni
si parazitari s-a utilizat microscopia electronica si medii de culturi bacteriene. La purceii sugari, diareea
a fost determinata in proportie de 60,8% de un singur agent patogen in timp ce infectiile mixte au fost
inregistrate in proportie de 22,2%. La purceii intarcati, mono- si poliinfectia s-au inregistrat in proportie
de 43,1%, respectiv 47,4%. Cei mai frecventi enteropatogeni la cele doua categorii de varste au fost
rotavirusurile in proportie de 67,3%, respectiv 65,5%. Coccidile au fost puse in evidenta cu
preponderenta la purceii sugari, in schimb la purceii Tntarcati a predominat infectia cu tulpina E. coli
enterotoxigena (58,1%). Sub varsta de 21 de zile nu au fost identificate infectii cu C. parvum. Cea mai
mare prevalenta s-a inregistrat intre 29 gi 32 de zile (28,3%). Rezultatele acestui studiu confirma
faptul ca, sindromul de diaree neonatala la suinele din prima luna de viata reprezinta un exemplu de
boala polifactoriala, determinata de varietatea de virusuri, bacterii si paraziti protozoari. Suplimentar,
aceste rezultate ne dau un raspuns la intrebarea: de ce acest sindrom este asa de dificil de controlat?
[Katsuda si col., 2006].

Investigatii asemanatoare au fost facute si de catre Wieler si col. (2001) care au examinat
probe de fecale diareice de la 205 purcei sugari si de la 82 de purcei intarcati distribuiti in 24 de ferme
din sudul Germaniei [Wieler si col., 2001]. Dintre agentii parazitari, Isospora suis a fost diagnosticat in
proportie de 26,9% iar C. parvum doar intr-un procentaj redus de 1,4%. Proportia animalelor
reactionate pozitiv la infectia cu coronavirusuri a fost de 13,4% respectiv de 4% pentru rotavirusuri. S-
a pus in evidenta ca, 17,6% dintre animalele examinate au fost infectate cu E. coli enterotoxigen.
Aceste rezultate subliniaza faptul ca, in ciuda eforturilor igienice, tehnice si imune preventive efectuate
n ultimii ani, agentii enteropatogeni sunt ihca comuni in unitatile de productie la purcei Tn Germania
[Wieler si col., 2001]. Aceste observatii sunt valabile si pentru marile complexe industriale din partea
de vest a Romaniei.

Concluzii

Investigatiile epidemiologice efectuate la suinele din doua judete vestice ale Romaniei scot in
evidenta o prevalentd de 27,7% pentru criptosporidioza, 12% pentru rotaviroza, 0,7% pentru
coronaviroza respectiv 0% pentru colibaciloza suina determinata de E. coli F5 enteropatogen.

1.3. DETERMINAREA PREVALENTEI CRIPTOSPORIDIOZEI PRIN ELISA LA ALTE SPECII DE
ANIMALE

1.3.1. Studiu epidemiologic prin ELISA asupra paraz  itismului cu Cryptosporidium spp. la caine

Prima semnalare a bolii dateaza din 1981 cand Tzipori si Campbell au detectat anticorpi de
Cryptosporidium spp. in 16 din 20 de probe de ser canin. Doi ani mai tarziu, Wilson si col. au raportat
primul caz clinic de criptosporidioza canina la un catel de o saptaména, suferind de diaree acuta.
Bazat pe abilitatea de a infecta oamenii si bovinele, dar incapacitatea acestuia de a determina infectie
la soarece, criptosporidiile identificate la caini au fost denumite C. canis [Fayer si col., 2001].

Investigatii epidemiologice cu privire la prevalenta criptosporidiozei canine au fost efectuate in
mai multe regiuni ale lumii, dar si in tara noastra, unde nu a fost inca identificata. Cainii sunt
considerati ca potentiale surse de infectie pentru om, iar infectii cu C. canis la oameni au fost
confirmate in S.U.A., Peru, Thailanda si Marea Britanie [Fayer si Xiao, 2007; Gatei si col., 2002].

Avand in vedere aceste doua aspecte enumerate anterior am considerat oportuna efectuarea
unor investigatii epidemiologice privind criptosporidioza canina in partea de vest a Romaniei.

Materiale si metod a
Investigatiile epidemiologice au fost efectuate in perioada august-octombrie 2007, pe un
numar de 96 de caini de diferite varste (doua saptamani-zece ani). Cainii au provenit din diferite medii

(urban si rural) ale judetelor: Arad, Bihor, Carag-Severin, Hunedoara gi Timis (tabel 15). Materiile
fecale diareice au fost recoltate de la céaini cu sindrom de gastroenterita acuta sau cronica si
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prelucrate prin tehnica ELISA in decurs de 24 de ore de la recoltare in cadrul Laboratorului de
Parazitologie si Boli Parazitare al Facultatii de Medicina Veterinard din Timigoara.

Tabel 15
Date epidemiologice cu privire la céinii de la care s-au prelevat probe de fecale
NE‘T”.?“" tot.al de. 96 (din care 50 cu sindrom de gastroenterita)
céini investiga ti
Varsta cainilor 2 saptamani -1 an (n=39) peste un an (n=57)
Sexul 17 mascul 22 femel 30 mascul 27 femel
Mediul de 8 9 12 10 15 15 20 7
provenien ta rural | urban | rural urban rural | urban rural urban

Legenda n=in numar de...

S-a utilizat kit-ul BIO-X EASY-DIGEST (BIO K 070) (Bio-X Diagnostics, B elgia) care este un
kit de diagnostic antigenic ,in vitro” a oochisturilor de C. parvum din fecale si respecta principiile
tehnicii ELISA dublu — sandwich. Anticorpul legat la placa recunoaste si fixeaza antigenul din proba de
cercetat. Acesta recunoaste si fixeaza un al doilea anticorp anti-antigen (preparat pe alta specie) care
la randul lui reactioneazd cu anticorpul anti al doilea anticorp cuplat cu enzima (conjugat
imunoenzimatic). Prin descompunerea substratului specific se produce oxidarea unui cromogen ce Tsi
schimba culoarea. Valorile densitéatilor optice finale ale probelor de cercetat s-au obtinut prin scaderea
valorii densitatii optice a martorului negativ din valoarea densitatii optice a fiecarei probe obtinuta la
citire. Limita inferioara a pozitivitatii pentru fiecare antigen este de 0,150 densitate optica finala.
Probele care au o densitate mai mica decét valoarea mentionata anterior sunt considerate negative.
Pentru confirmare sau infirmare, fiecare proba examinata ELISA a fost prelucrata si prin colorare
Ziehl-Neelsen modificat de Henriksen.

Rezultate si discu tii

in urma prelucrérii ELISA si Ziehl-Neelsen, modificat de Henriksen, a celor 96 de probe de
fecale de la céaini, nu s-au diagnosticat infectii cu Cryptosporidium spp. Acest aspect este unul
interesant cu toate ca, Tn majoritatea cazurilor, au existat conditile necesare evolutiei bolii. Printre
aceste conditii se numara faptul ca, 39 de céini (40,6 %) au avut o varsta frageda cu un sistem imun
imatur iar sindromul de gastroenteritd acutd sau cronicd a creat toate conditile necesare
imunosupresiei. La acestea se mai poate adauga situatia cainilor proveniti din mediul rural sau Casa
Céinelui Timisoara, unde conditiile igienice precare si alti factori declansatori ai criptosporidiozei au
fost prezenti.

O situatie identica cu a noastra a fost semnalatd in Australia unde Bugg si col. (1999) au
examinat fecalele a 421 de céini [Bugg si col., 1999]. Prevalenta de 0 % a fost gasita si in Germania
unde Epe si col (2004) au facut investigatii la un numar de 1281 de céini [15]. Acelasi rezultat a fost
obtinut si de catre Simpson si col. (1988) in Scotia la 101 de céini respectiv de Pohjola si col. (1984) in
Finlanda la 57 de caini [Pohjola, 1984; Simpson 1988].

Pe plan mondial, prin efectuarea unor metode microscopice, prevalenta criptosporidiozei
variaza de la 0,23% péana la 40 %. Printre tarile in care a fost diagnosticata se numara: Argentina
(0,23%), Australia (11%), Brazilia (40%), Cehia (4,6%), Coreea (9,7%), Egipt (3.8%), Germania
(0,4%), India (8,53%), Spania (7.4%), Statele Unite ale Americii (2%) si Ungaria (8,3%) [Abou-Eisha si
col., 1995; Causapé si col., 1996;Cirak si Bauer, 2004; Ederli si col., 2005; El-Ahraf si col., 1991;
Fontanarossa si col., 2006; Johnston si Gasser, 1993; Kim si col., 1998; Kumar si col., 2004; Nagy,
1996;Svoboda si col., 1994].

Concluzii

Prin examenul ELISA si Ziehl-Neelsen, modificat de Henriksen, a celor 96 de probe de fecale
de la céini nu s-au identificat infectii cu Cryptosporidium spp.
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1.3.2. Studiu epidemiologic prin ELISA asupra paraz  itismului cu criptosporidiilap  asari

Criptosporidioza este una dintre cele mai ,prevalente” infectii parazitare intalnite la pasarile
domestice, sélbatice gi la cele de colivie. Infectii cu criptosporidii au fost raportate la pasari apartinand
ordinelor: Anseriformes, Charadriiformes, Columbiformes, Galliformes, Passeriformes, Psitacciformes
si Struthiniformes [Sreter si Varga, 1999].

Chiar daca au fost descoperite infectii la peste 30 de specii de pasari, doar trei specii aviare
de criptosporidii au fost denumite: C. meleagridis, C. baileyi si C. galli [Morgan si col., 2001].

Cryptosporidium meleagridis a fost pus in evidenta la nivelul epiteliului intestinului subtire
(portiunea duodenala si jejunald). C. baileyi este, probabil, cea mai comuna specie de criptosporidie la
pasari fiind diagnosticata atat in colon, cloaca si bursa Fabricius, céat si in multe locuri ale aparatului
respirator. Pe langa speciile mentionate anterior, C. galli paraziteaza celulele epiteliale ale
proventriculului, nu si tractul aparatului respirator sau al intestinului subtire si gros [Egyed si col.,
2002].

La Tnceputul anilor '90 se credea ca infectia cu criptosporidii la pasari este slab raspandita dar,
datele epidemiologice existente pana in prezent, ne indreptasesc sa afirmam ca boala este larg
raspandita in toate zonele lumii si la cele mai diverse specii.

Avand in vedere aceste considerente am considerat oportuna efectuarea unor investigatii
epidemiologice privind criptosporidioza la pasari in cateva ferme de pui broiler din partea de vest a
Romaniei.

Materiale si metode

Investigatiile epidemiologice au fost efectuate in perioada iulie-decembrie 2008 pe un efectiv
de 120 de pui broiler in primele sapte saptamani de viata din patru localitati ale judetelor Hunedoara,
Satu Mare si Timig. Pasarile au fost Tntretinute Tn sistem intensiv (localitatile: Satu-Mare, Giarmata si
Deva) si extensiv (Conacul losif). Materiile fecale au fost recoltate individual, depozitate in
coprocultoare sterile la o temperatura de 4°C si prelucrate in decurs de 24 de ore.

Probele au fost examinate prin tehnica ELISA in cadrul Laboratorului de Parazitologie si Boli
Parazitare al Facultatii de Medicind Veterinara din Timigoara. S-a utilizat kit-ul BIO-X EASY-DIGEST
(BIO K 070) (Bio-X Diagnostics, Belgia) care este un kit de diagnostic antigenic ,in vitro” din fecale
de pasari si mamifere si respecta principiile tehnicii ELISA dublu — sandwich [Bio K 070 prospect].
Pentru confirmare sau infirmare fiecare proba examinata ELISA a fost prelucrata si prin colorare Ziehl-
Neelsen modificat de Henriksen.

Rezultate i discu tii

Tn urma prelucrarii ELISA si Ziehl-Neelsen modificat de Henriksen a celor 120 de probe de
fecale de pui broiler, din patru localitadti ale judetelor Hunedoara, Satu-Mare si Timis, nu s-au
diagnosticat infectii cu Cryptosporidium spp (tabel 16).

Aceasta constatare este una interesanta, avand in vedere numarul relativ mare de probe
prelucrate (184) si situatia prevalentei pe plan mondial. Datele din literatura de referinta evoca o
prevalenta de la 6% pana la 88%. Printre tarile in care s-a semnalat boala se numara: Australia,
Argentina, Canada, China, Coreea de Sud, Danemarca, Egipt, Germania, Grecia, Japonia, Olanda,
Republica Ceha, Romania, Scotia, Spania, Africa de Sud, Taiwan, Turcia, Ungaria si S.U.A. [Darabus,
1996; Egyed si col., 2002; Lindsay si col., 1990; Morgan si col., 2001; Morgan si col., 2000; Ryan si
Xiao, 2007].

Tabel 16
Localitatea Nr. Probe examinate Cryptosporidium spp.
Satu Mare 60 Neidentificat
Giarmata 10 Neidentificat
Deva 30 Neidentificat
Conacul losif 10 Neidentificat
Total 120 Neidentificat

Neidentificarea protozoarului Cryptosporidium spp. s-ar putea explica si prin faptul ca, testele

serologice la pasari demonstreaza, ca si la mamifere, o incidenta mult mai ridicatd decat in cazul
examenelor coprologice, iar in cazul nostru testul ELISA identifica coproantigeni si nu anticorpi. In
ciuda acestor rezultate se constata o diferenta enorma intre prevalenta obtinuta de noi (0%) si cea
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determinata de Darabus si col. (1996) Tn urma investigatiilor epidemiologice efectuate in cateva ferme
din vestul Roméaniei in deceniul trecut. Ei au examinat un numar de 1248 de probe si au obtinut o
prevalenta de 27,6 % [Darabus, 1996].

Un alt factor care intervine in sprijinul rezultatelor obtinute de noi ar fi biosecuritatea $i
conditiile de cregtere gi intretinere excelente in fermele in care am efectuat investigatii. Conform unor
relatari din literatura de specialitate starea de sanatate si statusul imun sunt factori esentiali care pot
determina prezenta sau absenta bolii intr-o unitate [Darabus, 1996; Ryan si Xiao, 2007; Morgan i
col., 2001].

Concluzii

Prin examenul ELISA si Ziehl-Neelsen modificat de Henriksen a celor 120 de probe de fecale
de pui broiler nu s-au identificat infectii cu Cryptosporidium spp.

1.3.3. Studiu epidemiologic prin ELISA asupra paraz  itismului cu Cryptosporidium spp. la miei

Criptosporidioza ovina a fost descrisa pentru prima oara la mieii cu diaree in Australia de catre
Baker si Carbonell in 1974. Mai multi autori l-au raportat ca principal enteropatogen la aceasta specie
cu un procent crecut de morbiditate si mortalitate in efectivele In care evolueaza. Pierderile economice
se reflectd nu numai prin mortalitate si morbiditate crescuta, ci si prin reducerea sporului in greutate,
asistenta veterinara si alte investigatii suplimentare de laborator.

Larga raspéandire a criptosporidiilor la miei este demonstrata printr-o serie de investigatii
epidemiologice efectuate prin metode microscopice si de biologie moleculara. Pe plan national
criptosporidioza ovina a fost investigata ih mai multe zone, n special in partea centrala a Ardealului,
dar nu si in zona de vest a Romaniei. Interactiunea criptosporidiilor cu alti enteropatogeni precum i
poderea acestora in etiologia polifactoriald a diareii la mieii nou nascuti sunt doua motive pentru
initierea unor cercetari in acest domeniu.

Luand in considerare cele expuse mai sus, prezenta investigatie isi propune sa aduca date
noi fundamentate stiintific Tn cunoasterea epidemiologiei criptosporidiozei mieilor in zona de vest a
Romaniei.

Materiale si metode

Investigatiile epidemiologice au fost efectuate in perioada ianuarie-aprilie 2008, pe un efectiv
de 66 de miei in primele trei saptamani de viatd cu provenienta din cinci localitati a patru judete
vestice (Arad, Bihor, Satu-Mare si Timig) ale tarii. Pentru fiecare miel investigat s-a intocmit o figa
individuala care cuprindea: numarul matricol (la cele existente), varsta si sex.

Materiile fecale diareice au fost recoltate individual direct din rect, depozitate in coprocultoare
si examinate pentru cei patru enteropatogeni vizati: Cryptosporidium, rotavirusuri, coronavirusuri gi E.
coli F5. Examinarea probelor s-a facut prin tehnica ELISA utilizadnd kit-ul BIO-X EASY-DIGEST (BIO K
151) (Bio-X Diagnostics, Belgia) care este un kit de diagnostic antigenic ,in vitro” din fecale si care
respecta principiile tehnicii ELISA ,dublu — sandwich”.

Rezultate si discu tii

Rezultatele investigatiilor epidemiologice efectuate la tineretul ovin Tn cateva localitati din patru
judete vestice ale tarii sunt prezentate Tn tabelul de mai jos.

Tabel 17
Nr Probe pozitive pentru
Localitatea Pr 05 e Rotavirus | Coronavirus | E. coli F5 | Cryptosporidium | Negative
spp.
lecea Mica 20 1 0 0 0 19
Finis 8 1 0 0 0 7
Arad 8 0 0 0 2 6
Bazosu Nou 18 2 0 0 1 15
Timisoara SDE 12 1 0 1 3 7
Total 66 5 0 1 6 54
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In localitatea lecea Mica (judetul Satu Mare) o proba din 20 prelucrate a fost pozitivd pentru
infectia cu rotavirusuri. Nu s-au identificat infectii cu Cryptosporidium spp.

In localitatea Finis (judetul Bihor) o proba din opt analizate a fost pozitiva la infectia cu
rotavirusuri. Nu s-au identificat infectii cu Cryptosporidium spp.

in localitatea Arad (judetul Arad) doua probe din opt prelucrate au fost pozitive pentru infectia
cu Cryptosporidium spp.

In localitatea Bazosu-Nou (judetul Timig) intr-o singurd probd din 20 analizate s-au
diagnosticat oochisturi de Cryptosporidium spp. Alte doua probe au fost pozitive pentru infectia cu
rotavirusuri.

In Statiunea Didacticd si Experimentald Timisoara (judetul Timig) in trei probe din 12
prelucrate s-au evidentiat coproantigene de Cryptosporidium spp. Tn alte doua probe s-au diagnosticat
rotavirusuri respectiv infectii cu E. coli F5.

In niciuna din fermele luate n studiu, coronavirusurile nu a fost identificate, ca fiind implicate
in producerea diareei la tineretul ovin.

Studiul materiilor fecale prin tehnica ELISA, privind ponderea agentilor enteropatogeni
implicati in producerea diareilor la tineretul ovin, arata ca:

»  Cryptosporidium spp. a fost identificat la un numar de sase probe din 66 analizate
neasociat cu alti enteropatogeni investigati

e rotavirusurile au fost intalnite in cinci probe din 66 analizate, in toate cazurile ca unici
agenti patogeni;

» E. coli F5 a fost diagnosticat intr-o singura proba din 66 analizate.

Rezultatele anchetei epidemiologice, privind modul in care véarsta influenteaza extensivitatea
infectiei cu enteropatogeni la tineretul ovin arata ca trei cazuri au fost diagnosticate la categoria de 0-7
zile si alte trei cazuri la categoria de 7-14 zile. Din cele cinci cazuri de rotaviroza doua au evoluat Tn
prima saptamana de viata, unul in a doua saptaméana si celelate doua la categoria de 14-21 de zile.
Colibaciloza, identificata Tntr-un singur caz, a fost semnalata la un miel in varsta de patru zile.

Pe ansamblu, prevalenta infectiei criptosporidiene la tineretul ovin investigat a fost de 9,09 %
cu variatii Tntre cele cinci localitati Tn care s-au facut investigatii de la 0 % la 25 %.

In tabelul de mai jos sunt prezentate, ca si termeni de comparatie, rezultatele mai multor studii
epidemiologice "non - moleculare" asupra prevalentei criptosporidiozei ovine efectuate Th diferite arii
geografice.

Tabel 18

Prevalenta criptosporidiozei la miei determinat prin metode microscopice in diferite arii
geografice [dupa Santin si Trout, 2007, modificat].

Tara Nr. de animale Prevalenta (% pozitive) Referenti
Egypt 120 miei 36-82 % Abd-El-Wahed si col. 1999
Marea Britanie 90 miei 53-74 % Chalmers si col., 2005
Marea Britanie 255 miei 12,9 % Sturdee si col., 2003
Mexic 556 miei 33,5 % Alonso-Fresan si col., 2005
Polonia 60 miei 18,3 % Majewska si col., 2000
Serbia 126 miei 42,1 % MiSi€ si col., 2006
Spania 583 miei 59 % Causapé si col., 2002
Spania 69 miei 1,45 % Villacorta si col., 1991
S.U.A. 32 miei 84,4 % Xiao si col., 1993
S.U.A. 31 miei 77,4 % Santin si col., 2007
Trinidad si Tobago 90 miei 20 % Kaminjolo si col., 1993
Ungaria 53 miei 22,6 % Nagy, 1995

Proportia criptosporidiozei la miei, prezentata in acest studiu (9,09 %), se inscrie in limite
foarte variabile intalnite, de altfel, in toatd Europa si, in general in lume. In acest sens, procente mai
apropiate privind criptosporidioza la miei sunt relatate in Marea Britanie (12,9 %) [Sturdee si col.,
2000], Polonia (18,3 %) [Majewska si col., 2000], Trinidad si Tobago (20 %) [Kaminjolo si col., 1993] si
Ungaria (22 %) [Nagy si col., 1995]. Prevalente mult mai mari comparativ cu cele obtinute in acest
studiu au fost raportate Tn Serbia (42,1 %) [MiSi€ si col., 2006], Spania (59 %) [Villacorta si col., 1991]
si S.U.A. (84,4 %) [Xiao si col., 1993].
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Concluzii

% Prevalenta infectiei criptosporidiene la tineretul ovin investigat a fost de 9,09 %.
% Prevalenta infectiei cu rotavirusuri la tineretul ovin investigat a fost de 7,57 %.
% Prevalenta infectiei cu rotavirusuri la mieii investigati a fost de 1,51 %.

+ Nu s-au diagnosticat infectii cu coronavirusuri sau asociatii intre enteropatogeni.

CAP II. IDENTIFICAREA SPECIILOR DE CRIPTOSPORIDII, PRECUM $I A SURSELOR §$I
PRINCIPALELOR C Al DE INFECTIE LA DIFERITE SPECII DE ANIMALE

Il. A. EXAMENE COPROSCOPICE S| DETERMINARI MORFOMETRICE AVAND CA
REZULTAT IDENTIFICAREA SPECIILOR DE CRIPTOSPORIDII

Implicatiile criptosporidiilor in etiologia unor tulburari digestive grave la tineretul bovin n
primele luni de viata si incadrarea bolii Tn categoria zoonozelor face ca, in ultimul timp, sa apara tot
mai multe studii Tn acest domeniu [Santin si Ryan, 2007].

La ora actuala sunt acceptate ca specii valide 17 specii de criptosporidii, dintre care patru:
Cryptosporidium parvum, C. andersoni, C. bovis si C. ryanae paraziteaza la bovine [Fayer, 2007].
Principala deosebire dintre cele trei specii si C. andersoni este faptul ca, oochisturile celor trei specii
sunt mai reduse ca dimensiune si paraziteaza la nivelul vilozitatilor intestinului subtire, determinand
afectiuni intestinale la numeroase specii gazda. Specia C. andersoni paraziteaza in abomasul viteilor
si produce oochisturi morfologic asemanatoare cu cele produse de C. muris, dar mai reduse in
dimensiune. Tn urma efectuarii unor experimente de transmitere incrucisata interspecificd, oochisturile
de C. andersoni, spre deosebire de C. parvum, nu s-au dovedit a fi infectante pentru soarecii
imunodeficienti, imunocompetenti sau consangvini, dar nici pentru gaini sau capre. De multe ori,
relatarile privind identificarea unor specii sunt contradictorii. Una sau mai multe caracteristici ale
aceleasi specii pot fi diferite pentru izolatele de criptosporidii recoltate din zone diferite [Lindsay si col.,
2000].

Chiar daca oochisturile multor specii de criptosporidii sunt morfologic similare, masuratorile
exacte pot juca un rol deosebit de important in diferentierea speciilor. De exemplu, speciile de la
pasari si reptile pot fi ugor diferentiate pe baza marimii si formei oochisturilor sau, in cazul speciilor
intestinale la mamifere, se pot pune Tn evidenta diferente morfologice mai mult sau mai putin
semnificative. De aceea, descrierea fiecarei specii trebuie acompaniata de o serie de masuratori
morfologice asupra unei populatii de oochisturi, completate cu anumiti parametri biostatistici cum ar fi:
deviatia standard sau alte limite de certitudine cunoscute a masurétorilor ca: lungimea, latimea sau
indicele de forma (raportul lungime/latime) [Xiao si col., 2004].

Materiale si metode

Identificarea oochisturilor de criptosporidii, de la viteii cu varsta cuprinsa ntre patru zile si cinci
luni, s-a facut in patru ferme cu crestere intensiva si intr-o microferma cu crestere extensiva, n
perioada iunie — septembrie 2007. Pentru aceasta au fost recoltate probe diareice de la un efectiv de
29 de vitei cu criptosporidioza direct din rect. Punerea in evidentd a oochisturilor s-a facut prin
examenul microscopic al preparatelor native examinandu-se zece oochisturi de la fiecare animal in
parte. Oochisturile identificate au fost apreciate privind forma, lungimea, latimea si indicele de forma.

Forma oochisturilor a fost determinata prin examenul microscopic al preparatelor native;
lungimea si latimea lor au fost masurate prin utilizarea microscopului Motic cu extensie video, iar
indicele de forma s-a obtinut prin raportarea lungimii la latime.

Rezultate i discu tii

Prin examenul microscopic al preparatelor native, in 28 din 29 de probe analizate in cele cinci
ferme luate n studiu, oochisturile au avut forma ovoida sau sferica. Ele apar ca formatiuni ovalare sau
sferice stralucitoare, cu o tenta roz, cu una sau doua puncte de culoare neagra in interior. La unele
oochisturi se pot observa linii de sutura, de forme variate, care reprezinta locul de rupere al peretelui
oochistului. Aici trebuie precizat faptul ca, in cadrul fiecarui preparat nativ s-au regasit ambele forme.

Intr-unul dintre preparate, oochisturile au avut form& eliptica, in rest prezentau aceleasi
caracteristici ca si cele de forma ovala sau sferica.

37/68



Analizand caracteristicile morfologice ale oochisturilor in cele cinci ferme, lungimea acestora a
variat in medie intre 4,20 pm si 4,80 pm, cu o singura exceptie cand oochisturile aveau o lungime
medie de 6,10 um. Latimea oochisturilor a variat in medie Tntre 3,71 um si 4,60 um (tabel 19).

in 28 de preparate, din cele cinci ferme, indicele de forma a variat de la 1,09 la 1,17, putandu-
se observa o oarecare omogenitate fatd de proba din microferma de la Nadlac in care, oochisturile
aveau un indice de forma egal cu 1,30 (tabel 19).

Pe baza masuratorilor efectuate asupra oochisturilor de criptosporidii din fecalele de vitel se
poate spune ca, in 28 de probe a fost identificat un parazitism cu specia Cryptosporidium parvum.
Dimensiunile gasite de noi 4,04 X 4,54 um (3,71 - 4,30 X 4,20 - 4,80 pum) si un indice de forma de 1,12
(1,09 -1,17) se aseamana foarte mult cu dimensiunile standard ale speciei Cryptosporidium parvum
descrisa in literatura de specialitate: 4,5 -5 um (4,2 =5 X 4,5 -5 um) si un indice de forma de 1,15 pm
[Fayer, 2007].

Tabel 19
Parametri biostatistici ale oochisturilor de criptosporidii
Nr. Forma Lungimea Latimea Indicele Dev.
Ferma probe | oochist (um) (um) de form a st.
extreme | media extreme media
Utvinis 7 ;’;’;‘E 3652 | 460 | 3250 4,30 1.10 0,40351
Zimandu 5 ovoid | 3850 | 440 | 3846 4,03 1.09 0,37789
Nou sferic
Fantanele 10 ;’;’;‘E 4,054 | 470 | 3248 4,08 1.15 0,32567
.. ovoid
Curtici 5 Sferic 4,2-5,6 4,80 3,2-5,4 4,10 1.17 0,29002
elipsoid 5,0-7,6 6,10 4,2-5,8 4,60 1,32 0,30012
Nadlac 1 ;’;’;‘E 3946 | 420 | 3640 | 371 113 | 0,27459

Forma eliptica, indicele de forma egala cu 1,32 si dimensiunile oochisturilor de: 4,60 — 6,10
pm (4,2-5,8 X 5,0 — 7,6 pm) gasite intr-o proba din microferma de la Nadlac, se aseamana destul de
mult cu dimensiunile speciei Cryptosporidium andersoni descrisa de Lindsay si colaboratorii. Aceasta
specie are dimensiuni standard de 5,5 — 7,4 um (6,0-8,1 X 5,0 — 6,5 pm) si un indice de forma egala
cu 1,35 [Fayer, 2007; Xiao 2004]..

Luand Tn considerare cele prezentate anterior cu referire la dimensiunile oochisturilor, trebuie
sa tinem cont de faptul c&, in preparatul nativ ele apar mai mari decét in cele obtinute prin colorare
sau flotatie [Darabus, 1996].

Diferentele ar putea fi datorate faptului ca, in preparatele native, masurarea se realizeaza mai
dificil, oochisturile putand fi acoperite de diferite particule ce se gasesc in fecale. De asemenea,
imperfectiunea metodei este data si de faptul ca, prin etalare, parazitii isi pot modifica forma. Ei sunt
gasiti la diferite nivele in preparat, lucru ce poate falsifica corectitudinea masuratorilor.

intotdeauna, datele privind forma criptosporidiilor trebuie coroborate si cu alte criterii [Xiao,
2004]. Ca sa ne putem pronunta cu certitudine ca intr-adevar este vorba despre un parazitism cu C.
parvum sau C. andersoni va trebui sa efectuam si alte experimente cum ar fi transmiterea incrucisata
sau caracterizarea oochisturilor din punct de vedere molecular. Aceste doua investigatii urmeaza sa
fie efectuate Tntr-un capitol ulterior.

Concluzii

o] Tn preparatele native, oochisturile de criptosporidii au un aspect caracteristic prin care pot fi
deosebite de alte forme parazitare cu dimensiuni si forme apropiate, sau de alti agenti patogeni.

o] Aspectul oochisturilor in preparatele native poate reprezenta un criteriu de identificare a lor,
refringenta fiind specificd. De asemenea, caracteristice sunt punctul negru situat in masa interna si
liniile de sutura identificabile la foarte multe oochisturi.

o] Tn 28 din 29 de probe analizate, pe baza criteriilor morfologice, am identificat parazitism cu C.
parvum.
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o] Tntr-o probé a fost gasita specia C. andersoni.

Il. B. IDENTIFICAREA SURSELOR S| CAILOR DE INFECTIE IN CONDITII NATURALE SI
EXPERIMENTALE

Criptosporidiile fac parte din categoria parazitilor cu o larga raspandire geografica, putand
infecta cele mai diverse specii de vertebrate. Sursele de infectie sunt foarte variate incepand cu
animalele tinere, care prin numarul mare de oochisturi excretate reprezinta o sursa de baza pentru
infectia criptosporidiana, si pana la animalele adulte care deseori sunt purtatori asimptomatici facand
forme subclinice si care scapa examenului parazitologic [Fayer, 2007; Thompson, 2003].

La vitei sursa principala este reprezentata de transmiterea intraspecifica. Materiile fecale prin
care sunt eliminate oochisturile Tn mediul extern contamineaza adaposturile, pasunile si in general
mediul Tnconjurator. Rezistenta oochisturilor la actiunea factorilor de mediu si usurinta cu care acestea
sunt transportate de diferiti vectori animati si neanimati determina raspandirea si mentinerea bolii Tn
efectivele de bovine. Prezenta animalelor adulte asimptomatice care elimina prin fecale oochisturi
infectante este un alt factor de risc la bovine, dar nu numai [Fayer, 2007; Thompson, 2003; Darabus,
1996].

Nu de putine ori, eliminarea oochisturilor in mediul extern este urmata de vehicularea si
dispersarea acestora prin vectori animati si neanimati. De multe ori, prezenta in ferme a rozatoarelor
daunatoare cum ar fi soarecii si sobolanii, constituie o sursa de infectie. Desi se cunoaste ca,
sursele de infectie pot fi si de natura interspecifica, acest lucru Tnsa trebuie privit cu prudenta
[Darabus, 1996].

In cadrul acestor activitati s-a urmarit: determinarea rolului pe care 1l au in criptosporidioza, ca
sursa de infectie, animalele bolnave si cele purtatoare asimptomatice, din aceeasi specie sau
apartinnd altor specii, depistarea altor surse de infectie si experimentarea unor cai de infectie.

Materiale si metode

Pentru determinarea importantei pe care 1l au in criptosporidioza, ca sursa de infectie,
animalele bolnave, intr-o boxa cu gase vitei in primele doua séptamani de viata clinic sanatosi gi
coproscopic neexcretori de criptosporidii au fost introdusi doi vitei infectati experimental cu C. parvum,
cu diaree si excretori de oochisturi. S-a urmarit momentul aparitiei diareei, a oochisturilor in fecale,
intensitatea infectiei si perioada patenta. Pentru ierarhizarea importantei surselor de infectie
criptosporidiana la specia taurind, au fost examinate parazitologic: fecale recoltate de la vitei si vaci,
probe recoltate prin spalarea ugerului, probe de par murdarit de fecale, probe de apa, furaj si asternut.

Pentru identificarea oochisturilor Tn fecale s-a utilizat metoda de flotatie cu zaharoza. Probele
de par recoltate din zonele cunoscute a fi predispuse a fi supte de congeneri, probele de asternut au
fost amestecate cu apa in proportie de 1/10. Atat aceste probe cét si cele de apa si probele obtinute
prin spalarea ugerului au fost prelucrate dupa urmatorul protocol: 1. strecurarea prin sita metalica; 2.
trecerea lichidului obtinut prin hartie de filtru; 3. spalarea hartiei de filtru in 10 ml PBS; 4. centrifugarea
timp de 5 minute la 2000 turatii/minut; 5. Flotarea cu solutie de zaharoza a sedimentului, recuperarea
inelului superior cu ajutorul unei anse si examinarea la microscop intre lama si lamela.

Rolul pe care il are infecfia interspecificd Tn criptosporidioza s-a cautat sa fie elucidat prin
experimente de transmitere a criptosporidiilor izolate de la vitei la mai multe specii de animale. Inoculul
a fost obtinut din fecalele recoltate de la doi vitei cu varsta de 14 zile. S-a respectat un protocol de
purificare si izolare a oochisturilor, iar in momentul utilizarii numarul oochisturilor a fost determinat cu o
camera Thoma. Inocularea criptosporidiilor izolate de la vitei s-a realizat pe cale orala la vitei (in
varsta de 3-10 zile), miei (3-7 zile) si sobolani (7 zile). Din doua Tn doua zile s-a monitorizat excretia de
oochisturi prin examen coprologic (metoda examinarii directe Tn preparatul nativ respectiv metoda
colorarii Ziehl-Neelsen modificata de Henriksen).

In mod experimental au fost verificate mai multe cai de infec tie cu criptosporidii la sobolani.
S-a utilizat ca specie infectanta Cryptosporidium spp.. Cate 14 sobolani in varsta de 7-10 zile, au fost
inoculati oral, intrarectal, intranazal cu 10° oochisturi. Pentru un grup asemanétor, oochisturile au fost
raspandite Tn cutia in care erau adapostiti (neselectiv), iar un lot a reprezentat martorul neinoculat.
Cate 9 din sobolanii fiecarui lot au fost urmariti coproscopic, pe toatéd perioada experimentului (10 zile),
monitorizandu-se excretia de oochisturi prin fecale.

Rezultate i discu tii
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La patru zile dupa ce intr-o boxa cu vitei clinic sanatosi si coproscopic negativi, au fost
introdusi doi vitei excretori de criptosporidii ca urmare a infectiei experimentale, patru din ei au eliminat
oochisturi prin fecale, din care, doi aveau si diaree. La sase zile, toti cei sase vitei au fost excretori si
trei prezentau diaree. Pe ansamblu toti viteii s-au infectat cu criptosporidii dar intensitatea infectiei si
durata excretiei de oochisturi a variat de la individ la individ. Perioada prepatenta a variat de la patru la
sase zile iar cea patenta de la patru la opt zile. Unii dintre vitei au prezentat o excretie redusa de
oochisturi si cu intermitenta.

Rezulta ca vifeii bolnavi si excretori pot reprezenta o sursa importantd de infectie pentru
congeneri, dar un rol in evolutia criptosporidiozei il are gi caracterul individual gi/sau Tntamplarea n
achizitionarea de oochisturi. Infectia a fost exprimata clinic doar la trei din cei gase vitei. Deci se poate
concluziona ca, transmiterea intraspecifica prin vitei excretori este o modalitate de baza de transmitere
si mentinere a criptosporidiozei intr-o ferma.

Identificarea criptosporidiilor si in fecalele vacilor, indica potentialul pe care il are in
transmiterea bolii aceasta categorie de varsta. Totusi faptul ca parazitul a fost identificat doar la vacile
din maternitate semnifica fie ca s-au infectat ca urmare a unui mediu puternic contaminat, fie ca a
intervenit fenomenul de ,periparturient rise”.

Pe baza unui numar relativ mare de probe pozitive, 10 din 29 (34,5%), din totalul celor
examinate, obtinute prin spalarea ugerului vacilor din maternitati, se poate afirma ca alimentatia
naturala a viteilor, prin supt la mamele lor, reprezinta o modalitate importanta de infectie.

Prezenta criptosporidiilor pe firele de par ale viteilor, 6 din 30 (20%), denota ca acestia se pot
infecta prin lingerea sau sugerea anumitor regiuni corporale ale congenerilor.

Din totalul de 20 probe de apad recoltate 10% au fost contaminate cu oochisturi de
Cryptosporidium spp. Acestea s-au contaminat fie cu oochisturi de pe botul viteilor, fie prin defecarile
intdmplatoare nh adapatori. Deci si apa poate reprezenta o sursa de infectie.

Probele de agternut, din adaposturile pentru vitei, recoltate i examinate au demonstrat un
procent ridicat, de 20 din 30 de probe (66,6%), de contaminare.

Pe baza experimentului si a cercetarii epidemiologice efectuate, se poate conchide ca sursele
de infectie in criptosporidioza, la vitei, pot fi reprezentate de: bolnavi si excretori asimptomatici; de
vacile mame prin excretia de oochisturi si prin supt; apa si nu in ultimul rand, de agternut.

Prin infectii experimentale s-a demonstrat ca oochisturile de criptosporidii, izolate de la vitei,
sunt infectante pentru vitei si Tnca doua specii de mamifere: miei si sobolani. Infectia la mamiferele
luate in experiment a reusit in proportie de 100% fiind de o intensitate crescutd cu o perioada
prepatenta scurta si una patenta lunga. Pe baza cestor considerente se poate spune ca ovinele si
sobolanii prezintd o receptivitate crescutd fatd de infectia cu criptosporidii de origine taurind. De
asemenea reiese rolul important, Tn epidemiologia criptosporidiozei la mamifere, a taurinelor, ovinelor
si sobolanilor.

Cu privire la caile de infectie infectia experimentala cu Cryptosporidium spp. la sobolani, a
reusit cand administrarea s-a realizat pe cale orala, intranazala, intrarectala céat si neselectiv. Spre
deosebire de infectia pe cale orald si intrarectald, atunci cand inocularea a avut loc intranazal sau
administrarea a fost neselectiva, intensitatea infectiei a fost redusa si de scurtd duratda. Aceasta
demonstreaza ca, toate aceste cai, pot fi luate in considerare gi in cazul infectiei naturale. Reusita
infectiei intrarectale sugereaza ca dechistarea oochisturilor poate avea loc gi prin absenta sucului
gastric.

Tabel 20
Infectia experimentald cu Cryptosporidium spp. pe diferite cai la gsobolani
Calea de Nr. Ziua post-inoculare
administrare | Sobolani 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Per os 9 - - - + 4+ |+ + + - -
Intra-rectal 9 - - - + +++ ++ + + N _
Intra-nazal 9 - - - - + + _ _ - ;
Neselectiv* 9 - - - - - + + + _ _
Martor 9 - - - - - - - - - -

Legenda: *-oochisturi distribuite pe asternut; - negativi; +<oochist/camp;
+1-5; + + 6-10; + + + >10;

Concluzii
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* Prin infectii experimentale, pe vitei conventionali, s-a demonstrate rolul pe care 1l au
excretorii de criptosporidii ca sursa de infectie pentru congeneri. Evolutia infectiei este
influentata de individ si probabil, de doza de oochisturi pe care Tntdmplator o ingera.

* Prezenta criptosporidiilor doar la vacile din maternitati sugereaza existenta unui
fenomen de "periparturient rise" sau de o infectie generata de un mediu puternic
contaminat cu oochisturi.

* Prin examene microscopice au fost depistate, ca surse potentiale de infectie pentru
vitei agternutul si apa. Un rol important Tn infectia criptosporidiana a viteilor il pot avea
alimentatia naturala prin supt la amele lor sau la doici, precum si ticul suptului.

* Oochisturile de Cryptosporidium spp., izolate de la vitei, sunt infectante pentru alte
doua specii: ovine si sobolani.

* Infectia expermentald cu Cryptosporidium spp., la sobolani a reusit atunci céand,
oochisturile au fost administrate oral, intrarectal, intranazal si neselectiv.

Il. C. EXAMENE COPROSCOPICE CANTITATIVE SI CALITATIVE IMBINATE CU CELE CLINICE SI
NECROPSICE

Materiale si metod a

in continuarea experimentului anterior cate cinci din sobolanii fiecarui lot, inclusiv a celui
martor, la cinci zile post-infectie, au fost necropsiati dupa omorére prin narcoza cu cloroform. Tubul
digestiv a fost deschis pe toata lungimea lui, de la stomac la rect, si spalat cu ser fiziologic. Din fiecare
segment al tubului digestiv s-au efectuat raclarea de mucoasa, etalarea de frotiuri si colorarea prin
metoda Ziehl-Neelsen modificata de Henriksen.

Rezultate i discu tii

La sobolani localizarea criptosporidiilor in tubul digestiv a variat cu calea de infectie.
Inocularea per os a dus la colonizarea intestinului de la jejun la colon iar cand infectia s-a realizat
intrarectal au fost colonizate ileonul, cecul colonul si rectul. Doar ileonul si cecul au fost cuprinse de
infectie cand oochisturile au fost cuprinse neselectiv sau pe cale intranazala (Tabel 21).

Tabel 21
Distributia criptosporidiilor la sobolani in functie de calea de inoculare

Raclat de Calea de infectie

mucoasa Per os Intra-rectal Intra-nazal neselectiv martor
Stomac - - - - -
Duoden - - - - -
Jejun + - - - -
lleon ++ +++ + + -
Cec + + + + -
Colon + + - - -
Rect - + - - -
Trahee - - - - -

Legenda: + 1-5; + + 6-10; + + + >10;
Concluzii

% Infectia experimentala cu Cryptosporidium spp. la sobolani, a reusit atunci cand
oochisturile au fost administrate oral, intrarectal, intranazal si neselectiv. Intensitatea
infectiei este mai ridicatd Tn cazul primelor doua cai de inoculare. Inocularea
criptosporidiilor per os, la sobolani, duce la colonizarea intestinului de la jejun la colon,
cu inensitati variabile. Cand infectia s-a realizat intrarectal, criptosoridiile au fost gasite
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in ileon, cec, colon si rect. Doar ileonul si cecul au fost colonizate in cazul distribuirii
neselective sau intranazale a criptosporidiilor.

% Rezultatele obtinute in infectiile experimentale cu Cryptosporidium spp. pe sobolani
demonstreaza ca infectia are o localizare mai ales digestivd si ca intensitatea si
durata excretiei de oochisturi este mai mare in cazul caii orale. Aceasta cale poate fi,
astfel, suspectata ca principala modalitate de infectie gi in conditii naturale.

CAP. lll. IDENTIFICAREA UNOR SPECII DE CRIPTOSPORID Il LA ANIMALE $I OM PRIN
TEHNICI MODERNE DE DIAGNOSTIC

ll. A, RECOLTARE DE PROBE PENTRU EXAMINARE DE LA ANIMALE S OM
Ill. B. EFECTUAREA UNOR TEHNICI DE BIOLOGIE MOLECULARA

1. IDENTIFICAREA MOLECULARAA(PCR) A SPECIILOR DE CRIPTOSPORIDII LA TINERETUL
BOVIN IN ZONA DE VEST A ROMANIEI

Din multitudinea bolilor parazitare identificate la animale si om, Cryptosporidium spp. ocupa
un loc important. Studiile recente de biologie moleculara au dovedit o diversitate genetica
impresionanta in cadrul genului Cryptosporidium. Multimea traséaturilor morfologice, biologice si
genetice care diferentiaza o specie de criptosporidie fatd de altele este o problema majora n
intelegerea modalitatii de transmitere a infectiei criptosporidiene, pentru medicii veterinari practicieni si
epidemiologii umani, direct implicati in controlul acestei entitati morbide [Santin si Trout, 2008].

Biologia moleculara se bazeaza pe tehnici moderne care permit identificarea sau capturarea
unei cantitati foarte mici de acizi nucleici. In cei cativa ani de la descoperire, reactia polimerazica in
lant (PCR) a devenit o alternativa rapida la metodele traditionale de clonare a ADN-ului. PCR este o
metoda enzimatica de creare a mai multor copii al unui segment de ADN "pre-selectat". Acest proces
de amplificare este realizat cu doi primeri sintetici de oligodezoxinucleotida, o polimeraza ADN
termostabila si cele patru dezoxiribonucleotide trifosfat actiondnd asupra modelului de ADN [Alves si
col., 2001; Xiao si col. 1999].

Rezultatele obtinute Tn urma aplicarii acestei tehnici au contribuit semnificativ la gasirea
raspunsului la numeroasele intrebari legate de biologia criptosporidiilor. Metoda descrisa de Webster
si col. (1993), s-a dovedit a fi una laborioasa, de mare finete si totodata cel mai specific test de
identificare a criptosporidiilor. La ora actuala este cea mai utilizata metoda de diagnostic in intreaga
lume [Santin si Trout, 2008].

In ultimii ani, diferentele genetice s-au dovedit a fi cele mai reprezentative elemente n
definirea mai multor specii de criptosporidii recent descoperite, ca de pilda: C. andersoni, C. canis, C.
hominis, C. galli, C. suis, C. bovis si C. ryanae. La ora actuala, datorita existentei unor tehnici de
biologie moleculara complexa, se cunoaste o diversitate genetica si biologica foarte mare la speciile
de criptosporidii ale mamiferelor, fiind descoperite si descrise 0 gama larga de specii noi.

Bovinele reprezinta cel mai mare grup de animale cunoscute a fi infectate cu criptosporidii,
probabil datoritd numeroaselor studii efectuate pe acestea ca rezultat al importantei acestora. Desi
mai multe gene pot fi folosite pentru diferentierea speciilor si genotipurilor de Cryptosporidium spp.,
cea mai utilizatd este gena SSU-rRNA (gena 18S). in urma analizelor moleculare a izolatelor de
Cryptosporidium spp. de la vitei, s-au identificat 7 specii si 3 genotipuri: C. parvum, C. andersoni, C.
bovis, C. canis, C. felis, C. hominis, C. suis, genotipul C. suis-like, genotipul de caprioara si genotipul
suin de tip Il [Bornay si col., 1999; Fayer si col.,2006; Fayer si col., 2001; Feng si col., 2006; Langhajer
si col., 2007; Park si col., 2006; Santin si col., 2004; Smith si col., 2005; Starkey si col., 20086].

In cateva studii de prevalenta, realizate pe scara larga la bovine, C. parvum, C. andersoni, C.
bovis si genotipul de caprioara au fost gasite cel mai frecvent ca fiind implicate Tn etiologia bolii [Fayer
si col., 2006; Fayer si col., 2001; Feng si col., 2006; Langhajer si col., 2007; Santin si col., 2004, Xiao
si col., 2004]. Tn contrast, C. hominis a fost descoperit doar la cateva bovine in Scotia, India gi
Republica Coreana [Feng si col., 2006; Santin si col.,2004; Smith si col.,2005]. C. suis a fost gasit la
un vitel in Statele Unite si Zambia [Fayer si col., 2006; Langhajer si col., 2007; Park si col., 2006],
genotipul C. suis-like a fost gasit la trei bovine Tn Danemarca [Langhajer si col., 2007], genotipul suin
de tip Il a fost gasit la o vaca in Danemarca [Langhajer si col., 2007] si C. felis a fost gasit la o juninca
in Polonia [Bornay si col., 1999]. La vitei, infectii naturale cu C. canis nu au fost semnalate,
transmiterea fiind posibila doar pe cale experimentala [Fayer si col., 2001].

Pe baza celor expuse s-a considerat oportuna efectuarea unor investigatii de biologie
moleculara si in conditile tarii noastre, cu scopul de a aduce contributii noi la cunoagterea
criptosporidiozei Tn Romania. Totodata, identificarea moleculara a unor specii de criptosporidii sunt
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teme care prezinta provocari pentru a intelege unele aspecte inca incomplet elucidate in legatura cu
aceasta protozoonoza atat de importanta pentru sanatatea publica si animala.

Materiale si metode

Studiul a fost realizat in perioada februarie - mai 2008, pe un numar de 76 de vitei cu varste
cuprinse intre o zi gi 30 de zile. Viteii neintarcati de rasa Holstein-Friza au provenit din patru efective
de vaci de lapte (20-50 de vitei/efectiv), din patru localitati ale judetelor Bihor, Arad si Timig, cu
antecedente diareice si prezenta protozoarului Cryptosporidium spp. in efectiv. Materiile fecale
diareice au fost recoltate individual direct din rect, depozitate in coprocultoare sterile la o temperatura
de 4°C si prelucrate in decurs de 24 de ore in vederea identificarii oochisturilor de Cryptosporidium
spp. Probele recoltate au fost examinate prin colorarea Ziehl-Neelsen modificatda de Henriksen
considerata ca metoda standard in diagnosticul criptosporidiozei [Fayer si col.,, 2007; Thompson si
col., 2003].

Probelor pozitive (in numar de 22 din 76 examinate) li s-a adaugat bicromat de potasiu 2%
pentru coservare, dupa care s-a trecut la o etapa premergatoare reactiei polimerazice in lant (PCR).

Concentrarea oochisturilor de criptosporidii din probele de fecale s-a facut prin "metoda
concentrdrii apd - eter" care este o varianta modificata a metodei conceputa de Alves si colaboratorii
in 2001 [Alves si col., 2001]. S-au utilizat aproximativ 1,5 g de fecale sau 1,5 ml de fecale lichide
pozitive pentru Cryptosporidium spp. Probele au fost introduse in tuburi de centrifuga de 10 ml in care,
in prealabil, s-a adaugat 3 ml de apa distilata.

Produsul obtinut a fost vortexat timp de 30 de secunde dupa care la mixtura obtinuta s-a
adaugat 1 ml de eter etilic Tn scopul distrugerii lipidelor. Dupa o usoara omogenizare a urmat o alta
vortexare timp de 1-2 minute. Lichidul vortexat se strecoara printr-o sita cu dimensiunea porilor de 45
pm intr-o alta eprubeta similara. Volumul filtratului se ajusteaza cu apa distilata pana la semnul
superior (10 ml) al tubului de centrifuga si se centrifugheaza la 1500 x g timp de 15 minute. Dupa
prima centrifugare vom obtine trei straturi: sedimentul, supernatantul si stratul de eter care inglobeaza
lipidele extrase din proba. Stratul de eter se inlatura in totalitate iar supernatantul se transfera intr-o
alta eprubeta similara cu primele doua introduse in lucru. Se completeaza cu apa distilata pana la
semnul superior dupa care urmeaza o alta centrifugare la 4500 x g, timp de 10 minute. Se aspira
supernatantul dar nu n totalitate, iar sedimentul se resuspenda n lichidul ramas care va servi pentru
examinarea la microscop. Orientativ, in urma examindrii se va aprecia intensitatea infectiei cu
oochisturi de Cryptosporidium spp.

Extractia ADN-ului din oochisturi s-a facut prin "metoda MiniBeadBeathers/Silica" descrisa de
Alves si col. in 2001 (1). Tn prima faz& se amesteca continutul celor dou& eprubete rezultate in urma
centrifugarii (sedimentul resuspendat al primei eprubete cu continutul celei de a doua eprubeta
centrifugatd). Mixtura obtinuta se centrifugheaza la 5000 x g timp de 5 minute dupa care, din produsul
rezultat se inlaturd o patrime. Se ia un tubulet Eppendorf cu capacitatea de 2 ml in care se introduc
aproximativ 0,5 g de Zirconia Silica Beads pulbere nisipoasa, 900 pl Lisis Buffer, 60 pl alcool izoamilic
si produs centrifugat resuspendat pana la semn (2 ml). Mixtura obtinuta se introduce ntr-un aparat
special "MiniBead- Beather"(Biospec Product), timp de doud minute, in care are loc liza peretilor
oochisturilor. Tn paralel se pregateste un alt tubulet similar cu primul in care se introduc 40 pl Silica i
supernatantul obtinut Tn urma lizarii oochisturilor Tn aparat. Tubul Eppendorf cu amestecul rezultat se
aseaza intr-un rotator pentru o agitare usoara timp de o ora. Dupa expirarea timpului, urmeaza o noua
centrifugare la 14.000 x g timp de 20 de secunde, avand ca rezultat aderarea ADN-ului la fundul
tubului. Tn continuare se nl&turd supernatantul iar peste sediment se adaug& primul Buffer in cantitate
de 200 pl urmat de o resuspensie mecanica cu un obiect contondent (ex. loviri repetate a tubului
Eppendorf cu pixul). Dupa o noua centrifugare, procedeul se repeta. Sedimentul rezultat Tn urma
centrifugarii se spala cu 200 pl de etanol 80 %. Urmeaza o noua centrifugare si o ultima spalare cu
200 ul de acetona 100 %. Supernatantul se decanteaza iar sedimentul ce adera la fundul tubului va
costitui materialul genetic al oochisturilor de Cryptosporidium spp. Tubul Eppendorf cu ADN-ul extras
se introduce intr-o etuva speciald in care se mentine 15 minute la o temperaturd de 55° C. Dupa
expirarea timpului, in tub se adauga apa bidistilata sterila in cantitate de 50 pl cu scopul de a
resuspenda depozitul de ADN uscat. Proba se introduce din nou in etuva timp de 5 minute, urmat de o
noua resuspendare a sedimentului uscat si o centrifugare la 14.000 x g timp de 2 minute.
Supernatantul rezultat cu ADN- ul rehidratat se transfera cu mare atentie intr-un alt tubulet Eppendorf
cu capacitatea de 0,5 mliar sedimentul tubului centrifugat se Tnlatura.

Reactia de polimerizare in lant (PCR) si analiza polimorfismului lungimii fragmentului
restrictionat (RFLP) au fost efectuate dupa modelul american conceput de Xiao si colaboratorii in 1999
(34).
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Amplificarea genei. Amplificarea propriu zisa s-a realizat prin "nested PCR" (PCR cuibarit) n
doua etape: PCR primar si PCR secundar. Investigatile s-au bazat pe analiza secventiala a genei
SSU-rRNA de marimea ~830 bp, utilizdnd amorsele (primerii) 5 -TTCTAGAGCTAATACATGCG-
3(SSU-F2) si 5-CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3" (SSU-R2) pentru PCR primar respectiv 5 -
GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3" (SSU-F3) si 5 -AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3’
(SSU-R4) pentru PCR secundar. Probele au fost prelucrate in conditii sterile.

Volumul reactiei de amplificare pentru PCR primar a fost de 100 pl, fiind reprezentat de: 10x
Perkin-Elmer PCR buffer 10 pl, dNTP (1.25mM) 16 pl, SSU-F2 (40ng/uL) primer 2.5 ul, SSU-R2
(40ng/pL) 2.5 pl, MgCI2 (25mM) 6 ul, albumina serica bovina neacetilata (BSA 10 mg/mL) 4 pl, apa
distilata 56,5 pul, taq polimeraza 0,5 pl si 2 pl de ADN extras in suspensie. Programul de amplificare s-
a realizat cu amplificatorul Biometra alfa gene PCR System. Acest program a inclus urmatoarele
etape:

- un ciclu de denaturare ADN matrita la 95° C, timp de 3 minute;

- 35 de cicluri de: denaturare la 95° C, timp 45", hibridare la 55° C, timp 45" si extensie la 72°,
C timp de 1 minut;

- un ciclu de extensie finala la 72° C, timp de 7 minute.

La terminarea reactiei de amplificare primara, probele au fost stocate la 4° C dupa care s-a
trecut la a doua amplificare prezentata Tn cele ce urmeaza.

Volumul reactiei de amplificare pentru PCR secundar a fost tot de 100 pl fiind constituit din:
10x Perkin-Elmer PCR buffer 10 pl, dNTP (1.25mM) 16 pl, SSU-F3 (40ng/pL) primer 2.5 pl, SSU-R4
(40ng/uL) 2.5 pl, MgClI2 (25mM) 6 pul, apa distilata 55,5 pl, taq polimeraza 0,5 pl si
2 ul produs amplificat din reactia PCR primar. Programul de amplificare a fost urmatorul:

- un ciclu de denaturare la 95° C, timp de 3 minute;

- 35 de cicluri de: denaturare la 95° C, timp 45", hibridare la 58° C ,timp 45" si extensie la 72°
C, timp de 1 minut;

- un ciclu de extensie finala la 72° C, timp de 7 minute.

Controlul ampliconilor s-a realizat prin electroforeza orizontala in gel de agaroza 1,5% la 120
V, 60 mA, timp de 60 de minute parcurgand urmatoarele etape:

- pregatirea aparatului de electroforeza (Bioblock Consort E 865): topirea gelului de agaroza
1,5% urmata de racirea si introducerea n aparatul de electroforeza impreuna cu 100 pl tampon Buffer
TAE si 10 pl bromura de etidium. Bromura de etidium este considerata a fi cel mai convenabil colorant
folosit pentru detectarea fragmentelor de ADN in geluri de agaroza, deoarece se intercaleaza intre
baze sau intre cele doua catene gi emite radiatii fluorescente, vizibile Tn lumina ultravioleta;

- cu ajutorul unei pipete automate ntr-un microtub se realizeaza amestecul de Loading Buffer
(solutie albastra de bromfenol glicerol) 1 pl cu 9 pl produs amplificat rezultat din reactia PCR
secundar. Se face o omogenizare prin pipetari repetate si apoi se preia proba si se introduce ntr-un
godeu din gelul de electroforeza. Tn paralel, intr-un alt microtub se prepard markerul PCR, adica
standardul ADN, fatd de care se etaloneaza gelul sau fatd de care se estimeaza talia ampliconilor
obtinuti. Acest marker, care va migra full, contine: 1 pl Loading Buffer, 1 ul ADN Ladder de marime100
bp si 8 ul apa sterila. De obicei, aceasta mixtura se aseaza in primul godeu.

Standardul de talie moleculara ADN a fost reprezentat de markerul PCR (ADN Ladder 100 bp) care
contine 11 benzi de la 50 bp p&na la 1000 bp. Martorul negativ a fost reprezentat de apa deionizata.

Dupa migrarea probelor in gelul de agaroza, imaginea gelului cu fragmentele de ADN migrat a
fost fotografiat Tn mod traditional, cu un sistem Polaroid, cu expunere de céteva secunde, folosind un
transluminator UV (Sigma T 2202) cu lungimea de unda de cca. 300 nm. Preluarea imaginii s-a
realizat cu ajutorul sistemului E.A.S.Y. RH Herolab Image 2 Win PC (Herolab GmbH Laborgerate), iar
prin utilizarea programului de calculator USI s-a calculat marimea fragmentelor amplificate.

Pentru o identificare mai clara si sigura a speciilor si genotipurilor de Cryptosporidium spp. la
bovine se recomanda efectuarea in continuare a analizei polimorfismului lungimii fragmentului
restrictionat (RFLP) a produsului PCR secundar (ADN amplificat) cu ajutorul endonucleazelor Vspl si
Sspl (32). In aceastd etapa s-a trecut la prepararea urmatoarelor mixturi: 4 pl Sspl (New England
BioLabs Buffer), 22 pl apa distilata si 4 pl enzima - pentru specie; 4 pl Vspl (Promega Buffer D), 24 pl
apa distilata si 4 pl enzima - pentru genotip. Din aceste amestecuri a fost transferat 30 pl intr-un alt tub
la care s-a adaugat 10 pl produs PCR secundar. Mixtura obtinuta s-a incubat in baia de apa la 37° C,
timp de 2 ore, dupa care din produsul rezultat s-a efectuat electroforeza orizontala in gel de agaroza
1,5 % dupa tehnica descrisa anterior. Imaginea gelului cu fragmentele de ADN migrat, precum si
calcularea marimii fragmentului amplificat, au fost efectuate prin acelasi procedeu prezentat la "nested
PCR" (PCR cuibarit).
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Rezultate si discu tii

Pe baza analizei genei SSU-rRNA, la toate cele 22 de izolate, metoda "nested PCR" (PCR
cuibarit) a dezvaluit ca, dimensiunea fragmentelor amplificate a fost de ~ 850 bp. Marimea acestor
benzi a sugerat faptul ca, organismele caracterizate din punct de vedere genetic apartin genului
Cryptosporidium. Analiza polimorfismului lungimii fragmentului restrictionat (RFLP) a produsului
"nested PCR" final (PCR cuibarit) cu ajutorul endonucleazei Sspl a relevat doua benzi distincte la
regiunile 444 si 247 bp. Acest fapt sugereaza ca, este vorba de un parazitism fie cu Cryptosporidium
parvum fie cu Cryptosporidium hominis. Diferentierea dintre aceste doua specii s-a facut cu ajutorul
endonucleazei Vspl care a pus in evidenta benzi la regiunile de 628 si 104 bp. Aceste marimi indica
clar ca este vorba despre un parazitism cu C. parvum.

Rezultatele acestor investigatii de biologie moleculard, efectuate Tn premiera nationala,
demonstreaza faptul ca, la viteii in prima luna de viatd din zona de vest a Romaniei singura specie de
Cryptosporidium implicata in infectie a fost Cryptosporidium parvum. Aceastd semnalare sustine
rezultatele mai multor studii efectuate in diferite arii geografice.

Un exemplu concret ar fi studiul indelungat al lui care, in vederea determinarii prevalentei
speciilor si genotipurilor genului Cryptosporidium, au efectuat o ampla ancheta epidemiologica la
bovinele cu varste de la o zi pana la doi ani in diferite ferme din statul Maryland (S.U.A) [Santin si col.,
2008]. Rezultatele investigatiilor confirma faptul ca, specia C. parvum a fost singura specie identificata
la viteii Tn prima luna de viata sau la cei neintarcati. Pe langa aceasta specie, mai sunt prezentate alte
doua specii si un genotip cu implicatii majore Tn criptosporidioza bovina. Speciile C. bovis si genotipul
de caprioara sunt mai frecvente la viteii de dupa intarcare (fiind semnalate in proportie de 80%,
respectiv 60% dintre speciile identificate) iar specia C. andersoni apare indeosebi la juninci si vaci de
lapte. Aici trebuie mentionat faptul ca, aceste ultimele doua specii si un genotip pot fi puse Tn evidenta
doar prin analiza polimorfismului lungimii fragmentului restrictionat (RFLP) al genei SSU-rRNA cu
ajutorul endonucleazei Mboll, urmat de analiza secventiald bidirectionald a ADN-ului amplificat cu
ajutorul unui secventializator specific. Aceasta endonucleaza poate diferentia C. parvum de C. bovis si
de genotipul de caprioara [Feng si col., 2006; Santin si col., 2008; Xiao si col., 2001].

Cu cinci ani Tn urma, aceleasi investigatii au fost facute pe coasta de est a Statelor Unite.
Aceste studii au demonstrat ca C. parvum, cea mai comuna specie de criptosporidie, a constituit 85%
din infectiile la viteii neintarcati si doar 1% la cei intarcati [Santin si Trout, 2008].

Un alt studiu recent (2006), efectuat n India, a aratat ca infectiile criptosporidiene la viteii
intarcati si neintarcati se datoreaza unei singure specii C. parvum [Roy si col.,, 2006]. Rezultate
similare au fost obtinute gi in Australia, Germania, Noua Zeelanda, Portugalia si Ungaria [Beckher i
col., 2004; Learmonth si col., 2003; Mendong¢a si col., 2007; Plutzer si Karanis, 2007, Thomaz si
col.,2007].

Tn urmatorul tabel sunt prezentate speciile si genotipurile de criptosporidii identificate prin
metode moleculare pe baza analizei genei SSU-rRNA in diferite tari.

Tabel 22

Identificarea speciilor si genotipurilor de Cryptosporidium la bovinele de diferite varste pe baza analizei
genei SSU-rRNA in diferite tari

Nr.
Tara de Pr obe Varsta Specie/genotvip Referen ti
’ analizate Prevalen ta ’
sau izolate
Australia 6 izolate 0-12 saptamani 100%+C. parvum Beckher si col., 2004
Brazilia 9 izolate <2 luni 8 izolate+C. Thomaz si col., 2007
parvum
1 izolat+C.bovis
Canada 143 vitei/vaci 21.7%+C. parvum Cocklin si col., 2007
1.4%+C.bovis
China 6 izolate vitei intarcati si 5 izolate+C. bovis Feng si col., 2006
neantarcati lizolat CGC
Danemarca | 154 izolate nespecificat 50.6%-C. parvum
37.0%-C. bovis Langkjaer si col
7.8%+GC 2007 N
1.9% +C. suis
0.7 %+genotip suin
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de tip Il
1.9 %+ alte izolate

Germania 134 <1 luna 100%+C. parvum Broglia si col., 2008
India 12 izolate vitei intarcati si 11 izolate+C.
neéntarcati parvum Feng si col., 2006
1 izolat+C. bovis
India 940 0-12 luni 17,7%+C. parvum Roy si col., 2006
Irlanda de 224 izolate <1 luna 95.1%+C. parvum Thompson si col.,
Nord 3.6%+C. bovis 2006
1.3%+CGC
Noua 658 vitei/vaci 5.3%+C. parvum Learnmont si col.,
Zeelanda 2003
Portugalia 70 izolate vitei/vaci 100%+C. parvum Mendonga si col.,
2007
Mai multe 393 5 zile-2 luni 35.1%+C. parvum
state din 3.6%+C. bovis Santin si col., 2004
S.U.A 2.0%+CGC
Mai multe 447 3-11 luni 0.2%+C. parvum
state din 14.5%+C. bovis L
S.UA 3.4%+C. andersoni Santin gi col., 2004
8.1%+CGC
Mai multe 571 1-2 ani 0.7%+C. parvum
state din 4.2%+C. bovis
S.UA 5.1%+C. andersoni Fayer si col., 2007
1.8%+CGC
0.2%+C. suis
Maryland 190 izolate 0 zile -2 ani 110 izolate+C.
(S.UA) parvum
45 JzoiaterC. BOVIs | santinsi col,, 2008
andersoni
2 izolate+CGC
Michigan 248 vaci/vitei 22.6%+C. parvum Peng si col., 2003
(S.U.A) 1.6%+C.andersoni
New York 115 nespecificat 60.8%+C. parvum
(S.U.A) 36.5%+C. bovis Starkey si col., 2006
2.6%+CGC
Georgia 32 variabil 6 izolate +C.
(S.UA) parvum
15 izolate+ C. bovis
6 izolate +CGC Feng si col., 2006
1izolat +C. parvum
/C. andersoni
1 izolat +C. bovis
Scotia 411 nespecificat 99.5%+C. parvum Smith si col., 2005
0.5%+C. hominis
Ungaria 22 izolate nespecificat 21 izolate+C. . .
Plutzer si Karanis,
_parvum 2007
1izolat+CGC
Vietnam 266 <l an 33.5%+C. parvum
%+ i .
5’6§?4;)'+?)2(:§:30n' Nguyen si col., 2007
ambele
Wales (Tara 101 variabil 7 din 16 probe +au Robinson si col.,
Galilor) fost C. andersoni 2006
Zambia 32 izolate 1-90 zile 22 izolate +C.

parvum
10 izolate+C. bovis

Geurden si col., 2006

Legenda: CGC=Cryptosporidium - genotipul de caprioara; "+"= pozitiv
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Din tabel se observa ca cea mai comuna si raspandita specie este C. parvum, ea fiind
prezenta la toate categoriile de varsta aproape in toate regiunile, iar la bovine se intalnesc mai
frecvent trei specii si un genotip: C. parvum, C. bovis, C. andersoni si genotipul de caprioara.
Prevalenta infectiei variaza in limite destul de largi de la o zona geografica la alta. C. parvum
afecteaza Tn principal tineretul Tnainte de intarcare [Beckher si col., 2004; Broglia si col., 2008;
Thomaz si col., 2007; Thompson si col., 2006].

Fiecare specie a genului Cryptosporidium infecteaza un numar limitat de specii de animale. in
momentul in care aria infectivitatii parazitului cuprinde si omul, protozoarul dobandeste o semnificatie
aparte, cu implicatii asupra sanatatii publice. Bazandu-ne pe céateva studii efectuate n diferite regiuni
ale lumii, intr-adevar se poate spune ca transmiterea directa a lui C. parvum de la animale la oameni
este bine documentata [Current si col.,, 1983; Peng si col.,, 2003; Stancic si col., 2003]. Susele
zoonotice de C. parvum reprezinta mai mult de 60 % din criptosporidiile izolate de la om [Xiao si col.,
2004].

Cunostintele vagi ale practicienilor si ingrijitorilor despre aceasta boald, fac ca, in aceasta
parazitoza, controlul sa fie greu de realizat si adesea ineficient. Constientizarea existentei unui pericol
permanent de infectare, de catre persoanele care vin in contact direct cu viteii, este un factor esential
in prevenirea acestei parazitozoonoze, mai ales cand este vorba de o specie zoonotica.

Verificarea continua a proprietatilor genetice, Th concordanta cu evolutia biologiei moleculare,
ar trebui sa joace cel mai important rol Tn definirea sau descrierea speciilor de criptosporidii.

Concluzii

1. Prin analiza moleculara a genei SSU-rRNA (18S) a oochisturilor de Cryptosporidium, de la
viteii din prima luna de viata in zona de vest a Roméniei, s-a identificat un parazitism cu specia
Cryptosporidium parvum.

2. Aceste tehnici de biologie moleculara in criptosporidioza viteilor au fost efectuate pentru
prima data in Romania.

2. IDENTIFICAREA MOLECULARA (PCR) A SPECIILOR DE CRIPTOSPORIDII LA OAMENI
TN ZONA DE VEST A ROMANIEI

Introducere

Criptosporidioza, ca sporozooza neonatala oportunista este considerata de unii autori printre
primii trei-patru enteropatogeni de la om. Ea constituie o problemd majora in majoritatea tarilor
dezvoltate dar si in cele in curs de dezvoltare. Cele mai mari probleme apar in pediatrie, mai ales in
tarile in care conditiile igienice sunt precare. Impactul negativ al criptosporidiilor exercitat asupra
copiilor in primele luni de viatd se manifestd printr-un sindrom de diaree avand ca rezultat
deshidratarea si stagnarea cresterii [Fayer si col., 2007; Thompson, 2003].

Foarte mult timp s-a crezut c& singurul agent etiologic raspunzator pentru aparitia
criptosporidiozei umane este C. parvum. Aceasta datoritd lipsei intelegerii anumitor criterii de
diferentiere legate de morfologie, caractere biologice, moleculare si genetice ale speciilor din genul
Cryptosporidium. La ora actuald, datoritd utilizarii analizelor genetice care diferentiaza speciile de
criptosporidii unele de altele, se cunosc foarte bine deosebirile existente intre diferitele oochisturi de
origine umana care din punct de vedere morfologic ,par a fi identice”. Astfel, numeroase studii au
aratat faptul ca, doua specii de criptosporidii: C. parvum si C. hominis sunt raspunzatoare de
majoritatea infectiilor cu criptosporidii la om [Alves si col., 2001; Guyot si col., 2001; Mc Lauchlin si
col., 2000; Morgan si col., 2000; Ong si col., 1999; Peng si col., 1997; Sulaiman si col., 2000; Xiao si
col., 2001].

Mai tarziu, Tn urma caracterizarilor genetice, alte trei specii: C. meleagridis, C. felis si C. canis
au fost gasite Tn infectiile criptosporidiene la oamenii bolnavi de SIDA (HIV) din Statele Unite, Kenya si
Elvetia [Morgan si col.,, 2000; Pieniazek si col., 1999]. Studii mai recente au confirmat prezenta
acestor protozoare la indivizii imunocompromisi si din alte parti ale lumii [Alves si col., 2001; Gatei si
col., 2002, Guyot si col., 2001, Tiangtip si col., 2002].

La oameni, pe langa speciile de criptosporidii prezentate, au mai fost identificate si altele cum
ar fi: C. muris, genotipul de caprioara si genotipul suin de tip | [Guyot 2001, Ong 2002, Tiangtip, Xiao
Bern-2002].

Prin studiul realizat s-a urmarit evidentierea aplicabilitatii tehnicii de biologie moleculara, PCR,
in diagnosticul etiologic al criptosporidiozei umane in zona de vest a Romaniei.
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Materiale si metod a

Investigatiile epidemiologice au fost efectuate in perioada septembrie 2007-mai 2008 la un lot
de 107 persoane format din adulti si copii provenind din diferite medii (urban si rural) ale judetului
Timis. Persoanele investigate Tn numar de 107 au prezentat simptomatologie diversd ca urmare a
scaderii imunitatii generatd de o posibila infestare cu criptosporidii, in cadrul unui studiu asupra
criptosporidiozei privitd ca una din cele mai importante zoonoze.

Copii In numar de 35 aveau varste cuprinse intre doua luni si opt ani, iar dintre acestia 20 au
provenit din mediul urban iar restul de 15 din mediul rural.

Dintre cei 72 de adulfi cu varste cuprinse intre 18 si 78 de ani, 35 au fost de origine din mediul
urban iar restul de 37 erau din mediul rural (tabel 23).

Cu privire la sexul pacientilor din numarul total de copii 20 au fost de sex masculin din care 11
au provenit din mediul urban, si 15 de sex feminin din care sase au provenit din mediul rural. Din
numarul total de adulti 29 au fost de sex masculin din care 17 au provenit din mediul rural, si 43 de
sex feminin din care 23 au provenit din mediul urban (tabel 23).

Tabel 23
Date epidemiologice cu privire la pacientii de la care s-au prelevat probe de fecale
Nu_ma_rL_JI total_ de_ 107
pacienti investigati
Varsta pacien tilor Copii (n=35) Adulti (n=72)
Sexul 20 masculin 15 feminin 29 masculin 43 feminin
Mediul de 9 11 6 9 17 12 23
. N 20 rural | urba
provenien ta rural | urban | rural | urban rural urban n

Legenda n=in numar de...

Fiecarui pacient i s-a intocmit o foaie de observatie clinica in care s-a facut referire la starea
de sanatate si la diagnosticul de internare.

Printre principalele afectiuni diagnosticate cu efect imunosupresiv se numara urmatoarele:
infectii cu Escherichia coli enteropatogen, enterocolitd acutd cu sindrom de deshidratare,
gastroduodenitd acuta, hepatita toxica cronica sau virala, infectii cu virusul HIV, sindrom icteric,
sindrom febril sau tuberculoza pulmonara. La copii, au fost efectuate examene coproparazitologice
complementare prin metoda Willis.

Probele de fecale au fost prelevate individual Tn coprocultoare sterile, depozitate la 4° C si
prelucrate Tn decurs de 24 de ore in cadrul Laboratorului de Parazitologie si Boli Parazitare al
Facultatii de Medicina Veterinara din Timigoara.

in scopul evidentierii oochisturilor de criptosporidii fecalele au fost examinate prin metoda
colorarii Ziehl-Neelsen modificata de Henriksen si prin testul imunoenzimatic ELISA.

« In acest ultim caz s-a utilizat kit-ul BIO-X EASY-DIGEST (BIO K 070) (Bio-X
Diagnostics, Belgia) care este un kit de diagnostic antigenic ,in vitro” a oochisturilor
de C. parvum din fecale si respecta principiile tehnicii ELISA dublu — sandwich, avand
urmatoarea componenta: doua microplaci: cu cate 96 de camere de microtitrare care
sunt saturate cu anticorpi monoclonali specifici pentru Cryptosporidium parvum

* solutia de spalare, care se va dilua in proportie de 1:20 cu apa distilata;

* solutia de dilutie pentru diluarea probelor de fecale in proportie de 1:1;

e conjugatul

e martorul pozitiv si negativ;

* solutia de cromogen (tetrametilbenzidina) si substratul enzimatic (hidrogen peroxid);

* solutia de stopare (acid fosforic 1M)

Anticorpul legat la placa recunoaste si fixeaza antigenul din proba de cercetat. Acesta
recunoaste si fixeaza un al doilea anticorp anti-antigen (preparat pe alta specie) care la randul lui
reactioneaza cu anticorpul anti al doilea anticorp cuplat cu enzima (conjugat imunoenzimatic). Prin
descompunerea substratului specific se produce oxidarea unui cromogen ce isi schimba culoarea

Principiul testului se bazeaza pe faptul ca anticorpii monoclonali cu care sunt impregnate
camerele de microtitrare ,captureazd” antigenele agentilor patogeni corespunzatori din probele de
fecale.

Modul de lucru este redat schematic si are urmatoarele etape:
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L

- Componentii kitului ELISA se aduc la temperatura camerei cu o jumatate de ora nainte

de inceperea lucrului

Diluarea solutiei de dilutie (Dilution Buffer) cu apa distilata in proportie de 1:5 (adica de 5X).
Diluarea probelor de fecale cu solutia de dilutie (Dilution Buffer) in proportie de 1:1

Diluarea solutiei de spalare (Washing Solution) Tn proportie de 1:20 (adica de 20X).

Asezarea fecalelor in godeurile microplacii (100 pl) si incubare timp de o ora la temperatura
camerei.

Spalarea microplacii de trei ori (3X) cu solutie de spalare diluata anterior.

Diluarea conjugatului in proportie de 1:50 cu solutie de dilutie (Dilution Buffer) (de exemplu
pentru o placa diluati 250 pl de conjugat cu 12.25 ml de diluant). Ad&ugati 100 pl de conjugat
diluat n fiecare godeu dupa care incubati timp de o ora la temperatura camerei.

8. Spalarea microplacii de trei ori (3X) cu solutie de spalare diluata anterior.

9. Diluarea solutiei de indicator (chromogen) extemporaneu in cantitate de 10 ml, adica 12
picaturi de solutie chromogen TMB (500 pl) se dizolva in 9.5 ml (Substrat Solution)- pentru o
placa intreaga sau 6 picaturi cu 4.75 ml pentru o jumatate de placa. Adaugarea cromogenului
n cantitate de 100 pl intr-un microgodeu. Incubare timp de 10 minute la temp camerei.

10. Adaugarea a 50 pl solutie de stopare.

11. Citirea probelor la 450 nm lungime de unda.

Interpretare: valorile densitatilor optice finale ale probelor de cercetat s-au obtinut prin
scaderea valorii densitatii optice a martorului negativ din valoarea densitatii optice a fiecarei probe
obtinuta la citire. Limita inferioara a pozitivitatii pentru fiecare antigen este de 0,150 densitate optica
finala. Probele care au o densitate mai mica decéat valoarea mentionata anterior sunt considerate
negative (88).

Metoda Ziehl-Neelsen modificat a de Henriksen si Pohlenz a fost o altd metoda prin care
am Tincercat sa evidentiem criptosporidiile. Prin aceastd metoda criptosporidile apar ca elemente
rotunde sau ovoide, de 4-6um, culoare rosie vie pe un fond verde. Citoplasma lor ste granulata, cu un
centru, adesea, mai clar si contindnd 0-6 corpusculi intunecati.

Prin aceasta tehnica alte elemente neacidorezistente din fecale sunt colorate prin trecerea
prin acid sulfuric si se coloreaza ulterior in verde datorita contracolorarii. Celulele, bacteriiile si levurile
apar, deci, verzi diferentiindu-se usor de criptosporidii. Alte cocidii se coloreaza tot in rosu-viu, dar
sunt de dimensiuni mai mari. Aceasta metoda are avantajul ca este fiabila, se realizeaza usor, citirea
este simpla, evita confuzia oochisturilor cu levurile sau alte particule din fecale si lamele pot fi
conservate. Totusi, metoda necesita un timp mai lung si este necesara o atentie sporitd si o oarecare
experienta Tn momentul decolorarii cu acidul sulfuric [Darabus si col., 1996; Imre si col., 2008].

Probelor pozitive (in numar de patru din 107 examinate) li s-a adaugat bicromat de potasiu 2%
pentru coservare, dupa care s-a trecut la o etapa premergatoare reactiei polimerazice in lant (PCR).

Tehnica concentrarii oochisturilor de Cryptosporidium spp., extractia ADN-ului, reactia de
polimerizare in lant (PCR) respectiv analiza polimorfismului lungimii fragmentului restrictionat (RFLP)
au fost facute conform metodologiei de lucru descrisa in capitolul 111.B.1.

aprwDd

No

Rezultate i discu tii

in urma examinarii materiilor fecale prin metodele colorarii Ziehl-Neelsen modificata de
Henriksen si Pohlens (folosita ca si metoda standard) respectiv ELISA (kit-ul BIO K 070), din cele 35
de probe recoltate de la copii, in patru probe s-au identificat oochisturi de criptosporidii. In probele de
fecale recoltate de la adulti, in numar de 72, nu s-au pus Tn evidentd oochisturi de criptosporidii.
Varsta copiilor de la care s-au identificat oochisturi de criptosporidii a fost de: sase ani si patru luni,
patru ani, doi ani si patru luni respectiv de trei luni cu provenienta din mediul rural. Cu privire la sex doi
dintre copii erau de sex masculin si doi de sex feminin. Toate fecalele in care s-au identificat
criptosporidii aveau aspect diareic, iar diagnosticul de internare a copiilor a fost de enterocolita acuta
cu sindrom de deshidratare.

Asadar din totalul de 107 probe de fecale diareice si nediareice in patru probe (utilizand testul
ELISA) au fost identificate oochisturi de criptosporidii. Aceasta ar insemna o pozitivitate de 3,7%.

Pe baza analizei genei SSU-rRNA a oochisturilor din probele pozitive, la cele patru izolate,
metoda "nested PCR" (PCR cuibarit) a dezvaluit ca, dimensiunea fragmentelor amplificate a fost de ~
850 bp. Din punct de vedere genetic, marimea acestor benzi indica faptul ca organismele
caracterizate apartin genului Cryptosporidium. Analiza RFLP a produsului "nested PCR" final (PCR
cuibarit) cu ajutorul endonucleazei Sspl a relevat doua benzi distincte la regiunile 444 si 247 bp. Acest
fapt sugereaza ca, este vorba de un parazitism fie cu C. parvum fie cu C. hominis. Diferentierea dintre

49/68



aceste doud specii s-a facut cu ajutorul endonucleazei Vspl care a pus in evidenta benzi la regiunile
de 556 si 104 bp. Aceste marimi indica clar ca este vorba despre un parazitism cu C. hominis.

Rezultatele acestor investigatii de biologie moleculara demonstreaza faptul ca, singura specie
de Cryptosporidium implicata in criptosporidioza umana a fost C. hominis. Spre deosebire de infectia
la animale, criptosporidioza la om nu are specificitate de varsta, desi incidenta la tineret poate fi mai
ridicatd datorita faptului ca, posibilitatile de expunere sunt mai mari iar probabilitatea unei imunitati
instalate datorate unei expuneri anterioare este mai mica [Checkley si col., 1998].

Un aspect interesant ar fi neidentificarea protozoarului la adulti cu toate ca, majoritatea dintre
ei sufereau de boli cu efect imunosupresant cum ar fi: infectii cu virusul HIV, hepatita toxica cronica
sau virala, sindrom icteric si febril sau tuberculoza pulmonara. Pe plan mondial, cele mai severe cazuri
de criptosporidioza au fost semnalate la pacientii infectati cu virusul imunodeficientei umane (HIV)
[Alves si col.,, 2001; Fayer si col., 2000; Fayer si col., 2007]. Transmiterea izolatului uman de C.
hominis de la o persoana infectata la alta (transmitere antroponotica), izbucnirea frecventa a
criptosporidiozei in gradinite, crese si centre de ingrijire a copiilor, dobandirea caracterului nosocomial
al bolii si infectarea odata cu hrana, confirma importanta transmiterii interumane a bolii [Xiao si col.,
2001].

Cu toate ca la nivel mondial, in etiologia criptosporidiozei umane au fost implicate o gama
larga de specii zoonotice de criptosporidii (C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. felis si C. canis)
in conditiile tarii noastre s-a identificat doar o singura specie. Este adevarat ca, si numarul izolatelor
analizate a fost mai redusa.

Pana nu demult C. parvum a fost considerata ca fiind singura specie de Cryptosporidium
infectanta pentru om. Utilizarea unor metode de genotipizare prin mijlocul anilor '90 a permis
identificarea a doua genotipuri (I si Il) in cadrul acestei specii "standard" de la mamifere. Mai tarziu,
aceste doua genotipuri au devenit C. parvum in "sensul strict" respectiv C. hominis, ambele cu
infectivitate pronuntata pentru persoanele imunocompetente si imunocompromise [Xiao si col., 2004].
In fecalele umane, pe baza analizei subsecventiale a genei SSU-rRNA, s-a pus in evidentd prezenta
si a altor specii de criptosporidii cum ar fi: C. canis, C. felis si C meliagridis [Pieniazek si col., 1999].
Alte specii care au mai fost semnalate in cazuri izolate de la om sunt C. muris [Katsuda 2006] si C.
suis [Xiao si col., 2002]. La pacientii cu criptosporidioza, pe l1anga speciile enumerate anterior, au mai
fost intalnite si genotipuri ale genului Cryptosporidium cum ar fi: genotipul de caprioara [Ong si col.,
2002], genotipul suin de tip | [Ong 2002], genotipul C andersoni — like [Leoni 2006] genotipul veverita
de tip | (W17) [Feltus 2006], genotipul de sconcs [Nichols 2006] si C. hominis genotipul de maimuta
[Mallon 2003]

Dintre speciile de Cryptosporidium patogene pentru om doar doua (C. parvum si C. hominis)
sunt responsabile de majoritatea infectiilor, acestea fiid considerate specii zoonotice majore [ Xiao si
Ryan, 2004].

Au fost raportate diferente geografice cu privire la raspandirea acestor doud specii. Dintr-un
studiu mai recent efectuat Tn Marea Britanie se desprinde ca, prin analiza a 13112 de probe de fecale
de origine umana cu criptosporidii, speciile implicate au avut urmatoarea distributie: C. hominis 50,29
%, C. parvum 45,6 %, C. hominis si C. parvum 0,5 %, C. meleagridis 0,8 %, C. felis 0,2 %, C. canis
0,02 %, C. suis 0,01 %, genotipul de caprioara 0,05 %, genotipul CZB 141 0,01 % si genotipul de
sconcs 0,01 %. Un procent de 2,6 dintre izolate au fost specii sau genotipuri nedefinite [Fayer si col.,
2007]. Este foarte putin probabil ca acesti agenti etiologici prezentati anterior sa fie implicati ca agenti
patogeni majori in criptosporidioza umana. Imunosupresia nu reprezinta o conditie necesara pentru ca
infectia sa se poata dezvolta cu oricare dintre aceste specii.

De asemena in tarile europene, desi in studiile mai vechi apare C. parvum ca agent patogen
major si mai des ntalnit decat C. hominis, studii mai recente au constatat ca C. hominis are o
prevalentd mai mare decat C. parvum. Astfel, in Olanda prin studiul a 91 de izolate umane: 70% au
fost C. hominis , 19% au fost C. parvum, 10% o combinatie intre C. parvum si C. hominis gi 1% au fost
C. felis [Wielinga si col., 2008]. In Spania, Llorente si col. (2007) au identificat C. hominis in 59 din 92
probe de la copii imunocompetenti si in 10 din 16 probe de la adulti infectati cu HIV (63,8%) [Llorente
si col., 2007]. In schimb C. parvum a fost semnalat la 28 de copii si 6 adulti (31,5%) avand o
prevalenta mai mare la copii din zonele rurale decat la cei din zonele urbane, lucru semnalat si in
conditiile tarii noastre.

In S.U.A., Canada, Australia, Japonia si in tarile In curs de dezvoltare C. hominis a fost
specia mai frecvent intalnita la om decét C. parvum [Peng si col., 1997].

in Noua Zeelanda, prin analiza a 423 de cazuri de criptosporidiozd umana, la 46,8% s-a
semnalat specia C. hominis si la 52,7% C. parvum [Learnmont si col., 2003].
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O prevalenta mai mare a speciei C. parvum este intalnitd la om in Estul Mijlociu. In urbanizatul
Kuwait City aproape toate cazurile de criptosporidioza la copii au fost cauzate de C. parvum [Sulaiman
si col., 2005]. Tn Iran 7 din 8 pacienti cu HIV si 4 din 7 copii au avut criptosporidioza cauzaté de C.
parvum iar restul de C. hominis [Meamar si col., 2007].

in Turcia, din patru cazuri de criptosporidioza la copii, toate au fost cauzate de C. parvum
[Tamer si col., 2007].

In Peru, unde o proportie semnificativa din infectiile cu criptosporidii la oameni se datoreaza
speciilor zoonotice, nu s-au constatat diferente semnificative intre copii si adultii infectati cu HIV, Tn
ceea ce priveste distributia celor cinci specii de criptosporidii comune: C. hominis, C. parvum, C.
meleagridis, C. felis si C. canis [Xiao si col., 2001].

Se pare, dar rAmane nedovedit, cad extinderea infectiei cu C. parvum la oameni Tn cateva
regiuni ale lumii se datoreaza cregterii intensive in special a rumegatoarelor asociata cu existenta unor
concentratii mari de animale tinere.

Trebuie luat in considerare si faptul ca, multe alte specii de criptosporidii neidentificate ihca la
oameni, pot fi implicate ca agenti patogeni majori in izbucnirea criptosporidiozei umane. Acest lucru
poate fi favorizat de schimbarile socio-economice si ale mediului Tnconjurator [Xiao si col., 2004].

Concluzii

+« Prin analiza moleculara a genei SSU-rRNA (18S) a oochisturilor de Cryptosporidium,
izolate de la oameni din zona de vest a Romaniei, s-a identificat un parazitism cu
specia Cryptosporidium hominis.

% Aceste tehnici de biologie moleculara in criptosporidioza umana au fost efectuate
pentru prima data in Roméania.

3. SUBTIPIZAREA SPECIEI CRYPTOSPORIDIUM PARVUM DE LA VITEIl DIN VESTUL ROMANIEI
PRIN ANALIZA SECVENTIALA A GENEI GP60

Materiale si metode

Studiul a fost realizat in perioada februarie - mai anul 2008, pe un numar de 12 izolate de
Cryptosporidium parvum de origine bovina cu varste cuprinse intre sapte si 45 de zile. Viteii de rasa
Holstein-Friza au provenit din doua efective de vaci de lapte (20-50 de vitei/efectiv), din doua localitati
ale judetelor Bihor si Arad, cu antecedente diareice si prezenta protozoarului Cryptosporidium spp. n
efectiv.

Extractia ADN-ului din oochisturi si amplificarea PCR a genei GP60 s-a facut prin "metoda
MiniBeadBeathers/Silica" descrisa de Alves si col. in 2001 si prezentata in capitolul 111.B.1. [Alves si
col., 2001]. Protocolul "nested PCR" (PCR cuibarit) a utilizat amplificarea unui fragment de marimea a
~850 bp a genei GP60 respectand metodologia de lucru descrisd de Alves si col. Th 2003. Tn unele
cazuri s-a mai utilizat amplificarea unui alt fragment de ~ 400 bp a aceleasi gene, dupa tehnica
descrisa de Sulaiman si colaboratorii Tn 2005.

Secventializarea ADN-ului si analiza filogenetica s-a realizat prin secventializarea
bidirectionala a produsului PCR utilizand autosecventializatorul ABI 3100 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Cu ajutorul programului ClustalX (ftp://www.ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalX/)
secventele de nucleotide obtinute au fost aliniate si comparate Tn conformitate cu secventele
referentiale din Banca de Gene.

Rezultate si discu tii

Secventializarea si analiza filogenetica a produsului PCR amplificat a genei GP60 a aratat ca,
cele 12 izolate de C. parvum de origine bovina din zona de vest a Romaniei, apartin unui singur subtip
familial lla.

Distributia subtipului familial lla a speciei C. parvum n cele doua localitati ale judetelor Bihor si
Arad sunt prezentate in tabelul 24.
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Tabel 24

Distributia unor subtipuri familiale GP60 Tn doua localitati vestice ale Roméaniei, obtinute prin analiza
secventiala a unor izolate de C. parvum

Subtipuri Santiul mic Utvinis
Gp60 (nr. Probe pozitive) (nr. Probe pozitive)
1aA15G2R1 7 1
1aA16G1R1 0 4

In ferma din localitatea Santiul Mic (judetul Bihor) toate izolatele de C. parvum au apartinut
unui singur subtip familial 11aA15G2R1.
In ferma din localitatea Utvinis (judetul Arad) patru probe (80%) din cinci analizate au apartinut
subtipului familial laA16G1R1, iar un singur izolat subtipului familial 11aA15G2R1. Diferentele dintre
aceste doua subtipuri sunt minore si constau in numarul de repetitii ale tripletei de aminoacizi TCA,

TCG si/lsau TCT.

Distributia geografica a subtipurilor familiale GP60 a speciei Cryptosporidium parvum la
bovine este prezentata in urmatorul tabel.

Tabel 25

Subtipuri GP60 a speciei C. parvum identificate la bovine (dupa Santin si Trout, 2007)

Origine geografica

Numar de probe

Subtipuri gp60 a speciei
c. Parvum (numar de
probe)

Referenti

Canada

2

laA16G3R1 (2)

Strong si col. 2000

U.S.A.

1

laA18G5R1 (1)

Portugalia

72

laA15G2R1 (61)

laA16G2R1 (7)

IIdA17G1 (4)

Alves si col. 2003, 2006

U.S.A.

33

laA15G2R2 (10)

laA16G2R1 (8)

laA16G2R1 (8)

laA16G1R1 (3)

laA16G3R1 (2)

laA16G3R2 (2)

Slovenia

laA17G1R1 (4)

Stantic-Pavlinic si col
2003

Italia

laA13G2R1 (1)

Wu si col., 2003

Japonia

laA16G2R1 (1)

Marea Britanie

1laA20G3R1 (2)

Chalmers si coll., 2005

Japonia

laA15G2R1 (3)

Abe si col., 2006

U.S.A.

O(WIN(F|F]| &

laA15G2R1 (6)

India

laA15G2R1 (5)

1laA13G2R2 (1)

laA14G2R1a (1)

laA14G2R1b (1)

IdA15G1 (1)

Feng si col., 2006

Irlanda de Nord

214

laA18G3R1 (120)

laA15G2R1 (28)

laA17G2R1 (19)

laA19G4R1 (15)

laA20G3R1 (6)

laA17G3R1 (5)

laA19G3R1 (5)

laA20G5R1 (3)

laA18G2R1 (2)

1aA20G2R1 (2)

laA16G3R1 (1)

Thompson si col., 2006
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1aA17G1R1 (1)
laA18R1 (1)
1aA19G2R1 (1)
1aA20G4R1 (1)
Ila-necunoscute (5)

Familie noua (1)

1aA15G2R1 (10)
1aA16G2R1 (9)
1aA16G3R1 (8)
Canada 36 1aA16G1R1 (4)
1aA13G2R1 (2)
1aA17G2R1 (2)
1aA18G3R1 (1)

Trotz-Williams si col.
2006

1aA15G2R1 (134)
1aA15G2R2 (10)
1aA11G2R1 (9)
1aA18G2R1 (9)
1aA17G2R1 (7)
U.S.A. 175 [1aA19G2R1 (3)
(16 ferme in 8 state) laA11G2R1+
1aA15G2R2 (1)
laA11G2R1+
1aA15G2R1 (1)
laA18G2R1+
1aA19G2R1 (1)

Xiao si col., 2007

In marile tari industrializate rezultatele analizei secventiale a genei GP60 stau la baza teoriei
transmiterii zoonotice a criptosporidiozei. Din tabel se desprinde ca majoritatea izolatelor de la bovine
apartin subtipului familial lla a speciei C. parvum, subtip identificatd si la oameni. Subtipul familial
anthropozoonotic llc nu a fost Thca semnalat la bovine. Tn cadrul subtipului familial lla cel mai comun
subtip din lume este [laA15G2R1, acesta fiind identificat si la majoritatea cazurilor analizate (66,6%) n
partea de vest a Romaniei. De exemplu Tn Portugalia 61 din 72 de izolate (Alves 2003, 2006), Tn India
cinci din noua izolate [Feng si col., 2006] sau Tn S.U.A. 135 din 175 de izolate [Xiao si col., 2007] au
avut acest subtip familial.

Tn Irlanda de Nord s-a observat o divesrsitate geneticd mai mare In cadrul alelei lla. Cel mai
comun subtip familial a fost 1aA18G3R1 (120 din 214) urmat de subtipurile 11aA15G2R1 (28 din 214)
si laA17G2R1 (19 din 214)(vezi tabel 24) [Thompson si col., 2006].

Prevalenta mai crescuta a subtipului 1laA15G2R1 la viteii din intreaga lume a fost frecvent
identificata si la oamenii din Australia, Japonia, Kuweit, Irlanda de Nord, Portugalia, Slovenia si Statele
Unite [Santin si Trout, 2007]. Acest lucru sugereaza faptul ca, subtipul lla se poate difuza cu usurinta
in populatia de bovine gi poate fi transmis gi la om. Aceasta subtipizare a speciei C. parvum promite o
unealtd adevarata in analiza surselor de infectie si intelegerea dinamicii transmiterii criptosporidiozei,
insa toate acestea chiar si la nivel mondial se afla la un nivel de pionerat.

Concluzii

% Secventializarea si analiza filogenetica a produsului PCR amplificat a genei GP60
a aratat ca, cele 12 izolate de C. parvum de origine bovina din zona de vest a
Romaniei, apartin unui singur subtip familial lla.

% Aceste tehnici de biologie moleculara n criptosporidioza viteilor au fost efectuate
pentru prima data Tn Roméania si aduc contributi majore la cunoasterea

criptosporidiozei pe plan national si mondial.
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IV. A. TESTAREA EFICACITA'!'II ANTICRIPTOSPORIDIENE A UNOR MEDICAMENTE

a. Activitatea unui supliment nutri  tional in infec tia natural & cu Cryptosporidium spp. la vi tei

Cu toate ca au fost incercate peste 200 de medicamente n tratamentul specific si simptomatic
al criptosporidiozei, pana azi nu se cunoaste un medicament realmente eficace. Totusi unele din
produsele experimentate au redus sau chiar au stopat eliminarea oochisturilor. A fost incercata
eficacitatea terapeutica a antibioticelor, sulfamidelor, anticoccidicelor, antihelminticelor, antimalaricelor
si antifungicelor. Rezultate incurajatoare au fost obtinute prin utilizarea: lactatului de halofuginona,
paromomycinului, lasalocidului, sulfaquinoxalinei, decoquinatului sau al a-ciclodextrinei [Stockdale si
col., 2007].

In absenta unui tratament specific, si in special la viteii cu diaree severa, terapia simptomatica
este indispensabild. Desi datele privind utilizarea colostrului $i a unor substante energizante sau
antiinfectioase sunt contradictorii, totugi, avand in vedere faptul ca, de obicei infectia este mixta,
coexistand si bacterii si/sau virusuri, acesta nu poate sa aiba decat un rol benefic. Administrarea
colostrului diluat in proportie de 1:1 cu solutii electrolitice si substante nutritive, duce la o diminuare cu
50% a extensivitatii si intensivitatii infectiei criptosporidiene la vitei [Darabug, 1996]. Spring si col.
(2000) au demonstrat actiunea antibacteriana a unui supliment nutritional observand aderenta si
eliminarea enteropatogenilor E. coli si Salmonella spp. la fibrele hidrofobe de lecitina si
mannanoligozaharide (MOS).

Avand n vedere aceste considerente s-a urmarit determinarea unei posibile eficacitati a unei
surse de electroliti si glucoza cu administrare orala n infectia naturala cu Cryptosporidium spp. la vitei.

Materiale si metode

Studiul include trei efective de vitei (20-50 de vitei/efectiv) de rasa Holstein-Friza, din trei
localitati ale judetelor Arad si Timig, cu antecedente diareice si prezenta protozoarului Cryptosporidium
spp. in efectiv. Viteii investigati, cu varste de pana la 30 de zile, au fost repartizati dupa nagtere in
boxe individuale cu asternut de paie. In cele trei ferme, cu o singurd exceptie, nu s-au efectuat
dezinfectii. Toti viteii au beneficiat Tn prima zi de viata de colostru dupa care s-a trecut la hranirea cu
lapte praf. Intr-o ferma s-au efectuat vaccinari Tmpotriva unor boli virale (rotavirus serotipul G6, G10 si
coronavirus) respectiv bacteriene (E. coli K99 si Clostridium perfringens tipul C toxoid ) cu un vaccin
viu atenuat.

Din cele trei efective s-au format doua grupuri de vitei cu sindrom de diaree gi care au fost
tratati pe cale orala timp de sapte zile. Animalelor din grupul I (grupul placebo) in numar de sase li s-a
administrat 100 ml de apa de robinet amestecat cu 2 litri de lapte praf de doud ori/zi. Grupul Il de vitei,
(grupul D) in numar de noua, a beneficiat de un tratament cu 2 litri de lapte praf amestecat cu
aproximativ 100 grame produs testat. Preparatele au fost administrate de catre ingrijitori, care au
primit dou& recipiente mate colorate diferit continand cele dou& substante mai sus amintite. Ingrijitorii
nu au fost informati de continutul recipientelor. Tratamentul a ihceput in ziua in care viteii au prezentat
primele semne clinice de diaree.

Produsul testat este o sursa importantd de energie care: Tnbunatateste absorbtia fluidelor,
corecteaza rapid si continuu acidoza metabolica respectiv leaga si elimina unii enteropatogeni (ex. E.
coli si Salmonella spp.) datorita compozitiei in fibre hidrofobe de lecitina si mananoligozaharide
(MOS). Totodata este compatibil cu apa, laptele sau inlocuitorii de lapte si prezinta o palatibilitate
crescuta pentru vitei. Contine o gama larga de minerale si electroliti cum ar fi: ionii de sodiu, clor,
potasiu, bicarbonat, citrat, acetat; precum si humeroase substante nutritive: glucoza, lactoza, glicina,
fibre hidrofobe de lecitina si mananoligozaharide (MOS).

Fiecare vitel luat in studiu a fost examinat de trei ori pe parcursul tratamentului si inca odata la
0 saptamana dupa terminarea acestuia. La examenul clinic s-au consemnat urmatoarele date:
performante generale, apetit, temperatura, consistenta fecalelor (normale, semilichide sau lichide) la
fel ca si nivelul deshidratarii pe zile (zilele zero, patru, sapte si paisprezece). De fiecare data cand
viteii au fost examinati clinic, au fost colectate probe de fecale care au fost prelucrate pentru prezenta
Cryptosporidium spp. prin metoda etalarii directe sau prin colorarea Ziehl-Neelsen modificata de
Henriksen. Numarul oochisturilor Tn 10 cAmpuri microscopice alese randomic a fost clasificata in patru
categorii: niciunul, slab (1-4 oochisturi), mediu (5-10 oochisturi) si crescut (>10 oochisturi). Tn plus,
fiecare proba a fost examinata prin testul ELISA (Digestiv ELISA kit®; Bio-X, Belgium) pentru alti trei
enteropatogeni: rotavirus, coronavirus si E. Coli F5. Pentru diferentele intre datele observate in diferite
zile si intre cele doua grupuri rezultatele au fost interpretate prin testul xz.
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Rezultate si discu tii

La nceputul tratamentului (ziua 0) la grupa placebo nu a fost semnalatéd prezenta oochisturilor
de Cryptosporidium spp. in probele de fecale. La grupa D 11,5% dintre vitei s-au dovedit a fi excretori
de oochisturi. Tn ziua a patra 83,3% dintre animalele din grupul I, respectiv 77,7% din grupul Il au
excretat oochisturi. In ziua a saptea 83,3% respectiv 88,8% dintre viteii din cele doua grupuri au fost
excretori de oochisturi de Cryptosporidium spp. La ultima recoltare (ziua 14), 33,3% dintre viteii din
grupul placebo respectiv 44,5% dintre viteii din grupul D Tnca mai eliminau oochisturi (tabel 26).

Tabel 26

Prevalenta si intensitatea excretiei oochisturilor de Cryptosporidium spp. la cele doua grupuri de vitei
n perioada experimentului

Ziua Grupul _ Oochisturi excretate Prevalenta

Niciunul (%) Slab (%) Mediu (%) Crescut(%) (%)

Ziua 0 | 100 0 0 0 0
Il 88,9 11,1 0 0 11,5
Ziva 4 | 16,6 16,6 50 16,6 83,3
Il 22,2 11,1 22,2 44,4 77,7
Ziva 7 | 16,6 16,6 16,6 50 83,3
Il 11,1 11,1 66,6 11,1 88,8
Ziua 14 I 66,6 0 16,6 16,6 33,3
Il 55,5 11,1 22,2 11,1 44,5

Pe parcursul a doua saptamani de investigatii (zilele zero, patru, sapte si paisprezece) nu au
fost semnalate diferente semnificative (p>0,05) intre cele doud grupuri cu privire la excretia de
oochisturi.

100%
80% 1
60% 1
40%
20%

0%-

ziua ziua ziua ziua ziua ziua ziua ziua
0 4 7 14 0 4 7 14

[l negativ L] slab @ mediu B intens

Fig.12. Reprezentarea grafica a prevalentei si intensitatii infectiei cu Cryptosporidium spp. n functie
de eliminarile de oochisturi

Starea generala a animalelor (temperatura, apetit, facies, temperament) in ziua zero a fost
asemanatoare, majoritatea viteilor din cele doua grupuri fiind in stare buna. La urmatoarea data cand
au fost facute investigatii (ziua patru) starea animalelor din grupul placebo a fost depreciata vizibil,
acest lucru mentindndu-se pana in ziua a saptea de tratament. Viteii din grupul D au avut o stare
generala relativ buna si constanta pe tot parcursul a doua saptaméani de investigatii.
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in ziua a patra de examinare s-a constatat o scadere distinct semnificativa (p<0,01) a diareei
la grupul D comparativ cu grupul placebo. Aceasta scadere a devenit foarte semnificativa (p<0,001) in
ziua a saptea. In ultima zi de investigatie procentul viteilor cu diaree a scazut distinct semnificativ
(p<0,01) la grupul placebo respectiv semnificativ (p<0,05) la grupul D comparativ cu ziua antecedenta
in care s-au facut examindri (fig. 13). Pe parcursul studiului, apetitul s-a schimbat foarte putin,
diferentele fiind nesemnificative (p>0,05). In ziua a patra de examinare la aproximativ 30% in fecalele
viteilor din grupul placebo s-au semnalat urme de strii de sange. Deshidratarea a avut un traseu
similar cu diareea, fiind Tn procent mai mic la grupul D decat la grupul placebo inca din ziua a patra de
investigatie.

La grupul placebo s-a remarcat o corelatie directd intre excretia de oochisturi gi prezenta
diareei, cele doua caractere evoluandu-se in paralel (fig. 12 si 13). Aceasta observatie a fost valabila
si pentru starea generala a animalelor din grupul respectiv care s-a inrautatit odata cu mentinerea
diareei si a excretiei de oochisturi. Nu s-au inregistrat corelatii intre excretia de oochisturi gi
severitatea diareei.

120
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Fig. 13. Reprezentarea grafica a evolutiei diareei la cele doua grupuri pe parcursul experimentului

La grupul D, spre deosebire de grupul placebo, cresterea excretiei de oochisturi n-a fost
acompaniatd de inrautatirea starii generale care s-a imbunatatit inca din ziua a patra de investigatii.
Totodata s-a remarcat o scadere a procentului de vitei excretori de fecale diareice Tnsotitda de o
inbunatatire a starii generale.

La examenul fecalelor (zilele zero, patru, sapte si paisprezece ) prin testul ELISA cu kit-ul Bio-
K 151 (Digestiv ELISA kit®; Bio-X, Belgium) s-au evidentiat infectii cu rotavirusuri. Infectii cu E. coli F5
si coronavirusuri nu au fost diagnosticate.

Sinopticul probelor pozitive la cei doi enteropatogeni este prezentata in tabelul 27.

Tabel 27

Sinopticul probelor pozitive la kit-ul Bio-K 151 (Digestiv ELISA kit®)

. Cryptosporidium Cryptosporidium + Rotavirus singur
Zile Grupe yspingupr (%) );gtavieus (%) (%) )
Ziua 0 Placebo 0 0 50
Grup D 0 11,5 0
Ziua 4 Placebo 33 50 0
Grup D 55,5 22,2 11,1
Ziua 7 Placebo 50 33,3 16,6
Grup D 22,2 66,6 0
Ziua 14 Placebo 33,3 0 33,3
Grup D 11,1 33,3 0

Prezenta rotavirusurilor in cele doua grupuri a fost semnalatd preponderent la viteii care
proveneau din efective Tn care nu se practica vaccinarea impotriva unor enteropatogeni.
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Diagnosticarea infectiilor cu rotavirus Tnca din prima zi de examinare (tabel 27) a contribuit Tn mare
masura la cresterea Tnbolnavirilor si a excretiei de ochisturi. Acest lucru pune sub semnul ntrebarii
eficacitatea medicamentului testat asupra excretiei de oochisturi de Cryptosporidium spp. deci, pentru
demonstrarea adevaratului efect este necesara o monoinfectie doar cu protozoar.

Asa cum era de agteptat la grupul placebo, inca din prima zi de investigatie, diareea a fost
corelatéd cu scaderea performantelor generale si cu aparitia semnelor clinice ale deshidratarii.

Prezenta sau chiar cresterea excretiei de oochisturi la grupul D (zilele patru-sapte)
demonstreaza ineficacitatea produsului testat (supliment nutritional) asupra oochisturilor de
Cryptosporidium spp. Cu toate acestea acest produs, desi nu a avut o actiune anticriptosporidiana, a
determinat reducerea perioadei cu diaree si ameliorari clinice, prin neutralizarea germenilor patogeni
grefati pe leziunile produse de criptosporidii. Actiunea antibacteriand a produsului testat a fost
demonstrata de Spring si col. (2000) care au observat aderenta si eliminarea enteropatogenilor E. coli
si Salmonella spp. la fibrele hidrofobe de lecitina si mannanoligozaharide (MOS) [Spring si col., 2000].
Pe de alta parte aceste investigati demonstreaza ca, in lipsa unui tratament specific, n
criptosporidioza, terapia cu o mixtura de substante energizante, saruri minerale si substante cu
actiune antimicrobiana este foarte importanta. Aceasta afirmatie se bazeaza pe scaderea procentului
de vitei excretori de fecale diareice insotitd de o Tnbunatatire a starii generale la grupul D (fig. 12 si
13).

Nu s-au facut comparatii cu alte cercetari, deoarece, din studiul monografic cercetat, rezulta
ca acest produs nu a fost inca testat pe animale in criptosporidioza.

Concluzii

¢ Produsul testat nu reduce eliminarile de oochisturi de Cryptosporidium spp.

% Sursa de electroliti si glucoza produce ameliorari clinice evidente in criptosporidioza
prin reducerea diareilor la vitei, si consecutiv, o Tnbunétatire a starii generale.

b. Testarea eficacit atii anticriptosporidiene a produsului Scourban Plus ®

Criptosporidioza, produsa de specii ale genului Cryptosporidium, este considerata o
importanta boala parazitara care determina diaree, deshidratare, scaderea in greutate si uneori
moartea animalelor de ferma. La mieii nou nascuti perioada prepatenta este de aproximativ cinci zile
iar semnele clinice se mentin de la cinci zile pana la doua saptamani.

Simptomul predominant este diareea usoara pana la severa insa, si alte semne ca depresia,
anorexia si durerea abdominala sunt prezente. Un numar mare de oochisturi (108-1010 oochisturi/g)
sunt prezente in fecalele diareice. Scaderea in greutate si mortalitatea asociate cu aceasta boala
induc pierderi economice importante pentru fermier.

Multitudinea medicamentelor testate pana in acest moment cum sunt: lactatul de
halofuginona, paromomicinul si cyclodextrinul au demonstrat eficacitate in tratamentul si
chemoprofilaxia criptosporidiozei la mieii nou nascuti. Pe langa aceste medicamente, si altele cum ar
fi: sulfadimidina, sulfadimethoxina, sulfaquinoxalina, sulfadimethoxina au fost utilizate cu succes n
combaterea acestei protozoonoze. In literatura de specialitate sunt citate numeroase cazuri cand
infectiei criptosporidiene se pot asocia si alti agenti infectiosi cum ar fi: infectii produse de E. coli F5,
Salmonella spp. sau Clostridium spp. Combinarea unor substante medicamentoase active pentru
criptosporidii cu o medicatie antiinfectioasa si cu alte substante minerale si energizante, ar constitui o
unealta promitatoare in combaterea sindromului de diaree a tineretului ovin.

Avand in vedere cele expuse anterior si ci produsul Scourban Plus® (Bomac®) intruneste
aceste calitati, in acest studiu s-a urmarit determinarea unei posibile eficacitati a acestui produs n
combaterea criptosporidiozei la mieii nou nascuti.

Materiale si metode

Studiul a fost efectuat pe un efectiv de 12 miei nou-nascuti de rase autohtone care au fost
impartiti randomic si Th mod egal in trei grupuri diferite.

Primul grup (grupul mieilor infectati si netratati) a constituit grupul martor.

Mieii din grupul II (grupul mieilor infectati si tratati preventiv) au fost tratati preventiv cu sase
ore Tnainte de inocularea de oochisturi de Cryptosporidium spp. cu 0,5 ml/kg produs si inca timp de
sapte zile dupa acesta.

Al treilea grup a fost constituit din miei infectati i tratati terapeutic cu 1ml/kg Scourban Plus®
timp de sapte zile dupéa aparitia oochisturilor in fecale.
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Mieii au fost infectati experimental in primele 24 de ore de dupa nastere cu 10° oochisturi de
Cryptosporidium spp. suspendate in 5 ml de apa distilata sterild. Inoculul a fost obtinut din fecalele
recoltate de la vitei bolnavi de criptosporidioza de rasa Holstein-Friza. S-a respectat un protocol de
concentrare (metoda apa-eter), purificare (Percoll® gradient) si cuantificare a oochisturilor, descrise Tn
prealabil de Lorenzo si col. (1993). Fiecare grup de miei a fost repartizat in boxe separate beneficiind
de aceleasi conditii stricte de igiena si de crestere si ingrijire. Criterile de evaluare a eficacitatii
tratamentului au fost: eliminarea de oochisturi, perioada prepatentad, perioada patentd si prezenta
diareei pe timpul tratamentului.

Materiile fecale au fost colectate zilnic de la toti mieii investigati, direct din rect depozitate in
coprocultoare sterile si examinate in ziua recoltarii. In functie de consistenta lor, fecalele au fost
clasificate 1n: diareic lichide, moi si nediareic solide. In scopul evidentierii parazitismului cu
Cryptosporidium spp. fecalele au fost prelucrate prin metoda etalarii directe si examinate prin
microscopie la obiectivul de imersie(ob. X 1000). Numarul oochisturilor Tn 10 caAmpuri microscopice
alese randomic a fost clasificata in cinci categorii: niciunul, foarte slab (un oochist) slab (2-5
oochisturi), mediu (6-10 oochisturi) si crescut (>10 oochisturi).

Produsul testat (Scourban Plus®) se prezinta sub forma de suspensie de mai multe substante
active care contine: sulfamide (sulphadimidine, sulphaguanidine, sulphadiazine) antibiotice (sulfat de
streptomicina, sulfat de neomicina) minerale gi electroliti (clorura de sodiu, gluconat de calciu, sulfat
de magneziu, clorura de potasiu) precum si numeroase substante nutritive (kaolin, pectin si glycin).
Pentru diferentele intre datele observate n diferite zile si intre cele trei grupuri rezultatele au fost
interpretate prin testul x°.

Rezultate i discu tii

Mieii din grupul martor (infectati experimental dar netratati) au Thceput sa excrete oochisturi de
Cryptosporidium spp. incé din ziua a cincea si sasea de viata. Intensitatea elimindrii oochisturilor a
fost maxima la varsta de sapte zile. Perioada patenta a fost de 9-12 zile. La majoritatea mieilor
eliminarea de oochisturi a fost insotita de excretia de fecale diareice timp de 7-9 zile (tabel 27).

Tabel 27

Varsta Intensitatea eliminarii de oochisturi si felul fecalelor

mieilor Grupul martor Grupul preventiv Grupul terapeutic

(in zile)

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

5 1° 1° 0° 2° 0" 0" 0" 0" 2 1° 3¢ 0"
6 3° 2° 1° 2° 0" 1" 0" 0" 2¢ 1° 1° 1"
7 4° 3¢ 3¢ 3° 1° 1" 1° 0" 3¢ 2" 1" 1"
8 4° 3° 3¢ 2° 2¢ 1" 1° 0" ¢ 1" 1" 1"
9 3° 2° 3¢ 2° 1° 0" 1" 0" 1° 0" 1" 1"
10 2° 2° 2¢ 2° 1° 0" 1" 0" 1" o 0" 1"
11 2° 1° 1° 1° 1° 0" 0" 0" 1" 0" 0" 1"
12 2° 1° 1° 1" o 0" 0" 0" 0" 0" 0" 1"
13 1° 1° 1" 1" 0" 0" 0" 0" 0" 0" 0" 0"
14 1" 1" 0" 1" 0" 0" 0" 0" 0" 0" 0" 0"
15 1" 1" 0" o" 0" 0" 0" 0" 0" 0" 0" 0"
16 1" 0 0" 0" 0" 0" 0" 0" 0" 0" 0" 0"

Legenda: d=fecale diareice; m=fecale moi; n= fecale nediareice;
O=niciun oochist; 1= un ochist pe camp; 2= doi-cinci oochisturi pe camp; 3= sase-zece
oochisturi pe cdmp; 4 = peste 10 oochisturi pe camp;

La mieii din grupul preventiv (infectati experimental si tratati preventiv) excretia de oochisturi a
inceput din ziua a gasea respectiv a saptea de viata, perioada prepatenta fiind semnificativ mai lunga
(p<0,05) decét in cazul grupului martor. La acest grup numarul oochisturilor excretate a fost mult mai
redusa comparativ cu grupul martor (p<0,01). Perioada patenta a fost semnificativ mai redusa
(p<0,05) decét la grupul anterior (3-5 zile). Peak-ul eliminarii oochisturilor a fost ziua a 8-a de viata.
Doar la doi din trei miei excretori de oochisturi fecalele au avut aspect diareic. Pana in ultima zi de
tratament preventiv, diareea s-a oprit la toti mieii din acest grup. La un miel infectia experimentala nu
s-a realizat.
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Majoritatea mieilor din grupul terapeutic (infectati experimental si tratati terapeutic) au inceput
sa excrete oochisturi inca din ziua a cincea de viata. Intensitatea eliminarii oochisturilor in aceasta zi
precum si felul fecalelor au fost aproape identice cu grupul martor. Peak-ul eliminarii oochisturilor
pentru toti mieii din acest grup a fost ziua a saptea de viata. Perioada prepatentd a fost semnificativ
mai scurta (p<0,05) decét la grupul preventiv si identica cu grupul martor. Numarul oochisturilor
excretate a fost mai redusa decéat la grupul martor dar mai crescuta decéat la grupul preventiv.
Perioada patenta a fost de 4-7 zile. Acest interval este semnificativ mai redus (p<0,05) decét cel
intalnit la grupul martor. La doi din patru miei diareea s-a redus dupa doua zile de tratament, dar la
unul s-a mentinut pana in a cincea zi. Un miel a continuat sa excrete oochisturi chiar daca aspectul
fecalelor a fost nediareic (tabel 27).

Rezultatele acestui studiu au aratat in mod clar ca tratamentul profilactic si terapeutic cu
produsul Scourban Plus®, a redus semnificativ intensitatea eliminarii oochisturilor de Cryptosporidium
spp. la mieii nou nascuti precum si excretia de fecale diareice. De asemenea, in cazul grupului
preventiv perioada prepatenta a fost semnificativ mai lungé (p<0,05) decét la celelalte doua grupuri. Tn
cazul grupurilor cu tratament preventiv si terapeutic severitatea diareei a fost mai redusa.

Atagarea sporozoitilor de Cryptosporidium spp. la membrana enterocitului gi invazia celulara
sunt dou& etape esentiale Tn patogeneza criptosporidiozei. In acest mecanism este implicat galactoz-
N-acetyl-galactosamina (Gal/GalNAc) un epitop specific glicoproteinelor de pe suprafata enterocitelor
si care, se gasete pe suprafata sporozoitului si mediaza procesul de atasare a cestora. In unele lucréri
este semnalata inhibarea acestui factor de catre unele substante active cum ar fi sulfamidele si 2,4,6-
triiodophenolul [Castro-Hermida si col., 2008; Fayer, 1992]. Este posibil ca si in cazul de fata sa fie
vorba despre o asemenea activitate din partea celor trei sulfamide, pe de altd parte medicatia
antiinfectioasa a contribuit Tn mare masura la neevolutia altor infectii supraadaugate. Substantele
minerale, electroliti si energizantele au contribuit la scaderea eliminarii fecalelor diareice lucru
demonstrat in cazul activitatii unui supliment nutritional in infectia naturald cu Cryptosporidium spp.

Trebuie subliniat faptul ca, la toate animalele tratate nu s-au semnalat simptome de toxicitate
sau inapetenta iar medicamentul testat se poate administra cu usurinta.

Concluzii

+ Activitatea anticriptosporidiana a produsului Scourban Plus® demonstrata in acest
studiu sugereaza ca acest medicament poate fi utilizat cu succes in controlul
criptosporidiozei mieilor nou nascuti atat preventiv cat si terapeutic.

IV. B. INTOCMIREA UNUI PROTOCOL TIP DE CONTROL PARAZITOLOGIC

Mijloacele profilactice ce stau la indemé&na medicului veterinar n criptosporidioza sunt destul
de reduse pentru ca: boala este obscur cunoscuta in practica veterinara, rezistenta parazitului Tn
mediul extern este ridicata, parazitul este infectant imediat dupa eliminare, are o specificitate de gazda
larga, putine dezinfectante sunt active asupra oochisturilor si, nu in ultimul rand, pentru ca un numar
mic de medicamente sunt eficace si adesea rezultatele sunt inconstante. De aceea, orice program de
control parazitologic trebuie sa porneasca de la o buna cunoastere a biologiei parazitului si
potentialului sau biotic, a relatiei gazda-parazit si, mai ales, de la o perfectd cunoastere a
epidemiologiei bolii. Dintre masurile obligatorii ce trebuie luate se desprind cele privind distrugerea
formelor infectante din mediu, perfectionarea tehnologiei de crestere, luarea unor masuri impotriva
rezervorilor biologici naturali si chimioprofilaxia.

a. Distrugerea formelor infectante din mediu
Extraordinara raspandire geografica si identificarea criptosporidiilor la un numar foarte mare de specii
de animale denota o buna adaptare a biologiei parazitului la variatiile conditiilor din mediul extern si de
la locul de parazitare Tn conditile obisnuite de mediu oochisturile sunt rezistente. Animalele infectate
elimind in mediu oochisturi care pot reprezenta o sursa de infectie imediat dupa eliminarea lor Tn
mediu. Prolificitatea parazitului este foarte mare si se traduce prin excretarea de milioane de oochisturi
pe gramul de fecale la animalele parazitate. Materiile fecale protejeaza oochisturile de desicatie si
cresc impermeabilitatea peretelui lor la moleculele de talie mica , ceea ce le face mai putin vulnerabile
la factorii letali din mediul ambiant. Desi numerosi agenti fizici si chimici au fost testati n
criptosporidioza, putini s-au dovedit a fi realmente eficace. Doar aldehida formica 10% si amoniacul
5% distruge complet viabilitatea oochisturilor dupa un contact de 24 de ore, lucru greu de realizat Tn
conditii de teren. De asemenea, hipocloritul de sodiu, n solutie 50%, fumigatia cu vapori de formol sau
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amoniac au o actiune distructiva asupra criptosporidiilor. Avand in vedere rezistenta mare a
criptosporidiilorla agenti chimici si fizici s-ar putea lua Tn considerare o dezinfectie complexa ce ar
consta in: curatire mecanica si spalare prelungita cu apa calda (70°C) sau vapori sub presiune,
dezinfectie chimica si vid sanitar.

b. Perfectionarea tehnologiilor de crestere
Sistemul de crestere al animalelor este o latura importanta in epidemiologia bolii, lucru de care trebuie
sa se tind cont in controlul acestei parazitoze. Cresterea animalelor pe gratare este avantajoasa
pentru ca face ca dejectile s& fie indepartate in mare parte, micsorand contactul cu acestea. De
asemenea, este bine ca materialele din care sunt construite adaposturile si, mai ales, pardoseala sa
fie usor de curatat si spalat. La pasari sistemulde crestere in baterii permite o eliminare rapida a
dejectiilor gi contactul redus al pasarilor cu elementele infectante. Igiena adaposturilor este foarte
importanta, cu cat dejectiile vor fi indepartate mai frecvent din adaposturi, cu atat contactul animalelor
si ingestia de oochisturi va fi mai redusa. Acest lucru este valabil mai ales Tn adaposturile pentru vitei,
miei, iezi- specii la care frecventa bolii este mai mare. Este bine sa se apeleze la o sterilizare
biotermica a gunoiului de grajd sau sterilizare prin fermentare metanica cu obtinere de biogaz. Tn
sistemele de crestere cu gratare si suspensie a dejectiilor pe perna de apa se va avea grija ca acestea
sa fie frcvent evacuate pentru a nu se produce inundari si contaminari ale adaposturilor. Impréastierea,
fnainte de sterilizare, adejectiilor pe pasuni poate constitui o sursa de infectie pentru animale
receptive. Si apele uzate pot constitui, in cazul in care provin din unitati sau ferme unde evolueaza
boala, surse de infectie. Periodic, se va face controale privind prezenta si concentratia oochisturilor de
Cryptosporidium spp. din apa.
Igiena alimentatiei poate sa influenteze incidenta infectiei, mai ales, la vitei. Se are in vedere igiena
mulsului si a ustensilelor care sunt utilizate pentru alaptare, de aceea se va acorda importanta
cuvenitd decontaminarii acestora. Totodata instituirea unui vid sanitarcare sa tina cont de potentialul
biotic al parazitului ar putea reprezenta o masura eficace pentru diminuarea riscului infectiei. Aceasta
masura se preteaza pentru toate speciile receptive.

c. Masuri Tmpotriva rezervorilor biologici naturali
Se cunoaste foarte bine ca oochisturile de Cryptosporidium spp. isi pastreaza infectivitatea dupa un
pasaj pe sobolan, doua pasaje pe iezi si 12 pasaje pe soareci. Aceasta conservare in "vivo", poate
explica Tn parte unele esecuri in practica a metodelor de dezinfectie, rozatoarele pot fi suspectate ca
sursa de infectie heteroloaga pentru animalele de interes economic, dar la fel si pisicile care pot
ajunge in magaziile de furaje. De aceea deratizarile repetate si interzicerea accesului pisicilor n
depozitele de furaje pot fi utilizate ca mijloace de reducere a infectiei. Congenerii excretori reprezinta
sursa de infectie cea mai importantd. Ei sunt constituiti din purtdtori sanatosi (tineret sau adulte),
animalele trecute prin boala si animalele bolnave. Ca masuri ce trebuie luate In acest context, se
numara: separarea animalelor bolnave, evitarea contactului animalelor excretoare cu cele receptive,
lotizarea animalelor, cresterea separata a tineretului de adulte etc.

d. Chimioprofilaxia
Putine medicamente din cele testate s-au dovedit a avea o activitate profilacticd. In plus este
neeconomica utilizarea unor medicamente, care nu sunt deloc ieftine, pentru profilaxia
criptosporidiozei, in conditile Tn care rezultatele sunt inconstante. O masura ofensiva in controlul
criptosporidiozei combina tratamentul simptomatic cu cel specific. Utilizarea lactatului de
halofuginona, cel mai eficient medicament disponibil pentru tratarea criptosporidiozei bovine, ar
reprezenta o solutie. Pe langa acest medicament se mai pot utiliza cu succes paromomycinul,
lasalocidul, serul bovin concentrat (BSC), sulfaquinoxalina, decoquinatul sau a-ciclodextrina. Avand
in vedere localizarea parazitului si relatia speciala criptosporidie-gazda, relatarilecu privire la utilizarea
vaccinarii in criptosporidioza sunt cvasinule. Protectia imunitara este, mai ales, locala si mai putin
umorala. Dintre produsele comerciale de pe piata romaneasca recomandam produsul Diakur Plus® si
Scourban Plus®, ultimul dintre ele fiind socotit un produs eficient in tratamentul profilactic si curativ al
criptosporidiozei.
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157x+x  (BIO 073) (Bio-X Diagnostics, Belgia)- AniCryptosporidium parvunmonoclonal antibody
labeled with fluorescein isothiocyanate — reagentifrect immunofluorescence - prospect 2007.

67/68



158**** BJO-X EASY-DIGEST (BIO K 070) (Bio-X Diagnosics, Belgium)- Antigenic ELISA
diagnostic kit forCryptosporidium parvunn cattle - prospect 2007

159¥*++* B|O-X EASY-DIGEST (BIO K 151) (Bio-X Diagnosics, Belgium)- Antigenic ELISA
diagnostic kit for Rotavirus, Coronavirus, coli attachment factor F5 ar@ryptosporidium parvunn
cattle - prospect 2007.

160.Test strips for the detection @ryptosporidium parvunm(BIO-K 155)-Bio-X Diagnostics-Belgia —
prospect 2007.
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