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CAP I. DETERMINAREA PREVALEN łEI ŞI EVIDENłIEREA ALTOR AGEN łI 
ENTEROPATOGENI ASOCIAłI CRIPTOSPORIDIILOR 

 
I.A. DEPLASAREA ÎN FERMELE, UNITĂłILE ZOOTEHNICE ŞI CLINICILE VETERINARE 
SUPUSE SUPRAVEGHERII ŞI RECOLTAREA DE PROBE PENTRU EXAMINARE 
 

Obiectivul principal al acestui studiu a fost de a determina prevalenŃa criptosporidiozei la 
căteva specii de animale de interes economic în condiŃii de creştere intensivă şi semiintensivă în 
judeŃele vestice ale României. În cadrul acestor activiŃăŃi s-au făcut deplasări pe teritoriul a patru 
judeŃe (Arad, Bihor, Caraş-Severin şi Timiş) în diferite ferme şi unităŃi zootehnice pentru prelevare 
de probe biologice după un protocol bine stabilit dinainte. 

S-au recoltat materii fecale diareice cu scopul de a:  
 
- I.B. DETERMINA PREVALENłA CRIPTOSPORIDIOZEI PRIN ELISA; 
- I.C. EVIDENłIA UNII ENTEROPATOGENI ASOCIAłI INFECłIEI CRIPTOSPORIDIENE; 
 

1. DETERMINAREA PREVALENłEI CRIPTOSPORIDIOZEI BOVINE ÎN ASOCIERE CU ALłI 
ENTEROPATOGENI PRIN ELISA ÎN PARTEA DE VEST A ROMÂNIEI 

 
Prevalen Ńa criptosporidiozei în asociere cu al Ńi enteropatogeni la vi Ńei în jude Ńul Arad 

 
Continua artificializare a vieŃii reprezintă atât pentru om, cât şi pentru animalele crescute şi 

exploatate în mari colectivităŃi, o restricŃionare majoră a interrelaŃiilor ecologice, microorganisme-
mediu-organism, cu implicaŃii adânci şi diverse asupra patologiei animale. La tineretul animal, 
asemenea implicaŃii se reflectă în proporŃie de masă, ceea ce determină şi explică în mare parte 
creşterea procentului bolilor parazitare condiŃionate şi a patologiei de grup [Dărăbuş, 1996]. 

Criptosporidiile sunt coccidii cu o largă specificitate de gazdă, cu localizare digestivă sau 
respiratorie, fiind puse în evidenŃă la numeroase specii de vertebrate, inclusiv la om [Fayer, 2007]. 

Sindromul de diaree neonatală la rumegătoarele mari şi mici reprezintă un exemplu de 
boală polifactorială, determinată de o serie de factori legaŃi de animal, de condiŃiile de mediu din 
adăpost şi de varietatea de virusuri, bacterii şi paraziŃi protozoari [De Graaf şi col., 1999]. 

Problemele digestive apărute între vârsta de patru zile şi şase săptămâni se datorează, în 
mare parte, infecŃiei cu diferite specii de criptosporidii (C. parvum, C. andersoni, C. bovis- fostul 
genotip bovin de tip B,) şi/sau al unor varietăŃi de virusuri cum ar fi: rotavirusuri, coronavirusuri, 
virusul diareei virale bovine (BVD), aceştia fiind agenŃii etiologici cel mai frecvent implicaŃi. Sub 
vârsta de trei zile gastroenterita neonatală bovină este determinată  de E. coli F5 enterotoxigen  şi 
apare în principal la indivizii imunosupresati [De la Fuente şi col., 1999]. 

Tehnica ELISA este o metodă de diagnostic simplă, sensibilă şi specifică comparativ cu 
alte metode care sunt mai laborioase şi necesită timp [Imre şi col., 2008 ].Întrucât nu există niciun 
studiu epizootologic cu privire la ponderea agenŃilor enteropatogeni la viŃei în judeŃul Arad, s-a 
considerat oportună efectuarea unor investigaŃii epidemiologice prin tehnica ELISA, în vederea 
cunoaşterii evoluŃiei criptosporidiozei în asociere cu alŃi enteropatogeni. 
 
Materiale şi metod ă 
 

Cercetările au fost efectuate în perioada mai-decembrie 2007, pe un efectiv de 100 de viŃei 
cu vârste cuprinse între 4 zile şi 5 luni, din opt localităŃi ale judeŃului Arad. ViŃeii au provenit din 
patru ferme mari de vaci de lapte şi din alte patru microferme, din diferite zone ale judeŃului Arad 
conform hărŃii alăturate (figura 1). 

Pentru cunoaşterea aspectelor epidemiologice ale criptosporidiozei în asociere cu alŃi 
enteropatogeni (rotavirusuri, coronavirusuri, E. coli F5 ) cercetările s-au efectuat în diferite zone ale 
judeŃului Arad (fig. 1), întocmindu-se pentru fiecare animal examinat fişe individuale care cuprind: 
numărul matricol (la cele existente), rasă, vârstă şi sex. 



Curtici

Utviniş

 
Fig. 1. Dispunerea unităŃilor cartate în judeŃul Arad 

1 - Utviniş; 2 - Fântănele; 3 - Zimandu Nou; 4 – Curtici; 5 – Nădlac; 
6 – Vărădia de Mureş; 7 – Pâncota; 8 – Chişineu Criş. [www.roturism.com] 

 
Materiile fecale diareice au fost recoltate individual, direct din rect, depozitate în 

coprocultoare la o temperatură de 4ºC şi prelucrate în decurs de 24 de ore.  
Probele recoltate au fost examinate prin tehnica ELISA în laboratorul de "Imunodiagnostic 

ELISA" din cadrul FacultăŃii de Medicină Veterinară din Timişoara. 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 şi respectă principiile tehnicii ELISA dublu – sandwich, având următoarea 
componenŃă: 

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

• soluŃia de spălare, care se va dilua in proportie de 1:20 cu apă distilată; 
• soluŃia de diluŃie pentru diluarea probelor de fecale in proportie de 1:1; 
• conjugatul, în patru sticluŃe de culori diferite; 
• martorul pozitiv şi negativ; 
• soluŃia de cromogen (tetrametilbenzidina) şi substratul enzimatic (hidrogen 

peroxid); 
• soluŃia de stopare (acid fosforic 1M); 

Principiul testului se bazează pe faptul că anticorpii monoclonali cu care sunt impregnate 
camerele de microtitrare „capturează” antigenele agenŃilor patogeni corespunzători din probele de 
fecale.  

Datorită faptului că această metodă a fost efectuată în premieră naŃională am considerat 
oportună prezentarea schematică a modului de lucru cu următoarele etape: 

1. - adăugarea fecalelor diluate 1:1 în camerele de microtitrare a plăcii (tabel 1); 
- adăugarea martorilor pozitivi şi negativi; 
- incubarea 1 oră la 21ºC; 
- spălare; 

2. -adăugarea conjugatelor; 
-incubarea 1 oră la 21ºC; 
-spălare; 

 



Tabel 1 
 

Schema de aşezare a probelor în fiecare cameră din microplacă [după 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 MF16 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 
MF5 MF13  C+ MF5 MF13  C+ MF5 MF13  C+ MF5 MF13  C+ 
MF6 MF14 C- MF6 MF14 C- MF6 MF14 C- MF6 MF14 C- 

Legendă: C- proba martor; MF-materii fecale 
 

3. -adăugarea cromogenului; 
-aşteptare 10 minute; 
-adăugarea soluŃiei de stopare; 

4. Citirea la cititorul de placă (450 nm) sau vizual. 
 

Intensitatea culorii este proporŃională cu titrul agentului patogen din probe.  
Interpretare: valorile densităŃilor optice finale ale probelor de cercetat s-au obŃinut prin scăderea 
valorii densităŃii optice a martorului negativ din valoarea densităŃii optice a fiecărei probe obŃinută la 
citire. Limita inferioară a pozitivităŃii pentru fiecare antigen este de 0,150 densitate optică finală. 
Probele care au o densitate mai mică decât valoarea menŃionată anterior sunt considerate negative 
(tabel 2) [BIO K 151- prospect]. 
 
Rezultate şi discu Ńii 
 

Rezultatele cercetărilor, obŃinute în urma citirii la cititorul ELISA la 450 nm lungime de undă, 
sunt prezentate sintetic în tabelul 3. 

În ferma din localitatea Utviniş, 19 probe din 20 au fost pozitive la infecŃia cu 
Cryptosporidium spp. La infecŃia cu coronavirusuri, 6 probe au fost pozitive, din care 5 au fost 
pozitive atât la infecŃia cu Cryptosporidium spp. cât şi la infecŃia cu coronavirusuri. 

În ferma din localitatea Fântănele, toate cele 20 de probe au fost pozitive la infecŃia cu 
Cryptosporidium spp., 4 probe din această fermă au fost pozitive, atât la infecŃia cu Cryptosporidium 
spp., cât şi la infecŃia cu coronavirusuri. 

În ferma din localitatea Zimandu Nou, 11 probe din 20 au fost pozitive la infecŃia cu 
Cryptosporidium spp. La infecŃia cu coronavirusuri, trei probe au fost pozitive, din care una a fost 
pozitivă, atât la infecŃia cu Cryptosporidium spp., cât şi la infecŃia cu coronavirusuri. La infecŃia cu 
rotavirusuri patru probe au fost pozitive, din care una a fost pozitivă atât la infecŃia cu 
Cryptosporidium spp., cât şi la infecŃia cu rotavirusuri.  De asemenea, două probe au fost pozitive în 
acelaşi timp, atât la infecŃia cu rotavirusuri, cât şi la infecŃia cu coronavirusuri. 

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

În microferma din localitatea Nădlac, 2 probe din 5 au fost pozitive la infecŃia cu 
Cryptosporidium spp. O probă a fost pozitivă, atât la infecŃia cu Cryptosporidium spp., cât şi la 
infecŃia cu coronavirusuri. La infecŃia cu rotavirusuri, 2 probe au fost pozitive. 

În microferma din localitatea Vârădia de Mureş, o probă din 5 a fost pozitivă atât la infecŃia 
cu Cryptosporidium spp. cât şi la infecŃia cu coronavirusuri. La infecŃia cu rotavirusuri a fost pozitivă 
o probă. 

În microferma din localitatea Pâncota, o probă a fost pozitivă pentru Cryptosporidium spp. 
respectiv pentru coronavirusuri. 

În microferma din localitatea Chişineu – Criş, o probă din 5 a fost pozitivă pentru infecŃia cu 
Cryptosporidium spp. 2 probe din această microfermă au fost pozitive, atât la infecŃia cu 



Cryptosporidium spp., cât şi la infecŃia cu coronavirusuri. Într-o altă probă s-a semnalat concomitent 
prezenŃa infecŃiei cu coronavirusuri şi rotavirusuri. 

În niciuna din fermele luate în studiu, E. coli F5 enteropatogen nu a fost identificat, ca fiind 
implicat în producerea diareei la viŃei. 

Pe ansamblu, studiul materiilor fecale prin tehnica ELISA, cu privire la ponderea agenŃilor 
enteropatogeni implicaŃi în producerea diareilor la viŃei, arată că: 

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

• coronavirusurile au fost întâlnite în fecalele a 17 viŃei din 100 examinate (2 cazuri 
ca agent patogen unic şi 15 cazuri asociat); 

• rotavirusurile  au fost găsite la 13 probe din 100 analizate ( 7 cazuri ca agent 
patogen unic şi 6 cazuri asociat); 

• E. coli F5 enteropatogen nu a fost identificat. 
Acest studiu demonstrează că, Cryptosporidum spp. a fost cel mai prevalent agent 

enteropatogen (63%) la viŃeii în primele cinci luni de viaŃă în cele opt ferme cu creştere de tip 
industrial din judeŃul Arad. Procentul total de detectare a Cryptosporidium spp. tinde spre valorile 
obŃinute de de la Fuente şi col. (1998) în centrul Spaniei (52, 3%) care au făcut investigaŃii 
epidemiologice la viŃeii în prima lună de viaŃă [De la Fuente şi col., 1998b]. În Germania, la viŃeii sub 
trei săptămâni de viaŃă, Otto şi col. (1995) găsesc o pozitivitate de 52,5%, procent care se apropie 
destul de mult de pozitivitatea găsită de noi [Otto şi col., 1995]. În Spania cercetările lui García şi 
col. ( 2000) scot în evidenŃă o pozitivitate mai mare pentru Cryptosporidium spp. (85,2 %) decât cea 
indicată în acest studiu [Garcia şi col., 2000]. Rata de detecŃie a infecŃiei cu criptosporidii găsită de 
noi este mult mai mare decât cea găsită de J. Quílez şi col. (1996) (19,7%), Reynolds şi col.(1986) 
(14%), Snodgrass şi col. (1986) (14%), Abraham şi col. (1992) (0%) sau Pérez şi col. (1997) (11%) 
[Quilez şi col., 1996; Reynolds şi col., 1986;Snodgrass şi col., 1986; Abraham şi col., 1992; Perez şi 
col., 1997]. După Cryptosporidium spp. coronavirusul enteric bovin a fost cel mai prevalent agent 
enteropatogen (17 %). Acest procent se apropie de valoarea găsită de Reynolds şi col. (1986) 
(14%) în sudul Britaniei şi de de la Fuente şi col. (1998 b) (11,1%) în Spania [Reynolds şi col., 
1986; De la Fuente şi col., 1998b].. Un procent mult mai mare de infecŃie cu coronavirusuri a fost 
semnalată de Abraham şi col. (1992) în Etiopia (38,9%) unde acest agent enteropatogen a fost cel 
mai prevalent [Abraham şi col., 1992].  

Unii autori, în urma cercetărilor efectuate, au ajuns la concluzia că, rotavirusul ar fi cel mai 
prevalent agent al diareei la viŃei [Reynolds şi col., 1986; Snodgrass şi col. 1986]. Procentul de 
infecŃie cu rotavirus găsită de noi (13%) este mult mai mică decât cea găsită de Solana şi col. 
(1985) (43,6%) în Spania, de Fagan şi col. (1995) (38,9%) în Irlanda, de Brenner şi col. (1993) 
(41,4%) în Israel respectiv de de la Fuente şi col. (1998b) (42,7%) în Spania [Solana şi col., 1986; 
Fagan şi col.,1985; Brenner şi col., 1993; De la Fuente şi col., 1998b]. Valori mai apropiate de ale 
noastre au fost semnalate de Abraham şi col. (1992) în Etiopia (16,7) %, García şi col.(2000) în 
Spania (20,4%) respectiv de Pérez şi col. (1997) (7%) la viŃeii cu diaree în cantonul Tilarán (Costa 
Rica) [Abraham şi col., 1992; Garcia şi col., 2000; Perez şi col., 1997]. 

InfecŃii cu E. coli F5 (K99) nu au fost semnalate în fecalele diareice ale viŃeilor sub vârsta 
de cinci luni. Într-o lucrare de la Fuente şi col. (1998) semnalează sensibilitatea redusă a kitului 
ELISA (Tetravalent) (28,6%) în identificarea tulpinii E. coli F5, faŃă de cultura bacteriană (97,4%). 
Acest fapt ar explica în parte neidentificarea tulpinii E. coli F5 în prezentul studiu [De la Fuente şi 
col., 1998a]. 

InfecŃii mixte au fost semnalate la aproape un sfert (15%) dintre viŃeii infectaŃi cu 
Cryptosporidium spp. Cele mai comune infecŃii asociate au fost între Cryptosporidium şi 
coronavirusuri (12%). Acest lucru este în contradicŃie cu rezultatele publicate în majoritatea studiilor 
din întreaga lume care susŃin că, cea mai comună infecŃie mixtă ar fi între Cryptosporidium spp. şi 
rotavirusuri. Asocieri între Cryptosporidium spp. şi rotavirusuri respectiv rotavirusuri şi 
coronavirusuri au fost găsite în procente similare (3%). 

Un procent de 25 din fecalele analizate au fost negative pentru cei patru enteropatogeni. 
Această valoare coincide de negativitatea găsită de alŃi autori [Bellinzoni şi col., 1990; McDonough 
şi col., 1994]. În asemenea situaŃii, pe lângă cei patru enteropatogeni pentru care s-au făcut 
investigaŃii, în etiologia diareii ar mai putea fi implicaŃi în special calicivirusurile, Breda virusul, 
Salmonella spp. sau Torovirusurile [De la Fuente şi col., 1998a; Perez si col., 1997]. 



Întrucât în România, până nu demult [Dărăbuş, 1996] cercetările au vizat doar parazitismul 
cu criptosporidii, fără a viza interacŃiunea cu alŃi enteropatogeni, în lucrarea de faŃă ne-am propus 
elucidarea implicării lor în diareile viŃeilor în primele cinci luni de viaŃă. Pe baza acestui studiu se 
poate spune că, de departe, criptosporidiile, în cele opt ferme din judeŃul Arad, sunt cei mai 
frecvenŃi enteropatogeni ce produc diareile la viŃei. Sistemul de creştere respectiv alimentaŃia 
exclusiv lactată ar putea reprezenta un factor determinant în evoluŃia criptosporidiozei. 
Rotavirusurile şi coronavirusul enteric bovin contribuie de asemenea la morbiditate, singure sau în 
infecŃii asociate. 

Tabel 2 
 

Exemple de densităŃi optice nete a probelor citite la cititorul ELISA la o lungime de undă de 450 nm 
Rotavirus Coronavirus E. Coli f5+ Cryptosporidium 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
0,000 2,163 0,003 0,000 1,988 -0,007 0,000 -0,010 0,017 0,000 0,036 0,067 
2,274 -0,022 -0,021 3,109 -0,017 -0,013 2,973 0,006 0,013 3,361 1,541 -0,004 
0,045 0,394 0,027 -0,015 0,010 0,006 0,007 0,115 0,022 1,527 0,002 1,510 
0,002 -0,005 0,012 0,014 0,010 0,002 0,063 0,026 0,020 2,127 0,152 1,340 
0,011 -0,014 0,026 -0,011 0,003 0,011 0,044 0,018 0,048 1,748 0,009 1,867 
1,556 -0,011 0,014 0,009 -0,003 -0,010 0,025 0,011 0,021 1,843 -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 
2,210 0,019 0,017 1,507 0,024 0,002 0,025 0,002 0,036 0,001 0,130 -0,050 

 
Studii experimentale şi numeroase cazuri de infecŃii naturale, prezentate în literatura de 

specialitate, indică rate ale infecŃiei mai mari la viŃeii în vârstă de 5-30 de zile, cu un peak la 
categoria 8-14 zile [Garcia, şi col., 2000; Naciri şi col., 1999]. 

Rezultatele anchetei epidemiologice, privind modul în care vârsta influenŃează 
extensivitatea infecŃiei cu enteropatogeni la tineretul taurin, sunt prezentate în tabelul 4. Pe 
ansamblu, s-au înregistrat diferenŃe foarte mici în ceea ce priveşte distribuŃia rotavirusurilor ca 
singuri agenŃi enteropatogeni cauzatori ai diareei în primele luni de viaŃă. Această observaŃie este 
valabilă şi pentru coronavirusuri care, de foarte puŃine ori (în două cazuri), au putut fi identificate 
neasociate cu alŃi agenŃi infecŃioşi sau parazitari. 

Vârsta cea mai receptivă la infecŃia cu criptosporidii, ca unici agenti patogeni, s-a dovedit a 
fi cea cuprinsă între 8 şi 14 zile. S-au observat diferenŃe distinct semnificative (p<0,01) între 
această categorie de vârstă şi celelalte categorii luate în considerare (tabel 4). PrevalenŃa crescută 
la categoria de 3-6 luni, adică faptul că 4 din 6 probe au fost pozitive pentru infecŃia cu 
Cryptosporidium spp. ca unic agent patogen, se poate explica prin faptul că, prezenŃa viŃeilor într-un 
mediu puternic contaminat a facilitat infecŃia. Pe măsura înaintării în vârstă, prevalenŃa infecŃiei cu 
Cryptosporidium spp., ca monoparazitism, scade uşor. Această scădere a extensivităŃii infecŃiei se 
poate explica pe de o parte, pe seama rezistenŃei de vârstă ca urmare a unor modificări în fiziologia 
şi microflora intestinală, iar pe de altă parte, prin imunitatea dobândită exprimată prin maturizarea 
sistemului imun ca urmare a contactului repetat cu parazitul. Pentru confirmarea acestui procent 
atât de ridicat la această categorie de vârstă sunt necesare alte studii pe un efectiv mai mare. 

În ceea ce priveşte infecŃiile asociate la diferite categorii de vârste, Cryptosporidium spp. 
apare cel mai frecvent asociat cu coronavirusuri, constatându-se diferenŃe minore la categoriile de 
vârste alese de noi sub vârsta de 30 de zile. 

Asocieri dintre Cryptosporidium spp. şi rotavirusuri se pot observa la trei categorii de vârste 
respectiv 8-14 zile, 15-21 zile şi la o junincă de peste 6 luni, fără a se putea trage vreo concluzie 
semnificativă. În ceea ce priveşte asocierile dintre rota- şi coronavirusuri ca agenŃi patogeni 
declanşatori ai diareei, acestea s-au înregistrat la categoriile de vârste cuprinse între 15 - 21 de 
zile, respectiv 1-3 luni. 
 



Tabel 3 
 

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

 
Localitatea 

Probe pozitive pentru  
Negative 

 
Nr. 

total 
probe 

Crypto. 
singur 

Coronav 
singur 

Rotav. 
singur 

E. 
coli 
F5 

Crypto. 
+ 

Coronav. 

Crypto. 
+ 

Rotav. 

Rotav. 
+ 

Coronav. 
Nr. 

 
 

% 
Nr  

% 
Nr. 

obe
 

% 
Nr. 
% 

Nr. 
 

 
% 

Nr. 
 

 
% 

Nr. 
 

 
% 

Nr. 
 

 
% 

Utviniş 20 14 70 1 5 0 0 0 5 25 0 0 0 0 0 0 

Fântănele 20 16 80 0 0 0 0 0 4 20 0 0 0 0 0 0 

Zimandu 
Nou 

20 9 45 0 0 1 5 0 1 5 1 5 2 10 6 30 

Curtici 20 5 25 0 0 3 15 0 0 0 0 0 0 0 12 60 

Nădlac 5 2 40 0 0 2 40 0 1 20 0 0 0 0 0 0 

Vârădia de 
Mureş 

5 0 0 0 0 1 20 0 1 20 0 0 0 0 3 60 

Pâncota 5 1 20 1 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 60 

Chişineu 
Criş 

5 1 20 0 0 0 0 0 0 0 2 40 1 20 1 20 

Total (%)  100 48 2 7 0 12 3 3 25 

Legendă: Crypto – Cryptosporidium; Coronav – Coronavirusuri; Rotav - Rotavirusuri ; E – Escherichia; 
 



Tabel 4 
 
EvoluŃia celor patru enteropatogeni (Rotavirus, Coronavirus, E. coli F5 şi Cryptosporidium spp.) în 

funcŃie de vârstă la tineretul bovin, în judeŃul Arad 

Vârsta 

Total 
Probe 

examinat
e 

Pozitive pentru 
Nega- 

tive 
(%) 

Rotav. 
singur 

(%) 

Coronav 
singur 

(%) 

E. 
coli 
F5 

Crypto. 
singur 

(%) 

Crypto. 
asociat cu 

Corona.(%) 

Crypto. 
asociat cu 
Rotav.(%) 

Coronav. 
asociat cu 
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 

Legendă: Crypto – Cryptosporidium; Coronav – Coronavirusuri; Rotav - Rotavirusuri ; E – 
Escherichia 

 
Prin aplicarea testului χ2 s-a urmărit influenŃa vârstei asupra evoluŃiei criptosporidiozei la 

categoriile alese sub vârsta de 3 luni. Din cele opt categorii de vârste, prezentate în tabelul dinainte, 
au fost eliminate următoarele categorii: 3-4 zile, 3-6 luni şi categoria de peste 6 luni întrucât 
numărul de animale din lot nu constitue un eşantion reprezentativ. Pentru categoriile de vârste 
rămase în studiu se observă foarte bine că există diferenŃe distinct semnificative (p<0,01) între 
categoriile de 5-7 zile, respectiv 8-14 zile şi restul categoriilor alese de noi sub vârsta de trei luni. 
PrevalenŃa maximă a criptosporidiozei s-a înregistrat la vârsta de 8-14 zile (80%) urmată de 
categoria 5-7 zile (78%). Prin aplicarea testului χ2 s-au observat diferenŃe distinct semnificative 
(p<0,01) între aceste două categorii de vârste şi restul categoriilor alese sub vârsta de trei luni (fig. 
2).  
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Fig. 2. PrevalenŃa criptosporidiozei la viŃeii investigati în judeŃul Arad, în funcŃie de vârstă 



 
Trebuie menŃionat faptul că, într-un singur caz din trei analizate, s-a înregistrat infecŃie cu 

Cryptosporidium spp. la o vârstă (3 zile) care pune sub semnul întrebării modul şi calea de 
contaminare. Pornind de la ideea că, perioada prepatentă în criptosporidioză este în general de 3-4 
zile la animalele imunocompetente [Fayer, 1997, Dărăbuş, 1996] în cazul nostru există posibilitatea 
contaminării intrauterine. Însă, această afirmaŃie nu este decât o suspiciune având în vedere 
numărul redus de cazuri care au fost analizate. În literatura de specialitate se găsesc mai multe 
date cu referire la transmiterea transplacentară a criptosporidiilor. InfecŃia intrauterină nu ar 
reprezenta o excepŃie, pentru că şi alte coccidii s-au dovedit a putea fi transmise pe această cale 
[Simpson şi col., 1992]. 

Rezultatele obŃinute în anchetă pe viŃei, în judeŃul Arad, privind prevalenŃa şi evoluŃia bolii 
cu vârsta, sunt asemănătoare cu cele obŃinute de de la Fuente şi col. (1998a), în centrul Spaniei 
[De la Fuente şi col., 1998a]. Naciri şi col. (1999) susŃin însă că, prevalenŃa criptosporidiilor este 
mai mare la viŃeii din prima săptămână de viaŃă comparativ cu cea de a doua categorie cu vârsta 
cuprinsă între 8 şi 15 zile [Naciri şi col., 1999]. Un lucru însă este cert, la ambele categorii de 
vârste, C. parvum constitue agentul etiologic major al diareei neonatale. ProporŃia criptosporidiozei 
pe categorii de vârste prezentată în acest studiu se aseamănă foarte mult cu limitele găsite de 
Dărăbuş şi col. (1996) la viŃeii investigaŃi în România [Dărăbuş, 1996]. 
 
Concluzii 
 

• La bovinele cu vârsta cuprinsă între 4 zile şi 5 luni, criptosporidioza, evaluată prin ELISA în 
premieră naŃională, a evoluat în toate cele 8 unităŃi de creştere ale judeŃului Arad, având o 
prevalenŃă de 63% (48% ca agent patogen unic şi 15% în asociaŃie cu alŃi agenŃi patogeni ). 

 
• La aceeaşi categorie de vârstă, coronaviroza a avut o prevalenŃă de 17 % (2% ca agent 

patogen unic şi 15% în asociaŃie cu alŃi agenŃi patogeni ). 
 

• PrevalenŃa rotavirozei la tineretul bovin examinat a fost de 13% (7% ca agent patogen unic 
şi 6% în asociaŃie cu alŃi agenŃi patogeni). 

 
• InfecŃia cu E.coli F5 enteropatogen nu a fost semnalată. 

 
• InfecŃia cu Cryptosporidium spp., ca agent patogen unic, a variat între 0% şi 80%.  

 
• Coronavirusurile implicate în etiologia diareei la categoria de vârstă 4 zile – 5 luni 

evoluează de obicei asociate cu criptosporidii. 
 

• Extensivitatea şi intensivitatea infecŃiei la taurine este mai ridicată la categoria de vârstă 8-
14 zile.  

 
• Nu s-au semnalat diferenŃe semnificative în ceea ce priveşte distribuŃia rota- şi 

coronavirusurilor la categoriile de vârste investigate. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  Prevalen Ńa criptosporidiozei în asociere cu al Ńi enteropatogeni la vi Ńei în jude Ńul Bihor 



 
Criptosporidiile sunt coccidii cu o largă specificitate de gazdă, cu localizare digestivă sau 

respiratorie, fiind puse în evidenŃă la numeroase specii de vertebrate, inclusiv la om [Fayer, 1997]. 
Sindromul de diaree neonatală la rumegătoarele mari şi mici reprezintă un exemplu de 

boală polifactorială, determinată de o serie de factori legaŃi de animal, de condiŃiile de mediu din 
adăpost şi de varietatea de virusuri, bacterii şi paraziŃi protozoari [De la Fuente şi col., 1998b]. 
Problemele digestive apărute în primele luni de viaŃă se datorează, în mare parte, infecŃiei cu 
diferite specii de criptosporidii (C. parvum, C. andersoni, C. bovis- fostul genotip bovin de tip B,) 
şi/sau al unor varietăŃi de virusuri cum ar fi: rotavirusuri, coronavirusuri, virusul diareei virale bovine 
(BVD), aceştia fiind agenŃii etiologici cel mai frecvent implicaŃi (4, 7, 11). Sub vârsta de trei zile 
gastroenterita neonatală bovină poate fi determinată de E. coli F5 enterotoxigen ce apare în 
principal la indivizii imunosupresati [De Graaf, 1999]. Prezentul studiu încearcă să elucideze căteva 
aspecte epidemiologice cu privire la interacŃiunea criptosporidiilor cu alŃi enteropatogeni dar şi 
evoluŃia criptosporidiozei în funcŃie de factorii legaŃi de animal şi mediu în judeŃul Bihor. 
 
Materiale şi metod ă 
 

Cercetările au fost efectuate în perioada februarie-decembrie 2007, pe un efectiv de 80 de 
viŃei cu vârste cuprinse între o zi şi 60 de zile, din cinci localităŃi ale judeŃului Bihor conform hărŃii 
alăturate (fig. 3). ViŃeii au provenit din patru microferme de vaci de lapte şi o fermă de tineret bovin 
(viŃei de colectură), din diferite zone ale judeŃului Bihor. În scopul cunoaşterii unor aspecte 
epidemiologice ale criptosporidiozei în asociere cu alŃi enteropatogeni (rotavirusuri, coronavirusuri, 
E. coli F5 ) pentru fiecare animal examinat au fost întocmite fişe individuale care cuprindeau: 
numărul matricol (la cele existente), rasă, vârstă şi sex. De asemenea, despre fiecare animal 
investigat au fost cerute informaŃii suplimentare cu referire la: starea de sănătate, dacă se află sub 
tratament sau nu, modul de hrănire (lapte matern, lapte praf, suplimente nutritive) etc.  

Fecalele au fost recoltate individual, direct din rect, depozitate în coprocultoare la o 
temperatură de 4ºC şi prelucrate în decurs de 24 de ore. De asemenea, probele recoltate au fost 
categorisite de către investigator în trei categorii: fecale nediareice, diareic cremoase şi diareic 
apoase (vezi tabel 5). 

Examinarea probelor s-a făcut prin tehnica ELISA în laboratorul de serologie din cadrul 
FacultăŃii de Medicină Veterinară din Timişoara. 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 şi 
care respectă principiile tehnicii ELISA „dublu – sandwich” descrisă în capitolul 1.1.2. 
 

Tabel 5 
 

Aspectul fecalelor normale sau diareice pe categorii de vârste, în efectivele de tineret bovin 
investigate în judeŃul Bihor (n=80) 

Consisten Ńa 
Fecalelor 

Normal 
(n=31) 

Diareic cremos 
(n=21) 

Diareic apos 
(n=28) 

% de viŃei pe 
categorii de vârste 

Vârsta      

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 localităŃilor investigate în judeŃul Bihor în direcŃia sud-nord  
1.- Beiuş; 2- Arpăşel; 3.Aleşd; 4.Săntâul Mic; 5. Marghita; 

 
Rezultate şi discu Ńii 

 
Rezultatele cercetărilor, obŃinute în urma citirii la cititorul ELISA la 450 nm lungime de undă, 

sunt prezentate sintetic în tabelul 6. 
În ferma din localitatea Săntâul Mic, 15 probe din 40 au fost pozitive la infecŃia cu 

Cryptosporidium spp., din care patru probe au fost pozitive atât la infecŃia cu rotavirusuri cât şi la 
infecŃia cu Cryptosporidium spp. De asemenea, o probă a fost pozitivă în acelaşi timp, atât la 
infecŃia cu coronavirusuri, cât şi la infecŃia cu Cryptosporidium spp. Coronavirusurile şi rotavirusurile 
ca unici agenŃi patogeni au fost diagnosticate în trei, respectiv cinci probe. 

În microferma din localitatea Beiuş, o probă a fost pozitivă pentru Cryptosporidium spp., 
respectiv cinci probe pentru rotavirusuri. Trebuie menŃionat faptul că, rotavirusurile ca unici agenŃi 
patogeni au fost găsite în fecale diareic apoase. 

În microferma din localitatea Arpăşel, Cryptosporidium spp. a fost semnalat în fecalele a trei 
viŃei, din care la unul s-a găsit asociat cu rotavirusuri. 

În microferma din localitatea Marghita, patru probe din 20 analizate au fost pozitive la 
infecŃia cu Cryptosporidium spp., O probă din această fermă a fost pozitivă, atât la infecŃia cu 
Cryptosporidium spp., cât şi la infecŃia cu coronavirusuri. 

În microferma din localitatea Aleşd, trei probe din 20 investigate au fost pozitive la infecŃia 
cu Cryptosporidium spp.. O probă din această fermă a fost pozitivă, atât la infecŃia cu 
Cryptosporidium spp., cât şi la infecŃia cu coronavirusuri. 

În niciuna din fermele luate în studiu, E. coli F5 enteropatogen nu a fost identificat. 
 
 
 
 

Beiuş 

Săntăul Mic 

Arpăşel 

Marghita 

Aleşd 



Tabel 6 
 

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

 
Localitatea 

Probe pozitive pentru  

 
Nr. 

total 
probe 

Crypto. 
singur 

Coronav 
singur 

Rotav. 
singur 

E. 
coli 
F5 

Crypto. 
+ 

Coronav. 

Crypto. 
+ 

Rotav. 

Negative 

Nr. 
 

 
% 

Nr  
% 

Nr.  
% 

Nr. 
% 

Nr. 
 

 
% 

Nr. 
 

 
% 

Nr. 
 

 
% 

Săntâul 
Mic 

40 10 25 3 7,5 5 12,5 0 1 2,5 4 10 17 42,5 

Beiu ş 10 1 10 0 0 5 50 0 0 0 0 0 4 40 

Arp ăşel 10 2 20 0 0 0 0 0 0 0 1 10 7 70 

Marghita  10 3 30 0 0 2 20 0 1 10 0 0 4 40 

Aleşd 10 2 20 0 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) 

Legendă: Crypto – Cryptosporidium; Coronav – Coronavirusuri; Rotav - Rotavirusuri ; E – 
Escherichia; 

 
Pe ansamblu, studiul materiilor fecale prin tehnica ELISA, cu privire la ponderea agenŃilor 

enteropatogeni implicaŃi în producerea diareilor la viŃei, arată că: 
• Cryptosporidium spp. a fost identificat la un număr de 26 probe din 80 analizate (18 

de cazuri ca agent patogen unic şi opt cazuri asociat); 
• coronavirusurile au fost întâlnite în fecalele a şase viŃei din 80 examinate (trei 

cazuri ca agent patogen unic şi trei cazuri asociat); 
• rotavirusurile  au fost găsite la 17 probe din 80 analizate (12 cazuri ca agent 

patogen unic şi cinci cazuri asociat); 
Acest studiu demonstrează că, Cryptosporidum spp. a fost cel mai prevalent agent 

enteropatogen (32,5%) la viŃeii în primele opt-nouă săptămâni de viaŃă în cele cinci ferme 
investigate în judeŃul Bihor. Procentul total de detectare a lui Cryptosporidium spp. este mult mai 
mică decât cea obŃinută de de la Fuente şi col. în centrul Spaniei (52,3%) sau de García şi col. tot 
în acea regiune, care scot în evidenŃă o pozitivitate de 85,2% (5, 8) [De la Fuente şi col., 1998b; 
Garcia şi col., 2000]. Rata de detecŃie a infecŃiei cu criptosporidii este mai mare, însă, decât cea 
găsită de J. Quílez şi col. (19,7%), Reynolds şi col. (14%), Snodgrass şi col. (14%), Pérez şi col. 
(11%) sau Abraham şi col. (0%) [Quilez şi col., 1996; Reynolds şi col., 1986; Snodgrass şi col., 
1986; Perez şi col., 1997; Abraham şi col., 1992].  

Unii autori, în urma cercetărilor efectuate, au ajuns la concluzia că rotavirusul ar fi cel mai 
prevalent agent al diareei la viŃei. Procentul de infecŃiei cu rotavirus găsit de noi (21,2%) este mult 
mai mic decât cel găsit de Solana şi col. (43,6%) în Spania, de Fagan şi col. (38,9%) în Irlanda, de 
Brenner şi col. (41,4%) în Israel, respectiv de De la Fuente şi col. 42,7% în Spania [Solana şi col., 
1985; Fagan şi col., 1995; Brenner şi col., 1993; De la Fuente şi col., 1998a]. 

Rezultatele anchetei epidemiologice, privind modul în care vârsta influenŃează 
extensivitatea infecŃiei cu enteropatogeni la tineretul taurin, sunt prezentate în tabelul 3. 

Vârsta cea mai receptivă la infecŃia cu criptosporidii, ca unici agenti patogeni, s-a dovedit a 
fi cea cuprinsă între 8 şi 14 zile. S-au observat diferenŃe distinct semnificative (p<0,01) între 
această categorie de vârstă şi celelalte categorii luate în considerare (tabel 7). Pe măsura înaintării 
în vârstă, prevalenŃa infecŃiei cu Cryptosporidium spp., ca monoparazitism, scade uşor. Această 
scădere a extensivităŃii infecŃiei se poate explica pe de o parte, pe seama rezistenŃei de vârstă ca 
urmare a unor modificări în fiziologia şi microflora intestinală, iar pe de altă parte, prin imunitatea 
dobândită exprimată prin maturizarea sistemului imun ca urmare a contactului repetat cu parazitul. 

 
 



Tabel 7 
 

EvoluŃia celor patru enteropatogeni (Rotavirus, Coronavirus, E. coli F5 şi Cryptosporidium spp.)  în 
funcŃie de vârstă la tineretul bovin, în cele cinci ferme investigate 

Vârsta 
Total 
Probe 

examinate 

Probe pozitive pentru 
Nega- 
tive 
(%) 

Rotav. 
singur 

(%) 

Coronav 
singur 

(%) 

E. coli 
F5 

 
 

Crypto. 
singur 

(%) 

Crypto. 
asociat cu 
Rotav.(%) 

Crypto. 
asociat 
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) 

Legendă: Crypto – Cryptosporidium; Coronav – Coronavirusuri; Rotav - Rotavirusuri ; E – 
Escherichia 
 

Alături de prezentarea prevalenŃei criptosporidiozei la viŃei în judeŃul Bihor, căteva 
observaŃii merită a fi menŃionate. PrevalenŃa criptosporidiozei este în corelaŃie cu: prezenŃa 
rotavirusurilor în fecalele viŃeilor, excreŃia de fecale diareice cremoase, igiena deficitară şi 
tratamentele cu antibiotice. Printre factorii asociaŃi cu prezenŃa rotavirusurilor se numără: igiena 
adăposturilor de animale, prezenŃa viŃeilor cu diaree apoasă sau existenŃa infecŃiilor cu 
criptosporidii. 
 
Concluzii 
 

• La tineretul bovin în primele două luni de viaŃă, criptosporidioza a evoluat în toate cele cinci 
unităŃi de creştere ale judeŃului Bihor, într-un procent de 32,5. 

 
• Pe lângă infecŃia cu Cryptosporidium spp., rotavirusurile şi coronavirusurile contribuie de 

asemenea la morbiditate, singure sau în infecŃii asociate. 
 

• Nu au fost identificate infecŃii cu E. coli F5. 
 

• Extensivitatea şi intensivitatea infecŃiei la tineretul taurin în primele două luni de viaŃă este 
mai ridicată la categoria de vârstă 8-14 zile. 

 
• FrecvenŃa Rota virusului a fost mai mare în fecalele diareice cu aspect apos iar C. parvum 

a fost diagnosticat cu preponderenŃă în fecalele diareice  cremoase. 
 
  Prevalen Ńa criptosporidiozei în asociere cu al Ńi enteropatogeni la vi Ńei în jude Ńul Caraş-

Severin 
 

ImportanŃa infecŃiilor asociate pentru zoo-economie a crescut treptat, pe măsura creşterii 
şeptelului şi, mai ales, pe măsura extinderii sistemelor de creştere intensivă şi semiintensivă a 
bovinelor. Pierderile economice sunt considerabile în special la viŃeii în prima lună de viaŃă. 
Diagnosticul şi măsurile preventive sunt dificile datorită varietăŃii agenŃilor patogeni ce pot fi izolaŃi 
de la viŃei la această categorie de vârstă. 

Obiectivul principal al acestui studiu a fost de a determina evoluŃia infecŃiei cu criptosporidii 
la tineretul bovin în fermele luate în studiu în judeŃul Caraş-Severin. 

 
Materiale şi metode  

 



Studiul a fost realizat în luna martie-mai anul 2007 pe un număr de 48 de viŃei cu vârste 
cuprinse între două şi 90 de zile, proveniŃi din patru ferme cu creştere de tip industrial din diferite 
zone ale judeŃului Caraş-Severin (fig. 4). ViŃeii au fost crescuŃi în sistem intensiv, în stabulaŃie liberă 
împreună cu mamele (localităŃile Vrani şi Răcăşdia)  sau în cuşti individuale (localităŃile Berlişte şi 
Grădinari) încă din prima zi de viaŃă.  Trebuie menŃionat faptul că, în două din patru ferme s-a 
făcut vaccinare împotriva coronavirozei şi rotavirozei bovine. 

 

 

Fig. 4. Dispunerea unităŃilor cartate în judeŃul Caraş – Severin 
1. Vrani 2. Berlişte 3. Grădinari 4. Răcăşdia [www.turism-romania.ro] 

 
Materiile fecale diareice au fost recoltate individual direct din rect, depozitate în 

coprocultoare sterile la o temperatură de 4ºC şi prelucrate în decurs de 24 de ore. Probele biologice 
au fost examinate prin tehnica ELISA utilizând 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 şi 
respectă principiile tehnicii ELISA dublu – sandwich.  

 
Rezultate şi discu Ńii 

 
Rezultatele cercetărilor privind ponderea infecŃiilor cu criptosporidii în asociere sau nu cu 

alŃi trei enteropatogeni la tineretul bovin sunt prezentate sintetic în tabelul 8. 
 
 

4. Răcăşdia 2. Berlişte 

1. Vrani 

3.Grădinari 



Tabel 8 
 

Sinopticul probelor pozitive la kitul BIO-X EASY-DIGEST (BIO K 151), în fermele de bovine luate în 
studiu din judeŃul Caraş-Severin 

 
Localitatea 

Probe pozitive pentru 

 
Nr. 
total 

probe 

Crypto. 
singur 

Rotav. 
singur 

Corona E. 
coli 
F5 

Crypto. 
+ 

Rotav. 

Negative 

Nr 
 

% 
 

Nr 
 

% 
 

Nr/% 
 

Nr/% 
 

Nr 
 

% 
 

Nr 
 

% 
 

Vrani 14 7 50 4 28,5 0 0 2 14,2 1 7,1 

Berlişte 7 2 28,5 0 0 0 0 0 0 5 71,4 

Grădinari 7 1 14,2 0 0 0 0 0 0 6 85,8 

Răcăşdia 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) 

Legendă: Crypto – Cryptosporidium; Corona – Coronavirusuri; Rota - Rotavirusuri ; E – 
Escherichia; 

 
InfecŃii cu criptosporidii ca unici agenŃi patogeni au fost semnalate în toate cele patru unităŃi 

de creştere în procente diferite de la 14,2 % până la 50%. 
Rotavirusurile ca unici agenŃi patogeni au fost diagnosticate tocmai în fermele în care nu se 

practică vaccinarea preventivă cu vaccin inactivat [tabel 8]. 
Coronavirusul enteric bovin şi E. coli F5 (K99) nu au fost identificate în niciuna din fermele 

investigate. 
În cazul infecŃiilor mixte, s-au găsit asocieri între criptosporidii şi rotavirusuri, acestea fiind 

prezente în două din patru ferme investigate.  
Pe ansamblu, studiul materiilor fecale prin tehnica ELISA cu privire la ponderea agenŃilor 

enteropatogeni implicaŃi în producerea diareilor la viŃei arată că: 
- Cryptosporidium spp. a fost identificat la un număr de 20 probe din 48 analizate (17 de cazuri ca 
agent patogen unic şi 3 cazuri asociat); 
- rotavirusurile au fost semnalate în 8 probe din 48 analizate (5 cazuri ca agent patogen unic şi 3 
cazuri asociat); 

Acest studiu demonstrează că, Cryptosporidum spp. a fost cel mai prevalent agent 
enteropatogen (41,65%) la viŃeii în primele trei luni de viaŃă în cele patru ferme cu creştere de tip 
industrial din judeŃul Caraş-Severin. Procentul total de detectare a Cryptosporidium spp. tinde spre 
valorile obŃinute de de la Fuente şi col. (1998) în centrul Spaniei (52, 3%) care au făcut investigaŃii 
epidemiologice la tineretul bovin în prima lună de viaŃă [De la Fuente şi col., 1998b]. În Germania, 
la viŃeii sub trei săptămâni de viaŃă, Otto şi col. (1995) găsesc o pozitivitate de 52,5%, procent care 
se apropie destul de mult de pozitivitatea găsită de noi [Otto şi col., 1995]. În Spania cercetările lui 
García şi col. (2000) scot în evidenŃă o pozitivitate mult mai mare pentru Cryptosporidium spp. (85,2 
%) decât cea indicată în acest studiu [Garcia şi col., 2000]. Rata de detecŃie a infecŃiei cu 
criptosporidii găsită de noi este mult mai mare decât cea găsită de Reynolds şi col. (1986) (14%), 
Snodgrass şi col.(1986) (14%), Abraham şi col.(1992) (0%) J. Quílez şi col. (1996) (19,7%) sau 
Pérez şi col. (1997) (11%) [Reynolds şi col., 1986; Snodgrass şi col., 1986; Abraham şi col., 1992; 
Quilez şi col., 1996; Perez şi col., 1997] 

Unii autori în urma cercetărilor efectuate, au ajuns la concluzia că, rotavirusul ar fi cel mai 
prevalent agent al diareei la viŃei. Procentul de infecŃie cu rotavirus găsit de noi (16,65%) este mult 
mai mic decât cel găsit de Solana şi col. (1985) (43,6%) în Spania, de Fagan şi col. (1995) (38,9%) 
în Irlanda, de Brenner şi col. (1993) (41,4%) în Israel respectiv de de la Fuente şi col. (1998) 42,7% 
în Spania [Solana şi col., 1985; Fagan şi col., 1995; Brenner şi col., 1993; De la Fuente şi col., 
1998a]. 

Valori mai apropiate de ale noastre au fost semnalate de Abraham şi col. (1992) în Ethiopia 
(16,7 %), García şi col. (2000) în Spania (20,4%) respectiv de Pérez şi col. (1997) (7%) la viŃeii cu 



diaree în cantonul Tilarán (Costa Rica) [Garcia şi col., 2000; Perez şi col., 1997; Abraham şi col., 
1992].  

InfecŃii cu E. coli F5 (K99) nu au fost semnalate în fecalele diareice ale viŃeilor sub vârsta 
de 90 de zile. Într-o lucrare, de la Fuente şi col. (1998b 1) semnalează sensibilitatea redusă a kitului 
ELISA (Tetravalent) (28,6%) în identificarea tulpinii E. coli F5 faŃă de cultura bacteriană (97,4%). 
Acest fapt ar explica în parte neidentificarea tulpinii E. coli F5 în prezentul studiu. 

Un procent de 47,9 din fecalele analizate au fost negative pentru cei patru enteropatogeni. 
Această valoare coincide cu negativitatea găsită de alŃi autori [Bellinzoni şi col., 1990; McDonough 
şi col., 1994]. În asemenea situaŃii, pe lângă cei patru enteropatogeni pentru care s-au făcut 
investigaŃii, în etiologia diareii ar mai putea fi implicaŃi în special calicivirusurile, Breda virusul, 
Salmonella spp. sau Torovirusurile [De la Fuente şi col., 1998; Perez şi col., 1997]. 

InfecŃii mixte au fost semnalate între Cryptosporidium spp. şi rotavirusuri (6,2 %). Acest 
lucru coincide cu rezultatele publicate în majoritatea studiilor din întreaga lume care susŃin că, cea 
mai comună infecŃie mixtă ar fi între Cryptosporidium spp. şi rotavirusuri. 

Neidentificarea corona- şi rotavirusurilor în fermele în care se practică vaccinarea, 
demonstrează eficacitatea vaccinului şi protecŃia oferită de acesta în primele trei luni de viaŃă. 

Pe baza acestui studiu se poate spune că, de departe, criptosporidiile, în cele patru ferme 
din judeŃul Caraş -Severin, sunt cei mai frecvenŃi enteropatogeni ce produc diareile la viŃei. Sistemul 
de creştere respectiv alimentaŃia exclusiv lactată ar putea reprezenta un factor determinant în 
evoluŃia criptosporidiozei. Rotavirusurile, în fermele în care nu se prectică vaccinarea, contribuie 
deasemenea la morbiditate, singure sau în infecŃii asociate. Întrucât efectivul investigat nu 
reprezintă un eşantion reprezentativ pentru fiecare categorie de vârstă (vezi judeŃul Arad), ne-am 
decis să nu reprezentăm grafic evoluŃia criptosporidiozei în funcŃie de vârstă. 
 
Concluzii 
 

• La viŃeii în primele două luni şi jumătate de viaŃă, în patru ferme de bovine din judeŃul 
Caraş-Severin cauza majoră a diareilor a fost infecŃia cu Cryptosporidium spp. 

 
• Cryptosporidum spp. a fost cel mai prevalent agent enteropatogen (41,65%) la viŃeii în 

primele trei luni de viaŃă în cele patru ferme cu creştere de tip industrial din judeŃul Caraş-
Severin 

 
• În fermele în care se practică vaccinarea împotriva corona şi rotavirusurilor s-a demonstrat 

eficacitatea vaccinului şi protecŃia oferită de acesta în primele două luni de viaŃă. 
 

• Pe lângă infecŃia cu Cryptosporidium spp., rotavirusurile contribuie de asemenea la 
morbiditate, singure sau în infecŃii asociate. 

 
• Nu au fost identificate infecŃii cu E. coli F5 şi coronavirusuri. 

 
  Prevalen Ńa criptosporidiozei în asociere cu al Ńi enteropatogeni la vi Ńei în jude Ńul Timi ş 

 
Materiale şi metod ă 
 

Pentru cunoaşterea aspectelor epidemiologice ale criptosporidiozei la tineretul bovin, 
cercetările au fost efectuate în diferite zone ale judeŃului Timiş conform hărŃii alăturate (fig. 5), 
întocmindu-se pentru fiecare animal examinat fişe individuale care cuprind: numărul matricol (la 
cele existente), rasă, vârstă şi sex. 

Materiile fecale diareice au fost recoltate individual, direct din rect, depozitate în 
coprocultoare la o temperatură de 4ºC şi prelucrate în decurs de 24 de ore.  

Probele recoltate au fost examinate prin tehnica ELISA utilizând 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 şi respectă principiile tehnicii ELISA dublu – sandwich. 
 



 

Fig. 5. Dispunerea localităŃilor investigate în judeŃul TIMIŞ 1.- km 6-SDE; 2. -Pişchia;3. –Tormac; 
[www.infoturism.ro] 

 
Rezultate şi discu Ńii 
 

În urma recoltării de probe de la ferma USAMVB Timi şoara – Km 6  au fost observate 
următoarele aspecte:  

� Din cele 27 probe recoltate, prin tuşeu, au fost diareice trei, 19 nediareice şi cinci 
semidiareice; 

� Vârsta viŃeilor a fost cuprinsă între 14 zile şi şase luni; 
� În ceea ce priveşte starea fiziologică aceştia se prezentau clinic sănătoşi, mai puŃin 

cei diareici. 
În urma analizării probelor prin examen ELISA s-a constat că, 20 din 27 (74, %) de probe 

au fost negative, şapte probe (25,9 %) fiind pozitive la infecŃia cu enteropatogenii vizaŃi de ELISA. 
Dintre acestea două probe (7,40%) au fost pozitive la infecŃia unică cu Cryptosporidium spp., trei 
(11,1 %) au fost pozitive la infecŃia asociată rotavirus – Cryptosporidium, două probe au fost 
pozitive la infecŃia unică cu rotavirus (7,4 %) (tabel 9). 

Din ferma SDE a USAB Timişoara au fost recoltate 18 probe, nouă nediareice, două 
semidiareice şi şapte diareice. ViŃeii de la care au provenit probele de fecale au avut vârsta 
cuprinsă între 1,5 şi patru luni. Atât cei cu eliminări de fecale nediareice cât şi cei cu fecale 
semidiareice puteau fi încadraŃi la starea fiziologică clinic sănătoşi. 

În urma analizării probelor prin examen ELISA s-a constat că 11 din 18 (61,1 %) probe au 
fost negative, şapte probe (38,88 %) fiind pozitive la infecŃia cu enteropatogenii vizaŃi de ELISA. 
Dintre acestea patru probe (22,2 %) au fost pozitive la infecŃia unică cu Cryptosporidium spp., două 
(11,1 %) au fost pozitive la infecŃia asociată coronavirus – Cryptosporidium, o probă a fost pozitivă 
la infecŃia asociată cu rotavirus – Cryptosporidium (5,5 %). 

O altă fermă supusă studiului a fost cea de la Pişchia unde au fost examinaŃi 20 de viŃei. 
După aspectul fecalelor 12 au fost diareice (60%), cinci semidiareice (25%) şi trei nediareice (15 
%). ViŃeii supuşi studiului au avut vârsta între trei şi nouăzeci de zile. 

Rezultatele testului ELISA au evidenŃiat faptul că 10 din 20 de probe (50 %)  au fost 
pozitive din punct de vedere al infecŃiei cu unul sau mai mulŃi enteropatogeni. Parazitismul cu 
Cryptosporidium spp. a fost observat la 50% din probe (10 din 20). Asocierea Cryptosporidium spp. 
– coronavirus a fost identificată la 20 % (patru din 20). Asocierea Cryptosporidium spp. cu rotavirus 
a fost observată la o probă adica 5 % şi cu E. coli F5 la o singură probă (5 %). Asocierile observate 
au fost în toate cazurile Cryptosporidium spp. şi alŃi enteropatogeni nu şi alŃi enteropatogeni fără 
Cryptosporidium spp.  Procentual aceste asocieri au fost constatate la 25 % dintre probe (tabel 9). 

2. Pişchia 

1. Km-6  SDE 

3. Tormac 



Un alt experiment a fost realizat la una din fermele "Tormac-Tim" localitatea Tormac, unde 
au fost recoltate fecale de la 15 viŃei cu vârsta cuprinsă între o zi şi 55 de zile. Aspectul fecalelor a 
fost diareic la patru viŃei (26,6 %), semidiareic la trei animale (20 %)  şi nediareic la opt viŃei 
(53,3%). In ceea ce priveşte starea fiziologică se poate spune că, şapte erau cinic sănătoşi (46,6 
%), doi erau în stare relativ bună (13,3 %) iar 33,3 % (cinci viŃei manifestau sindrom digestiv şi 
respirator cu prostraŃie). 

Rezultatele testului ELISA au relevat faptul că, nouă probe (60%) au fost pozitive din punct 
de vedere al enteropatogenilor. Cinci probe (33,3 %) au fost pozitive la infecŃia cu Cryptosporidium 
spp., patru probe (26,6%) au fost pozitive pentru rotavirus, una (6,6 %) a fost pozitivă la coronavirus 
şi o altă probă a fost pozitivă la infecŃia cu E. coli F5 (6,6%). 

Asocierile înregistrate au fost coronavirus - Cryptosporidium spp. (6,6%) şi rotavirus – 
Cryptosporidium spp. (6,6%). 

 
Concluzii 
 
• La tineretul bovin investigat în judeŃul Timiş, criptosporidioza, evaluată prin ELISA, a 

evoluat în toate cele 4 unităŃi de creştere, având o prevalenŃă de 33,7% (17,5% ca agent 
patogen unic şi 16,25% în asociaŃie cu alŃi agenŃi patogeni ). 

 
• Coronaviroza a avut o prevalenŃă de 8,75 % evoluând în toate cazurile asociată. 

 
• PrevalenŃa rotavirozei la tineretul bovin examinat a fost de 13,7% (6,25% ca agent patogen 

unic şi 7,5% în asociaŃie cu alŃi agenŃi patogeni). 
 

• InfecŃia cu E.coli F5 enteropatogen a avut o prevalenŃă de 2,5%. 
 

• InfecŃia cu Cryptosporidium spp., ca agent patogen unic, a variat între 7,4% şi 25%.  
 

• Coronavirusurile implicate în etiologia diareei la tineretul bovin investigat în judeŃul Timiş 
evoluează de obicei asociate cu criptosporidii. 

 
 



Tabel 9 
 

Sinopticul probelor pozitive la kitul BIO-X EASY-DIGEST (BIO K 151), în fermele de bovine luate în studiu din judeŃul Timiş 

Ferma 
Nr. 

probe 

Probe pozitive pentru 

Negative Nr. Crypto 
sg. (%) 

Nr. rotav 
sg. ( %) 

Nr. E. 
coli F5 
sg. (%) 

Nr. Crypto. 
+ coronav 

(%) 

Nr. 
Crypto. + 

rotav 
(%) 

Nr. Rotav. + 
Crypto + 

corona (%) 

Nr. Crypto+ E. 
coli F5 (%) 

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) 

PIŞCHIA 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 Ńiei criptosporidiozei în asociere cu al Ńi 

enteropatogeni la vi Ńei, în partea de vest a României 
 

Rezultate şi discu Ńii  
 

Rezultatele cercetărilor privind ponderea infecŃiilor cu criptosporidii în asociere sau nu cu 
alŃi trei enteropatogeni la tineretul bovin din zona de vest a României sunt prezentate sintetic în 
tabelul 10. EvoluŃia celor patru enteropatogeni, precum şi procentul probelor negative în judeŃele 
investigate sunt reprezentate în figura 6. 

InfecŃii cu criptosporidii ca unici agenŃi patogeni au fost semnalate în toate cele patru judeŃe 
în care s-au făcut investigaŃii în procente diferite de la 17,5% (judeŃul Timiş) până la 48% (judeŃul 
Arad). 

Rotavirusurile ca unici agenŃi patogeni au fost diagnosticate de asemenea în toate judeŃele 
în care s-au făcut investigaŃii (tabel 10). Cel mai ridicat procent de infecŃie a fost semnalat în judeŃul 
Bihor, unde 15% dintre viŃeii investigaŃi eliminau prin fecale doar rotavirusuri. 

Coronavirusul enteric bovin ca şi monoinfecŃie a fost diagnosticat în judeŃele Arad (2%) şi 
Bihor (3,8%) fie singur fie asociat. InfecŃii cu E. coli F5 au fost semnalate numai în judeŃul Timiş 
având prevalenŃa cea mai mică dintre enteropatogenii investigaŃi. 

În cazul infecŃiilor mixte, s-au găsit asocieri între: criptosporidii şi rotavirusuri (5,2%), 
criptosporidii şi coronavirusuri (6,8%), criptosporidii şi E. coli F5 (0,3%) respectiv între rotavirusuri şi 
coronavirusuri (0,9%). Într-un singur caz (0,3%), în judeŃul Timiş, s-au înregistrat infecŃii mixte cu 
trei enteropatogeni (vezi tabel 10) 
 
 



 
 
 
 
 
 

Tabel 10 
Sinopticul probelor positive la kitul BIO K 151 în cele patru judeŃe vestice la bovine 

JudeŃ Nr. 
Probe 

Probe pozitive pentru 

Negative 
Cry. sg Rota. sg 

Corona. 
sg. 

E. coli F5 
sg. 

Cry. + 
Rota 

Cry. + 
Corona. 

Cry. + 
E. coli 

F5 

Rota. + 
Corona. 

Cry.+ 
Rota.+ 

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 22,5 12 15 3 3,8 0 0 5 6,2 3 3,8 0 0 0 0 39 48,7 
Caraş 48 17 35,4 5 10,4 0 0 0 0 3 6,2 0 0 0 0 0 0 0 0 23 47,9 
Timiş 80 14 17,5 5 6,2 0 0 1 1,2 5 6,2 6 6,7 1 1,2 0 0 1 1,2 47 58,7 
Total  308 97 31,4 29 9,4 5 1,6 1 0,3 16 5,2 21 6,8 1 0,3 3 0,9 1 0,3 134 43,5 

 Legendă: Cry-Cryptosporidium spp., Rota-rotavirus, Corona.-coronavirus, E.- Escherichia, sg.- singur 
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Pe ansamblu, studiul materiilor fecale prin tehnica ELISA, cu privire la ponderea agenŃilor 

enteropatogeni implicaŃi în producerea diareilor la viŃei în judeŃele vestice ale României, arată că: 
• Cryptosporidium spp. a fost identificat la un număr de 136 probe din 308 analizate (97 

de cazuri ca agent patogen unic şi 39 cazuri asociat); 
• coronavirusurile au fost întâlnite în fecalele a 30 viŃei din 308 examinate (cinci cazuri 

ca agent patogen unic şi 25 cazuri asociat); 
• rotavirusurile  au fost găsite la 49 probe din 308 analizate ( 29 cazuri ca agent 

patogen unic şi 20 cazuri asociat); 
• E. coli F5 enteropatogen a fost identificat în fecalele a doi viŃei din 308 examinate 

(într-un singur caz ca agent patogen unic şi un caz asociat). 
Acest studiu demonstrează că, Cryptosporidum spp. a fost cel mai prevalent agent 

enteropatogen (44,1 %) la viŃeii sub vârsta de şase luni în cele patru judeŃe din partea de vest a 
României (fig. 7). Procentul total de detectare a Cryptosporidium spp. tinde spre valorile obŃinute de 
de la Fuente şi col. (1998b) în centrul Spaniei (52, 3%) care au făcut investigaŃii epidemiologice la 
tineretul bovin în prima lună de viaŃă [De la Fuente şi col., 1998b]. În Germania, la viŃeii sub trei 
săptămâni de viaŃă, Otto şi col. (1995) găsesc o pozitivitate de 52,5%, procent care se apropie destul 
de mult de pozitivitatea găsită de noi [Otto şi col., 1995]. 
 

63

17
13

0

32.3

41.6

0

16.6

0

47.9

32.5

7.6

21.2

0

48.7

33.7

7.9

13.7

2.5

58.7

0

10

20

30

40

50

60

70

ARAD CARA Ş SEVERIN BIHOR TIMIŞ

CRYPTOSPORIDIUM SP. CORONAVIRUS ROTAVIRUS E. COLI F 5 NEGATIVE

 
Fig. 6. Reprezentarea grafică a ponderii celor patru enteropatogeni pe judeŃe în partea de vest 

a României 
  
Analizând rezultatele obŃinute şi comparându-le cu cele relatate de alŃi autori, pot fi relevate 

câteva aspecte epidemiologice. 
InfecŃii cu criptosporidii la viŃei au putut fi puse în evidenŃă atât la animalele bolnave cât şi la 

cele clinic sănătoase din întreaga lume, chiar din primele zile de după naştere şi până la vârsta de doi 
ani.  

Metodele non-moleculare relevă o prevalenŃă foarte variată de la o regiune geografică la alta. 
De exemplu datele obŃinute din cercetările efectuate în două ferme din FranŃa la viŃeii în primele trei 
săptămâni de viaŃă relevă o prevalenŃă de 86% respectiv 43,4%[Naciri şi col., 1999]. Studiul efectuat 
de Joachim şi col. în Germania pe un efectiv de 4060 de viŃei de diferite vârste relevă o prevalenŃă de 
21,5% [Joachim şi col., 2003]. Într-un alt studiu din S.U.A. în care s-au făcut investigaŃii în 1103 ferme 
şi în care au fost prelucrate şi examinate 7369 de probe, s-a ajuns la concluzia că în 59% dintre ferme 
animalele sunt infectate cu criptosporidii, iar din totalul probelor examinate 22% au fost pozitive 
[Santin şi col., 2004] 
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În Anglia criptosporidioza este recunoscută ca fiind o problemă gastrointestinală obişnuită la 
viŃei. Sturdee şi col. (2003) într-un studiu epidemiologic efectuat pe 272 de viŃei în primele opt 
săptămâni de viaŃă au găsit o prevalenŃă a criptosporidiozei de 23,2% [Sturdee şi col., 2003]. 

Şi pe continentul Asiatic au fost raportate infecŃii cu criptosporidii la viŃeii de diferite categorii 
de vârste. Printre statele în care s-au efectuat investigaŃii epidemiologice se numără: India (10,9%), 
Iraq (20%), Japonia (4,7%), Coreea (14,4), Malaysia (25%) şi Taiwan (37,6). [Fariyawati şi col., 2005; 
Kaneta şi col., 1998; Khubnani şi col., 1997; Mahdi şi col., 2002; Watanabe şi col., 2005; Wee şi col., 
1996] 

În statul african Uganda, Nizeyi şi col. (2002) au examinat 50 de probe diareice de la viŃei 
înainte şi după înŃărcare. Ei au găsit o prevalenŃă de 38% [Nizeyi şi col., 2002]. În Zambia, Guerden şi 
col. (2006) relatează o prevalenŃă mult mai mică de 6,3% la viŃeii în primele 84 de zile de viaŃă 
[Guerden şi col., 2006]. 

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

Cu privire la evoluŃia criptosporidiozei în asociere cu alŃi enteropatogeni rezultate comparative 
efectuate în diferite arii geografice sunt prezentate în cele ce urmează. 

În Spania cercetările lui García şi col. (2000) scot în evidenŃă o pozitivitate mult mai mare 
pentru Cryptosporidium spp. (85,2 %) decât cea indicată în acest studiu [Garcia şi col., 2000]. Rata de 
detecŃie a infecŃiei cu criptosporidii găsită de noi este mult mai mare decât cea găsită de Reynolds şi 
col. (1986) (14%), Snodgrass şi col. (1986) (14%), Abraham şi col. (1992) (0%) J. Quílez şi col. (1996) 
(19,7%) sau Pérez şi col. (1997) (11%)[Reynolds şi col., 1986; Snodgrass şi col., 1986; Abraham şi 
col., 1992; Quilez şi col., 1996; Perez şi col., 1997] 

 . 
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Fig. 7. Reprezentarea grafică a ponderii celor patru enteropatogeni în partea de vest a 
României 

 
Unii autori în urma cercetărilor efectuate, au ajuns la concluzia că , rotavirusul ar fi cel mai 

prevalent agent al diareei la viŃei. Procentul de infecŃie cu rotavirus găsit de noi (15,8%) este mult mai 
mic decât cel găsit de Solana şi col. (1985) (43,6%) în Spania, de Fagan şi col. (1995) (38,9%) în 
Irlanda, de Brenner şi col. (1993) (41,4%) în Israel respectiv de De la Fuente şi col. (1998a) 42,7% în 
Spania [Solana şi col., 1985; Fagan şi col., 1995; Brenner şi col., 1993; De la Fuente şi col., 1998a]. 

Valori mai apropiate de ale noastre au fost semnalate de Abraham şi col. (1992) în Ethiopia 
(16,7 %), García şi col. (2000) în Spania (20,4%) respectiv de Pérez şi col. (1997) (7%) la viŃeii cu 
diaree în cantonul Tilarán (Costa Rica) [Garcia şi col., 2000; Perez şi col., 1997; Abraham şi col., 
1992]. 

InfecŃii cu E. coli F5 (K99) au fost semnalate în fecalele diareice ale viŃeilor într-un procent de 
0,7. Într-o lucrare, de la Fuente şi col. (1998a) semnalează sensibilitatea redusă a kitului ELISA 
(Tetravalent) (28,6%) în identificarea tulpinii E. coli F5 faŃă de cultura bacteriană (97,4%). Acest fapt ar 
explica în parte slaba prevalenŃă a infecŃiei cu E. coli F5 în prezentul studiu [De la Fuente şi col., 
1998a].  
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Un procent de 43,5 din fecalele analizate au fost negative pentru cei patru enteropatogeni. 
Această valoare coincide cu negativitatea găsită de alŃi autori [Bellinzoni şi col., 1990; McDonough şi 
col., 1994]. În asemenea situaŃii, pe lângă cei patru enteropatogeni pentru care s-au făcut investigaŃii, 
în etiologia diareii ar mai putea fi implicaŃi în special calicivirusurile, Breda virusul, Salmonella spp. sau 
Torovirusurile [De la Fuente şi col., 1998; Perez şi col., 1997]. InfecŃii mixte între Cryptosporidium spp. 
şi rotavirusuri au fost semnalate într-un procent de 5,1%. În cazul nostru cea mai frecventă asociaŃie a 
fost între criptosporidii şi coronavirusuri (6,1%). Acest lucru este în contradicŃie cu rezultatele publicate 
în majoritatea studiilor din întreaga lume care susŃin că, cea mai comună infecŃie mixtă ar fi între 
Cryptosporidium spp. şi rotavirusuri. 

Neidentificarea corona- şi rotavirusurilor în fermele din judeŃul Caraş - Severin în care se 
practică vaccinarea, demonstrează eficacitatea vaccinului şi protecŃia oferită de acesta în primele trei 
luni de viaŃă.  

Pe baza acestui studiu se poate spune că, de departe, criptosporidiile, în cele patru judeŃe 
vestice ale României, sunt cei mai frecvenŃi enteropatogeni ce produc diareile la viŃei. Sistemul de 
creştere respectiv alimentaŃia exclusiv lactată ar putea reprezenta un factor determinant în evoluŃia 
criptosporidiozei. Pe lângă infecŃia cu Cryptosporidium spp., rotavirusurile, coronavirusurile şi E. coli 
F5 contribuie de asemenea la morbiditate, singure sau în infecŃii asociate. 
 

Concluzii 
 

InvestigaŃiile epidemiologice efectuate la bovinele din patru judeŃe vestice ale României scot 
în evidenŃă o prevalenŃă de 44% pentru criptosporidioză, 15,8% pentru rotaviroză, 9,6% pentru 
coronaviroză respectiv 0,7% pentru colibaciloza bovină determinată de E. coli F5 enteropatogen.  

 
2. DETERMINAREA PREVALENłEI CRIPTOSPORIDIOZEI SUINE ÎN ASOCIERE CU ALłI 

ENTEROPATOGENI PRIN ELISA ÎN CÂTEVA JUDEłE VESTICE ALE łĂRII 
 

  Prevalen Ńa criptosporidiozei în asociere cu al Ńi enteropatogeni la suine în jude Ńul Timi ş 
 

Sindromul diareic al tineretului suin reprezintă o problemă complexă ca rezultat al interacŃiunii 
dintre agenŃii enteropatogeni, imunitatea gazdei şi procedurile de management. ImportanŃa infecŃiilor 
asociate pentru zoo-economie a crescut treptat, pe măsura creşterii şeptelului şi mai ales pe măsura 
extinderii sistemelor de creştere intensivă şi semiintensivă. Pierderile economice sunt considerabile în 
special la purceii sugari şi înŃărcaŃi [Johnston şi col., 1992].  

Diagnosticul şi măsurile preventive sunt dificile datorită varietăŃii agenŃilor patogeni ce pot fi 
izolaŃi de la purcei la această categorie de vârstă [Moga Mânzat, 2001].  

Cei mai frecvenŃi enteropatogeni sunt consideraŃi: coronavirusurile (incluzând virusul TGE şi 
virusul diareei epidemice porcine), rotavirusurile, E. coli enterotoxigen (ETEC), Clostridium perfringens 
şi coccidiile (incluzând Isospora suis şi Cryptosporidium spp.) [Moga Mânzat, 2001; Katsuda şi col., 
2006]. InvestigaŃii care au avut ca scop determinarea prevalenŃei acestor agenŃi enteropatogeni au 
fost realizate în întreaga lume. Totuşi, multe studii au fost concentrate doar pe un singur agent 
patogen iar investigaŃiile efectuate asupra infecŃiilor mixte sunt raportate acum 15–20 ani şi nu reflectă 
o situaŃie epidemiologică curentă [Dărăbuş, 1996]. 

Întrucât nu există niciun studiu epizootologic cu privire la ponderea agenŃilor enteropatogeni la 
tineretul suin în zona de vest a României, s-a considerat oportună efectuarea unor investigaŃii 
epidemiologice prin tehnica ELISA, în vederea cunoaşterii evoluŃiei criptosporidiozei în asociere cu alŃi 
enteropatogeni. Obiectivul principal al acestui studiu a fost de a determina prevalenŃa a câtorva agenŃi 
enteropatogeni care determină diareea la purcei, înainte şi după înŃărcare, în condiŃii de creştere 
intensivă. 
 
Materiale şi metod ă 
 

Studiul a fost realizat în perioada octombrie-decembrie 2007, pe un număr de 104 de purcei 
cu vârste cuprinse între o zi şi 47 de zile, proveniŃi din opt ferme cu creştere de tip industrial din judeŃul 
Timiş conform hărŃii alăturate (fig. 8). Purceii de rasă Landrace, Hampshire, Duroc şi Marele Alb, de 
sexe diferite (50 masculi şi 53 femele) au fost crescuŃi în sistem intensiv, fie în boxe individuale 
împreună cu mamele până la înŃărcare, fie în boxe mai mari de 10-14 purcei/boxă (cei peste 28 de 
zile).  

Materiile fecale diareice au fost recoltate individual direct din rect, depozitate în coprocultoare 
la o temperatură de 4ºC şi prelucrate în decurs de 24 de ore. Probele recoltate au fost examinate prin 



 

 25/68 

tehnica ELISA în laboratorul de serologie din cadrul FacultăŃii de Medicină Veterinară din Timişoara. 
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 şi respectă principiile tehnicii ELISA dublu – sandwich. 

Principiul testului se bazează pe faptul că anticorpii monoclonali cu care sunt impregnate 
camerele de microtitrare „capturează” antigenele agenŃilor patogeni corespunzători din probele de 
fecale. 
 

 

Fig. 8. Dispunerea unităŃilor cartate în judeŃul Timiş 
1 - Periam; 2 - Voiteni; 3 - Birda; 4 – Bacova; 5 – Ciacova; 

6 – Pădureni; 7 – Sânnicolau Mare; 8 – Peciu Nou; 
 
Rezultate şi discu Ńii 
 

Rezultatele cercetărilor sunt prezentate sintetic în tabelul 11. 
În ferma I, o probă din 10 a fost pozitivă la infecŃia cu Cryptosporidium spp. La infecŃia cu 

rotavirusuri, două probe au fost pozitive, din care una a fost pozitivă pentru infecŃia cu rotavirusuri cât 
şi pentru infecŃia cu Cryptosporidium spp. 

În ferma II, şase probe din 13 au fost pozitive la infecŃia cu Cryptosporidium spp., din care una 
a fost pozitivă atât la infecŃia cu Cryptosporidium spp. cât şi la infecŃia cu rotavirusuri. 

În ferma III, patru probe din 10 analizate  au fost pozitive pentru infecŃia cu Cryptosporidium 
spp. Rotavirusurile au putut fi evidenŃiate în două probe din tot atâtea analizate. În această fermă nu 
s-a găsit nicio asociere între cei doi enteropatogeni. 

În ferma IV, nouă din 18 probe au fost pozitive la infecŃia cu Cryptosporidium spp.. La infecŃia 
cu rotavirusuri, două probe au fost pozitive. 

În ferma V, o singură probă s-a dovedit a fi infectată cu Cryptosporidium spp.. În 5 probe din 
10 analizate s-au identificat rotavirusuri. În această fermă nu s-a găsit nicio asociere între cei doi 
enteropatogeni. 

În ferma VI, trei probe din 10 prelucrate au fost pozitive pentru infecŃia cu Cryptosporidium 
spp., din care o singură probă a fost pozitivă atât la infecŃia cu Cryptosporidium spp. cât şi la infecŃia 
cu rotavirusuri. 

În ferma VII, trei probe din 10 au fost pozitive la infecŃia cu Cryptosporidium spp. 

7. Sânnicolau 
Mare 

1 Periam 

8. Peciu Nou 

5. Ciacova 

2.Voiteni 

6. Pădureni 

3. Birda 

4.Bacova 
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În ferma VIII, cinci probe din 23 analizate au fost pozitive  la infecŃia cu Cryptosporidium spp.. 
În aceste probe pozitive pentru Cryptosporidium spp., în două situaŃii, s-au găsit asocieri cu alŃi 
enteropatogeni: o dată cu rotavirusuri  şi o dată cu coronavirusuri. 

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

Tabel 11 
 
Sinopticul probelor pozitive la kitul BIO-X EASY-DIGEST (BIO K 151), în cele opt unităŃi de creştere a 

tineretului suin din judeŃul Timiş 

 
F

E
R

M
A

 

 
Probe pozitive pentru 

 
Negative 

 
Nr. 

total 
probe 

Crypto. 
singur 

Coronav 
singur 

Rotav. 
singur 

E. 
coli 
F5 

Crypto. 
+ 

Rotav. 

 
Crypto. 

+ 
Corona 

 
Nr. 

 
 

% 
Nr. 
% 

Nr.  
% 

Nr. 
% 

Nr. 
 

 
% 

Nr. 
 

 
% 

Nr. 
 

 
% 

I 10 0 0 0 1 10 0 1 10 0 0 8 80 

II 13 5 39 0 0 0 0 1 8 0 0 7 54 

III 10 4 40 0 2 20 0 0 0 0 0 4 40 

IV 18 9 50 0 2 11 0 0 0 0 0 7 39 

V 10 1 10 0 5 50 0 0 0 0 0 4 40 

VI 10 2 20 0 0 0 0 1 10 0 0 7 70 

VII 10 3 30 0 0 0 0 0 0 0 0 7 70 

VIII 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) 

Legendă: Crypto – Cryptosporidium; Coronav – Coronavirusuri; Rotav - Rotavirusuri ; E – Escherichia; 
 
Neidentificarea agentului E. coli F5 enterotoxigen se poate explica prin faptul că, la suine, cele 

mai multe tulpini enterotoxigene posedă adezinele fimbriale F4 (K88) şi mult mai rar F5 (K99) [Moga 
Mânzat, 2001].  

În toate cele şase ferme luate în studiu, pe lângă infecŃia cu Cryptosporidium spp. intervin şi 
rotavirusurile în producerea diareei, fie singure (11.6%) fie în asociere cu criptosporidii (3,9%). 

Pe ansamblu, studiul materiilor fecale prin tehnica ELISA, privind ponderea agenŃilor 
enteropatogeni implicaŃi în producerea diareelor la tineretul suin, arată că: 

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

• rotavirusurile  au fost întălnite la 16 probe din 104 analizate ( 12 cazuri ca agent 
patogen unic şi patru cazuri asociat); 

• coronavirusurile au fost puse în evidenŃă într-o singură probă asociate cu 
criptopsoridii; 

• E. coli F5 enteropatogen nu a fost identificat; 
Rezultatele anchetei epidemiologice, privind modul în care vârsta influenŃează extensivitatea 

infecŃiei cu enteropatogeni la tineretul porcin, sunt prezentate în tabelul de mai jos. 
Pe ansamblu, s-au înregistrat diferenŃe mici în ceea ce priveşte distribuŃia rotavirusurilor ca 

unici agenŃi enteropatogeni cauzatori ai diareei în primele luni de viaŃă. Rotavirusurile au putut fi 
identificate la toate categoriile de vârste alese de noi, înainte şi după întărcare. Cei mai afectaŃi purcei 
au fost din categoria 8-14 zile, la care rotavirusurile au putut fi identificate în proporŃie de 33,3%. 
Restul categoriilor de vârstă s-au dovedit a fi relativ uniform infectate cu rotavirusuri. 

Vârsta cea mai receptivă la infecŃia cu criptosporidii, ca unici agenti patogeni s-a dovedit a fi 
cea cuprinsă între 29 şi 47 zile. S-au observat diferenŃe foarte semnificative (p<0,001) între această 
categorie de vârstă şi celelalte categorii luate în considerare (tabel 12). PrevalenŃa crescută la 
categoria de peste 30 de zile, adică faptul că 15 din 24 probe au fost pozitive pentru infecŃia cu 
Cryptosporidium spp., ca unic agent patogen, se poate explica prin faptul că, prezenŃa purceilor într-un 
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mediu puternic contaminat a facilitat infecŃia. O altă explicaŃie ar putea-o constitui prezenŃa stresului 
de înŃărcare, care intervine ca un factor imunosupresant şi declanşator al diareei la tineretul suin 
înŃărcat.  

Tabel 12 
 

EvoluŃia celor patru enteropatogeni (Rotavirus, Coronavirus, E. coli F5 şi Cryptosporidium spp.) în 
funcŃie de vârstă la tineretul suin, în cele opt ferme investigate 

Vârsta 
Total 
Probe 

Examinate 

Probe pozitive pentru  

Rotav. 
Singur 

(%) 

Coronav 
Singur 

(%) 

E. 
Coli 
F5 

Crypto. 
Singur 

(%) 

Crypto. 
Asociat cu 
Rotav.(%) 

Crypto. 
Asociat 
Corona 

Nega- 
Tive 
(%) 

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 1 (4,5) 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) 
Legendă: Crypto – Cryptosporidium; Coronav – Coronavirusuri; Rotav - Rotavirusuri ; E – 

Escherichia 
 
Pentru confirmarea acestui procent atât de ridicat la această categorie de vârstă, sunt 

necesare alte studii pe un efectiv mai mare. La restul categoriilor de vârste, sub 30 de zile, cu excepŃia 
purceilor din a treia săptămână de viaŃă, criptosporidiile ca unici agenŃi patogeni s-au evidenŃiat în 
procente aproximativ egale. 

Asocieri dintre Cryptosporidium spp. şi rotavirusuri se pot observa la trei categorii de vârste 
respectiv: 8-14 zile, 15-21 zile şi 22-28 zile, în procente diferite, fără a se putea trage vreo concluzie 
semnificativă. 

Având în vedere omogenitatea loturilor, s-a întocmit un grafic în care s-a reprezentat evoluŃia 
criptosporidiozei la tineretul suin înainte şi după înŃărcare (fig. 9). 
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Figura 9. EvoluŃia criptosporidiozei la tineretul suin în funcŃie de vârstă 

 
Prin aplicarea testului χ2 s-a urmărit influenŃa vârstei asupra evoluŃiei criptosporidiozei la 

categoriile alese sub vârsta de 50 de zile. Din cele cinci categorii de vârste, cel mai înalt procent al 
infecŃiei cu criptosporidii s-a înregistrat la categoria de 29-47 zile (62,5%), urmată de categoria 22-28 
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de zile (35,2%). Prin aplicarea testului χ2 s-au observat diferenŃe foarte semnificative (p<0,001) între 
categoria de 29-47 zile şi restul categoriilor alese sub vârsta de 29 de zile (fig. 9). 

Spre deosebire de datele obŃinute de noi, care relevă o prevalenŃă relativ mare a 
parazitismului cu Cryptosporidium spp. (31%), Katsuda si col. (2006) constată că problemele digestive 
care se datorează infecŃiei cu Cryptosporidium spp. sub vârsta de trei săptămâni sunt inexistente 
[Katsuda şi col., 2006]. Prima categorie la care ei au înregistrat infecŃii cu criptosporidii a fost cea de 
22-28 de zile într-un procent de 2,5 % la 40 de probe analizate. La categoria de vârstă 29-35 de zile 
se constată cel mai crescut procent al infecŃiei de 28,3% , lucru ce am observat şi noi în investigaŃiile 
noastre.  

Rezultatele obŃinute de Wieler si col. (2001), în privinŃa incidenŃei parazitismului cu 
criptosporidii în asociere sau nu cu alŃi enteropatogeni, indică un procentaj foarte scăzut al prevalenŃei 
criptosporidiozei (1,4%), comparativ cu investigaŃiile noastre care scot în evidenŃă un procent de 31 
[Wieler şi col., 2006]. 

În condiŃiile Ńării noastre, cercetări epidemiologice privind evoluŃia criptosporidiozei suine au 
fost efectuate de către Dărăbuş şi col. la mijlocul anilor ´90 [Dărăbuş, 1996]. Pentru punerea în 
evidenŃă a protozoarului au fost examinate fecalele a 430 de porcine prin diferite metode: Willis, Ziehl 
– Neelsen modificată de Henriksen, Anderson, Giemsa, Heine şi examenul direct al etalatului de 
fecale. Deşi a fost identificată doar într-un singur caz, este prima semnalare în România, la această 
specie, ceea ce ar reprezenta o prevalenŃă de 0,23%. Comparând valoarea prevalenŃei obŃinută de 
noi (31%) cu rezultatele investigaŃiilor de acum 10 ani efectuate de Dărăbuş şi col. (prevalenŃă de 
0,23%) se constată o diferenŃă foarte mare. Această diferenŃă se datorează, probabil, sensibilităŃii şi 
specificităŃii crescute a testului ELISA la antigenele de Cryptosporidium spp. din fecale, comparativ cu 
metodele uzuale de diagnostic folosite până acum. 
 
Concluzii 
 

• La tineretul suin cu vârsta cuprinsă între 0 şi 47 de zile, criptosporidioza, evaluată prin ELISA 
în premieră naŃională, a evoluat în toate cele 8 unităŃi de creştere ale judeŃului Timiş, având o 
prevalenŃă de 31% (26,2% ca agent patogen unic şi 4,8% în asociaŃie cu alŃi agenŃi patogeni). 

 

• InfecŃia cu Cryptosporidium spp. ca monoparazitism a variat între 0 şi 50%.  

• La aceeaşi categorie de vârstă, coronaviroza a avut o prevalenŃă de 0,9 % evoluând asociat 
cu Cryptosporidium spp. într-un singur caz. 

 

• PrevalenŃa rotavirozei la tineretul suin examinat a fost de 15,5% (11,6% ca agent patogen 
unic şi 3,9% în asociaŃie cu criptosporidii). 

 

• InfecŃia cu E.coli F5 enteropatogen nu a fost semnalată. 
 

• Extensivitatea şi intensivitatea infecŃiei la tineretul suin este mai ridicată la categoria de vârstă 
de după înŃârcare (29-47 de zile).  

 

• Nu s-au semnalat diferenŃe semnificative în ceea ce priveşte distribuŃia rotavirusurilor la 
categoriile de vârste investigate. 

 
 

2.2. Studiu epidemiologic prin ELISA asupra parazit ismului cu criptosporidii în 
asociere cu al Ńi enteropatogeni la suine în jude Ńul Arad 

 
Materiale şi metod ă 
 

Studiul a fost realizat în perioada septembrie-noiembrie 2007, pe un număr de 29 de suine cu 
vârste cuprinse între 110 şi 133 de zile, proveniŃi din trei ferme cu creştere de tip industrial din judeŃul 
Arad. Purceii de rasă Landrace, Hampshire, Duroc şi Marele Alb, de sexe diferite (13 masculi şi 16 
femele) au fost crescuŃi în sistem intensiv, în boxe mai mari de 10-14 porci/boxă.  

Materiile fecale diareice au fost recoltate individual direct din rect, depozitate în coprocultoare 
la o temperatură de 4ºC şi prelucrate în decurs de 24 de ore. Probele recoltate au fost examinate prin 
tehnica ELISA în laboratorul de Imunodiagnostic ELISA din cadrul FacultăŃii de Medicină Veterinară 
din Timişoara. 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 şi respectă principiile tehnicii ELISA dublu – 
sandwich. 
 

 
 

Figura 10. Dispunerea localităŃilor investigate în judeŃul Arad: 1. Mişca, 2. Cermei, 3. Gurba 
[www.roturism.ro]. 

 
Rezultate şi discu Ńii 
 

În ferma din localitatea Gurba toate probele examinate, în număr de 10, au fost negative 
pentru cei patru enteropatogeni testaŃi (Cryptosporidium spp, Rotavirus, Coronavirus şi E. coli F5). 

În ferma din localitatea Cermei în patru probe (40%) din 10 prelucrate s-a semnalat prezenŃa 
protozoarului Cryptosporidium spp. Porcii parazitaŃi aveau vârsta de 133 de zile. 

În ferma din localitatea Mişca, un singur porc în vârstă de 125 zile din nouă examinate s-a 
dovedit a fi infectat cu Cryptosporidium spp. La fel ca în precendentele două ferme nu s-au identificat 
infecŃii cu rotavirusuri, coronavirusuri şi E. coli F5. 

Pe ansamblu se poate spune că, prin analiza a 29 probe de fecale de suine cu vârste 
cuprinse între 110 şi 133 de zile, infecŃii cu criptosporidii s-au semnalat într-un procent de 17,2.  
Această valoare este semnificativ mai mică (p<0,01)  decât cea obŃinută în judeŃul Timiş la purceii 
înainte şi după înŃârcare, unde s-a semnalat o pozitivitate de 31% pentru infecŃia cu Cryptosporidium 
spp. Pe de altă parte tot în acest judeŃ pe lângă infecŃia cu Cryptosporidium spp. s-au identificat infecŃii 
cu rotavirusuri în proporŃie de 15,5% (11,6% ca agent patogen unic şi 3,9% în asociaŃie cu alŃi agenŃi 
patogeni), lucru neăntâlnit în judeŃul Arad. Neidentificarea agentului E. coli F5 enterotoxigen se poate 
explica prin faptul că, la suine, cele mai multe tulpini enterotoxigene posedă adezinele fimbriale F4 
(K88) şi mult mai rar F5 (K99). 

Dacă luăm în considerare rezultatele obŃinute în cele două judeŃe se poate spune că, într-
adevăr vârsta cea mai receptivă la infecŃia cu criptosporidii este cea în jurul înŃărcării. 
 
Concluzii 
 

• La suinele cu vârste cuprinse între 110 şi 133 de zile, criptosporidioza, evaluată prin ELISA, a 
evoluat în două din trei unităŃi de creştere ale judeŃului Arad, având o prevalenŃă de 17,2%. 

• InfecŃii cu rotavirusuri, coronavirusuri şi E.coli F5 enteropatogen nu au fost semnalate. 
 
 
 
 
 

Gurba 
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2.3. Screening epidemiologic asupra evolu Ńiei criptosporidiozei în asociere cu al Ńi 
enteropatogeni la suine, în dou ă jude Ńe vestice din România 

 
Rezultate şi discu Ńii  
 

Rezultatele cercetărilor privind ponderea infecŃiilor cu criptosporidii în asociere sau nu cu alŃi 
trei enteropatogeni la tineretul suin în zona de vest a României sunt prezentate sintetic în tabelul 13. 
EvoluŃia celor patru enteropatogeni, precum şi procentul probelor negative în judeŃele investigate sunt 
reprezentate în figura 10. 

InfecŃii cu criptosporidii ca unici agenŃi patogeni au fost semnalate atât în judeŃul Arad (17,2%) 
cât şi în judeŃul Timiş (26,2%). 

Rotavirusurile ca unici agenŃi patogeni au fost diagnosticate doar în judeŃul Timiş. (tabel 13).  
Coronaviroza suină ca şi monoinfecŃie nu a fost întălnită, în schimb asociat cu criptosporidii a 

fost diagnosticat într-un singur caz în judeŃul Timiş . InfecŃii cu E. coli F5 de asemenea nu au fost 
întălnite. 

În cazul infecŃiilor mixte, s-au găsit asocieri între: criptosporidii şi rotavirusuri (3,9%) respectiv 
criptosporidii şi coronavirusuri (0,9%) în judeŃul Timiş. 
 

Tabel 13 
 

Sinopticul probelor pozitive la kitul BIO K 151 în cele două judeŃe vestice la suine 

Jude
Ń 

 

 
Probe pozitive pentru 

 
Negative 

Nr. 
 total 
probe 

Crypto. 
Singur 

Coronav 
Singur 

Rotav. 
Singur 

E. 
Coli 
F5 

Crypto. 
+ 

Rotav. 

 
Crypto. 

+ 
Corona 

 
Nr. 

 
 

% 
Nr. 
% 

Nr.  
% 

Nr. 
% 

Nr. 
 

 
% 

Nr. 
 

 
% 

Nr. 
 

 
% 

Arad 29 5 17,2 0 0 0 0 0 0 0 0 24 82,8 

Timiş 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) 

Legendă: Crypto. – Cryptosporidium; Coronav. – Coronavirusuri; Rotav. - Rotavirusuri ; E. – 
Escherichia 
 

Pe ansamblu, studiul materiilor fecale prin tehnica ELISA, cu privire la ponderea agenŃilor 
enteropatogeni implicaŃi în producerea diareilor la suine în cele două judeŃe vestice ale României, 
arată că: 

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

• coronavirusurile au fost întâlnite în fecalele unui singur porc din 133 examinate; 
• rotavirusurile  au fost găsite la 16 probe din 133 analizate ( 12 cazuri ca agent 

patogen unic şi 4 cazuri asociat); 
• E. coli F5 enteropatogen nu a fost identificat.  
Acest studiu demonstrează că, Cryptosporidum spp. a fost cel mai prevalent agent 

enteropatogen (27,7 %) dintre cei investigaŃi la suinele din cele două judeŃe vestice ale României (fig. 
11). 



 

 31/68 

27.7

0.7

12

0

63.2

0

10

20

30

40

50

60

70

ZONA DE VEST A ROMÂNIEI

CRYPTOSPORIDIUM SP. CORONAVIRUS ROTAVIRUS

E. COLI F 5 NEGATIVE

 
Fig. 11. Reprezentarea grafică a ponderii celor patru enteropatogeni la suine în două judeŃe din partea 

de vest a României 
 

Prin analiza literaturii de specialitate reiese că, spre deosebire de infecŃiile experimentale, 
care produc simptome exprimate clinic, infecŃia naturală se pare că evoluează asimptomatic la suine 
[Katsuda şi col., 2006]. În ciuda acestui fapt, investigaŃiile epidemiologice efectuate prin metode non-
moleculare în diferite arii geografice relatează o prevalenŃă destul de variabilă de la 0% până la 88%, 
sau chiar 100% în cazul unei exprimări cumulative a prevalenŃei din aria examinată (tabel 14). 
 

Tabel 14 
 

Relatări privind prevalenŃa criptosporidiozei suine în câteva state ale lumii determinată prin 
metode non-moleculare [după Santin şi col., 2007, modificat]. 

łara Nr.  
De probe  

Analizate/nr.  
de ferme 

Vârsta  Prevalen Ńă  
(% pozitive) 

Referen Ńi 

Australia 646/22 < 9 săptămâni 6 O'Donoghue şi col., 1987 
Canada 33/1 21 zile-6 luni 100a Guselle şi col., 2003 
Danemarca 504 1-4 luni 71 Maddox-Hyttel şi col., 2006 
Germania 287/24 1-42 zile 1,4 Wieler şi col., 2001 
Japonia 108 adulŃi 0 Koyama şi col., 2005 
Coreea 589/4 adulŃi 62 Yu Seo şi col., 2004 
Serbia 50 < 9 lună 32 Misic şi col., 2003 
Spania 329 <2 luni 3 Villacorta şi col., 1991 
Spania 16 1-2 luni 87,5 Quilez şi col., 1996 
Trinidad & 
Tobago 

275 nespecificată 19.6 Kaminjolo şi col., 1993 

U.S.A. 
(California) 

62 9 luni 3 Atwill şi col., 1997 

U.S.A. 
(Ohio) 

176 5-8 săptămâni 8 Xiao şi col., 1994  

Vietnam 17 4-8 săptămâni 23.5 Koudela şi col., 1986 
Legendă: a-prevalenŃă cumulativă; 
 

Cele mai multe cazuri de infecŃii s-au înregistrat la categoria de vârstă cuprinsă între o lună şi 
şase luni. 
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Comparativ cu aceste date prezentate în tabelul anterior, rezultatele obŃinute de noi prin testul 
imunoenzimatic ELISA evocă o prevalenŃă a criptosporidiozei de 27,7 % (fig. 11).  

În ceea ce priveşte evoluŃia criptosporidiozei împreună cu alŃi agenŃi infecŃioşi şi parazitari în 
Japonia, Katsuda şi col. (2006) au efectuat un studiu epidemiologic cu scopul de a determina 
prevalenŃa infecŃiei cu criptosporidii în asociere cu alŃi enteropatogeni la purceii sugari (1-21 zile) şi 
înŃărcaŃi (23-35 zile) (25). Probele de fecale au fost colectate de la un total de 153 de purcei sugari şi 
116 purcei înŃărcaŃi din 14 ferme de producŃie. Pentru identificarea enteropatogenilor virali, bacterieni 
şi parazitari s-a utilizat microscopia electronică şi medii de culturi bacteriene. La purceii sugari, diareea 
a fost determinată în proporŃie de 60,8% de un singur agent patogen în timp ce infecŃiile mixte au fost 
înregistrate în proporŃie de 22,2%. La purceii înŃărcaŃi, mono- şi poliinfecŃia s-au înregistrat în proporŃie 
de 43,1%, respectiv 47,4%. Cei mai frecvenŃi enteropatogeni la cele două categorii de vârste au fost 
rotavirusurile în proporŃie de 67,3%, respectiv 65,5%. Coccidiile au fost puse în evidenŃă cu 
preponderenŃă la purceii sugari, în schimb la purceii înŃărcaŃi a predominat infecŃia cu tulpina E. coli 
enterotoxigenă (58,1%). Sub vârsta de 21 de zile nu au fost identificate infecŃii cu C. parvum. Cea mai 
mare prevalenŃă s-a înregistrat între 29 şi 32 de zile (28,3%). Rezultatele acestui studiu confirmă 
faptul că, sindromul de diaree neonatală la suinele din prima lună de viaŃă reprezintă un exemplu de 
boală polifactorială, determinată de varietatea de virusuri, bacterii şi paraziŃi protozoari. Suplimentar, 
aceste rezultate ne dau un răspuns la întrebarea: de ce acest sindrom este aşa de dificil de controlat? 
[Katsuda şi col., 2006]. 

InvestigaŃii asemănătoare au fost făcute şi de către Wieler şi col. (2001) care au examinat 
probe de fecale diareice de la 205 purcei sugari şi de la 82 de purcei înŃărcaŃi distribuiŃi în 24 de ferme 
din sudul Germaniei [Wieler şi col., 2001]. Dintre agenŃii parazitari, Isospora suis a fost diagnosticat în 
proporŃie de 26,9% iar C. parvum doar într-un procentaj redus de 1,4%. ProporŃia animalelor 
reacŃionate pozitiv la infecŃia cu coronavirusuri a fost de 13,4% respectiv de 4% pentru rotavirusuri. S-
a pus în evidenŃă că, 17,6% dintre animalele examinate au fost  infectate cu E. coli enterotoxigen. 
Aceste rezultate subliniază faptul că, în ciuda eforturilor igienice, tehnice şi imune preventive efectuate 
în ultimii ani, agenŃii enteropatogeni sunt încă comuni în unităŃile de producŃie la purcei în Germania 
[Wieler şi col., 2001]. Aceste observaŃii sunt valabile şi pentru marile complexe industriale din partea 
de vest a României. 
 
Concluzii  
 

InvestigaŃiile epidemiologice efectuate la suinele din două judeŃe vestice ale României scot în 
evidenŃă o prevalenŃă de 27,7% pentru criptosporidioză, 12% pentru rotaviroză, 0,7% pentru 
coronaviroză respectiv 0% pentru colibaciloza suină determinată de E. coli F5 enteropatogen. 
 

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

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

Prima semnalare a bolii datează din 1981 când Tzipori şi Campbell au detectat anticorpi de 
Cryptosporidium spp. în 16 din 20 de probe de ser canin. Doi ani mai târziu, Wilson şi col. au raportat 
primul caz clinic de criptosporidioză canină la un căŃel de o săptămână, suferind de diaree acută. 
Bazat pe abilitatea de a infecta oamenii şi bovinele, dar incapacitatea acestuia de a determina infecŃie 
la şoarece, criptosporidiile identificate la câini au fost denumite C. canis [Fayer şi col., 2001]. 

InvestigaŃii epidemiologice cu privire la prevalenŃa criptosporidiozei canine au fost efectuate în 
mai multe regiuni ale lumii, dar şi în Ńara noastră, unde nu a fost încă identificată. Câinii sunt 
consideraŃi ca potenŃiale surse de infecŃie pentru om, iar infecŃii cu C. canis la oameni au fost 
confirmate în S.U.A., Peru, Thailanda şi Marea Britanie [Fayer şi Xiao, 2007; Gatei şi col., 2002].  

Având în vedere aceste două aspecte enumerate anterior am considerat oportună efectuarea 
unor investigaŃii epidemiologice privind criptosporidioza canină în partea de vest a României. 
 
Materiale şi metod ă 
 

InvestigaŃiile epidemiologice au fost efectuate în perioada august-octombrie 2007, pe un 
număr de 96 de câini de diferite vârste (două săptămâni-zece ani). Câinii au provenit din diferite medii 
(urban şi rural) ale judeŃelor: Arad, Bihor, Caraş-Severin, Hunedoara şi Timiş (tabel 15). Materiile 
fecale diareice au fost recoltate de la câini cu sindrom de gastroenterită acută sau cronică şi 
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prelucrate prin tehnica ELISA în decurs de 24 de ore de la recoltare în cadrul Laboratorului de 
Parazitologie şi Boli Parazitare al FacultãŃii de Medicinã Veterinarã din Timişoara. 
 

Tabel 15 
 

Date epidemiologice cu privire la câinii de la care s-au prelevat probe de fecale 
Numărul total de 
câini investiga Ńi 96 (din care 50 cu sindrom de gastroenterită) 

Vârsta câinilor  2 săptămâni -1 an (n=39) peste un an (n=57) 

Sexul  17 mascul 22 femel 30 mascul 27 femel 
Mediul de 

provenien Ńă 
8 

rural 
9 

urban 
12 

rural 
10 

urban 
15 

rural 
15 

urban 
20 

 rural 
7 

urban 
Legendă n=în număr 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 şi respectă principiile 
tehnicii ELISA dublu – sandwich. Anticorpul legat la placă recunoaşte şi fixează antigenul din proba de 
cercetat. Acesta recunoaşte şi fixează un al doilea anticorp anti-antigen (preparat pe altă specie) care 
la rândul lui reacŃionează cu anticorpul anti al doilea anticorp cuplat cu enzima (conjugat 
imunoenzimatic). Prin descompunerea substratului specific se produce oxidarea unui cromogen ce îşi 
schimbă culoarea. Valorile densităŃilor optice finale ale probelor de cercetat s-au obŃinut prin scăderea 
valorii densităŃii optice a martorului negativ din valoarea densităŃii optice a fiecărei probe obŃinută la 
citire. Limita inferioară a pozitivităŃii pentru fiecare antigen este de 0,150 densitate optică finală. 
Probele care au o densitate mai mică decât valoarea menŃionată anterior sunt considerate negative. 
Pentru confirmare sau infirmare, fiecare probă examinată ELISA a fost prelucrată şi prin colorare 
Ziehl-Neelsen modificat de Henriksen. 
 
Rezultate şi discu Ńii 
 

În urma prelucrării ELISA şi Ziehl-Neelsen, modificat de Henriksen, a celor 96 de probe de 
fecale de la câini, nu s-au diagnosticat infecŃii cu Cryptosporidium spp. Acest aspect este unul 
interesant cu toate că, în majoritatea cazurilor, au existat condiŃiile necesare evoluŃiei bolii. Printre 
aceste condiŃii se numără faptul că, 39 de câini (40,6 %) au avut o vârstă fragedă cu un sistem imun 
imatur iar sindromul de gastroenterită acută sau cronică a creat toate condiŃiile necesare 
imunosupresiei. La acestea se mai poate adăuga situaŃia câinilor proveniŃi din mediul rural sau Casa 
Câinelui Timişoara, unde condiŃiile igienice precare şi alŃi factori declanşatori ai criptosporidiozei au 
fost prezenŃi. 

O situaŃie identică cu a noastră a fost semnalată în Australia unde Bugg şi col. (1999) au 
examinat fecalele a 421 de câini [Bugg şi col., 1999]. PrevalenŃa de 0 % a fost găsită şi în Germania 
unde Epe şi col (2004) au făcut investigaŃii la un număr de 1281 de câini [15]. Acelaşi rezultat a fost 
obŃinut şi de către Simpson şi col. (1988) în ScoŃia la 101 de câini respectiv de Pohjola şi col. (1984) în 
Finlanda la 57 de câini [Pohjola, 1984; Simpson 1988]. 

Pe plan mondial, prin efectuarea unor metode microscopice, prevalenŃa criptosporidiozei 
variază de la 0,23% până la 40 %. Printre Ńările în care a fost diagnosticată se numără: 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%) şi Ungaria (8,3%) [Abou-Eisha şi 
col., 1995; Causapé şi col., 1996;Cirak şi Bauer, 2004; Ederli şi col., 2005; El-Ahraf şi col., 1991; 
Fontanarossa şi col., 2006; Johnston şi Gasser, 1993; Kim şi col., 1998; Kumar şi col., 2004; Nagy, 
1996;Svoboda şi col., 1994]. 
 
Concluzii 
 

Prin examenul ELISA şi Ziehl-Neelsen, modificat de Henriksen, a celor 96 de probe de fecale 
de la câini nu s-au identificat infecŃii cu Cryptosporidium spp. 
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1.3.2. Studiu epidemiologic prin ELISA asupra paraz itismului cu criptosporidii la p ăsări 
 

Criptosporidioza este una dintre cele mai „prevalente” infecŃii parazitare întâlnite la păsările 
domestice, sălbatice şi la cele de colivie. InfecŃii cu criptosporidii au fost raportate la păsări aparŃinând 
ordinelor: Anseriformes, Charadriiformes, Columbiformes, Galliformes, Passeriformes, Psitacciformes 
şi Struthiniformes [Sreter şi Varga, 1999]. 

Chiar dacă au fost descoperite infecŃii la peste 30 de specii de păsări, doar trei specii aviare 
de criptosporidii au fost denumite: C. meleagridis, C. baileyi şi C. galli [Morgan şi col., 2001].  

Cryptosporidium meleagridis a fost pus în evidenŃă la nivelul epiteliului intestinului subŃire 
(porŃiunea duodenală şi jejunală). C. baileyi este, probabil, cea mai comună specie de criptosporidie la 
păsări fiind diagnosticată atât în colon, cloacă şi bursa Fabricius, cât şi în multe locuri ale aparatului 
respirator. Pe lângă speciile menŃionate anterior, C. galli parazitează celulele epiteliale ale 
proventriculului, nu şi tractul aparatului respirator sau al intestinului subŃire şi gros [Egyed şi col., 
2002]. 

La începutul anilor '90 se credea că infecŃia cu criptosporidii la păsări este slab răspândită dar, 
datele epidemiologice existente până în prezent, ne îndreptăşesc să afirmăm că boala este larg 
răspândită în toate zonele lumii şi la cele mai diverse specii. 

Având în vedere aceste considerente am considerat oportună efectuarea unor investigaŃii 
epidemiologice privind criptosporidioza la păsări în câteva ferme de pui broiler din partea de vest a 
României. 
 
Materiale şi metode 
 

InvestigaŃiile epidemiologice au fost efectuate în perioada iulie-decembrie 2008 pe un efectiv 
de 120 de pui broiler în primele şapte săptămâni de viaŃă din patru localităŃi ale judeŃelor Hunedoara, 
Satu Mare şi Timiş. Păsările au fost întreŃinute în sistem intensiv (localităŃile: Satu-Mare, Giarmata şi 
Deva) şi extensiv (Conacul Iosif). Materiile fecale au fost recoltate individual, depozitate în 
coprocultoare sterile la o temperatură de 4ºC şi prelucrate în decurs de 24 de ore. 

Probele au fost examinate prin tehnica ELISA în cadrul Laboratorului de Parazitologie şi Boli 
Parazitare al FacultãŃii de Medicinã Veterinarã din Timişoara. 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 păsări şi mamifere şi respectă principiile tehnicii ELISA dublu – sandwich [Bio K 070 prospect]. 
Pentru confirmare sau infirmare fiecare probă examinată ELISA a fost prelucrată şi prin colorare Ziehl-
Neelsen modificat de Henriksen. 
 
Rezultate şi discu Ńii 
 

În urma prelucrării ELISA şi Ziehl-Neelsen modificat de Henriksen a celor 120 de probe de 
fecale de pui broiler, din patru localităŃi ale judeŃelor Hunedoara, Satu-Mare şi Timiş, nu s-au 
diagnosticat infecŃii cu Cryptosporidium spp (tabel 16). 

Această constatare este una interesantă, având în vedere numărul relativ mare de probe 
prelucrate (184) şi situaŃia prevalenŃei pe plan mondial. Datele din literatura de referinŃă evocă o 
prevalenŃă de la 6% până la 88%. Printre Ńările în care s-a semnalat boala se numără: Australia, 
Argentina, Canada, China, Coreea de Sud, Danemarca, Egipt, Germania, Grecia, Japonia, Olanda, 
Republica Cehă, România, ScoŃia, Spania, Africa de Sud, Taiwan, Turcia, Ungaria şi S.U.A. [Dărăbuş, 
1996; Egyed şi col., 2002; Lindsay şi col., 1990; Morgan şi col., 2001; Morgan şi col., 2000; Ryan şi 
Xiao, 2007]. 

Tabel 16 
 

Localitatea  Nr. Probe examinate  Cryptosporidium spp. 
Satu Mare 60 Neidentificat 
Giarmata 10 Neidentificat 

Deva 30 Neidentificat 
Conacul Iosif 10 Neidentificat 

Total  120 Neidentificat 
 

Neidentificarea protozoarului Cryptosporidium spp. s-ar putea explica şi prin faptul că, testele 
serologice la păsări demonstrează, ca şi la mamifere, o incidenŃă mult mai ridicată decât în cazul 
examenelor coprologice, iar în cazul nostru testul ELISA identifică coproantigeni şi nu anticorpi. În 
ciuda acestor rezultate se constată o diferenŃă enormă între prevalenŃa obŃinută de noi (0%) şi cea 
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determinată de Dărăbuş şi col. (1996) în urma investigaŃiilor epidemiologice efectuate în câteva ferme 
din vestul României în deceniul trecut. Ei au examinat un număr de 1248 de probe şi au obŃinut o 
prevalenŃă de 27,6 % [Dărăbuş, 1996]. 

Un alt factor care intervine în sprijinul rezultatelor obŃinute de noi ar fi biosecuritatea şi 
condiŃiile de creştere şi întreŃinere excelente în fermele în care am efectuat investigaŃii. Conform unor 
relatări din literatura de specialitate starea de sănătate şi statusul imun sunt factori esenŃiali care pot 
determina prezenŃa sau absenŃa bolii într-o unitate [Dărăbuş, 1996; Ryan şi Xiao, 2007; Morgan şi 
col., 2001]. 
 
Concluzii 
 

Prin examenul ELISA şi Ziehl-Neelsen modificat de Henriksen a celor 120 de probe de fecale 
de pui broiler nu s-au identificat infecŃii cu Cryptosporidium spp. 
 
1.3.3. Studiu epidemiologic prin ELISA asupra paraz itismului cu Cryptosporidium spp. la miei 

 
Criptosporidioza ovină a fost descrisă pentru prima oară la mieii cu diaree în Australia de către 

Baker şi Carbonell în 1974. Mai mulŃi autori l-au raportat ca principal enteropatogen la această specie 
cu un procent crecut de morbiditate şi mortalitate în efectivele în care evoluează. Pierderile economice 
se reflectă nu numai prin mortalitate şi morbiditate crescută, ci şi prin reducerea sporului în greutate, 
asistenŃă veterinară şi alte investigaŃii suplimentare de laborator. 

Larga răspândire a criptosporidiilor la miei este demonstrată printr-o serie de investigaŃii 
epidemiologice efectuate prin metode microscopice şi de biologie moleculară. Pe plan naŃional 
criptosporidioza ovină a fost investigaŃă în mai multe zone, în special în partea centrală a Ardealului, 
dar nu şi în zona de vest a României. InteracŃiunea criptosporidiilor cu alŃi enteropatogeni precum şi 
poderea acestora în etiologia polifactorială a diareii la mieii nou născuŃi sunt două motive pentru 
iniŃierea unor cercetări în acest domeniu. 

Luând în considerare cele expuse mai sus, prezenta investigaŃie îşi propune să aducă date 
noi fundamentate ştiinŃific în cunoaşterea epidemiologiei criptosporidiozei mieilor în zona de vest a 
României. 
 
Materiale şi metode 
 

InvestigaŃiile epidemiologice au fost efectuate în perioada ianuarie-aprilie 2008, pe un efectiv 
de 66 de miei în primele trei săptămâni de viaŃă cu provenienŃă din cinci localităŃi a patru judeŃe 
vestice (Arad, Bihor, Satu-Mare şi Timiş) ale Ńării. Pentru fiecare miel investigat s-a întocmit o fişă 
individuală care cuprindea: numărul matricol (la cele existente), vârstă şi sex.  

Materiile fecale diareice au fost recoltate individual direct din rect, depozitate în coprocultoare 
şi examinate pentru cei patru enteropatogeni vizaŃi: Cryptosporidium, rotavirusuri, coronavirusuri şi E. 
coli F5. Examinarea probelor s-a făcut prin tehnica ELISA utilizând kit-ul BIO-X EASY-DIGEST (BIO K 
151) (Bio-X Diagnostics, Belgia) care este un kit de diagnostic antigenic „in vitro” din fecale şi care 
respectă principiile tehnicii ELISA „dublu – sandwich”. 
 
Rezultate şi discu Ńii 
 

Rezultatele investigaŃiilor epidemiologice efectuate la tineretul ovin în căteva localităŃi din patru 
judeŃe vestice ale Ńării sunt prezentate în tabelul de mai jos. 

 
Tabel 17 

 

Localitatea Nr. 
Probe 

Probe pozitive pentru 
Negative Rotavirus Coronavirus E. coli F5 Cryptosporidium 

 spp. 
Iecea Mică 20 1 0 0 0 19 
Finiş 8 1 0 0 0 7 
Arad 8 0 0 0 2 6 
Bazoşu Nou 18 2 0 0 1 15 
Timişoara SDE 12 1 0 1 3 7 

Total  66 5 0 1 6 54 
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În localitatea Iecea Mică (judeŃul Satu Mare) o probă din 20 prelucrate a fost pozitivă pentru 
infecŃia cu rotavirusuri. Nu s-au identificat infecŃii cu Cryptosporidium spp. 

În localitatea Finiş (judeŃul Bihor) o probă din opt analizate a fost pozitivă la infecŃia cu 
rotavirusuri. Nu s-au identificat infecŃii cu Cryptosporidium spp. 

În localitatea Arad (judeŃul Arad) două probe din opt prelucrate au fost pozitive pentru infecŃia 
cu Cryptosporidium spp. 

În localitatea Bazoşu-Nou (judeŃul Timiş) într-o singură probă din 20 analizate s-au 
diagnosticat oochisturi de Cryptosporidium spp. Alte două probe au fost pozitive pentru infecŃia cu 
rotavirusuri. 

În StaŃiunea Didactică şi Experimentală Timişoara (judeŃul Timiş) în trei probe din 12 
prelucrate s-au evidenŃiat coproantigene de Cryptosporidium spp. În alte două probe s-au diagnosticat 
rotavirusuri respectiv infecŃii cu E. coli F5. 

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

Studiul materiilor fecale prin tehnica ELISA, privind ponderea agenŃilor enteropatogeni 
implicaŃi în producerea diareilor la tineretul ovin, arată că: 

• Cryptosporidium spp. a fost identificat la un număr de şase probe din 66 analizate 
neasociat cu alŃi enteropatogeni investigaŃi 

• rotavirusurile au fost întălnite în cinci probe din 66 analizate, în toate cazurile ca unici 
agenŃi patogeni; 

• E. coli F5 a fost diagnosticat într-o singură probă din 66 analizate. 
Rezultatele anchetei epidemiologice, privind modul în care vârsta influenŃează extensivitatea 

infecŃiei cu enteropatogeni la tineretul ovin arată că trei cazuri au fost diagnosticate la categoria de 0-7 
zile şi alte trei cazuri la categoria de 7-14 zile. Din cele cinci cazuri de rotaviroză două au evoluat în 
prima săptămână de viaŃă, unul în a doua săptămână şi celelate două la categoria de 14-21 de zile. 
Colibaciloza, identificată într-un singur caz, a fost semnalată la un miel în vârstă de patru zile. 

Pe ansamblu, prevalenŃa infecŃiei criptosporidiene la tineretul ovin investigat a fost de 9,09 % 
cu variaŃii între cele cinci localităŃi în care s-au făcut investigaŃii de la 0 % la 25 %. 

În tabelul de mai jos sunt prezentate, ca şi termeni de comparaŃie, rezultatele mai multor studii 
epidemiologice "non - moleculare" asupra prevalenŃei criptosporidiozei ovine efectuate în diferite arii 
geografice. 
 

Tabel 18 
 

PrevalenŃa criptosporidiozei la miei determinat prin metode microscopice în diferite arii 
geografice [după Santín şi Trout, 2007, modificat]. 

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

 
ProporŃia criptosporidiozei la miei, prezentată în acest studiu (9,09 %), se înscrie în limite 

foarte variabile întâlnite, de altfel, în toată Europa şi, în general în lume. În acest sens, procente mai 
apropiate privind criptosporidioza la miei sunt relatate în Marea Britanie (12,9 %) [Sturdee şi col., 
2000], Polonia (18,3 %) [Majewska şi col., 2000], Trinidad şi Tobago (20 %) [Kaminjolo şi col., 1993] şi 
Ungaria (22 %) [Nagy şi col., 1995]. PrevalenŃe mult mai mari comparativ cu cele obŃinute în acest 
studiu au fost raportate în Serbia (42,1 %) [Mišič şi col., 2006], Spania (59 %) [Villacorta şi col., 1991] 
şi S.U.A. (84,4 %) [Xiao şi col., 1993]. 
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Concluzii 
 

� PrevalenŃa infecŃiei criptosporidiene la tineretul ovin investigat a fost de 9,09 %. 
 

� PrevalenŃa infecŃiei cu rotavirusuri la tineretul ovin investigat a fost de 7,57 %. 
 

� PrevalenŃa infecŃiei cu rotavirusuri la mieii investigaŃi a fost de 1,51 %. 
 

� Nu s-au diagnosticat infecŃii cu coronavirusuri sau asociaŃii între enteropatogeni. 
 

CAP II. IDENTIFICAREA SPECIILOR DE CRIPTOSPORIDII, PRECUM ŞI A SURSELOR ŞI 
PRINCIPALELOR CĂI DE INFECłIE LA DIFERITE SPECII DE ANIMALE 

 
II. A. EXAMENE COPROSCOPICE ŞI DETERMINĂRI MORFOMETRICE AVÂND CA 

REZULTAT IDENTIFICAREA SPECIILOR DE CRIPTOSPORIDII 
 

ImplicaŃiile criptosporidiilor în etiologia unor tulburări digestive grave la tineretul bovin în 
primele luni de viaŃă şi încadrarea bolii în categoria zoonozelor face ca, în ultimul timp, să apară tot 
mai multe studii în acest domeniu [Santín şi Ryan, 2007]. 

La ora actuală sunt acceptate ca specii valide 17 specii de criptosporidii, dintre care patru: 
Cryptosporidium parvum, C. andersoni, C. bovis şi C. ryanae parazitează la bovine [Fayer, 2007]. 
Principala deosebire dintre cele trei specii şi C. andersoni  este faptul că, oochisturile celor trei specii 
sunt mai reduse ca dimensiune şi parazitează la nivelul vilozităŃilor intestinului subŃire, determinând 
afecŃiuni intestinale la numeroase specii gazdă. Specia C. andersoni parazitează în abomasul viŃeilor 
şi produce oochisturi morfologic asemănătoare cu cele produse de C. muris, dar mai reduse în 
dimensiune. În urma efectuării unor experimente de transmitere încrucişată interspecifică, oochisturile 
de C. andersoni, spre deosebire de C. parvum, nu s-au dovedit a fi infectante pentru şoarecii 
imunodeficienŃi, imunocompetenŃi sau consangvini, dar nici pentru găini sau capre. De multe ori, 
relatările privind identificarea unor specii sunt contradictorii. Una sau mai multe caracteristici ale 
aceleaşi specii pot fi diferite pentru izolatele de criptosporidii recoltate din zone diferite [Lindsay şi col., 
2000]. 

Chiar dacă oochisturile multor specii de criptosporidii sunt morfologic similare, măsurătorile 
exacte pot juca un rol deosebit de important în diferenŃierea speciilor. De exemplu, speciile de la 
păsări şi reptile pot fi uşor diferenŃiate pe baza mărimii şi formei oochisturilor sau, în cazul speciilor 
intestinale la mamifere, se pot pune în evidenŃă diferenŃe morfologice mai mult sau mai puŃin 
semnificative. De aceea, descrierea fiecărei specii trebuie acompaniată de o serie de măsurători 
morfologice asupra unei populaŃii de oochisturi, completate cu anumiŃi parametri biostatistici cum ar fi: 
deviaŃia standard sau alte limite de certitudine cunoscute a măsurătorilor ca: lungimea, lăŃimea sau 
indicele de formă (raportul lungime/lăŃime) [Xiao şi col., 2004]. 
 
Materiale şi metode  
 

Identificarea oochisturilor de criptosporidii, de la viŃeii cu vârsta cuprinsă între patru zile şi cinci 
luni, s-a făcut în patru ferme cu creştere intensivă şi într-o microfermă cu creştere extensivă, în 
perioada iunie – septembrie 2007. Pentru aceasta au fost recoltate probe diareice de la un efectiv de 
29 de viŃei cu criptosporidioză direct din rect. Punerea în evidenŃă a oochisturilor s-a făcut prin 
examenul microscopic al preparatelor native examinându-se zece oochisturi de la fiecare animal în 
parte. Oochisturile identificate au fost apreciate privind forma, lungimea, lăŃimea şi indicele de formă. 

Forma oochisturilor a fost determinată prin examenul microscopic al preparatelor native; 
lungimea şi lăŃimea lor au fost măsurate prin utilizarea microscopului Motic cu extensie video, iar 
indicele de formă s-a obŃinut prin raportarea lungimii la lăŃime. 
 
Rezultate şi discu Ńii  
 

Prin examenul microscopic al preparatelor native, în 28 din 29 de probe analizate în cele cinci 
ferme luate în studiu, oochisturile au avut formă ovoidă sau sferică. Ele apar ca formaŃiuni ovalare sau 
sferice strălucitoare, cu o tentă roz, cu una sau două puncte de culoare neagră în interior. La unele 
oochisturi se pot observa linii de sutură, de forme variate, care reprezintă locul de rupere al peretelui 
oochistului. Aici trebuie precizat faptul că, în cadrul fiecărui preparat nativ s-au regăsit ambele forme. 

Într-unul dintre preparate, oochisturile au avut formă eliptică, în rest prezentau aceleaşi 
caracteristici ca şi cele de formă ovală sau sferică. 
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Analizând caracteristicile morfologice ale oochisturilor în cele cinci ferme, lungimea acestora a 
variat în medie între 4,20 µm şi 4,80 µm, cu o singură excepŃie când oochisturile aveau o lungime 
medie de 6,10 µm. LăŃimea oochisturilor a variat în medie între 3,71 µm şi 4,60 µm (tabel 19). 

În 28 de preparate, din cele cinci ferme, indicele de formă a variat de la 1,09 la 1,17, putându-
se observa o oarecare omogenitate faŃă de proba din microferma de la Nădlac în care, oochisturile 
aveau un indice de formă egal cu 1,30 (tabel 19). 

Pe baza măsurătorilor efectuate asupra oochisturilor de criptosporidii din fecalele de viŃel se 
poate spune că, în 28 de probe a fost identificat un parazitism cu specia Cryptosporidium parvum. 
Dimensiunile găsite de noi 4,04 X 4,54 µm (3,71 - 4,30 X 4,20 - 4,80 µm) şi un indice de formă de 1,12 
(1,09 -1,17) se aseamănă foarte mult cu dimensiunile standard ale speciei Cryptosporidium parvum 
descrisă în literatura de specialitate: 4,5 – 5 µm (4,2 – 5 X 4,5 -5 µm) şi un indice de formă de 1,15 µm 
[Fayer, 2007]. 
 

Tabel 19 
 

Parametri biostatistici ale oochisturilor de criptosporidii 
 

Ferma 
Nr. 

probe 
Forma  
oochist 

Lungimea  
(µm) 

LăŃimea 
(µm) 

Indicele  
de form ă 

Dev. 
st. 

 extreme  media  extreme  media  

Utviniş 7 ovoid 
sferic 3,6-5,2 4,60 3,2-5,0 4,30 1.10 0,40351 

Zimandu 
Nou 5 ovoid 

sferic 3,8-5,0 4,40 3,8-4,6 4,03 1.09 0,37789 

Făntănele 10 ovoid 
sferic 4,0-5,4 4,70 3,2-4,8 4,08 1.15 0,32567 

Curtici 5 ovoid 
sferic 4,2-5,6 4,80 3,2-5,4 4,10 1.17 0,29002 

Nădlac 
1 elipsoid 5,0-7,6 6,10 4,2-5,8 4,60 1,32 0,30012 

1 ovoid 
sferic 3,9-4,6 4,20 3,6-4,0 3,71 1,13 0,27459 

 
Forma eliptică, indicele de formă egală cu 1,32 şi dimensiunile oochisturilor de: 4,60 – 6,10 

µm (4,2-5,8 X 5,0 – 7,6 µm) găsite într-o probă din microferma de la Nădlac, se aseamănă destul de 
mult cu dimensiunile speciei Cryptosporidium andersoni descrisă de Lindsay şi colaboratorii. Această 
specie are dimensiuni standard de 5,5 – 7,4 µm (6,0-8,1 X 5,0 – 6,5 µm) şi un indice de formă egală 
cu 1,35 [Fayer, 2007; Xiao 2004].. 

Luând în considerare cele prezentate anterior cu referire la dimensiunile oochisturilor, trebuie 
să Ńinem cont de faptul că, în preparatul nativ ele apar mai mari decât în cele obŃinute prin colorare 
sau flotaŃie [Dărăbuş, 1996]. 

DiferenŃele ar putea fi datorate faptului că, în preparatele native, măsurarea se realizează mai 
dificil, oochisturile putând fi acoperite de diferite particule ce se găsesc în fecale. De asemenea, 
imperfecŃiunea metodei este dată şi de faptul că, prin etalare, paraziŃii îşi pot modifica forma. Ei sunt 
găsiŃi la diferite nivele în preparat, lucru ce poate falsifica corectitudinea măsurătorilor. 

Întotdeauna, datele privind forma criptosporidiilor trebuie coroborate şi cu alte criterii [Xiao, 
2004]. Ca să ne putem pronunŃa cu certitudine că într-adevăr este vorba despre un parazitism cu C. 
parvum sau C. andersoni va trebui să efectuăm şi alte experimente cum ar fi transmiterea încrucişată 
sau caracterizarea oochisturilor din punct de vedere molecular. Aceste două investigaŃii urmează să 
fie efectuate într-un capitol ulterior. 
 
Concluzii 
 
o În preparatele native, oochisturile de criptosporidii au un aspect caracteristic prin care pot fi 
deosebite de alte forme parazitare cu dimensiuni şi forme apropiate, sau de alŃi agenŃi patogeni. 

 
o Aspectul oochisturilor în preparatele native poate reprezenta un criteriu de identificare a lor, 
refringenŃa fiind specifică. De asemenea, caracteristice sunt punctul negru situat în masa internă şi 
liniile de sutură identificabile la foarte multe oochisturi. 

 
o În 28 din 29 de probe analizate, pe baza criteriilor morfologice, am identificat parazitism cu C. 
parvum. 
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o Într-o probă a fost găsită specia C. andersoni. 
 

II. B. IDENTIFICAREA SURSELOR ŞI CĂILOR DE INFECłIE ÎN CONDIłII NATURALE ŞI 
EXPERIMENTALE  

 
Criptosporidiile fac parte din categoria paraziŃilor cu o largă răspândire geografică, putând 

infecta cele mai diverse specii de vertebrate. Sursele de infecŃie sunt foarte variate începând cu 
animalele tinere, care prin numărul mare de oochisturi excretate reprezintă o sursă de bază pentru 
infecŃia criptosporidiană, şi până la animalele adulte care deseori sunt purtători asimptomatici făcând 
forme subclinice şi care scapă examenului parazitologic [Fayer, 2007; Thompson, 2003]. 

La viŃei sursa principală este reprezentată de transmiterea intraspecifică. Materiile fecale prin 
care sunt eliminate oochisturile în mediul extern contaminează adăposturile, păşunile şi în general 
mediul înconjurător. RezistenŃa oochisturilor la acŃiunea factorilor de mediu şi uşurinŃa cu care acestea 
sunt transportate de diferiŃi vectori animaŃi şi neanimaŃi determină răspândirea şi menŃinerea bolii în 
efectivele de bovine. PrezenŃa animalelor adulte asimptomatice care elimină prin fecale oochisturi 
infectante este un alt factor de risc la bovine, dar nu numai [Fayer, 2007; Thompson, 2003; Dărăbuş, 
1996]. 

Nu de puŃine ori, eliminarea oochisturilor în mediul extern este urmată de vehicularea şi 
dispersarea acestora prin vectori animaŃi şi neanimati. De multe ori, prezenŃa în ferme a rozătoarelor 
dăunătoare cum ar fi şoarecii şi şobolanii, constituie o sursă de infecŃie. Deşi se cunoaşte că, 
sursele de infecŃie pot fi şi de natură interspecifică, acest lucru însă trebuie privit cu prudenŃă 
[Dărăbuş, 1996]. 

În cadrul acestor activităŃi s-a urmărit: determinarea rolului pe care îl au în criptosporidioză, ca 
sursă de infecŃie, animalele bolnave şi cele purtătoare asimptomatice, din aceeaşi specie sau 
aparŃinând altor specii, depistarea altor surse de infecŃie şi experimentarea unor căi de infecŃie. 

 
Materiale şi metode  

 
Pentru determinarea importanŃei pe care îl au în criptosporidioză, ca sursă de infecŃie, 

animalele bolnave, într-o boxă cu şase viŃei în primele două săptămâni de viaŃă clinic sănătoşi şi 
coproscopic neexcretori de criptosporidii au fost introduşi doi viŃei infectaŃi experimental cu C. parvum, 
cu diaree şi excretori de oochisturi. S-a urmărit momentul apariŃiei diareei, a oochisturilor în fecale, 
intensitatea infecŃiei şi perioada patentă. Pentru ierarhizarea importanŃei surselor de infecŃie 
criptosporidiană la specia taurină, au fost examinate parazitologic: fecale recoltate de la viŃei şi vaci, 
probe recoltate prin spălarea ugerului, probe de păr murdărit de fecale, probe de apă, furaj şi aşternut. 

Pentru identificarea oochisturilor în fecale s-a utilizat metoda de flotaŃie cu zaharoză. Probele 
de păr recoltate din zonele cunoscute a fi predispuse a fi supte de congeneri, probele de aşternut au 
fost amestecate cu apă în proporŃie de 1/10.  Atât aceste probe cât şi cele de apă şi probele obŃinute 
prin spălarea ugerului au fost prelucrate după următorul protocol: 1. strecurarea prin sită metalică; 2. 
trecerea lichidului obŃinut prin hârtie de filtru; 3. spălarea hârtiei de filtru în 10 ml PBS; 4. centrifugarea 
timp de 5 minute la 2000 turaŃii/minut; 5. Flotarea cu soluŃie de zaharoză a sedimentului, recuperarea 
inelului superior cu ajutorul unei anse şi examinarea la microscop între lamă şi lamelă. 

Rolul pe care îl are infecŃia interspecifică în criptosporidioză s-a căutat să fie elucidat prin 
experimente de transmitere a criptosporidiilor izolate de la viŃei la mai multe specii de animale. Inoculul 
a fost obŃinut din fecalele recoltate de la doi viŃei cu vârstă de 14 zile. S-a respectat un protocol de 
purificare şi izolare a oochisturilor, iar în momentul utilizării numărul oochisturilor a fost determinat cu o 
cameră Thoma. Inocularea criptosporidiilor izolate de la viŃei s-a realizat  pe cale orală la viŃei (în 
vârstă de 3-10 zile), miei (3-7 zile) şi şobolani (7 zile). Din două în două zile s-a monitorizat excreŃia de 
oochisturi prin examen coprologic (metoda examinării directe în preparatul nativ respectiv metoda 
colorării Ziehl-Neelsen modificată de Henriksen). 

În mod experimental au fost verificate mai multe căi de infec Ńie cu criptosporidii la şobolani.  
S-a utilizat ca  specie infectantă Cryptosporidium spp.. Câte 14 şobolani în vârstă de 7-10 zile, au fost 
inoculaŃi oral, intrarectal, intranazal cu 103 oochisturi. Pentru un grup asemănător, oochisturile au fost 
răspândite în cutia în care erau adăpostiŃi (neselectiv), iar un lot a reprezentat martorul neinoculat. 
Căte 9 din şobolanii fiecărui lot au fost urmăriŃi coproscopic, pe toată perioada experimentului (10 zile), 
monitorizându-se excreŃia de oochisturi prin fecale.  

 
Rezultate şi discu Ńii  
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La patru zile după ce într-o boxă cu viŃei clinic sănătoşi şi coproscopic negativi, au fost 
introduşi doi viŃei excretori de criptosporidii ca urmare a infecŃiei experimentale, patru din ei au eliminat 
oochisturi prin fecale, din care, doi aveau şi diaree. La şase zile, toŃi cei şase viŃei au fost excretori şi 
trei prezentau diaree. Pe ansamblu toŃi viŃeii s-au infectat cu criptosporidii dar intensitatea infecŃiei şi 
durata excreŃiei de oochisturi a variat de la individ la individ. Perioada prepatentă a variat de la patru la 
şase zile iar cea patentă de la patru la opt zile. Unii dintre viŃei au prezentat o excreŃie redusă de 
oochisturi şi cu intermitenŃă. 

Rezultă că viŃeii bolnavi şi excretori pot reprezenta o sursă importantă de infecŃie pentru 
congeneri, dar un rol în evoluŃia criptosporidiozei îl are şi caracterul individual şi/sau întămplarea în 
achiziŃionarea de oochisturi. InfecŃia a fost exprimată clinic doar la trei din cei şase viŃei. Deci se poate 
concluziona că, transmiterea intraspecifică prin viŃei excretori este o modalitate de bază de transmitere 
şi menŃinere a criptosporidiozei într-o fermă. 

Identificarea criptosporidiilor şi în fecalele vacilor, indică potenŃialul pe care îl are în 
transmiterea bolii această categorie de vârstă. Totuşi faptul că parazitul a fost identificat doar la vacile 
din maternitate semnifică fie că s-au infectat ca urmare a unui mediu puternic contaminat, fie că a 
intervenit fenomenul de „periparturient rise”. 

Pe baza unui număr relativ mare de probe pozitive, 10 din 29 (34,5%), din totalul celor 
examinate, obŃinute prin spălarea ugerului vacilor din maternităŃi, se poate afirma că alimentaŃia 
naturală a viŃeilor, prin supt la mamele lor, reprezintă o modalitate importantă de infecŃie. 

PrezenŃa criptosporidiilor pe firele de păr ale viŃeilor, 6 din 30 (20%), denotă că aceştia se pot 
infecta prin lingerea sau sugerea anumitor regiuni corporale ale congenerilor. 

Din totalul de 20 probe de apă recoltate 10% au fost contaminate cu oochisturi de 
Cryptosporidium spp. Acestea s-au contaminat fie cu oochisturi de pe botul viŃeilor, fie prin defecările 
întâmplătoare în adăpători. Deci şi apa poate reprezenta o sursă de infecŃie. 

Probele de aşternut, din adăposturile pentru viŃei, recoltate şi examinate au demonstrat un 
procent ridicat, de 20 din 30 de probe (66,6%), de contaminare. 

Pe baza experimentului şi a cercetării epidemiologice efectuate, se poate conchide că sursele 
de infecŃie în criptosporidioză, la viŃei, pot fi reprezentate de: bolnavi şi excretori asimptomatici; de 
vacile mame prin excreŃia de oochisturi şi prin supt; apă şi nu în ultimul rând, de aşternut. 

Prin infecŃii experimentale s-a demonstrat că oochisturile de criptosporidii, izolate de la viŃei, 
sunt infectante pentru viŃei şi încă două specii de mamifere: miei şi şobolani. InfecŃia la mamiferele 
luate în experiment a reuşit în proporŃie de 100% fiind de o intensitate crescută cu o perioadă 
prepatentă scurtă şi una patentă lungă. Pe baza cestor considerente se poate spune că ovinele şi 
şobolanii prezintă o receptivitate crescută faŃă de infecŃia cu criptosporidii de origine taurină. De 
asemenea reiese rolul important, în epidemiologia criptosporidiozei la mamifere, a taurinelor, ovinelor 
şi şobolanilor. 

Cu privire la căile de infecŃie  infecŃia experimentală cu Cryptosporidium spp. la şobolani, a 
reuşit când administrarea s-a realizat pe cale orală, intranazală, intrarectală cât şi neselectiv. Spre 
deosebire de infecŃia pe cale orală şi intrarectală, atunci când inocularea a avut loc intranazal sau 
administrarea a fost neselectivă, intensitatea infecŃiei a fost redusă şi de scurtă durată. Aceasta 
demonstrează că, toate aceste căi, pot fi luate în considerare şi în cazul infecŃiei naturale. Reuşita 
infecŃiei intrarectale sugerează că dechistarea oochisturilor poate avea loc şi prin absenŃa sucului 
gastric. 

 
Tabel 20 

 
InfecŃia experimentală cu Cryptosporidium spp. pe diferite căi la şobolani 

Calea de 
administrare 

Nr. 
Şobolani 

Ziua post-inoculare 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Per os 9 - - - + +++ ++ + + - - 
Intra-rectal 9 - - - + +++ ++ + + - - 
Intra-nazal 9 - - - - + + - - - - 
Neselectiv* 9 - - - - - + + + - - 
Martor 9 - - - - - - - - - - 

Legendă: *-oochisturi distribuite pe aşternut; - negativi; +<oochist/câmp; 
     + 1-5; + + 6-10; + + + >10; 

 
Concluzii 
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• Prin infecŃii experimentale, pe viŃei convenŃionali, s-a demonstrate rolul pe care îl au 
excretorii de criptosporidii ca sursă de infecŃie pentru congeneri. EvoluŃia infecŃiei este 
influenŃată de individ şi probabil, de doza de oochisturi pe care întâmplător o ingeră. 

 
• PrezenŃa  criptosporidiilor doar la vacile din maternităŃi sugerează existenŃa unui 

fenomen de "periparturient rise" sau de o infecŃie generată de un mediu puternic 
contaminat cu oochisturi. 

 
• Prin examene microscopice au fost depistate, ca surse potenŃiale de infecŃie pentru 

viŃei aşternutul şi apa. Un rol important în infecŃia criptosporidiană a viŃeilor îl pot avea 
alimentaŃia naturală prin supt la amele lor sau la doici, precum şi ticul suptului. 

 
• Oochisturile de Cryptosporidium spp., izolate de la viŃei, sunt infectante pentru alte 

două specii: ovine şi şobolani.  
 

• InfecŃia expermentală cu Cryptosporidium spp., la şobolani a reuşit atunci când, 
oochisturile au fost administrate oral, intrarectal, intranazal şi neselectiv. 

 
 
II. C. EXAMENE COPROSCOPICE CANTITATIVE ŞI CALITATIVE ÎMBINATE CU CELE CLINICE ŞI 

NECROPSICE 
 

Materiale şi metod ă 
 

În continuarea experimentului anterior câte cinci din şobolanii fiecărui lot, inclusiv a celui 
martor, la cinci zile post-infecŃie, au fost necropsiaŃi după omorâre prin narcoză cu cloroform. Tubul 
digestiv a fost deschis pe toată lungimea lui, de la stomac la rect, şi spălat cu ser fiziologic. Din fiecare 
segment al tubului digestiv s-au efectuat raclarea de mucoasă, etalarea de frotiuri şi colorarea prin 
metoda Ziehl-Neelsen modificată de Henriksen. 

 
Rezultate şi discu Ńii 

 
La şobolani localizarea criptosporidiilor în tubul digestiv a variat cu calea de infecŃie. 

Inocularea per os a dus la colonizarea intestinului de la jejun la colon iar când infecŃia s-a realizat 
intrarectal au fost colonizate ileonul, cecul colonul şi rectul. Doar ileonul şi cecul au fost cuprinse de 
infecŃie când oochisturile au fost cuprinse neselectiv sau pe cale intranazală (Tabel 21). 

 
Tabel 21 

 
DistribuŃia criptosporidiilor la şobolani în funcŃie de calea de inoculare 

Raclat de 
mucoasă 

Calea de infecŃie 
Per os Intra-rectal Intra-nazal neselectiv martor 

Stomac - - - - - 
Duoden - - - - - 
Jejun + - - - - 
Ileon ++ +++ + + - 
Cec + + + + - 
Colon + + - - - 
Rect - + - - - 
Trahee - - - - - 

Legendă: + 1-5; + + 6-10; + + + >10; 
 

Concluzii 
 

� InfecŃia experimentală cu Cryptosporidium spp. la şobolani, a reuşit atunci când 
oochisturile au fost administrate oral, intrarectal, intranazal şi neselectiv. Intensitatea 
infecŃiei este mai ridicată în cazul primelor două căi de inoculare. Inocularea 
criptosporidiilor per os, la şobolani, duce la colonizarea intestinului de la jejun la colon, 
cu inensităŃi variabile. Când infecŃia s-a realizat intrarectal, criptosoridiile au fost găsite 
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în ileon, cec, colon şi rect. Doar ileonul şi cecul au fost colonizate în cazul distribuirii 
neselective sau intranazale a criptosporidiilor. 

 
� Rezultatele obŃinute în infecŃiile experimentale cu Cryptosporidium spp. pe şobolani 

demonstrează că infecŃia are o localizare mai ales digestivă şi că intensitatea şi 
durata excreŃiei de oochisturi este mai mare în cazul căii orale. Această cale poate fi, 
astfel, suspectată ca principala modalitate de infecŃie şi în condiŃii naturale. 

 
CAP. III. IDENTIFICAREA UNOR SPECII DE CRIPTOSPORID II LA ANIMALE ŞI OM PRIN 

TEHNICI MODERNE DE DIAGNOSTIC 
 

III. A. RECOLTARE DE PROBE PENTRU EXAMINARE DE LA ANIMALE ŞI OM 
III. B. EFECTUAREA UNOR TEHNICI DE BIOLOGIE MOLECULARĂ 
 

1. IDENTIFICAREA MOLECULARĂ (PCR) A SPECIILOR DE CRIPTOSPORIDII LA TINERETUL 
BOVIN ÎN ZONA DE VEST A ROMÂNIEI 

 
Din multitudinea bolilor parazitare identificate la animale şi om, Cryptosporidium spp. ocupă 

un loc important. Studiile recente de biologie moleculară au dovedit o diversitate genetică 
impresionantă în cadrul genului Cryptosporidium. MulŃimea trăsăturilor morfologice, biologice şi 
genetice care diferenŃiază o specie de criptosporidie faŃă de altele este o problemă majoră în 
înŃelegerea modalităŃii de transmitere a infecŃiei criptosporidiene, pentru medicii veterinari practicieni şi 
epidemiologii umani, direct implicaŃi în controlul acestei entităŃi morbide [Santín şi Trout, 2008]. 

Biologia moleculară se bazează pe tehnici moderne care permit identificarea sau capturarea 
unei cantităŃi foarte mici de acizi nucleici. În cei câŃiva ani de la descoperire, reacŃia polimerazică în 
lanŃ (PCR) a devenit o alternativă rapidă la metodele tradiŃionale de clonare a ADN-ului. PCR este o 
metodă enzimatică de creare a mai multor copii al unui segment de ADN "pre-selectat". Acest proces 
de amplificare este realizat cu doi primeri sintetici de oligodezoxinucleotidă, o polimerază ADN 
termostabilă şi cele patru dezoxiribonucleotide trifosfat acŃionând asupra modelului de ADN [Alves şi 
col., 2001; Xiao şi col. 1999]. 

Rezultatele obŃinute în urma aplicării acestei tehnici au contribuit semnificativ la găsirea 
răspunsului la numeroasele întrebări legate de biologia criptosporidiilor. Metoda descrisă de Webster 
şi col. (1993), s-a dovedit a fi una laborioasă, de mare fineŃe şi totodată cel mai specific test de 
identificare a criptosporidiilor. La ora actuală este cea mai utilizată metodă de diagnostic în întreaga 
lume [Santín şi Trout, 2008].  

În ultimii ani, diferenŃele genetice s-au dovedit a fi cele mai reprezentative elemente în 
definirea mai multor specii de criptosporidii recent descoperite, ca de pildă: C. andersoni, C. canis, C. 
hominis, C. galli, C. suis, C. bovis şi C. ryanae. La ora actuală, datorită existenŃei unor tehnici de 
biologie moleculară complexă, se cunoaşte o diversitate genetică şi biologică foarte mare la speciile 
de criptosporidii ale mamiferelor, fiind descoperite şi descrise o gamă largă de specii noi. 

Bovinele reprezintă cel mai mare grup de animale cunoscute a fi infectate cu criptosporidii, 
probabil datorită numeroaselor studii efectuate pe acestea ca rezultat al importanŃei acestora. Deşi 
mai multe gene pot fi folosite pentru diferenŃierea speciilor şi genotipurilor de Cryptosporidium spp., 
cea mai utilizată este gena SSU-rRNA (gena 18S). În urma analizelor moleculare a izolatelor de 
Cryptosporidium spp. de la viŃei, s-au identificat 7 specii şi 3 genotipuri: C. parvum, C. andersoni, C. 
bovis, C. canis, C. felis, C. hominis, C. suis, genotipul C. suis-like, genotipul de căprioară şi genotipul 
suin de tip II [Bornay şi col., 1999; Fayer şi col.,2006; Fayer şi col., 2001; Feng şi col., 2006; Langhajer 
şi col., 2007; Park şi col., 2006; Santín şi col., 2004; Smith şi col., 2005; Starkey şi col., 2006]. 

În câteva studii de prevalenŃă, realizate pe scară largă la bovine, C. parvum, C. andersoni, C. 
bovis şi genotipul de căprioară au fost găsite cel mai frecvent ca fiind implicate în etiologia bolii [Fayer 
şi col., 2006; Fayer şi col., 2001; Feng şi col., 2006; Langhajer şi col., 2007; Santin şi col., 2004, Xiao 
şi col., 2004]. În contrast, C. hominis a fost descoperit doar la câteva bovine în ScoŃia, India şi 
Republica Coreană [Feng şi col., 2006; Santin şi col.,2004; Smith şi col.,2005]. C. suis a fost găsit la 
un viŃel în Statele Unite şi Zambia [Fayer şi col., 2006; Langhajer şi col., 2007; Park şi col., 2006], 
genotipul C. suis-like a fost găsit la trei bovine în Danemarca [Langhajer şi col., 2007], genotipul suin 
de tip II a fost găsit la o vacă în Danemarca [Langhajer şi col., 2007] şi C. felis a fost găsit la o junincă 
în Polonia [Bornay şi col., 1999]. La viŃei, infecŃii naturale cu C. canis nu au fost semnalate, 
transmiterea fiind posibilă doar pe cale experimentală [Fayer şi col., 2001]. 

Pe baza celor expuse s-a considerat oportună efectuarea unor investigaŃii de biologie 
moleculară şi în condiŃiile Ńării noastre, cu scopul de a aduce contribuŃii noi la cunoaşterea 
criptosporidiozei în România. Totodată, identificarea moleculară a unor specii de criptosporidii sunt 
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teme care prezintă provocări pentru a înŃelege unele aspecte încă incomplet elucidate în legătură cu 
această protozoonoză atât de importantă pentru sănătatea publică şi animală. 

 
Materiale şi metode 

 
Studiul a fost realizat în perioada februarie - mai 2008, pe un număr de 76 de viŃei cu vârste 

cuprinse între o zi şi 30 de zile. ViŃeii neînŃârcaŃi de rasă Holstein-Friză au provenit din patru efective 
de vaci de lapte (20-50 de viŃei/efectiv), din patru localităŃi ale judeŃelor Bihor, Arad şi Timiş, cu 
antecedente diareice şi prezenŃa protozoarului Cryptosporidium spp. în efectiv. Materiile fecale 
diareice au fost recoltate individual direct din rect, depozitate în coprocultoare sterile la o temperatură 
de 4ºC şi prelucrate în decurs de 24 de ore în vederea identificării oochisturilor de Cryptosporidium 
spp. Probele recoltate au fost examinate prin colorarea Ziehl-Neelsen modificată de Henriksen 
considerată ca metodă standard în diagnosticul criptosporidiozei [Fayer şi col., 2007; Thompson şi 
col., 2003]. 

Probelor pozitive (în număr de 22 din 76 examinate) li s-a adăugat bicromat de potasiu 2% 
pentru coservare, după care s-a trecut la o etapă premergătoare reacŃiei polimerazice în lanŃ (PCR). 

Concentrarea oochisturilor de criptosporidii din probele de fecale s-a făcut prin "metoda 
concentrării apă - eter" care este o variantă modificată a metodei concepută de Alves şi colaboratorii 
în 2001 [Alves şi 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 în tuburi de centrifugă de 10 ml în care, 
în prealabil, s-a adăugat 3 ml de apă distilată. 

 Produsul obŃinut a fost vortexat timp de 30 de secunde după care la mixtura obŃinută s-a 
adăugat 1 ml de eter etilic în scopul distrugerii lipidelor. După o uşoară omogenizare a urmat o altă 
vortexare timp de 1-2 minute. Lichidul vortexat se strecoară printr-o sită cu dimensiunea  porilor de 45 
µm într-o altă eprubetă similară. Volumul filtratului se ajustează cu apă distilată până la semnul 
superior (10 ml) al tubului de centrifugă şi se centrifughează la 1500 x g timp de 15 minute. După 
prima centrifugare vom obŃine trei straturi: sedimentul, supernatantul şi stratul de eter care înglobează 
lipidele extrase din probă. Stratul de eter se înlătură în totalitate iar supernatantul se transferă într-o 
altă eprubetă similară cu primele două introduse în lucru. Se completează cu apă distilată până la 
semnul superior după care urmează o altă centrifugare la 4500 x g, timp de 10 minute. Se aspiră 
supernatantul dar nu în totalitate, iar sedimentul se resuspendă în lichidul rămas care va servi pentru 
examinarea la microscop. Orientativ, în urma examinării se va aprecia intensitatea infecŃiei cu 
oochisturi de Cryptosporidium spp. 

ExtracŃia ADN-ului din oochisturi s-a făcut prin "metoda MiniBeadBeathers/Silica" descrisă de 
Alves şi col. în 2001 (1). În prima fază se amestecă conŃinutul celor două eprubete rezultate în urma 
centrifugării (sedimentul resuspendat al primei eprubete cu conŃinutul celei de a doua eprubetă 
centrifugată). Mixtura obŃinută se centrifughează la 5000 x g timp de 5 minute după care, din produsul 
rezultat se înlătură o pătrime. Se ia un tubuleŃ Eppendorf cu capacitatea de 2 ml în care se introduc 
aproximativ 0,5 g de Zirconia Silica Beads pulbere nisipoasă, 900 µl Lisis Buffer, 60 µl alcool izoamilic 
şi produs centrifugat resuspendat până la semn (2 ml). Mixtura obŃinută se introduce într-un aparat 
special "MiniBead- Beather"(Biospec Product), timp de două minute, în care are loc liza pereŃilor 
oochisturilor. În paralel se pregăteşte un alt tubuleŃ similar cu primul în care se introduc 40 µl Silica şi 
supernatantul obŃinut în urma lizării oochisturilor în aparat. Tubul Eppendorf cu amestecul rezultat se 
aşează într-un rotator pentru o agitare uşoară timp de o oră. După expirarea timpului, urmează o nouă 
centrifugare la 14.000 x g timp de 20 de secunde, având ca rezultat aderarea ADN-ului la fundul 
tubului. În continuare se înlătură supernatantul iar peste sediment se adaugă primul Buffer în cantitate 
de 200 µl urmat de o resuspensie mecanică cu un obiect contondent (ex. loviri repetate a tubului 
Eppendorf cu pixul). După o nouă centrifugare, procedeul se repetă. Sedimentul rezultat în urma 
centrifugării se spală cu 200  µl de etanol 80 %. Urmează o nouă centrifugare şi o ultimă spălare cu 
200 µl de acetonă 100 %. Supernatantul se decantează iar sedimentul ce aderă la fundul tubului va 
costitui materialul genetic al oochisturilor de Cryptosporidium spp. Tubul Eppendorf cu ADN-ul extras 
se introduce într-o etuvă specială în care se menŃine 15 minute la o temperatură de 55º C. După 
expirarea timpului, în tub se adaugă apă bidistilată sterilă în cantitate de 50 µl cu scopul de a 
resuspenda depozitul de ADN uscat. Proba se introduce din nou în etuvă timp de 5 minute, urmat de o 
nouă resuspendare a sedimentului uscat şi o centrifugare la 14.000 x g timp de 2 minute. 
Supernatantul rezultat cu ADN- ul rehidratat se transferă cu mare atenŃie într-un alt tubuleŃ Eppendorf  
cu capacitatea de 0,5 ml iar sedimentul tubului centrifugat se înlătură. 

ReacŃia de polimerizare în lanŃ (PCR) şi analiza  polimorfismului lungimii fragmentului 
restricŃionat (RFLP) au fost efectuate după modelul american conceput de Xiao şi colaboratorii în 1999 
(34).  
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Amplificarea genei.  Amplificarea propriu zisă s-a realizat prin "nested PCR" (PCR cuibărit) în 
două etape: PCR primar şi PCR secundar. InvestigaŃiile s-au bazat pe analiza secvenŃială a genei 
SSU-rRNA de mărimea ~830 bp, utilizând amorsele (primerii) 5´-TTCTAGAGCTAATACATGCG-
3´(SSU-F2) şi 5´-CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3´ (SSU-R2) pentru PCR primar respectiv 5´-
GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3´ (SSU-F3) şi 5´-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3´ 
(SSU-R4) pentru PCR secundar. Probele au fost prelucrate în condiŃii sterile. 

Volumul reacŃiei de amplificare pentru PCR primar a fost de 100 µl, fiind reprezentat de: 10x 
Perkin-Elmer PCR buffer 10 µl, dNTP (1.25mM) 16 µl, SSU-F2 (40ng/µL) primer 2.5 µl, SSU-R2 
(40ng/µL) 2.5 µl, MgCl2 (25mM) 6 µl, albumină serică bovină neacetilată (BSA 10 mg/mL) 4 µl, apă 
distilată 56,5 µl, taq polimerază 0,5 µl şi 2 µl de ADN extras în suspensie. Programul de amplificare s-
a realizat cu amplificatorul Biometra alfa gene PCR System. Acest program a inclus următoarele 
etape: 

- un ciclu de denaturare ADN matriŃă la 95º C, timp de 3 minute; 
- 35 de cicluri de: denaturare la 95º C, timp 45", hibridare la 55º C, timp 45" şi extensie la 72º, 

C timp de 1 minut; 
- un ciclu de extensie finală la 72º C, timp de 7 minute. 
La terminarea reacŃiei de amplificare primară, probele au fost stocate la 4º C după care s-a 

trecut la a doua amplificare prezentată în cele ce urmează. 
Volumul reacŃiei de amplificare pentru PCR secundar a fost tot de 100 µl fiind constituit din: 

10x Perkin-Elmer PCR buffer 10 µl, dNTP (1.25mM) 16 µl, SSU-F3 (40ng/µL) primer 2.5 µl, SSU-R4 
(40ng/µL) 2.5 µl, MgCl2 (25mM) 6 µl, apă distilată 55,5 µl, taq polimerază 0,5 µl şi  
2 µl produs amplificat din reacŃia PCR primar. Programul de amplificare a fost următorul: 

- un ciclu de denaturare la 95º C, timp de 3 minute; 
- 35 de cicluri de: denaturare la 95º C, timp 45", hibridare la 58º C ,timp 45" şi extensie la 72º 

C, timp de 1 minut; 
- un ciclu de extensie finală la 72º C, timp de 7 minute. 
Controlul ampliconilor s-a realizat prin electroforeză orizontală în gel de agaroză 1,5% la 120 

V, 60 mA, timp de 60 de minute parcurgând următoarele etape: 
- pregătirea aparatului de electroforeză (Bioblock Consort E 865): topirea gelului de agaroză 

1,5% urmată de răcirea şi introducerea în aparatul de electroforeză împreună cu 100 µl tampon Buffer 
TAE şi 10 µl bromură de etidium. Bromura de etidium este considerată a fi cel mai convenabil colorant 
folosit pentru detectarea fragmentelor de ADN în geluri de agaroză, deoarece se intercalează între 
baze sau între cele două catene şi emite radiaŃii fluorescente, vizibile în lumină ultravioletă; 

- cu ajutorul unei pipete automate într-un microtub se realizează amestecul de Loading Buffer 
(soluŃie albastră de bromfenol glicerol) 1 µl cu 9 µl produs amplificat rezultat din reacŃia PCR 
secundar. Se face o omogenizare prin pipetări repetate şi apoi se preia proba şi se introduce într-un 
godeu din gelul de electroforeză. În paralel, într-un alt microtub se prepară markerul PCR, adică 
standardul ADN, faŃă de care se etalonează gelul sau faŃă de care se estimează talia ampliconilor 
obŃinuŃi. Acest marker, care va migra full, conŃine: 1 µl Loading Buffer, 1 µl ADN Ladder de mărime100 
bp şi 8 µl apă sterilă. De obicei, această mixtură se aşează în primul godeu. 
Standardul de talie moleculară ADN a fost reprezentat de markerul PCR (ADN Ladder 100 bp) care 
conŃine 11 benzi de la 50 bp până la 1000 bp. Martorul negativ a fost reprezentat de apa deionizată. 
 După migrarea probelor în gelul de agaroză, imaginea gelului cu fragmentele de ADN migrat a 
fost fotografiat în mod tradiŃional, cu un sistem Polaroid, cu expunere de câteva secunde, folosind un 
transluminator UV (Sigma T 2202) cu lungimea de undă 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 mărimea fragmentelor amplificate.  
 Pentru o identificare mai clară şi sigură a speciilor şi genotipurilor de Cryptosporidium spp. la 
bovine se recomandă efectuarea în continuare a analizei polimorfismului lungimii fragmentului 
restricŃionat (RFLP) a produsului PCR secundar (ADN amplificat) cu ajutorul endonucleazelor VspI şi 
SspI (32). În această etapă s-a trecut la prepararea următoarelor mixturi: 4 µl SspI (New England 
BioLabs Buffer), 22 µl apă distilată şi 4 µl enzimă - pentru specie; 4 µl VspI (Promega Buffer D), 24 µl 
apă distilată şi 4 µl enzimă - pentru genotip. Din aceste amestecuri a fost transferat 30 µl într-un alt tub 
la care s-a adăugat 10 µl produs PCR secundar. Mixtura obŃinută s-a incubat în baia de apă la 37º C, 
timp de 2 ore, după care din produsul rezultat s-a efectuat electroforeză orizontală în gel de agaroză 
1,5 % după tehnica descrisă anterior. Imaginea gelului cu fragmentele de ADN migrat, precum şi 
calcularea mărimii fragmentului amplificat, au fost efectuate prin acelaşi procedeu prezentat la "nested 
PCR" (PCR cuibărit). 
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Rezultate şi discu Ńii 
 

Pe baza analizei genei SSU-rRNA, la toate cele 22 de izolate, metoda "nested PCR" (PCR 
cuibărit) a dezvăluit că, dimensiunea fragmentelor amplificate a fost de ~ 850 bp. Mărimea acestor 
benzi a sugerat faptul că, organismele caracterizate din punct de vedere genetic aparŃin genului 
Cryptosporidium. Analiza polimorfismului lungimii fragmentului restricŃionat (RFLP) a produsului 
"nested PCR" final (PCR cuibărit) cu ajutorul endonucleazei SspI a relevat două benzi distincte la 
regiunile 444 şi 247 bp. Acest fapt sugerează că, este vorba de un parazitism fie cu Cryptosporidium 
parvum fie cu Cryptosporidium hominis. DiferenŃierea dintre aceste două specii s-a făcut cu ajutorul 
endonucleazei VspI care a pus în evidenŃă benzi la regiunile de 628 şi 104 bp. Aceste mărimi indică 
clar că este vorba despre un parazitism cu C. parvum.  

Rezultatele acestor investigaŃii de biologie moleculară, efectuate în premieră naŃională, 
demonstrează faptul că, la viŃeii în prima lună de viaŃă din zona de vest a României singura specie de 
Cryptosporidium  implicată în infecŃie a fost Cryptosporidium parvum. Această semnalare susŃine 
rezultatele mai multor studii efectuate în diferite arii geografice.  

Un exemplu concret ar fi studiul îndelungat al lui care, în vederea determinării prevalenŃei 
speciilor şi genotipurilor genului Cryptosporidium, au efectuat o amplă anchetă epidemiologică la 
bovinele cu vârste de la o zi până la doi ani în diferite ferme din statul Maryland (S.U.A) [Santín şi col., 
2008]. Rezultatele investigaŃiilor confirmă faptul că, specia C. parvum a fost singura specie identificată 
la viŃeii în prima lună de viaŃă sau la cei neînŃărcaŃi. Pe lângă această specie, mai sunt prezentate alte 
două specii şi un genotip cu implicaŃii majore în criptosporidioza bovină. Speciile C. bovis şi genotipul 
de căprioară sunt mai frecvente la viŃeii de după înŃărcare (fiind semnalate în proporŃie de 80%, 
respectiv 60% dintre speciile identificate) iar specia C. andersoni apare îndeosebi la juninci şi vaci de 
lapte. Aici trebuie menŃionat faptul că, aceste ultimele două specii şi un genotip pot fi puse în evidenŃă 
doar prin analiza polimorfismului lungimii fragmentului restricŃionat (RFLP) al genei SSU-rRNA cu 
ajutorul endonucleazei MboII, urmat de analiza secvenŃială bidirecŃională a ADN-ului amplificat cu 
ajutorul unui secvenŃializator specific. Această endonuclează poate diferenŃia C. parvum de C. bovis şi 
de genotipul de căprioară [Feng şi col., 2006; Santin şi col., 2008; Xiao şi col., 2001]. 

Cu cinci ani în urmă, aceleaşi investigaŃii au fost făcute pe coasta de est a Statelor Unite. 
Aceste studii au demonstrat că C. parvum, cea mai comună specie de criptosporidie, a constituit 85% 
din infecŃiile la viŃeii neînŃărcaŃi şi doar 1% la cei înŃărcaŃi [Santin şi Trout, 2008]. 

Un alt studiu recent (2006), efectuat în India, a arătat că infecŃiile criptosporidiene la viŃeii 
înŃărcaŃi şi neînŃărcaŃi se datorează unei singure specii C. parvum [Roy şi col., 2006]. Rezultate 
similare au fost obŃinute şi în Australia, Germania, Noua Zeelandă, Portugalia şi Ungaria [Beckher şi 
col., 2004; Learmonth şi col., 2003; Mendonça şi col., 2007; Plutzer şi Karanis, 2007, Thomaz şi 
col.,2007]. 

În următorul tabel sunt prezentate speciile şi genotipurile de criptosporidii identificate prin 
metode moleculare pe baza analizei genei SSU-rRNA în diferite Ńări. 

 
Tabel 22 

 
Identificarea speciilor şi genotipurilor de Cryptosporidium la bovinele de diferite vârste pe baza analizei 

genei SSU-rRNA în diferite Ńări 

łara 

Nr. 
de probe  
analizate 

sau izolate 

Vârsta Specie/genotip 
Prevalen Ńă Referen Ńi 

Australia 6 izolate 0-12 săptămâni 100%+C. parvum Beckher şi col., 2004 
Brazilia 9 izolate <2 luni 8 izolate+C. 

parvum 
1 izolat+C.bovis 

Thomaz şi col., 2007 

Canada 143 viŃei/vaci 21.7%+C. parvum 
1.4%+C.bovis 

Cocklin şi col., 2007 

China 6 izolate viŃei înŃărcaŃi şi 
neânŃărcaŃi 

5 izolate+C. bovis 
1 izolat CGC 

Feng şi col., 2006 

Danemarca 154 izolate nespecificat 50.6%-C. parvum 
37.0%-C. bovis 

7.8%+GC 
1.9% +C. suis 

0.7 %+genotip suin 

Langkjaer şi col., 
2007 
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 de tip II 
1.9 %+ alte izolate 

Germania 134 <1 lună 100%+C. parvum Broglia şi col., 2008 
India 12 izolate viŃei înŃârcaŃi şi 

neânŃârcaŃi 
11 izolate+C. 

parvum 
1 izolat+C. bovis 

Feng şi col., 2006 

India 940 0-12 luni 17,7%+C. parvum Roy şi col., 2006 
Irlanda de 

Nord 
224 izolate <1 lună 95.1%+C. parvum 

3.6%+C. bovis 
1.3%+CGC 

Thompson şi col., 
2006 

Noua 
Zeelandă 

658 viŃei/vaci 5.3%+C. parvum Learnmont şi col., 
2003 

Portugalia 70 izolate viŃei/vaci 100%+C. parvum Mendonça şi col., 
2007 

Mai multe 
state din 

S.U.A 

393 5 zile-2 luni 35.1%+C. parvum 
3.6%+C. bovis 

2.0%+CGC 
Santín şi col., 2004 

Mai multe 
state din 

S.U.A 

447 3-11 luni 0.2%+C. parvum 
14.5%+C. bovis 

3.4%+C. andersoni 
8.1%+CGC 

Santín şi col.,  2004 

Mai multe 
state din 

S.U.A 

571 1-2 ani 0.7%+C. parvum 
4.2%+C. bovis 

5.1%+C. andersoni 
1.8%+CGC 

0.2%+C. suis 

Fayer şi col., 2007 

Maryland 
(S.U.A.) 

190 izolate 0 zile -2 ani 110 izolate+C. 
parvum 

45 izolate+C. bovis 
33 izolate+C. 

andersoni 
2 izolate+CGC 

Santín şi col., 2008 

Michigan 
(S.U.A.) 

248 vaci/viŃei 22.6%+C. parvum 
1.6%+C.andersoni 

Peng şi col., 2003 

New York 
(S.U.A.) 

115 nespecificat 60.8%+C. parvum 
36.5%+C. bovis 

2.6%+CGC 
Starkey şi col., 2006 

Georgia 
(S.U.A.) 

32 variabil 6 izolate +C. 
parvum 

15 izolate+ C. bovis 
6 izolate +CGC 

1 izolat +C. parvum 
/C. andersoni 

1 izolat +C. bovis 

Feng şi col., 2006 

ScoŃia 411 nespecificat 99.5%+C. parvum 
0.5%+C. hominis 

Smith şi col., 2005 

Ungaria 22 izolate nespecificat 21 izolate+C. 
parvum 

1 izolat+CGC 

Plutzer şi Karanis, 
2007 

Vietnam 266 <1 an 33.5%+C. parvum 
5,6%+C. andersoni 

3,4%+pentru 
ambele 

Nguyen şi col., 2007 

Wales (łara 
Galilor) 

101 variabil 7 din 16 probe +au 
fost C. andersoni 

Robinson şi col., 
2006 

Zambia 32 izolate 1-90 zile 22 izolate +C. 
parvum 

10 izolate+C. bovis 
Geurden şi col., 2006 

Legendă: CGC=Cryptosporidium - genotipul de căprioară; "+"= pozitiv 
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Din tabel se observă că cea mai comună şi răspândită specie este C. parvum, ea fiind 

prezentă la toate categoriile de vârstă aproape în toate regiunile, iar la bovine se întâlnesc mai 
frecvent trei specii şi un genotip: C. parvum, C. bovis, C. andersoni şi genotipul de căprioară. 
PrevalenŃa infecŃiei variază în limite destul de largi de la o zonă geografică la alta. C. parvum 
afectează în principal tineretul înainte de înŃărcare [Beckher şi col., 2004; Broglia şi col., 2008; 
Thomaz şi col., 2007; Thompson şi col., 2006]. 

Fiecare specie a genului Cryptosporidium infectează un număr limitat de specii de animale. În 
momentul în care aria infectivităŃii parazitului cuprinde şi omul, protozoarul dobândeşte o semnificaŃie 
aparte, cu implicaŃii asupra sănătăŃii publice. Bazându-ne pe câteva studii efectuate în diferite regiuni 
ale lumii, într-adevăr se poate spune că transmiterea directă a lui C. parvum de la animale la oameni 
este bine documentată [Current şi col., 1983; Peng şi col., 2003; Stancic şi col., 2003]. Suşele 
zoonotice de C. parvum reprezintă mai mult de 60 % din criptosporidiile izolate de la om [Xiao şi col., 
2004]. 

CunoştinŃele vagi ale practicienilor şi îngrijitorilor despre această boală, fac ca, în această 
parazitoză, controlul să fie greu de realizat şi adesea ineficient. Conştientizarea existenŃei unui pericol 
permanent de infectare, de către persoanele care vin în contact direct cu viŃeii, este un factor esenŃial 
în prevenirea acestei parazitozoonoze, mai ales când este vorba de o specie zoonotică. 

Verificarea continuă a proprietăŃilor genetice, în concordanŃă cu evoluŃia biologiei moleculare, 
ar trebui să joace cel mai important rol în definirea sau descrierea speciilor de criptosporidii.  

 
Concluzii 

 
1. Prin analiza moleculară a genei SSU-rRNA (18S) a oochisturilor de Cryptosporidium, de la 

viŃeii din prima lună de viaŃă în zona de vest a României, s-a identificat un parazitism cu specia 
Cryptosporidium parvum. 

2. Aceste tehnici de biologie moleculară în criptosporidioza viŃeilor au fost efectuate pentru 
prima dată în România. 

 
2. IDENTIFICAREA MOLECULARĂ (PCR) A SPECIILOR DE CRIPTOSPORIDII LA OAMENI 

ÎN ZONA DE VEST A ROMÂNIEI 
 

Introducere 
 
Criptosporidioza, ca sporozooză neonatală oportunistă este considerată de unii autori printre 

primii trei–patru enteropatogeni de la om. Ea constituie o problemă majoră în majoritatea Ńărilor 
dezvoltate dar şi în cele în curs de dezvoltare. Cele mai mari probleme apar în pediatrie, mai ales în 
Ńările în care condiŃiile igienice sunt precare. Impactul negativ al criptosporidiilor exercitat asupra 
copiilor în primele luni de viaŃă se manifestă printr-un sindrom de diaree având ca rezultat 
deshidratarea şi stagnarea creşterii [Fayer şi col., 2007; Thompson, 2003]. 

Foarte mult timp s-a crezut că singurul agent etiologic răspunzător pentru apariŃia 
criptosporidiozei umane este C. parvum. Aceasta datorită lipsei înŃelegerii anumitor criterii de 
diferenŃiere legate de morfologie, caractere biologice, moleculare şi genetice ale speciilor din genul 
Cryptosporidium. La ora actuală, datorită utilizării analizelor genetice care diferenŃiază speciile de 
criptosporidii unele de altele, se cunosc foarte bine deosebirile existente între diferitele oochisturi de 
origine umană care din punct de vedere morfologic „par a fi identice”. Astfel, numeroase studii au 
arătat faptul că, două specii de criptosporidii: C. parvum şi C. hominis sunt răspunzătoare de 
majoritatea infecŃiilor cu criptosporidii la om [Alves şi col., 2001; Guyot şi col., 2001; Mc Lauchlin şi 
col., 2000; Morgan şi col., 2000; Ong şi col., 1999; Peng şi col., 1997;  Sulaiman şi col., 2000; Xiao şi 
col., 2001].  

Mai târziu, în urma caracterizărilor genetice, alte trei specii: C. meleagridis, C. felis şi C. canis 
au fost găsite în infecŃiile criptosporidiene la oamenii bolnavi de SIDA (HIV) din Statele Unite, Kenya şi 
ElveŃia [Morgan şi col., 2000; Pieniazek şi col., 1999]. Studii mai recente au confirmat prezenŃa 
acestor protozoare la indivizii imunocompromişi şi din alte părŃi ale lumii [Alves şi col., 2001; Gatei şi 
col., 2002, Guyot şi col., 2001, Tiangtip şi col., 2002]. 

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

Prin studiul realizat s-a urmărit evidenŃierea aplicabilităŃii tehnicii de biologie moleculară, PCR, 
în diagnosticul etiologic al criptosporidiozei umane în zona de vest a României. 
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Materiale şi metod ă 

 
InvestigaŃiile epidemiologice au fost efectuate în perioada septembrie 2007-mai 2008 la un lot 

de 107 persoane format din adulŃi şi copii provenind din diferite medii (urban şi rural) ale judeŃului 
Timiş. Persoanele investigate în număr de 107 au prezentat simptomatologie diversã ca urmare a 
scăderii imunităŃii generatã de o posibilã infestare cu criptosporidii, în cadrul unui studiu asupra 
criptosporidiozei privitã ca una din cele mai importante zoonoze. 

Copii în număr de 35 aveau vârste cuprinse între două luni şi opt ani, iar dintre aceştia 20 au 
provenit din mediul urban iar restul de 15 din mediul rural.  

Dintre cei 72 de adulŃi cu vârste cuprinse între 18 şi 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 pacienŃilor din numărul total de copii 20 au fost de sex masculin din care 11 
au provenit din mediul urban, şi 15 de sex feminin din care şase au provenit din mediul rural. Din 
numărul total de adulŃi 29 au fost de sex masculin din care 17 au provenit din mediul rural, şi 43 de 
sex feminin din care 23 au provenit din mediul urban (tabel 23).  

Tabel 23 
 

Date epidemiologice cu privire la pacienŃii de la care s-au prelevat probe de fecale 
Numarul total de 

pacienti investigati 107 

Vârsta pacien Ńilor Copii (n=35) AdulŃi (n=72) 

Sexul  20 masculin 15 feminin 29 masculin 43 feminin 

Mediul de 
provenien Ńă 

9 
rural 

11 
urban 

6 
rural 

9 
urban 

17 
rural 

12 
urban 20 rural 

23 
urba

n 
Legendă n=în număr de... 
 
Fiecărui pacient i s-a întocmit o foaie de observaŃie clinică în care s-a făcut referire la starea 

de sănătate şi la diagnosticul de internare. 
Printre principalele afecŃiuni diagnosticate cu efect imunosupresiv se numără următoarele: 

infecŃii cu Escherichia coli enteropatogen, enterocolită acută cu sindrom de deshidratare, 
gastroduodenită acută, hepatită toxică cronică sau virală, infecŃii cu virusul HIV, sindrom icteric, 
sindrom febril sau tuberculoză pulmonară. La copii, au fost efectuate examene coproparazitologice 
complementare prin metoda Willis.  

Probele de fecale au fost prelevate individual în coprocultoare sterile, depozitate la 4˚ C şi 
prelucrate în decurs de 24 de ore în cadrul Laboratorului de Parazitologie şi Boli Parazitare al 
FacultãŃii de Medicinã Veterinarã din Timişoara. 

În scopul evidenŃierii oochisturilor de criptosporidii fecalele au fost examinate prin metoda 
colorării Ziehl-Neelsen modificată de Henriksen şi prin testul imunoenzimatic ELISA. 

• În 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 şi respectă principiile tehnicii ELISA dublu – sandwich, având 
următoarea componenŃă: două microplăci: cu câte 96 de camere de microtitrare care 
sunt saturate cu anticorpi monoclonali specifici pentru Cryptosporidium parvum 

• soluŃia de spălare, care se va dilua in proportie de 1:20 cu apă distilată; 
• soluŃia de diluŃie pentru diluarea probelor de fecale in proportie de 1:1; 
• conjugatul 
• martorul pozitiv şi negativ; 
• soluŃia de cromogen (tetrametilbenzidina) şi substratul enzimatic (hidrogen peroxid); 
• soluŃia de stopare (acid fosforic 1M) 

Anticorpul legat la placă recunoaşte şi fixează antigenul din proba de cercetat. Acesta 
recunoaşte şi fixează un al doilea anticorp anti-antigen (preparat pe altă specie) care la rândul lui 
reacŃionează cu anticorpul anti al doilea anticorp cuplat cu enzima (conjugat imunoenzimatic). Prin 
descompunerea substratului specific se produce oxidarea unui cromogen ce îşi schimbă culoarea 

Principiul testului se bazează pe faptul că anticorpii monoclonali cu care sunt impregnate 
camerele de microtitrare „capturează” antigenele agenŃilor patogeni corespunzători din probele de 
fecale.  

Modul de lucru este redat schematic şi are următoarele etape: 
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1. - ComponenŃii kitului ELISA se aduc la temperatura camerei cu o jumătate de oră înainte 
de începerea lucrului 

2. Diluarea soluŃiei de diluŃie (Dilution Buffer) cu apă distilată în proporŃie de 1:5 (adică de 5X). 
3. Diluarea probelor de fecale cu soluŃia de diluŃie (Dilution Buffer) în proporŃie de 1:1 
4. Diluarea soluŃiei de spălare (Washing Solution) în proporŃie de 1:20 (adică de 20X). 
5. Aşezarea fecalelor în godeurile microplăcii (100 µl) şi incubare timp de o oră la temperatura 

camerei. 
6. Spălarea microplăcii de trei ori (3X) cu soluŃie de spălare diluată anterior. 
7. Diluarea conjugatului în proporŃie de 1:50 cu soluŃie de diluŃie (Dilution Buffer) (de exemplu 

pentru o placă diluaŃi 250 µl de conjugat cu 12.25 ml de diluant). AdăugaŃi 100 µl de conjugat 
diluat în fiecare godeu după care incubaŃi timp de o oră la temperatura camerei. 

8. Spălarea microplăcii de trei ori (3X) cu soluŃie de spălare diluată anterior. 
9. Diluarea soluŃiei de indicator (chromogen) extemporaneu în cantitate de 10 ml, adică 12 

picături de soluŃie chromogen TMB (500 µl) se dizolvă în 9.5 ml (Substrat Solution)- pentru o 
placă întreagă sau 6 picături cu 4.75 ml pentru o jumătate de placă. Adăugarea cromogenului 
în cantitate de 100 µl într-un microgodeu. Incubare timp de 10 minute la temp camerei. 

10. Adăugarea a 50 µl soluŃie de stopare. 
11. Citirea probelor la 450 nm lungime de undă. 
Interpretare: valorile densităŃilor optice finale ale probelor de cercetat s-au obŃinut prin 

scăderea valorii densităŃii optice a martorului negativ din valoarea densităŃii optice a fiecărei probe 
obŃinută la citire. Limita inferioară a pozitivităŃii pentru fiecare antigen este de 0,150 densitate optică 
finală. Probele care au o densitate mai mică decât valoarea menŃionată anterior sunt considerate 
negative (88). 

Metoda Ziehl-Neelsen modificat ă de Henriksen şi Pohlenz a fost o altă metodă prin care 
am încercat să evidenŃiem criptosporidiile. Prin această metodă criptosporidiile apar ca elemente 
rotunde sau ovoide, de 4-6µm, culoare roşie vie pe un fond verde. Citoplasma lor ste granulată, cu un 
centru, adesea, mai clar şi conŃinând 0-6 corpusculi întunecaŃi. 

Prin această tehnică alte elemente neacidorezistente din fecale sunt colorate prin trecerea 
prin acid sulfuric şi se colorează ulterior în verde datorită contracolorării. Celulele, bacteriiile şi levurile 
apar, deci, verzi diferenŃiindu-se uşor de criptosporidii. Alte cocidii se colorează tot în roşu-viu, dar 
sunt de dimensiuni mai mari. Această metodă are avantajul că este fiabilă, se realizează uşor, citirea 
este simplă, evită confuzia oochisturilor cu levurile sau alte particule din fecale şi lamele pot fi 
conservate. Totuşi, metoda necesită un timp mai lung şi este necesară o atenŃie sporită şi o oarecare 
experienŃă în momentul decolorării cu acidul sulfuric [Dărăbuş şi col., 1996; Imre şi col., 2008]. 

Probelor pozitive (în număr de patru din 107 examinate) li s-a adăugat bicromat de potasiu 2% 
pentru coservare, după care s-a trecut la o etapă premergătoare reacŃiei polimerazice în lanŃ (PCR). 

Tehnica concentrării oochisturilor de Cryptosporidium spp., extracŃia ADN-ului, reacŃia de 
polimerizare în lanŃ (PCR) respectiv analiza polimorfismului lungimii fragmentului restricŃionat (RFLP) 
au fost făcute conform metodologiei de lucru descrisă în capitolul III.B.1. 

 
Rezultate şi discu Ńii 

 
În urma examinării materiilor fecale prin metodele colorării Ziehl-Neelsen modificată de 

Henriksen şi Pohlens (folosită ca şi metodă standard) respectiv ELISA (kit-ul BIO K 070), din cele 35 
de probe recoltate de la copii, în patru probe s-au identificat oochisturi de criptosporidii. În probele de 
fecale recoltate de la adulŃi, în număr de 72, nu s-au pus în evidenŃă oochisturi de criptosporidii. 
Vârsta copiilor de la care s-au identificat oochisturi de criptosporidii a fost de: şase ani şi patru luni, 
patru ani, doi ani şi patru luni respectiv de trei luni cu provenienŃă din mediul rural. Cu privire la sex doi 
dintre copii erau de sex masculin şi doi de sex feminin. Toate fecalele în care s-au identificat 
criptosporidii aveau aspect diareic, iar diagnosticul de internare a copiilor a fost de enterocolită acută 
cu sindrom de deshidratare. 

Aşadar din totalul de 107 probe de fecale diareice şi nediareice în patru probe (utilizând testul 
ELISA) au fost identificate oochisturi de criptosporidii. Aceasta ar însemna o pozitivitate de 3,7%.  

Pe baza analizei genei SSU-rRNA a oochisturilor din probele pozitive, la cele patru izolate, 
metoda "nested PCR" (PCR cuibărit) a dezvăluit că, dimensiunea fragmentelor amplificate a fost de ~ 
850 bp.  Din punct de vedere genetic, mărimea acestor benzi indică faptul că organismele 
caracterizate aparŃin genului Cryptosporidium. Analiza RFLP a produsului "nested PCR" final (PCR 
cuibărit) cu ajutorul endonucleazei SspI a relevat două benzi distincte la regiunile 444 şi 247 bp. Acest 
fapt sugerează că, este vorba de un parazitism fie cu C. parvum fie cu C. hominis. DiferenŃierea dintre 
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aceste două specii s-a făcut cu ajutorul endonucleazei VspI care a pus în evidenŃă benzi la regiunile 
de 556 şi 104 bp. Aceste mărimi indică clar că este vorba despre un parazitism cu C. hominis. 

Rezultatele acestor investigaŃii de biologie moleculară demonstrează faptul că, singura specie 
de Cryptosporidium  implicată în criptosporidioza umană a fost C. hominis.  Spre deosebire de infecŃia 
la animale, criptosporidioza la om nu are specificitate de vârstă, deşi incidenŃa la tineret poate fi mai 
ridicată datorită faptului că, posibilităŃile de expunere sunt mai mari iar probabilitatea unei imunităŃi 
instalate datorate unei expuneri anterioare este mai mică [Checkley şi col., 1998].  

Un aspect interesant ar fi neidentificarea protozoarului la adulŃi cu toate că, majoritatea dintre 
ei sufereau de boli cu efect imunosupresant cum ar fi: infecŃii cu virusul HIV, hepatită toxică cronică 
sau virală, sindrom icteric şi febril sau tuberculoză pulmonară. Pe plan mondial, cele mai severe cazuri 
de criptosporidioză au fost semnalate la pacienŃii infectaŃi cu virusul imunodeficienŃei  umane (HIV) 
[Alves şi col., 2001; Fayer şi col., 2000; Fayer şi col., 2007]. Transmiterea izolatului uman de C. 
hominis de la o persoană infectată la alta (transmitere antroponotică), izbucnirea frecventă a 
criptosporidiozei în grădiniŃe, creşe şi centre de îngrijire a copiilor, dobândirea caracterului nosocomial 
al bolii şi infectarea odată cu hrana, confirmă importanŃa transmiterii interumane a bolii [Xiao şi col., 
2001]. 

Cu toate că la nivel mondial, în etiologia criptosporidiozei umane au fost implicate o gamă 
largă de specii zoonotice de criptosporidii (C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. felis şi C. canis) 
în condiŃiile Ńării noastre s-a identificat doar o singură specie. Este adevărat că, şi numărul izolatelor 
analizate a fost mai redusă. 

Până nu demult C. parvum a fost considerată ca fiind singura specie de Cryptosporidium 
infectantă pentru om. Utilizarea unor metode de genotipizare prin mijlocul anilor '90 a permis 
identificarea a două genotipuri (I şi II) în cadrul acestei specii "standard" de la mamifere. Mai târziu, 
aceste două genotipuri au devenit C. parvum în "sensul strict" respectiv C. hominis, ambele cu 
infectivitate pronunŃată pentru persoanele imunocompetente şi imunocompromise [Xiao şi col., 2004]. 
În fecalele umane, pe baza analizei subsecvenŃiale a genei SSU-rRNA, s-a pus în evidenŃă prezenŃa 
şi a altor specii de criptosporidii cum ar fi: C. canis, C. felis şi C meliagridis [Pieniazek şi col., 1999]. 
Alte specii care au mai fost semnalate în cazuri izolate de la om sunt C. muris [Katsuda 2006] şi C. 
suis [Xiao şi col., 2002]. La pacienŃii cu criptosporidioză, pe lângă speciile enumerate anterior, au mai 
fost întălnite şi genotipuri ale genului Cryptosporidium cum ar fi: genotipul de căprioară [Ong şi col., 
2002], genotipul suin de tip I [Ong 2002], genotipul C andersoni – like [Leoni 2006] genotipul veverita 
de tip I (W17) [Feltus 2006], genotipul de sconcs [Nichols 2006] şi C. hominis genotipul de maimuŃă 
[Mallon 2003]  

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

Au fost raportate diferenŃe geografice cu privire la răspândirea acestor două specii. Dintr-un 
studiu mai recent efectuat  în Marea Britanie se desprinde că, prin analiza a 13112 de probe de fecale 
de origine umană cu criptosporidii, speciile implicate au avut următoarea distribuŃie: C. hominis 50,29 
%, C. parvum 45,6 %, C. hominis şi C. parvum 0,5 %, C. meleagridis 0,8 %, C. felis 0,2 %, C. canis 
0,02 %, C. suis 0,01 %, genotipul de căprioară 0,05 %, genotipul CZB 141 0,01 % şi genotipul de 
sconcs 0,01 %. Un procent de 2,6 dintre izolate au fost specii sau genotipuri nedefinite [Fayer şi col., 
2007]. Este foarte puŃin probabil ca aceşti agenŃi etiologici prezentaŃi anterior să fie implicaŃi ca agenŃi 
patogeni majori în criptosporidioza umană. Imunosupresia nu reprezintă o condiŃie necesară pentru ca 
infecŃia să se poată dezvolta cu oricare dintre aceste specii. 

De asemena în Ńările europene, deşi în studiile mai vechi apare C. parvum ca agent patogen 
major şi mai des întâlnit decât C. hominis, studii mai recente au constatat că C. hominis are o 
prevalenŃă mai mare decât C. parvum. Astfel, în Olanda prin studiul a 91 de izolate umane: 70% au 
fost C. hominis , 19% au fost C. parvum, 10% o combinaŃie între C. parvum şi C. hominis şi 1% au fost 
C. felis [Wielinga şi col., 2008]. În Spania, Llorente şi col. (2007) au identificat C. hominis în 59 din 92 
probe de la copii imunocompetenŃi şi în 10 din 16 probe de la adulŃi infectaŃi cu HIV (63,8%) [Llorente 
şi col., 2007]. În schimb C. parvum a fost semnalat la 28 de copii şi 6 adulŃi (31,5%) având o 
prevalenŃă mai mare la copii din zonele rurale decăt la cei din zonele urbane, lucru semnalat şi în 
condiŃiile Ńării noastre. 

 În S.U.A., Canada, Australia, Japonia şi în Ńările în curs de dezvoltare C. hominis a fost 
specia mai frecvent întălnită la om decât C. parvum [Peng şi col., 1997]. 

În Noua Zeelandă, prin analiza a 423 de cazuri de criptosporidioză umană, la 46,8% s-a 
semnalat specia C. hominis şi la 52,7% C. parvum [Learnmont şi col., 2003]. 
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O prevalenŃă mai mare a speciei C. parvum este întâlnită la om în Estul Mijlociu. În urbanizatul 
Kuwait City aproape toate cazurile de criptosporidioză la copii au fost cauzate de C. parvum [Sulaiman 
şi col., 2005]. În Iran 7 din 8 pacienŃi cu HIV şi 4 din 7 copii au avut criptosporidioză cauzată de C. 
parvum iar restul de C. hominis [Meamar şi col., 2007]. 

În Turcia, din patru cazuri de criptosporidioză la copii, toate au fost cauzate de C. parvum 
[Tamer şi col., 2007]. 

 În Peru, unde o proporŃie semnificativă din infecŃiile cu criptosporidii la oameni se datorează 
speciilor zoonotice, nu s-au constatat diferenŃe semnificative între copii şi adulŃii infectaŃi cu HIV, în 
ceea ce priveşte distribuŃia celor cinci specii de criptosporidii comune: C. hominis, C. parvum, C. 
meleagridis, C. felis şi C. canis [Xiao şi col., 2001]. 

Se pare, dar rămâne nedovedit, că extinderea infecŃiei cu C. parvum la oameni în căteva 
regiuni ale lumii se datorează creşterii intensive în special a rumegătoarelor asociată cu existenŃa unor 
concentraŃii mari de animale tinere.  

Trebuie luat în considerare şi faptul că, multe alte specii de criptosporidii neidentificate încă la 
oameni, pot fi implicate ca agenŃi patogeni majori în izbucnirea criptosporidiozei umane. Acest lucru 
poate fi favorizat de schimbările socio-economice şi ale mediului înconjurător [Xiao şi col., 2004]. 
 
Concluzii 
 

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

� Aceste tehnici de biologie moleculară în criptosporidioza umană au fost efectuate 
pentru prima dată în România.  

 
3. SUBTIPIZAREA SPECIEI CRYPTOSPORIDIUM PARVUM DE LA VIłEII DIN VESTUL ROMÂNIEI 

PRIN ANALIZA SECVENłIALĂ A GENEI GP60 
 
Materiale şi metode 
 

Studiul a fost realizat în perioada februarie - mai anul 2008, pe un număr de 12 izolate de 
Cryptosporidium parvum de origine bovină cu vârste cuprinse între şapte  şi 45 de zile. ViŃeii de rasă 
Holstein-Friză au provenit din două efective de vaci de lapte (20-50 de viŃei/efectiv), din două localităŃi 
ale judeŃelor Bihor şi Arad, cu antecedente diareice şi prezenŃa protozoarului Cryptosporidium spp. în 
efectiv. 
 ExtracŃia ADN-ului din oochisturi şi amplificarea PCR a genei GP60 s-a făcut prin "metoda 
MiniBeadBeathers/Silica" descrisă de Alves şi col. în 2001 şi prezentată în capitolul III.B.1. [Alves şi 
col., 2001]. Protocolul "nested PCR" (PCR cuibărit) a utilizat amplificarea unui fragment de mărimea a 
~850 bp a genei GP60 respectând metodologia de lucru descrisă de Alves şi col. în 2003. În unele 
cazuri s-a mai utilizat amplificarea unui alt fragment de  ~ 400 bp a aceleaşi gene, după tehnica 
descrisă de Sulaiman şi colaboratorii în 2005. 
 SecvenŃializarea ADN-ului şi analiza filogenetică s-a realizat prin secvenŃializarea 
bidirecŃională a produsului PCR utilizând autosecvenŃializatorul ABI 3100 (Applied Biosystems, Foster 
City, CA, USA). Cu ajutorul programului ClustalX (ftp://www.ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalX/) 
secvenŃele de nucleotide obŃinute au fost aliniate şi comparate în conformitate cu secvenŃele 
referenŃiale din Banca de Gene. 
 
Rezultate şi discu Ńii 
 
 SecvenŃializarea şi analiza filogenetică a produsului PCR amplificat a genei GP60 a arătat că, 
cele 12 izolate de C. parvum de origine bovină din zona de vest a României, aparŃin unui singur subtip 
familial IIa. 
 DistribuŃia subtipului familial IIa a speciei C. parvum în cele două localităŃi ale judeŃelor Bihor şi 
Arad sunt prezentate în tabelul 24. 
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Tabel 24 
 

DistribuŃia unor subtipuri familiale GP60 în două localităŃi vestice ale României, obŃinute prin analiza 
secvenŃială a unor izolate de C. parvum 

Subtipuri 
Gp60 

Săntîul mic 
(nr. Probe pozitive) 

Utviniş 
(nr. Probe pozitive) 

IIaA15G2R1 7 1 
IIaA16G1R1 0 4 

 
 În ferma din localitatea Săntîul Mic (judeŃul Bihor) toate izolatele de C. parvum au aparŃinut 
unui singur subtip familial IIaA15G2R1. 
 În ferma din localitatea Utviniş (judeŃul Arad) patru probe (80%) din cinci analizate au aparŃinut 
subtipului familial IIaA16G1R1, iar un singur izolat subtipului familial IIaA15G2R1. DiferenŃele dintre 
aceste două subtipuri sunt minore şi constau în numărul de repetiŃii ale tripletei de aminoacizi TCA, 
TCG şi/sau TCT. 

DistribuŃia geografică a subtipurilor familiale GP60 a speciei Cryptosporidium parvum  la 
bovine este prezentată în următorul tabel. 

Tabel 25 
 

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

Origine geografică Număr de probe 
Subtipuri gp60 a speciei 

c. Parvum (număr de 
probe) 

ReferenŃi 

Canada 2 IIaA16G3R1 (2) Strong şi col. 2000 
U.S.A. 1 IIaA18G5R1 (1)  

Portugalia 72 
IIaA15G2R1 (61) 

Alves şi col. 2003, 2006 IIaA16G2R1 (7) 
IIdA17G1 (4) 

U.S.A. 33 

IIaA15G2R2 (10)  
IIaA16G2R1 (8) 
IIaA16G2R1 (8) 
IIaA16G1R1 (3) 
IIaA16G3R1 (2) 
IIaA16G3R2 (2) 

Slovenia 4 IIaA17G1R1 (4) Stantic-Pavlinic şi col 
2003 

Italia 1 IIaA13G2R1 (1) Wu şi col., 2003 
Japonia 1 IIaA16G2R1 (1)  

Marea Britanie 2 IIaA20G3R1 (2) Chalmers şi coll., 2005 
Japonia 3 IIaA15G2R1 (3) Abe şi col., 2006 
U.S.A. 6 IIaA15G2R1 (6) 

Feng şi col., 2006 
India 9 

IIaA15G2R1 (5) 
IIaA13G2R2 (1) 
IIaA14G2R1a (1) 
IIaA14G2R1b (1) 
IdA15G1 (1) 

Irlanda de Nord 214 

IIaA18G3R1 (120) 

Thompson şi col., 2006 

IIaA15G2R1 (28) 
IIaA17G2R1 (19) 
IIaA19G4R1 (15) 
IIaA20G3R1 (6) 
IIaA17G3R1 (5) 
IIaA19G3R1 (5) 
IIaA20G5R1 (3) 
IIaA18G2R1 (2) 
IIaA20G2R1 (2) 
IIaA16G3R1 (1) 
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IIaA17G1R1 (1) 
IIaA18R1 (1) 
IIaA19G2R1 (1) 
IIaA20G4R1 (1) 
IIa-necunoscute (5) 

  Familie nouă (1)  

Canada 36 

IIaA15G2R1 (10) 

Trotz-Williams şi col.  
2006 

IIaA16G2R1 (9) 
IIaA16G3R1 (8) 
IIaA16G1R1 (4) 
IIaA13G2R1 (2) 
IIaA17G2R1 (2) 
IIaA18G3R1 (1) 

U.S.A. 
(16 ferme în 8 state) 175 

IIaA15G2R1 (134) 

Xiao şi col., 2007 

IIaA15G2R2 (10) 
IIaA11G2R1 (9) 
IIaA18G2R1 (9) 
IIaA17G2R1 (7) 
IIaA19G2R1 (3) 
IIaA11G2R1+ 
IIaA15G2R2 (1) 
IIaA11G2R1+ 
IIaA15G2R1 (1) 
IIaA18G2R1+ 
IIaA19G2R1 (1) 

 
 În marile Ńări industrializate rezultatele analizei secvenŃiale a genei GP60 stau la baza teoriei 
transmiterii zoonotice a criptosporidiozei. Din tabel se desprinde că majoritatea izolatelor de la bovine 
aparŃin subtipului familial IIa a speciei C. parvum, subtip identificată şi la oameni. Subtipul familial 
anthropozoonotic IIc nu a fost încă semnalat la bovine. În cadrul subtipului familial IIa cel mai comun 
subtip din lume este IIaA15G2R1, acesta fiind identificat şi la majoritatea cazurilor analizate (66,6%) în 
partea de vest a României. De exemplu în Portugalia 61 din 72 de izolate (Alves 2003, 2006), în India 
cinci din nouă izolate [Feng şi col., 2006] sau în S.U.A. 135 din 175 de izolate [Xiao şi col., 2007] au 
avut acest subtip familial. 

În Irlanda de Nord s-a observat o divesrsitate genetică mai mare în cadrul alelei IIa. Cel mai 
comun subtip familial a fost IIaA18G3R1 (120 din 214) urmat de subtipurile IIaA15G2R1 (28 din 214) 
şi IIaA17G2R1 (19 din 214)(vezi tabel 24) [Thompson şi col., 2006]. 

PrevalenŃa mai crescută a subtipului IIaA15G2R1 la viŃeii din întreaga lume a fost frecvent 
identificată şi la oamenii din Australia, Japonia, Kuweit, Irlanda de Nord, Portugalia, Slovenia şi Statele 
Unite [Santin şi Trout, 2007]. Acest lucru sugerează faptul că, subtipul IIa se poate difuza cu uşurinŃă 
în populaŃia de bovine şi poate fi transmis şi la om. Această subtipizare a speciei C. parvum promite o 
unealtă adevărată în analiza surselor de infecŃie şi înŃelegerea dinamicii transmiterii criptosporidiozei, 
însă toate acestea chiar şi la nivel mondial se află la un nivel de pionerat. 

 
Concluzii 
 

� SecvenŃializarea şi analiza filogenetică a produsului PCR amplificat a genei GP60 
a arătat că, cele 12 izolate de C. parvum de origine bovină din zona de vest a 
României, aparŃin unui singur subtip familial IIa. 

� Aceste tehnici de biologie moleculară în criptosporidioza viŃeilor au fost efectuate 
pentru prima dată în România şi aduc contribuŃii majore la cunoaşterea 
criptosporidiozei pe plan naŃional şi mondial. 
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IV. A. TESTAREA EFICACITĂłII ANTICRIPTOSPORIDIENE A UNOR MEDICAMENTE  
 

a. Activitatea unui supliment nutri Ńional în infec Ńia natural ă cu Cryptosporidium spp. la vi Ńei 
 
 

Cu toate că au fost încercate peste 200 de medicamente în tratamentul specific şi simptomatic 
al criptosporidiozei, până azi nu se cunoaşte un medicament realmente eficace. Totuşi unele din 
produsele experimentate au redus sau chiar au stopat eliminarea oochisturilor. A fost încercată 
eficacitatea terapeutică a antibioticelor, sulfamidelor, anticoccidicelor, antihelminticelor, antimalaricelor 
şi antifungicelor. Rezultate încurajatoare au fost obŃinute prin utilizarea: lactatului de halofuginonă, 
paromomycinului, lasalocidului, sulfaquinoxalinei, decoquinatului sau al α-ciclodextrinei [Stockdale şi 
col., 2007]. 

În absenŃa unui tratament specific, şi în special la viŃeii cu diaree severă, terapia simptomatică 
este indispensabilă. Deşi datele privind utilizarea colostrului şi a unor substanŃe energizante sau 
antiinfecŃioase sunt contradictorii, totuşi, având în vedere faptul că, de obicei infecŃia este mixtă, 
coexistând şi bacterii şi/sau virusuri, acesta nu poate să aibă decât un rol benefic. Administrarea 
colostrului diluat în proporŃie de 1:1 cu soluŃii electrolitice şi substanŃe nutritive, duce la o diminuare cu 
50% a extensivităŃii şi intensivităŃii infecŃiei criptosporidiene la viŃei [Dărăbuş, 1996]. Spring şi col. 
(2000) au demonstrat acŃiunea antibacteriană a unui supliment nutriŃional observând aderenŃa şi 
eliminarea enteropatogenilor E. coli şi Salmonella spp. la fibrele hidrofobe de lecitină şi 
mannanoligozaharide (MOS). 

Având în vedere aceste considerente s-a urmărit determinarea unei posibile eficacităŃi a unei 
surse de electroliŃi şi glucoză cu administrare orală în infecŃia naturală cu Cryptosporidium spp. la viŃei. 
 
Materiale şi metode 
 

Studiul include trei efective de viŃei (20-50 de viŃei/efectiv) de rasă Holstein-Friză, din trei 
localităŃi ale judeŃelor Arad şi Timiş, cu antecedente diareice şi prezenŃa protozoarului Cryptosporidium 
spp. în efectiv. ViŃeii investigaŃi, cu vârste de până la 30 de zile, au fost repartizaŃi după naştere în 
boxe individuale cu aşternut de paie. În cele trei ferme, cu o singură excepŃie, nu s-au efectuat 
dezinfecŃii. ToŃi viŃeii au beneficiat în prima zi de viaŃă de colostru după care s-a trecut la hrănirea cu 
lapte praf. Într-o fermă s-au efectuat vaccinări împotriva unor boli virale (rotavirus serotipul G6, G10 şi 
coronavirus) respectiv bacteriene (E. coli K99 şi Clostridium perfringens tipul C toxoid ) cu un vaccin 
viu atenuat.  

Din cele trei efective s-au format două grupuri de viŃei cu sindrom de diaree şi care au fost 
trataŃi pe cale orală timp de şapte zile. Animalelor din grupul I (grupul placebo) în număr de şase li s-a 
administrat 100 ml de apă de robinet amestecat cu 2 litri de lapte praf de două ori/zi. Grupul II de viŃei, 
(grupul D) în număr de nouă, a beneficiat de un tratament cu 2 litri de lapte praf amestecat cu 
aproximativ 100 grame produs testat. Preparatele au fost administrate de către îngrijitori, care au 
primit două recipiente mate colorate diferit conŃinând cele două substanŃe mai sus amintite. Îngrijitorii 
nu au fost informaŃi de conŃinutul recipientelor. Tratamentul a început în ziua în care viŃeii au prezentat 
primele semne clinice de diaree.  

Produsul testat este o sursă importantă de energie care: înbunătăŃeşte absorbŃia fluidelor, 
corectează rapid şi continuu acidoza metabolică respectiv leagă şi elimină unii enteropatogeni (ex. E. 
coli şi Salmonella spp.) datorită compoziŃiei în fibre hidrofobe de lecitină şi mananoligozaharide 
(MOS). Totodată este compatibil cu apa, laptele sau înlocuitorii de lapte şi prezintă o palatibilitate 
crescută pentru viŃei. ConŃine o gamă largă de minerale şi electroliŃi cum ar fi: ionii de sodiu, clor, 
potasiu, bicarbonat, citrat, acetat; precum şi numeroase substanŃe nutritive: glucoză, lactoză, glicină, 
fibre hidrofobe de lecitină şi mananoligozaharide (MOS). 

Fiecare viŃel luat în studiu a fost examinat de trei ori pe parcursul tratamentului şi încă odată la 
o săptămână după terminarea acestuia. La examenul clinic s-au consemnat următoarele date: 
performanŃe generale, apetit, temperatură, consistenŃa fecalelor (normale, semilichide sau lichide) la 
fel ca şi nivelul deshidratării pe zile (zilele zero, patru, şapte şi paisprezece). De fiecare dată când 
viŃeii au fost examinaŃi clinic, au fost colectate probe de fecale care au fost prelucrate pentru prezenŃa 
Cryptosporidium spp. prin metoda etalării directe sau prin colorarea Ziehl-Neelsen modificată de 
Henriksen. Numărul oochisturilor în 10 câmpuri microscopice alese randomic a fost clasificată în patru 
categorii: niciunul, slab (1-4 oochisturi), mediu (5-10 oochisturi) şi crescut (>10 oochisturi). În plus, 
fiecare probă a fost examinată prin testul ELISA (Digestiv ELISA kit®; Bio-X, Belgium) pentru alŃi trei 
enteropatogeni: rotavirus, coronavirus şi E. Coli F5. Pentru diferenŃele între datele observate în diferite 
zile şi între cele două grupuri rezultatele au fost interpretate prin testul χ2. 
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Rezultate şi discu Ńii 
 
La începutul tratamentului (ziua 0) la grupa placebo nu a fost semnalată prezenŃa oochisturilor 

de Cryptosporidium spp. în probele de fecale. La grupa D 11,5% dintre viŃei s-au dovedit a fi excretori 
de oochisturi. În ziua a patra 83,3% dintre animalele din grupul I, respectiv 77,7%  din grupul II au 
excretat oochisturi. În ziua a şaptea 83,3% respectiv 88,8% dintre viŃeii din cele două grupuri au fost 
excretori de oochisturi de Cryptosporidium spp. La ultima recoltare (ziua 14), 33,3% dintre viŃeii din 
grupul placebo respectiv 44,5% dintre viŃeii din grupul D încă mai eliminau oochisturi (tabel 26). 
 

Tabel 26 
 
PrevalenŃa şi intensitatea excreŃiei oochisturilor de Cryptosporidium spp. la cele două grupuri de viŃei 

în perioada experimentului 

Ziua Grupul 
Oochisturi excretate PrevalenŃa 

(%) Niciunul (%) Slab (%) Mediu (%) Crescut(%) 
Ziua 0 I 100 0 0 0 0 

II 88,9 11,1 0 0 11,5 
Ziua 4 I 16,6 16,6 50 16,6 83,3 

II 22,2 11,1 22,2 44,4 77,7 
Ziua 7 I 16,6 16,6 16,6 50 83,3 

II 11,1 11,1 66,6 11,1 88,8 
Ziua 14 I 66,6 0 16,6 16,6 33,3 

II 55,5 11,1 22,2 11,1 44,5 
 
Pe parcursul a două săptămâni de investigaŃii (zilele zero, patru, şapte şi paisprezece) nu au 

fost semnalate diferenŃe semnificative (p>0,05) între cele două grupuri cu privire la excreŃia de 
oochisturi. 

 
Fig.12. Reprezentarea grafică a prevalenŃei şi intensităŃii infecŃiei cu Cryptosporidium spp. în funcŃie 

de eliminările de oochisturi 
 

Starea generală a animalelor (temperatură, apetit, facies, temperament) în ziua zero a fost 
asemănătoare, majoritatea viŃeilor din cele două grupuri fiind în stare bună. La următoarea dată când 
au fost făcute investigaŃii (ziua patru) starea animalelor din grupul placebo a fost depreciată vizibil, 
acest lucru menŃinându-se până în ziua a şaptea de tratament. ViŃeii din grupul D au avut o stare 
generală relativ bună şi constantă pe tot parcursul a două săptămâni de investigaŃii. 
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În ziua a patra de examinare s-a constatat o scădere distinct semnificativă (p<0,01) a diareei 
la grupul D comparativ cu grupul placebo. Această scădere a devenit foarte semnificativă (p<0,001) în 
ziua a şaptea. În ultima zi de investigaŃie procentul viŃeilor cu diaree a scăzut distinct semnificativ 
(p<0,01) la grupul placebo respectiv semnificativ (p<0,05) la grupul D comparativ cu ziua antecedentă 
în care s-au făcut examinări (fig. 13). Pe parcursul studiului, apetitul s-a schimbat foarte puŃin, 
diferenŃele fiind nesemnificative (p>0,05). În ziua a patra de examinare la aproximativ 30% în fecalele 
viŃeilor din grupul placebo s-au semnalat urme de strii de sânge. Deshidratarea a avut un traseu 
similar cu diareea, fiind în procent mai mic la grupul D decât la grupul placebo încă din ziua a patra de 
investigaŃie. 

La grupul placebo s-a remarcat o corelaŃie directă între excreŃia de oochisturi şi prezenŃa 
diareei, cele două caractere evoluându-se în paralel (fig. 12 şi 13). Această observaŃie a fost valabilă 
şi pentru starea generală a animalelor din grupul respectiv care s-a înrăutăŃit odată cu menŃinerea 
diareei şi a excreŃiei de oochisturi. Nu s-au înregistrat corelaŃii între excreŃia de oochisturi şi 
severitatea diareei. 
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Fig. 13. Reprezentarea grafică a evoluŃiei diareei la cele două grupuri pe parcursul experimentului 
 

La grupul D, spre deosebire de grupul placebo, creşterea excreŃiei de oochisturi n-a fost 
acompaniată de înrăutăŃirea stării generale care s-a îmbunătăŃit încă din ziua a patra de investigaŃii. 
Totodată s-a remarcat o scădere a procentului de viŃei excretori de fecale diareice însoŃită de o 
înbunătăŃire a stării generale.  

La examenul fecalelor (zilele zero, patru, şapte şi paisprezece ) prin testul ELISA cu kit-ul Bio-
K 151 (Digestiv ELISA kit®; Bio-X, Belgium) s-au evidenŃiat infecŃii cu rotavirusuri. InfecŃii cu E. coli F5 
şi coronavirusuri nu au fost diagnosticate.  

Sinopticul probelor pozitive la cei doi enteropatogeni este prezentată în tabelul 27. 
 

Tabel 27 
 

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

Zile Grupe 
Cryptosporidium  

singur (%) 
Cryptosporidium +  

rotavirus (%) 
Rotavirus singur 

(%) 
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 
 
PrezenŃa rotavirusurilor în cele două grupuri a fost semnalată preponderent la viŃeii care 

proveneau din efective în care nu se practica vaccinarea împotriva unor enteropatogeni. 
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Diagnosticarea infecŃiilor cu rotavirus încă din prima zi de examinare (tabel 27) a contribuit în mare 
măsură la creşterea înbolnăvirilor şi a excreŃiei de ochisturi. Acest lucru pune sub semnul întrebării 
eficacitatea medicamentului testat asupra excreŃiei de oochisturi de Cryptosporidium spp. deci, pentru 
demonstrarea adevăratului efect este necesară o monoinfecŃie doar cu protozoar. 

Aşa cum era de aşteptat la grupul placebo, încă din prima zi de investigaŃie, diareea a fost 
corelată cu scăderea performanŃelor generale şi cu apariŃia semnelor clinice ale deshidratării. 

PrezenŃa sau chiar creşterea excreŃiei de oochisturi la grupul D (zilele patru-şapte) 
demonstrează ineficacitatea produsului testat (supliment nutriŃional) asupra oochisturilor de 
Cryptosporidium spp. Cu toate acestea acest produs, deşi nu a avut o acŃiune anticriptosporidiană, a 
determinat reducerea perioadei cu diaree şi ameliorări clinice, prin neutralizarea germenilor patogeni 
grefaŃi pe leziunile produse de criptosporidii. AcŃiunea antibacteriană a produsului testat a fost 
demonstrată de Spring şi col. (2000) care au observat aderenŃa şi eliminarea enteropatogenilor E. coli 
şi Salmonella spp. la fibrele hidrofobe de lecitină şi mannanoligozaharide (MOS) [Spring şi col., 2000]. 
Pe de altă parte aceste investigaŃii demonstrează că, în lipsa unui tratament specific, în 
criptosporidioză, terapia cu o mixtură de substanŃe energizante, săruri minerale şi substanŃe cu 
acŃiune antimicrobiană este foarte importantă. Această afirmaŃie se bazează pe scăderea procentului 
de viŃei excretori de fecale diareice însoŃită de o înbunătăŃire a stării generale la grupul D (fig. 12 şi 
13). 

Nu s-au făcut comparaŃii cu alte cercetări, deoarece, din studiul monografic cercetat, rezultă 
că acest produs nu a fost încă testat pe animale în criptosporidioză. 
 

Concluzii 
 

� Produsul testat nu reduce eliminările de oochisturi de Cryptosporidium spp. 
 
� Sursa de electroliŃi şi glucoză produce ameliorări clinice evidente în criptosporidioză 

prin reducerea diareilor la viŃei, şi consecutiv, o înbunătăŃire a stării generale. 
 

b. Testarea eficacit ăŃii anticriptosporidiene a produsului Scourban Plus ® 

 
Criptosporidioza, produsă de specii ale genului Cryptosporidium, este considerată o 

importantă boală parazitară care determină diaree, deshidratare, scăderea în greutate şi uneori 
moartea animalelor de fermă. La mieii nou născuŃi perioada prepatentă este de aproximativ cinci zile 
iar semnele clinice se menŃin de la cinci zile până la două săptămâni. 

Simptomul predominant este diareea uşoară până la severă însă, şi alte semne ca depresia, 
anorexia şi durerea abdominală sunt prezente. Un număr mare de oochisturi (108-1010 oochisturi/g) 
sunt prezente în fecalele diareice. Scăderea în greutate şi mortalitatea asociate cu această boală 
induc pierderi economice importante pentru fermier. 

Multitudinea medicamentelor testate până în acest moment cum sunt: lactatul de 
halofuginonă, paromomicinul şi cyclodextrinul au demonstrat eficacitate în tratamentul şi 
chemoprofilaxia criptosporidiozei la mieii nou născuŃi. Pe lângă aceste medicamente, şi altele cum ar 
fi: sulfadimidina, sulfadimethoxina, sulfaquinoxalina, sulfadimethoxina au fost utilizate cu succes în 
combaterea acestei protozoonoze. În literatura de specialitate sunt citate numeroase cazuri când 
infecŃiei criptosporidiene se pot asocia şi alŃi agenŃi infecŃioşi cum ar fi: infecŃii produse de E. coli F5, 
Salmonella spp. sau Clostridium spp. Combinarea unor substanŃe medicamentoase active pentru 
criptosporidii cu o medicaŃie antiinfecŃioasă şi cu alte substanŃe minerale şi energizante, ar constitui o 
unealtă promiŃătoare în combaterea sindromului de diaree a tineretului ovin.  

Având în vedere cele expuse anterior şi că produsul Scourban Plus®  (Bomac®) întruneşte 
aceste calităŃi, în acest studiu s-a urmărit determinarea unei posibile eficacităŃi a acestui produs în 
combaterea criptosporidiozei la mieii nou născuŃi. 

 
Materiale şi metode 
 
Studiul a fost efectuat pe un efectiv de 12 miei nou-născuŃi de rase autohtone care au fost 

împărŃiŃi randomic şi în mod egal în trei grupuri diferite. 
Primul grup (grupul mieilor infectaŃi şi netrataŃi) a constituit grupul martor. 
Mieii din grupul II (grupul mieilor infectaŃi şi trataŃi preventiv) au fost trataŃi preventiv cu şase 

ore înainte de inocularea de oochisturi de Cryptosporidium spp. cu 0,5 ml/kg produs şi încă timp de 
şapte zile după acesta. 

Al treilea grup a fost constituit din miei infectaŃi şi trataŃi terapeutic cu 1ml/kg Scourban Plus® 
timp de şapte zile după apariŃia oochisturilor în fecale. 
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Mieii au fost infectaŃi experimental în primele 24 de ore de după naştere cu 106 oochisturi de 
Cryptosporidium spp. suspendate în 5 ml de apă distilată sterilă. Inoculul a fost obŃinut din fecalele 
recoltate de la viŃei bolnavi de criptosporidioză de rasă Holstein-Friză. S-a respectat un protocol de 
concentrare (metoda apă-eter), purificare (Percoll® gradient) şi cuantificare a oochisturilor, descrise în 
prealabil de Lorenzo şi col. (1993). Fiecare grup de miei a fost repartizat în boxe separate beneficiind 
de aceleaşi condiŃii ştricte de igienă şi de creştere şi îngrijire. Criteriile de evaluare a eficacităŃii 
tratamentului au fost: eliminarea de oochisturi, perioada prepatentă, perioada patentă şi prezenŃa 
diareei pe timpul tratamentului. 

Materiile fecale au fost colectate zilnic de la toŃi mieii investigaŃi, direct din rect depozitate în 
coprocultoare sterile şi examinate în ziua recoltării. În funcŃie de consistenŃa lor, fecalele au fost 
clasificate în: diareic lichide, moi şi nediareic solide. În scopul evidenŃierii parazitismului cu 
Cryptosporidium spp. fecalele au fost prelucrate prin metoda etalării directe şi examinate prin 
microscopie la obiectivul de imersie(ob. X 1000). Numărul oochisturilor în 10 câmpuri microscopice 
alese randomic a fost clasificată în cinci categorii: niciunul, foarte slab (un oochist) slab (2-5 
oochisturi), mediu (6-10 oochisturi) şi crescut (>10 oochisturi). 

Produsul testat (Scourban Plus®) se prezintă sub formă de suspensie de mai multe substanŃe 
active care conŃine: sulfamide (sulphadimidine, sulphaguanidine, sulphadiazine) antibiotice (sulfat de 
streptomicină, sulfat de neomicină) minerale şi electroliŃi (clorură de sodiu, gluconat de calciu, sulfat 
de magneziu, clorură de potasiu) precum şi numeroase substanŃe nutritive (kaolin, pectin şi glycin). 
Pentru diferenŃele între datele observate în diferite zile şi între cele trei grupuri rezultatele au fost 
interpretate prin testul χ2. 

 
Rezultate şi discu Ńii 
 
Mieii din grupul martor (infectaŃi experimental dar netrataŃi) au început să excrete oochisturi de 

Cryptosporidium spp. încă din ziua a cincea şi şasea de viaŃă. Intensitatea eliminării oochisturilor a 
fost maximă la vârsta de şapte zile. Perioada patentă a fost de 9-12 zile. La majoritatea mieilor 
eliminarea de oochisturi a fost însoŃită de excreŃia de fecale diareice timp de 7-9 zile (tabel 27). 

 
Tabel 27 

 
Vârsta 
mieilor 
(în zile) 

Intensitatea eliminării de oochisturi şi felul fecalelor 
Grupul martor Grupul preventiv Grupul terapeutic 

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 
5 1d 1d 0d 2d 0n 0n 0n 0n 2d 1d 3d 0n 

6 3d 2d 1d 2d 0n 1m 0n 0n 2d 1d 1d 1n 

7 4d 3d 3d 3d 1d 1m 1d 0n 3d 2m 1m 1m 

8 4d 3d 3d 2d 2d 1m 1d 0n 2d 1m 1m 1m 

9 3d 2d 3d 2d 1d 0n 1m 0n 1d 0m 1m 1n 

10 2d 2d 2d 2d 1d 0n 1m 0n 1m 0m 0n 1n 

11 2d 1d 1d 1d 1d 0n 0n 0n 1n 0n 0n 1n 

12 2d 1d 1d 1m 0m 0n 0n 0n 0n 0n 0n 1n 

13 1d 1d 1m 1m 0n 0n 0n 0n 0n 0n 0n 0n 

14 1m 1n 0n 1n 0n 0n 0n 0n 0n 0n 0n 0n 

15 1m 1m 0n 0m 0n 0n 0n 0n 0n 0n 0n 0n 

16 1n 0 0n 0n 0n 0n 0n 0n 0n 0n 0n 0n 

Legendă: d=fecale diareice; m=fecale moi; n= fecale nediareice; 
0=niciun oochist; 1= un ochist pe câmp; 2= doi-cinci oochisturi pe câmp; 3= şase-zece 
oochisturi pe câmp; 4 = peste 10 oochisturi pe câmp; 
 
La mieii din grupul preventiv (infectaŃi experimental şi trataŃi preventiv) excreŃia de oochisturi a 

început din ziua a şasea respectiv a şaptea de viaŃă, perioada prepatentă fiind semnificativ mai lungă 
(p<0,05) decât în cazul grupului martor. La acest grup numărul oochisturilor excretate a fost mult mai 
redusă comparativ cu grupul martor (p<0,01). Perioada patentă a fost semnificativ mai redusă 
(p<0,05) decât la grupul anterior (3-5 zile). Peak-ul eliminării oochisturilor a fost  ziua a 8-a de viaŃă. 
Doar la doi din trei miei excretori de oochisturi fecalele au avut aspect diareic. Până în ultima zi de 
tratament preventiv, diareea s-a oprit la toŃi mieii din acest grup. La un miel infecŃia experimentală nu 
s-a realizat. 
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Majoritatea mieilor din grupul terapeutic (infectaŃi experimental şi trataŃi terapeutic) au început 
să excrete oochisturi încă din ziua a cincea de viaŃă. Intensitatea eliminării oochisturilor în această zi 
precum şi felul fecalelor au fost aproape identice cu grupul martor. Peak-ul eliminării oochisturilor 
pentru toŃi mieii din acest grup a fost ziua a şaptea de viaŃă. Perioada prepatentă a fost semnificativ 
mai scurtă (p<0,05) decât la grupul preventiv şi identică cu grupul martor. Numărul oochisturilor 
excretate a fost mai redusă decât la grupul martor dar mai crescută decât la grupul preventiv. 
Perioada patentă a fost de 4-7 zile. Acest interval este semnificativ mai redus (p<0,05) decât cel 
întălnit la grupul martor. La doi din patru miei diareea s-a redus după două zile de tratament, dar la 
unul s-a menŃinut până în a cincea zi. Un miel a continuat să excrete oochisturi chiar dacă aspectul 
fecalelor a fost nediareic (tabel 27). 

Rezultatele acestui studiu au arătat în mod clar că tratamentul profilactic şi terapeutic cu 
produsul Scourban Plus®, a redus semnificativ intensitatea eliminării oochisturilor de Cryptosporidium 
spp. la mieii nou născuŃi precum şi excreŃia de fecale diareice. De asemenea, în cazul grupului 
preventiv perioada prepatentă a fost semnificativ mai lungă (p<0,05) decât la celelalte două grupuri. În 
cazul grupurilor cu tratament preventiv şi terapeutic severitatea diareei a fost mai redusă. 

Ataşarea sporozoiŃilor de Cryptosporidium spp. la membrana enterocitului şi invazia celulară 
sunt două etape esenŃiale în patogeneza criptosporidiozei. În acest mecanism este implicat galactoz-
N-acetyl-galactosamina (Gal/GalNAc) un epitop specific glicoproteinelor de pe suprafaŃa enterocitelor 
şi care, se găseŃe pe suprafaŃa sporozoitului şi mediază procesul de ataşare a cestora. În unele lucrări 
este semnalată inhibarea acestui factor de către unele substanŃe active cum ar fi sulfamidele şi 2,4,6-
triiodophenolul [Castro-Hermida şi col., 2008; Fayer, 1992]. Este posibil ca şi în cazul de faŃă să fie 
vorba despre o asemenea activitate din partea celor trei sulfamide, pe de altă parte medicaŃia 
antiinfecŃioasă a contribuit în mare măsură la neevoluŃia altor infecŃii supraadăugate. SubstanŃele 
minerale, electroliŃii şi energizantele au contribuit la scăderea eliminării fecalelor diareice lucru 
demonstrat în cazul activităŃii unui supliment nutriŃional în infecŃia naturală cu Cryptosporidium spp. 

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

 
Concluzii 
 

� Activitatea anticriptosporidiană a produsului Scourban Plus® demonstrată în acest 
studiu sugerează că acest medicament poate fi utilizat cu succes în controlul 
criptosporidiozei mieilor nou născuŃi atât preventiv cât şi terapeutic. 

 
 
 

IV. B. ÎNTOCMIREA UNUI PROTOCOL TIP DE CONTROL PARAZITOLOGIC 
 

Mijloacele profilactice ce stau la îndemâna medicului veterinar în criptosporidioză sunt destul 
de reduse pentru că: boala este obscur cunoscută în practica veterinară, rezistenŃa parazitului în 
mediul extern este ridicată, parazitul este infectant imediat după eliminare, are o specificitate de gazdă 
largă, puŃine dezinfectante sunt active asupra oochisturilor şi, nu în ultimul rând, pentru că un număr 
mic de medicamente sunt eficace şi adesea rezultatele sunt inconstante. De aceea, orice program de 
control parazitologic trebuie să pornească de la o bună cunoaştere a biologiei parazitului şi 
potenŃialului său biotic, a relaŃiei gazdă-parazit şi, mai ales, de la o perfectă cunoaştere a 
epidemiologiei bolii. Dintre măsurile obligatorii ce trebuie luate se desprind cele privind distrugerea 
formelor infectante din mediu, perfecŃionarea tehnologiei de creştere, luarea unor măsuri împotriva 
rezervorilor biologici naturali şi chimioprofilaxia. 

a. Distrugerea formelor infectante din mediu 
Extraordinara răspândire geografică şi identificarea criptosporidiilor la un număr foarte mare de specii 
de animale denotă o bună adaptare a biologiei parazitului la variaŃiile condiŃiilor din mediul extern şi de 
la locul de parazitare În condiŃiile obişnuite de mediu oochisturile sunt rezistente. Animalele infectate 
elimină în mediu oochisturi care pot reprezenta o sursă de infecŃie imediat după eliminarea lor în 
mediu. Prolificitatea parazitului este foarte mare şi se traduce prin excretarea de milioane de oochisturi 
pe gramul de fecale la animalele parazitate. Materiile fecale protejează oochisturile de desicaŃie şi 
cresc impermeabilitatea peretelui lor la moleculele de talie mică , ceea ce le face mai puŃin vulnerabile 
la factorii letali din mediul ambiant. Deşi numeroşi agenŃi fizici şi chimici au fost testaŃi în 
criptosporidioză, puŃini s-au dovedit a fi realmente eficace. Doar aldehida formică 10% şi amoniacul 
5% distruge complet viabilitatea oochisturilor după un contact de 24 de ore, lucru greu de realizat în 
condiŃii de teren. De asemenea, hipocloritul de sodiu, în soluŃie 50%, fumigaŃia cu vapori de formol sau 
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amoniac au o acŃiune distructivă asupra criptosporidiilor. Având în vedere rezistenŃa mare a 
criptosporidiilorla agenŃi chimici şi fizici s-ar putea lua în considerare o dezinfecŃie complexă ce ar 
consta în: curăŃire mecanică şi spălare prelungită cu apă caldă (70ºC) sau vapori sub presiune, 
dezinfecŃie chimică şi vid sanitar. 

b. PerfecŃionarea tehnologiilor de creştere 
Sistemul de creştere al animalelor este o latură importantă în epidemiologia bolii, lucru de care trebuie 
să se Ńină cont în controlul acestei parazitoze. Creşterea animalelor pe grătare este avantajoasă 
pentru că face ca dejecŃiile să fie îndepărtate în mare parte, micşorând contactul cu acestea. De 
asemenea, este bine ca materialele din care sunt construite adăposturile şi, mai ales, pardoseala să 
fie uşor de curăŃat şi spălat. La păsări sistemulde creştere în baterii permite o eliminare rapidă a 
dejecŃiilor şi contactul redus al păsărilor cu elementele infectante. Igiena adăposturilor este foarte 
importantă, cu cât dejecŃiile vor fi îndepărtate mai frecvent din adăposturi, cu atât contactul animalelor 
şi ingestia de oochisturi va fi mai redusă. Acest lucru este valabil mai ales în adăposturile pentru viŃei, 
miei, iezi- specii la care frecvenŃa bolii este mai mare. Este bine să se apeleze la o sterilizare 
biotermică a gunoiului de grajd sau sterilizare prin fermentare metanică cu obŃinere de biogaz. În 
sistemele de creştere cu grătare şi suspensie a dejecŃiilor pe pernă de apă se va avea grijă ca acestea 
să fie frcvent evacuate pentru a nu se produce inundări şi contaminări ale adăposturilor. Împrăştierea, 
înainte de sterilizare, adejecŃiilor pe păşuni poate constitui o sursă de infecŃie pentru animale 
receptive. Şi apele uzate pot constitui, în cazul în care provin din unităŃi sau ferme unde evoluează 
boala, surse de infecŃie. Periodic, se va face controale privind prezenŃa şi concentraŃia oochisturilor de 
Cryptosporidium spp. din apă. 
Igiena alimentaŃiei poate să influenŃeze incidenŃa infecŃiei, mai ales, la viŃei. Se are în vedere igiena 
mulsului şi a ustensilelor care sunt utilizate pentru alăptare, de aceea se va acorda importanŃă 
cuvenită decontaminării acestora. Totodată instituirea unui vid sanitarcare să Ńină cont de potenŃialul 
biotic al parazitului ar putea reprezenta o măsură eficace pentru diminuarea riscului infecŃiei. Această 
măsură se pretează pentru toate speciile receptive. 

c. Măsuri împotriva rezervorilor biologici naturali 
Se cunoaşte foarte bine că oochisturile de Cryptosporidium spp. îşi păstrează infectivitatea după un 
pasaj pe şobolan, două pasaje pe iezi şi 12 pasaje pe şoareci.  Această conservare in "vivo", poate 
explica în parte unele eşecuri în practică a metodelor de dezinfecŃie, rozătoarele pot fi suspectate ca 
sursă de infecŃie heteroloagă pentru animalele de interes economic, dar la fel şi pisicile care pot 
ajunge în magaziile de furaje. De aceea deratizările repetate şi interzicerea accesului pisicilor în 
depozitele de furaje pot fi utilizate ca mijloace de reducere a infecŃiei. Congenerii excretori reprezintă 
sursa de infecŃie cea mai importantă. Ei sunt constituiŃi din purtători sănătoşi (tineret sau adulte), 
animalele trecute prin boală şi animalele bolnave. Ca măsuri ce trebuie luate în acest context, se 
numără: separarea animalelor bolnave, evitarea contactului animalelor excretoare cu cele receptive, 
lotizarea animalelor, creşterea separată a tineretului de adulte etc. 

d. Chimioprofilaxia 
PuŃine medicamente din cele testate s-au dovedit a avea o activitate profilactică. În plus este 
neeconomică utilizarea unor medicamente, care nu sunt deloc ieftine, pentru profilaxia 
criptosporidiozei, în condiŃiile în care rezultatele sunt inconstante. O măsură ofensivă în controlul 
criptosporidiozei combină tratamentul simptomatic cu cel  specific. Utilizarea lactatului de 
halofuginonă, cel mai eficient medicament disponibil pentru tratarea criptosporidiozei bovine, ar 
reprezenta o soluŃie. Pe lângă acest medicament se mai pot utiliza cu succes paromomycinul, 
lasalocidul, serul bovin concentrat (BSC), sulfaquinoxalina, decoquinatul sau  α-ciclodextrina. Având 
în vedere localizarea parazitului şi relaŃia specială criptosporidie-gazdă, relatărilecu privire la utilizarea 
vaccinării în criptosporidioză sunt cvasinule. ProtecŃia imunitară este, mai ales, locală şi mai puŃin 
umorală. Dintre produsele comerciale de pe piaŃa românească recomandăm produsul Diakur Plus® şi 
Scourban Plus®, ultimul dintre ele fiind socotit un produs eficient în tratamentul profilactic şi curativ al 
criptosporidiozei. 
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