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RESUMEN

Con el fin de encontrar una forma de realizar un diagnostico rapido y seguro de
Cryptosporidium en becerras neonatas se llevo a cabo el siguiente estudio en el
cual comparamos la variacion en las células sanguineas de un hemograma con
los resultados de la tincion de Ziehl-Neelsen para afirmar que mediante un

hemograma podemos acertar un diagnostico preciso de cryptosporidium.

Dentro de este estudio también quisimos diagnosticar la combinacion de otro tipo

de agentes etioldgicos que pudieran afectar el resultado de nuestro estudio.

Por lo que llevamos a cabo una comparacion en los resultados de muestras
obtenidas de becerras con diarrea sospechosas de cryptosporidium con un

hemograma para buscar cambios en la concentracion de las células sanguineas.

Palabras clave: Diagnostico, Frotis, Comparacion, Infestacion, Medidas de

prevencion.



l.- INTRODUCCION.
La criptosporidiosis es una infecciobn causado por protozoarios del genero

Cryptosporidium  (apicomplexa: Cryptosporiidae) que coloniza las células
epiteliales, especialmente las que se encuentran a lo largo del tracto digestivo de

un amplio espectro de vertebrados (Broglia et al.2008).

Numerosas especies de mamiferos se ha informado como anfitriones de
Cryptosporidium spp., parésitos coccidios intestinales que son una causa
frecuente de enfermedad diarreica en el hombre (incluidos los inmunosuprimidos o

infectados por el SIDA) y los animales (Malgorzata Bednarska et al.1998).

Las enfermedades diarreicas de etiologia infecciosa representan uno de los
principales problemas de salud en los terneros en el periodo postnatal. Dado que
la infeccion se localiza en el sitio de la digestién de alimentos y la absorcion de
nutrientes, el rendimiento y el estado nutricional del huésped infectado es a
menudo negativamente afectado. Uno de los patdogenos mas frecuentes
responsables de brotes severos de diarrea, principalmente en los terneros de
hasta 1 meses de edad, es el parasito Cryptosporidium apicomplejo parvum(Pavel
Klein et al 2008).

Entre las especies de animales domésticos, sin duda la que es mas afectada por
criptosporidiosis es la bovina, en especial los neonatos. Los resultados de
encuestas epidemioldgicas son muy variables, pero por lo general indican una
morbilidad alta (10 - 85%). El sindrome diarreico tiene una etiopatogenia compleja,
pues cuando el Cryptosporidium es el unico causante la mortalidad es baja, pero
dependiendo de su asociacion con otros agentes infecciosos, el grado de
inmunidad y del estado nutricional del huésped, la mortalidad puede ser alta. Las
edades mas afectadas, conforme a las revisiones son de 4 a 30 dias. Mientras
mas malas son las condiciones sanitarias del ambiente, principalmente en donde
permanecen los becerros, mayor sera el riesgo de contagio y presencia de la
enfermedad (Ortolan y Castro 2003).



La infeccion se localiza en el intestino delgado y provoca la atrofia de las
vellosidades y fusidén, con la infiltracion de leucocitos en la mucosa intestinal.
Aunque la morbilidad es alta, la mortalidad es baja y la recuperacion es
espontanea. Los linfocitos T mediada por la respuesta inmune han sido implicados
en la recuperacion de los terneros de la infeccién por C. parvum (Carol R. Wyatt et
al 1997).

El diagndstico de la criptosporidiosis bovina ha sido con mas frecuencia la
observacion de ooquistes de Cryptosporidium en frotis fecales tefiidos por el
método Giemsa o el método Grocott- methanamine Gomeri 0 en secciones
histolégicas tomadas en necropsia. Estos métodos presentan dificultades cuando
se utiliza para el diagnostico de rutina. Los ooquistes tienen afinidad por mancha
de Giemsa y tienden a desvanecerse en el fondo de proteinas y otros residuos
presentes en los frotis fecal, por lo tanto, se pueden pasar por alto, especialmente

cuando estan presentes en numeros bajos (Willson y Acres, 1982).

[l.- ANTECEDENTES.
2.1. Historia.
El cryptosporidium parvum, fue descubierto en 1912 por el parasitélogo americano
Edward Ernest Tyzzer, en las glandulas gastricas de ratones del laboratorio en
gue el habia encontrado otra especie previamente,(Barboni et al., 2008).
El cryptosporidium es un parasito protozoario intracelular obligado de 4 a 6
micrometros de diametro que pertenece al phylum apicomplexa el cual incluye a
los generos Besnoitia, Caryospora, Eimeria, Frankelia, Isospora, Sarcocystis, y
Toxoplasma (Tzipori y col 1980).
Los parésitos protozoarios del género cryptosporidium se reproducen dentro de las
células epiteliales de los érganos respiratorio y digestivo de los vertebrados (Graff
y col 1999).
Desde que el género fue descrito por Tyzzer mas de 20 especies de
cryptosporidium han sido descritas en varios mamiferos hospedadores.

Actualmente de 6 a 8 especies de cryptosporidium son consideradas validas para



la mayoria de los investigadores, C. parvum C. muris, C. wrairi, C. felis, C.
meleagridis, C. baileyi, C. serpentis, y C. nasorum (Morrissette y Sibley 2002).

Los parésitos cryptosporidium afectan a una amplia gama de mamiferos, aves,
reptiles y peces (zhu y col 2000).

La especie de mayor interés es el C. parvum por la importancia que tiene desde el
punto de vista sanitario, debido a su escasa especificidad de hospedador, debido
a que puede ser zoonotico. Sin embargo, también se ha demostrado la
transmision de persona a persona de este parasito (Walker y Redelman 2004).

El cryptosporidium parvum es el causante de diarreas en el ganado joven en
animales neonatos y en individuos inmunodeficientes y se ha reportado en todo el

mundo (Malgorzata et al 1998).

2.2. Etiologia.
Cada especio o genotipo de crytosporidium tiene una especificidad por un

hospedero distinto (Lowery y col 2000).

En la actualidad la identificacion de cryptosporidium spp y Sus genotipos es
realizada por el método de reaccion en cadena de polimerasa (PCR) y analisis de
la secuencia de antigenos y genes estructurales (Spano y col 1998).

Cuadro 1: Clasificacion taxonomica de cryptosporidium (Current y Garcia,

1991).

Clasificacion Nombre Caracteristicas bioldgicas

Phylum Apicomplexa Tienen un complejo apical con
anillos polares, roptrios, micronemas,
conoides y microtubulos
subpeculiares

Clase Sporozoasida La locomocibn de las formas
invasivas de estos organismos se da
por la flexion deslizante del cuerpo u
ondulacién

Subclase Coccidiasina Ciclo sexual con merogonias,
gametogonias y esporogonias




Orden Eucoccidiorida Merogonias se encuentran presentes

en hospederos vertebrados

Suborden Eimeriorina Gametos masculino y femenino se

desarrollan independientemente

Familia Cryptosporidiidae Monoxeno (ciclo de vida de un solo
hospedador) con etapas de
desarrollo solo debajo de Ila
membrana de la celula hospedadora,;
ooquistes con cuatro esporozoitos;

microgametos sin flagelos

Cuadro 2: Nombres de las especies de cryptosporidium (Fayer y Ungar,
1986).

Especie Autor Hospedador

C. agni Barrer y Carbonell, 1974 Ovis aries (oveja
domestica)

C. ameivae Arcay de peraza y Bastardo de San | Ameiva ameiva (lagartija)

Jose, 1969

C. anserinum Proctor y Kemp, 1974 Anser anser (ganso
domestico)

C. baileyi Current, Upton y Haynes, 1986 Gallus gallus (pollo
domestico)

C. bivis Barker y Carbonell, 1974 Bos taurus (bovino
Europeo)

C. crotali Triffit, 1925 Crotalus confluens (vibora)

C. ctencsauris Duszynski, 1969 Lagartija costarriquefia

C. cuniculus Inman y Takeuchi, 1979 Oryctolagus cuniculus
(conejo)

C. felis Iseki, 1979 Felis catis (gato domestico)

C. garnhami Bird, 1981 Homo sapiens (hombre)




C. lampropeltis | Anderson, Dusynski, Marquardt, | Lampropeltis calligaster

1968 (lagartija)
C. meleagridis | Slavin, 1955 Meleagridis gallopavo
(pavo)
C. muris Tyzzer, 1907 Mus musculus (raton
domestico)
C. nasorum Hoover, Hoerr, Carlton, Hinsman y | Naso literatus (pez)

Ferguson, 1981

C. parvum Tyzzer, 1907 Mus musculus (raton
domestico)

C. rhesi Levine, 1981 Macaca mulatta (mono
rhesus)

C. serpentis Levine, 1981 Viboras colubridas y
crotalidas

C. tyzzeri Levine, 1981 Gallus gallus (pollo
domestico)

C. vulpis Wetzel, 1938 Vulpes vulpes (zorra
comun)

C. wrairi Vetterling, Jervis, Merill, Sprinz, | Cavia porcellus (cerdos de

1971 guinea)

2.3. Morfologia.
Entre las coccidias los ooquistes del genero de cryptosporidium son los mas

pequefos esféricos y ovoides. El cryptosporidium muris tiene un promedio de 5.6 y
7.4 micrometros y el C. parvum mide de 4 a 6 micrometros. Son las mas
infecciosas para la mayoria de las especies (Tzipori y col 1980).

Cada uno de los ooquistes espurulados contiene 4 esporozoitos, compuestos de
numerosos granulos pequefios y limitada por una membrana globular esférica
(Morrissette y Sibley, 2002).




La pared de los ooquistes es lisa y sin color de un promedio de 50 nanémetros de
grosor. Se estima que aproximadamente un 80% de los ooquistes que se forman
tienen una pared gruesa (doble cubierta) y cuando se eliminan con las heces son
infectantes para otros animales. Los ooquistes restantes (20%) poseen una pared
fina (una unidad de membrana) que se rompe tras su salida de la celula
hospedadora, permitiendo la liberacion de los esporozoitos que invaden nuevas
células epiteliales, este fendmeno es conocido como autoinfeccion (Fayer y Ungar,
1986; Hodges, 1999).

2.4. Ciclo biolégico.
Los coccidios del genero cryptosporidium tienen un ciclo de vida monoxeno pues

todas las etapas de su desarrollo (sexual y asexual) se completan dentro del tracto
gastrointestinal de un anico huésped. Presentan un estadio exdgeno que
corresponde a los ooquistes esporulados por las heces de los huéspedes

infectados, u otros materiales bioldgicos como las secreciones respiratorias.
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FIGURAZ1: Ciclo biolégico del Cryptosporidium

El ciclo biolégico comprende basicamente cinco etapas:

1.- Desenquistamiento: liberacion de esporozoitos infectantes.

2.- Esquizogonia — Merogonia: multiplicacion asexual en las células del
hospedador.

3.- Gametogonia: formacion de micro y macrogametos.

4.- Formacion de la pared del ooquiste: para dar lugar a una fase de resistencia en
el medio ambiente y asi poder infestar a otro hospedador.

5.- Esporogonia: formacion de esporozoitos infectantes (Lujan y Garbossa, 2008).



El ciclo biologico comienza por la ingestion y la desenquistacion de los oocistos en
el tracto gastrointestinal del hospedador, liberdndose de cada uno de ellos cuatro
esporozoitos con una pared de doble capa; la pared de los oocistos de
cryptosporidium spp. Es similar a la de las otras coccidias, tienen una capa interna
y otra externa que se abren y los esporozoitos salen del oocisto (Current y Garcia,
1991).

Los esporozoitos son diferentes porque se encuentran dentro de un trofozoito. La
reproduccion asexual del parasito se produce mediante dos fases de esquizogonia
(o merogonia) de las cuales se forman dos esquizontes en el interior de las células
parasitadas. Los esquizontes de primera generacion dan lugar a la formacion de 6
a 8 merozoitos tipo 1. Cuando el merozonte es maduro cada merozoito puede
invadir a una nueva celula del hospedero donde se desarrolla dentro del merozoito
1 a tipo merozoito 2 de los cuales se liberan 4 merozoitos cuando maduran los
merozoitos de tipo merozonte 2 invaden a nuevas células del hospedero donde
ellos comienzan la multiplicacion sexual (gametogonia) diferenciandose de
cualquier microgametocitos masculinos y los estados de macrogametos
femeninos. En la maduracién los microgametos contienen esperma que fertilizaran
a los macrogametos. ElI macrogameto fertilizado se desarrolla dentro de los
ooquistes cuando se encuentran esporulados en su sitio, en la realizacion de
esporogonia contienen cuatro esporocistos potencialmente infectivos. Algunos
ooquistes se salen de los cuerpos de los animales por la via de excremento,
considerando que otros sueltan esporozoitos dentro del cuerpo que puede repetir
el ciclo de merogonia, gametogonia, y esporogonia (Fayer y Ungar, 1986; Rossi y
col, 2005).

El periodo de preparacion (tiempo que transcurre entre la ingestion de los
ooquistes infectantes y la excrecion de los mismos) varia de acuerdo al
hospedador. Experimentalmente se ha demostrado que oscila entre 2 y 7 dias en

rumiantes y entre 4 y 22 dias en humanos (Vergara y Quilez, 2004).



2.5.- Epidemiologia.
En términos epidemiolégicos, los ooquistes de cryptosporidium presentan

caracteristicas bioldgicas trascendentales: tamafio pequefio, dureza extraordinaria
resistencia al tratamiento con cloro y con acidos, viabilidad prolongada de asta
varios meses en el ambiente, excrecion de estadios infectivos, estas
circunstancias unidas a la baja dosis infectante (10 — 100 ooquistes) y la ausencia
de un tratamiento farmacologico eficaz, facilita la difusién de la enfermedad, para
infectar a otros organismos con un considerable potencial zoonotico (Vergara y
Quilez, 2004).

La infeccion ocurre cuando los animales ingieren los ooquistes esporulados por
medio de las heces contaminadas de animales infectados, a través del medio
ambiente, alimento o agua y por ooquistes eliminados de otros animales
parasitados, que contaminan la cama de la explotacién o las ubres de las madres
(Soneay col. 2002).

2.6.- Factores de riesgo.
Tamanfo del hato: existe una relaciéon directa entre el nimero de animales del hato

y el riesgo de infeccion. El riesgo es latente en aquellas explotaciones en la que la
carga animal es alta, donde el hacinamiento favorece la transmision del parasito.
La alta carga animal contribuye a que los becerros permanezcan por mas tiempo,
favoreciendo la acumulacion de oocistos y contribuyendo a la contaminacién del
ambiente (De Graaf, 1999)

Edad de los animales: los becerros neonatos son en particular susceptibles a la
infeccion por criptosporidium parvum, se ha observado el parasito en becerros de
dos dias de nacidos, pero la mayor prevalencia ocurre a las dos semanas de
edad. En animales mayores de un mes la excrecidbn de oocistos disminuye
sensiblemente. También a sida descrita la presencia del parasito en animales
adultos, estos casos generalmente cursan en forma subclinica y con bajos niveles
de infeccion (Scott, 1995; Fayer, 2000).

Condiciones higiénicas, sanitarias y sistemas de manejo: el periodo neonatal

resulta el mas importante para la exposicion de la enfermedad, por ello las



condiciones higiénico-sanitarias estdn en relacion directa con el riesgo de la
infeccién donde los portadores sanos juegan un papel muy importante dentro de
las explotaciones donde el becerro se alimenta de la mama, ya que el factor riesgo
aumenta debido a la convivencia de los animales infectados con los susceptibles
(Garber y col, 1994; Scott, 1995).

2.7.- Transmision.
La infeccion ocurre por la ruta fecal-oral con la ingestién de agua y/o alimentos

contaminados con ooquistes presentes con la materia fecal de individuos o
animales infectados, una vez ingeridos, los ooquistes eclosionan en el tracto
gastrointestinal liberando esporozoitos infectantes (Barboni et al 2008).

Después de la ingestion del oocisto por el ternero recién nacido sigue un periodo
de incubacion de 72 a 96 horas, después del cual se observa la diarrea durante
dos a diez dias y durante este tiempo son observados los oocistos en las heces
(Anusz y col., 1990).

Por esto un gran numero de oocistos pueden entrar en sistemas de aguas
después de una lluvia fuerte en pastizales o establos con animales infectados.
Varios estudios demuestran que C. parvum es inocuo en el ambiente y que tiende
a estar presente como un patdégeno flotante en el agua especialmente donde los
estandares de sanidad y la tecnologia de tratamiento de aguas son bajos (Current
y Garcia, 1991).

Los oocistos también se fijjan a la tierra y al estiércol, por esto afectan
frecuentemente a los bovinos en un modo complejo y teniendo implicaciones en el
transporte de estos oocistos atreves de las heces (Kuczynska y col. 2005).

A diferencia de otros coccidianos, los de cryptosporidium parvum estan
completamente esporulados y listos para iniciar la infeccibn inmediatamente
después de la excrecion (Current y Garcia, 1991).

La infeccion por C. parvum se observa principalmente en los becerros jovenes
desde el nacimiento hasta los 30 dias de edad, se le considera una de las

mayores causas de diarrea neonatal en los terneros y se le atribuyen pérdidas



econdmicas significativas en la industria ganadera de carne y de leche (Fayer y
Ungar, 1986; Anusz y col, 1990).

2.8.- Patogenia.
La patogénesis de criptosporidiosis no esta totalmente explicada, pero se ha

encontrado que las causas de la destruccion de epitelios intestinales resulta de la
reduccion de vellosidades y microvellosidades, con hiperplasia de las criptas,
cryptosporidium rompe las uniones de las células epiteliales produciendo, perdida
del epitelio de absorcion intestinal y de enzimas digestivas unidas a las
membranas, alteracion del transporte de nutrientes y electrolitos, disminucion de la
absorcion de la glucosa y aumento de la secrecion de cloro (Klein et al, 2008).

Las prostaglandinas alteran el transporte del cloruro de sodio, primariamente por
estimulacion del sistema nervioso entérico (Fayer, 2004).

Todos estos factores sefialan que la criptosporidiosis estd asociada con mala
absorcion y diarrea secretoria. Debido a la profusa diarrea experimentada por
algunos pacientes, se ha propuesto que el parasito produce una enterotoxina que
conduce a la secrecion de cloruros, resultando en este tipo de diarrea (Chacin-
Bonila y Cheng-ng, 2008).

El sindrome diarreico tiene una etiopatogenia compleja, pues cuando el
cryptosporidium es el Unico causante la mortalidad es baja, pero dependiendo de
Su asociacién con otros agentes infecciosos, del grado de inmunidad y del estado
nutricional del huésped la mortalidad puede ser alta (Luppi y Castro, 2003).

La enfermedad se hace sintomética solo en ausencia de los mecanismos
normales de defensa y por lo tanto con un sistema inmune inmaduro. La diarrea
suele presentarse en situaciones de estrés como temperaturas bajas, mientras
que las edades mas afectadas, conforme a las revisiones son de 4 a 30 dias, entre
mas malas son las condiciones sanitarias del ambiente, principalmente en donde
permanecen los becerros, mayor sera el riesgo de contagio y presencia de la
enfermedad (Luppi y Castro, 2003).

Cryptosporidium parvum causa la perdida de microvellosidades lo que resulta en

mala absorcion. Por lo que da como resultado un atrasamiento en el desarrollo del



huésped y en ganado adulto (que es mas resistente) solo da como resultado una
baja en la produccion de leche y en la conversion alimenticia en el ganado de

carne (Current y Garcia, 1991).

2.9.- Signos y lesiones.
La infeccion puede ser asintoméatica o bien, producir diarreas aveces

acompafadas de vomito, dolores espasmaddicos en el abdomen y fiebre en los
hospedadores aparentemente sanos (Okhuysen y col, 2004).

La enfermedad es caracterizada clinicamente por diarrea profusa y acuosa,
aveces con secreciones mucoides teflidas con sangre, deshidratacion,
emaciacion, anorexia, debilidad, o tenesmo. La enfermedad es mas severa y letal
cuando se complica con otros enteropatogenos como escherichia coli, salmonella
spp., rotavirus 0 coronavirus en hospedadores inmunodeprimidos.
Cryptosporidium ha sido identificado como el segundo agente infeccioso mas
comun de diarrea en becerros (Fayer y Ungar, 1986).

Las infecciones son subclinicas a partir del primer mes de edad, aunque resulta
dificil separar los efectos dependientes de la edad de los derivados de la
inmunidad adquirida. En condiciones naturales la mayoria de los animales se
infectan durante los primeros dias de vida, por lo que los brotes de la enfermedad
se manifiestan durante el periodo neonatal y entre la primera y tercera semana de
vida (Morrissette y Sibley, 2002).

Los sintomas generalmente se presentan en aproximadamente 3-5 dias, aunque
en los casos mas graves puede prolongarse entre 1 y 2 semanas (Graff y col.,
1999).

La diarrea se presenta con la eliminacién de un elevado niumero de ooquistes, que
alcanza el maximo entre el dia 5-6 post- infeccion y desaparece entre los dias 10-
15. La duracion del periodo de patencia depende de tales factores como la edad o
el estado inmune del hospedador. La mortalidad puede ser elevada si se producen
infecciones concurrentes con otros enteropatogenos o en caso de deficiencia en el

manejo (Hou y col., 2004).



En la necropsia las lesiones macroscopicas que se observan son una enteritis
catarral aguda, con congestion y edema del intestino, que aparece distendido por
la acumulacion de gas y presenta un contenido amarillento y acuoso. Los nédulos
linfaticos mesentéricos estan tumefactos y el abomaso frecuentemente contiene
coagulos de leche sin digerir (Fayer y Ungar, 1986).

El estudio histologico demuestra que el intestino delgado es la porcibn mas
afectada, especialmente la parte final del yeyuno e ileon, donde se observa atrofia
de las vellosidades, y sustitucion del epitelio dafiado por un epitelio cubico, con
nucleos desordenados y superficie irregular (Graff y col., 1999).

Las microvellosidades de las células parasitadas aparecen destruidas, mientras
que en las criptas de Lieberkuhn se mantiene el epitelio cilindrico, pero con
abundantes figuras mitéticas (Graff y col., 1999).

Las lesiones histologicas incluyen criptas, disminucién de la altura de la mucosa,
atrofia y fusion de las vellosidades. Bioguimicamente, las actividades enzimaticas
de la mucosa disminuyen, la perdida de las vellosidades, disminuye la actividad
enzimatica de la mucosa y reduce el area de superficie de la absorcidon
comprometiendo la digestion intestinal y absorcién de los nutrientes de la dieta.
Ocurren problemas en la digestion y mala absorcion de nutrientes en vacas
jovenes infectadas con cryptosporidium spp. Y la acumulacién y fermentacion de

los alimentos producen la diarrea (Holland 1990).

2.10.- Diagnostico.
Los métodos usuales para identificar el género cryptosporidium pueden agruparse

en tres categorias: aquellos que permiten visualizar la morfologia general, los que
se basan en el empleo de distintos tipos de coloraciones quimicas o de
inmunoflorecencia y, por ultimo, las pruebas bioquimicas y de biologia molecular.
Los métodos de deteccion convencionales incluyen la concentracién de heces por
técnicas de centrifugacion y flotacion y la posterior tincion de los extendidos (Dias
de Ramirez et al, 2002).

El diagnostico clinico de las infecciones por cryptosporidium se ha basado

primeramente en la deteccion de oocistos en heces (Garcia y col., 1983).



Una forma de diagnostico de criptosporidiasis se realiza con la identificacion de
oocistos esféricos de 4 a 5 um o los estadios intracelulares obtenidos por medio
de una biopsia de la mucosa gastrointestinal. La tincion hematoxilina-eosina
deberia ser suficiente para identificar la morfologia de los estadios del parasito
intracelular y su localizacion dentro de las células del epitelio intestinal (Parisi y
Tierno, 1995).

Las técnicas que se han desarrollado y optimizado tradicionalmente para el conteo
de oocistos de cryptosporidium en el agua generalmente no son utiles para la
enumeracion de oocistos en heces de animales. Esto por la gran cantidad de
particulas y material fibroso presente en las heces (Anusz y col., 1990).

Las dificultades en la deteccion y enumeracion de oocistos en muestras fecales
estan compuestas por las variaciones en la consistencia entre las muestras
individuales, la cantidad de muestra utilizada y la cantidad de oocistos perdidos
durante los procesos de recoleccion (Paresi y Tierno, 1995).

Los frotis de las heces teflidos con auramina-rodaminao la tincion de Zielh
Neelsen, que son muy sensibles y especificas, ademas de la tincion de Giemsa y
Kinyoun modificada alcohol-acido resistente son aprovechados como herramientas
para la identificacion de oocistos de cryptosporidium spp. Aunque una técnica muy
precisa es la coloracion por el método Zielh-Neelsen, modificado para la deteccion
de oocistos de cryptosporidium en heces ya que sin el calentamiento del frotis se
observan los oocistos, acido resistentes, de color rojo brillante sobre un fondo azul
(Parisi y Tierno, 1995).

Otras técnicas de heces incluyen la de flotacion de Sheather en solucion de
glucosa en sulfato de zinc (36% saturado) o sedimentacidon con etilacetato de
formalina. Esta solucién permite un inmediato reconocimiento de los oocistos
tefidos de color rosa usando un alto poder de magnificacion, pero los oocistos
empiezan a alterarse y a perder sus caracteristicas esféricas. Otra técnica es por
medio de la tincion florecente, que incluyen naranja de acridina, que causa
fluorecencia en oocistos y levaduras; auramina-rodamina, que solo tifie oocistos
pero no siempre uniformemente; y auramina carbol fuscina, con la que también se

distingue entre levaduras y cryptosporidium spp. Y es significativamente mejor que



la tincion acido resistente, pero no permite la visualizacion detallada (Fayer y
Ungar, 1986).

Los métodos de inmunoflorescencia han aumentado la sensibilidad y especificidad
sobre la de los métodos de tincidbn convencionales especialmente cuando el
numero de oocistos en heces es bajo.(Garcia y col., 1983)

Los estudios de prevalencia deben verse especialmente beneficiados con las
pruebas de inmunoflorescencia, porque los individuos infectados
asintomaticamente pueden arrojar oocistos en pequefas cantidades. La técnica de
deteccidon de cryptosporidium mediante inmunoflorescencia alcanza hasta un
100% de sensibilidad y de especificidad (Rocholle y col., 1999).

Los ooquistos de cryptosporidium parvum son detectados en tierra, agua y
desechos animales usando inmunoglobulinas marcadas con fluorocromo, con
microscopia fluorecente (Arrowood y Sterling, 1989).

En pacientes infectados con uno o mas parasitos se usan métodos de diagnostico
con tincion tricromica y tincién acido resistente modificada, aunque pueden ser
insuficientes para demostrar la presencia de estos organismos. El diagnostico se
puede comprobar con un paquete comercial inmunoenzimatico que puede ser
interpretado en aproximadamente 12 minutos, fijando en formalina con una
sensibilidad de 98% y especificidad de 100% (Garcia y col., 2003).

La capacidad de separacion inmunomagnetica para los oocistos de
cryptosporidium sedimentados en muestras concentradas es mejor que la de
flotacion con percoll-sucrosa. Se ha observado la recuperacion de oocistos por
flotacion con percoll-sucrosa de 10 a 96% usando varias matrices de sedimento
originadas de muestras de agua ambiental contaminada con oocistos (Bukhari y
col., 1998).

Evaluaciones de microscopia inmunoflorescente directa (DFA) con muestras de
heces de bovinos han demostrado que este procedimiento puede detectar
concentraciones tan bajas como 1000 a 6000 oocistos por gramo de heces (Xiao y
Herd, 1993).

Una prueba de hemoaglutinacion pasiva con sensibilidad comparable a la de

anticuerpos inmunoflorescentes (IFA) también ha sido descrita. De cualquier



forma, la sensibilidad de la (IFA) puede ser influenciada por técnicas de
concentracion de oocistos y los extremos en la consistencia de o por la inclusion
de procesos de lavado para la suspension de las heces antes de la tincion (Xiao y
Herd, 1993).

Las técnicas de PCR también se han utilizado para detectar la presencia de
ooquistes del parasito de diversos tipos de muestra, que poseen como principal
ventaja la sensibilidad elevada y resultan especialmente idoneas para el
procesado de muestras con escaso numero de ooquistes o para caracterizar el
genotipo de diversos aislados de C. parvum. La desventaja que tiene es que, son
técnicas laboriosas que requieren una infraestructura costosa por lo que su
empleo esta restringido a algunos laboratorios y no se utiliza para realizar el
diagnostico de la infeccion en los animales (Reed y col., 2002; Quilez y col., 2003).
Para realizar estudios epidemiologicos para evaluar los riesgos de infeccion de C.
parvum asociados al agua de bebida y otras fuentes potenciales de exposicion son

necesarias nuevas pruebas serolégicas rapidas y sensibles (Moss y col., 1998).

2.11.- Control y prevencion.
El control de esta enfermedad es muy dificil. Mientras que la mayoria de las

especies de coccidias entéricas tienen una serie de etapas de desarrollo
genéticamente programadas en su ciclo de vida y son incapaces de reciclarse en
el huésped, C. parvum tiene dos etapas que inician la autoinfeccién: merozoitos
tipo 1 y esporozoitos derivados de los oocistos de pared delgada. Se cree que
ambas etapas infectantes del ciclo de vida del C. parvum son responsables del
desarrollo de infecciones severas en hospederos expuestos solamente a un
namero reducido de oocistos de pared dura (Current y Garcia, 1991).

Para la prevencidén de la propagacién de cryptosporidium u otras coccidias se
requiere la eliminacion de los oocistos. Sin embargo, bajo condiciones favorables,
los oocistos permanecen infectando durante largos periodos de tiempo. Los
oocistos de criptosporidium spp. Se almacenan en soluciones acuosas a 4° C,
donde empiezan a perder su infectividad entre los 2 y 6 meses, pero pueden ser

viables de 6 a 9 meses e infectivos en cultivos celulares hasta por 12 meses.las



temperaturas extremas afectan la viabilidad de los oocistos a 65° C por 30 minutos
pierde su capacidad de infectar. Esto podia usarse como guia de tratamiento para
la comida o agua contaminada, que no se conoce 0 que es sospechosa. Para la
reduccién potencial de los oocistos se debe limpiar el agua y comida de la
contaminacién de heces (Fayer y Ungar, 1986).

Debido a la ausencia de farmacos eficaces en el tratamiento de criptosporidiosis,
juega un papel importante las medidas higiénicas y de manejo que constituyen la
herramienta mas eficaz en el control de la enfermedad, con el fin de destruir los
ooquistes presentes en el medio y reducir la transmision de la enfermedad a los
animales durante las primeras semanas de vida (Graff y col., 2002).

La limpieza y desinfeccion de los sitios que se utilizan para los partos y jaulas
donde se alojan o se han alojado animales, mediante la utilizacion de
desinfectantes quimico o calor humedo. Aunque los ooquistes son
extremadamente resistentes a muchos desinfectantes, las soluciones de amino
(5%) y el formaldehido (10%) los destruyen. El peréxido de hidrogeno y el “oocide”
(mezcla de amonio e hidroxido sodico) también reducen notablemente la
infectividad de los ooquistes, separar los animales enfermos de los sanos y
utilizando distinto calzado en el cuidado de ambos para evitar la diseminacién de
la enfermedad (Quilez y col., 2003).

Otras medidas sanitarias es renovar periodicamente la cama para evitar la
acumulacion de materia fecal contaminada. Evitar el hacinamiento, reduciendo la
densidad de los animales recién nacidos en las zonas de partos y separando los
animales por lotes y asegurarse de que los animales recién nacidos tomen
calostro de buena calidad y en cantidad suficiente, los anticuerpos calostrales no
protegen de la infeccién, pero reducen la gravedad de los sintomas e incrementan
la resistencia de los animales a otros patdgenos entéricos. Por esta razén se
recomienda que los animales ingieran calostro durante las primeras 6 horas de
vida, proporcionando a los animales nacidos de madres primerizas un suplemento
de vacas mas viejas, debido a que han tenido mas contacto con agentes

patdgenos (Quilez y col., 2003).



2.12.- Tratamiento.
La critosporidiosis es una enfermedad que actualmente no tiene tratamiento

satisfactorio a pesar del elevado nimero de antibi6ticos o antiprotozoarios que se
han evaluado. Por lo que se sugiere la prevencién mediante medidas sanitarias
como el mejor método para tratar una parasitosis (Tzipori y col.1981).

La criptosporidiosis entérica en pacientes inmunocompetentes es autolimitante, y
el estado inmunitario del hospedero parece ser lo que determina la severidad y
duracion de la infeccidn. Los terneros afectados necesitan cuidados intensivos y
alojamiento en un ambiente seco y limpio, debe administrarseles antibiotico para
prevenir infecciones secundarias y protectores de mucosa ademas de una terapia
de fluidos para neutralizar y prevenir la deshidratacion y la pérdida de electrolitos
provocada por la diarrea (Current y Garcia, 1991).

A continuacion se describen algunos de los farmacos utilizados para el tratamiento
de la criptosporidiosis:

El halocur (lactato de halofuginona) esta probado como auxiliar en la prevencion
de la criptosporidiosis. Este producto debe administrarse cada 24 horas durante
los primeros 7 dias de vida en la dosis recomendada por el laboratorio. No
repercute en la ingesta de comida ni en la conversién alimenticia, ademas de dar
como resultado un retraso en la infestacidén de cryptosporidium y la eliminacién de
oocistos se reduce (Trotz-Williams y col., 2005).

El tratamiento basado en decoquinato de sodio a razén de 2.5 mg/kgPV/dia, es
decir 50 gramos por kilogramo de leche, administrado a las becerras enfermas
disminuye la diarrea en un lapso de tres dias y los animales pueden recuperarse
en una semana (Navetat y col., 2003).

También se ha sugerido el uso de paromomicina en dosis de 1.5 a 2 d/dia por 4
dias, con lo que se logra una mejoria de los signos y hasta erradicacion total del
parasito, aunque dosis exageradas del producto pueden provocar toxicidad. Los
concentrados de inmunoglobulinas de calostro de bovino azitromicina y lactobin-R
han tenido algun éxito experimental. Ningun agente terapéutico se ha identificado

plenamente eficaz para la erradicacion de la enfermedad (Fayer y col., 2000).



Para contrarrestar los efectos de la deshidratacion provocada por la diarrea es
necesaria una terapia de fluidos mediante soluciones isoténicas de electrolitos
(sodio, potasio, cloruros, glucosa, aminoacidos). A dado resultado satisfactorio la
utilizacion de probioticos que son microorganismos Vvivos no patdogenos que
cuando son ingeridos provocan un beneficio en la prevencion y tratamiento de la
enfermedad. Con diversos microorganismos vivos (lactobacillus spp., bacillus
subtilis) que permiten reponer la flora intestinal y son antagonistas con otros
microorganismos patdgenos. También se pueden utilizar adsorbentes vy

astringentes como el coalin y pectina (Graff y col., 2002).

l1l.- JUSTIFICACION.
El trabajo que se llevo a cavo es debido al aumento que se ha descubierto en la

intervencion de cryptosporidium en problemas de diarrea en terneros en la
comarca lagunera principalmente en hatos lecheros.

El trabajo tiene como fin el que por medio de un hemograma completo y una
tincibn de Ziehl-Neelsen se obtenga un diagnostico rapido y confiable de la
enfermedad ademas de que se diferencie de otras enfermedades entéricas que
también provoquen diarreas en terneros neonatos. Y asi poder llevar a cabo la
implementacion rapida de un tratamiento enfocado a cryptosporidium para reducir

las pérdidas econdmicas debido a esta enfermedad.

IV.- OBJETIVOS.
Objetivo general: determinar la presencia de cryptosporidium en un hato lechero

de la comarca lagunera con presencia de diarrea en terneros.

Objetivos especificos:

a).- Identificar una variacion en las células de defensa de los terneros con diarrea
debido a cryptosporidium mediante un hemograma completo

b).- identificar la presencia de ooquistes en heces de terneros con diarrea en un
hato lechero de la comarca lagunera debido a cryptosporidium mediante la técnica

de Ziehl-Neelsen.



V.- MATERIALES Y METODOS.

La sangre, sustancia liquida que circula por las arterias y las venas del organismo.
La sangre es roja brillante o escarlata cuando ha sido oxigenada en los pulmones
y pasa a las arterias; adquiere una tonalidad mas azulada cuando ha cedido su
oxigeno para nutrir los tejidos del organismo y regresa a los pulmones atreves de
las venas y los pequefios vasos denominados capilares. En los pulmones, la
sangre cede el diéxido de carbono que ha captado procedente de los tejidos,
recibe un nuevo aporte de oxigeno e inicia un nuevo ciclo. Este movimiento
circulatorio de sangre tiene lugar gracias a la actividad coordinada del corazon, los
pulmones y las paredes de los vasos sanguineos.

Material y equipo: agua, desinfectante, tubos de ensayo al alto vacio con
anticoagulante EDTA, portaobjetos, alcohol metilico, hemocolorantes, aceite de
inmersién, microscopio Optico centrifuga, tubos capilares, cera o plastilina,
microcentrifuga y refractometro, camara de newbauer, pipeta de thoma (para
globulos blancos y globulos rojos), boquilla (para globulos blancos y globulos
rojos), manguera de caucho, solucion salina, liquido de turk, aceite de inmersion.
Procedimiento:

1.- Toma de muestras

a) Localizar el area de toma de la muestra

b) Asepsia del area en la cual se pretende trabajar

c) Extraer la sangre por puncion venosa o capilar, asegurando tomar la cantidad
suficiente para la prueba que se pretende realizar

d) Inmediatamente recolectada la muestra en el tubo, hacer movimientos lentos
para homogenizar la muestra

2.- Elaboracién de frotis

a) Colocar una gota en un porta objetos en uno de los extremos

b) Colocar de canto otro portaobjetos sobre la superficie del primer portaobjetos

(en el que se encuentra la gota de sangre) formando un angulo de 45 grados



c) Deslizar suavemente y a velocidad moderada el portaobjetos sobre el otro en
sentido longitudinal, hasta que la gota de sangre quede bien extendida sobre la
superficie del primer porta objetos. El grosor del frotis sanguineo puede variar

segun sea el angulo que formen entre si ambos portaobjetos
d) Ya realizado el frotis, se fija en alcohol y se deja secar al aire.

e) Una vez seco el frotis se procede a la tincion hematolégica.

3.- Procedimiento de tincion
a) Reactivo No0.1:15 segundos y enjuagar en agua corriente
b) Reactivo No0.2:15 segundos y enjuagar en agua corriente

¢) Reactivo N0.3:15 segundos y enjuagar en agua corriente

4.- Dejar secar y observar al microscopio en el objetivo de inmersion (100X)
c) La Zona ideal corresponde a la zona inmediata del frotis y en ella existe un
reparto equilibrado de células

Interpretacion de resultados: la cuenta diferencial consiste en identificar cuando

menos 100 leucocitos consecutivos y reportar estos valores como porcentaje.

Los leucocitos a identificar en el frotis realizado seran los siguientes: eosinofilos,
neutrofilos, células en banda, linfocitos y monocitos.

Procedimiento:

1.- una vez tomada la muestra de sangre se deja reposar como minimo una hora.
2.- centrifugar la sangre a 2500 rpm durante 5 minutos.

3.- separar cuidadosamente el suero el paquete globular.

Determinacion del hematocrito:

1.- llenar los tubos capilares, no mas de la marca indicada en el tubo.

2.- sellarlos con cera o plastilina, ocupar dos tubos capilares por muestra.
3.-acomodar los tubos capilares encontrados en la microcentrifuga, asegurandose

gue la parte sellada con cerd o plastiina quede hacia afuera, y cerrar

perfectamente la microcentrifuga.

4.- llevar el boton de encendido hasta el numero 5y esperar a que se apague sola.



5.- retirar los tubos capilares y tomar lectura en la tabla para sacar el resultado del

hematocrito (para sacar la hemoglobina, el resultado anterior se divide entre tres).
Conteo de eritrocitos:

1.- para el llenado de la pipeta se utilizara solucion salina, se llena asta la marca
101, se agita 'y se procede al llenado de la cAmara contadora.

2.- la cuenta de los eritrocitos se lleva a cabo en el area central finamente
graduada de la camara.

3.- se cuentan los cuadros secundarios de las esquinas y el cuadro central (cinco

en total).

4.- para el célculo de la cifra total, la suma de los eritrocitos de los cinco cuadros

se multiplica por 10000 y da la cifra total.

Conteo de leucocitos:

1.- la muestra de sangre se mezcla cuidadosamente por inmersion repetida.

2.- se procede al llenado de la pipeta de glébulo blanco hasta 0.5.

3.- la punta de la pipeta debera introducirse en el frasco que contiene diluyente,
liquido de turk, y se aspira cuidadosamente hasta llegar a la marca 11.

4.- una vez lleno debera ser agitado, en el agitador de pipetas hasta asegurar la
homogeneizacion de la mezcla.

5.- el siguiente paso consiste en el llenado de la camara contadora, la cual debera
estar limpia y libre de grasa.

6.- se procede a colocar el cubre objetos sobre la camara.

7.- nuevamente se agita la pipeta, y se desechan de dos a tres gotas de la pipeta.
8.- posteriormente se procede al llenado por capilaridad, de la camara sobre las
dos hendiduras que sera el borde del cubre objetos con la misma.

9.- una vez llena se procede a la observacion al microscopio para el conteo de los
leucocitos existentes en cuatro de los cuadros grandes del campo, la suma de su
conteo se multiplica por 50 para dar el total.

10.- cada cuadro grande posee 16 cuadros secundarios y presenta un area de 1
milimetro cuadrado y su profundidad es de 0.1 mm (cuatro decimas de milimetro

cubico a una dilucion de 1 a 20).



Técnica de Ziehl-Neelsen

Recoleccion de las muestras de heces después se lleva a cabo un frotis en un
porta objetos, se enjuaga con agua para posteriormente ser tefiidos.

Los pasos para que se lleve a cabo la tincion son los siguientes; se sumergen por
30 minutos en Carbol Fucshina, posteriormente se utilizo agua corriente para
eliminar el exceso de colorante, se decoloraron el alcohol acido hasta obtener un
color rosa en la tincién, se procedid nuevamente en sumergir las muestras en
agua corriente para quitar residuos de alcohol acido asi como el exceso de
colorante, se realizo la tinciébn por 5 minutos con azul de metileno, después se
lavaron las muestras con agua corriente hasta quitar el exceso de colorante, se
enjuagaron en alcohol etilico al 96%, y en alcohol absoluto, se clarificaron con xilol
y se montaron con resina sintética y se cubre con un cubreobjetos y se observa

mediante el microscopio optico.



VI. RESULTADOS.
Cuadro 3: Resultados donde se compara el conteo de células sanguineas

con el resultado de la tincidn.

Datos del ejemplar | Recuento de Recuento de Recuento
leucocitos (5-10 eritrocitos (5-10 coproparasitologico
mil) millones)

9274 21.1 9.53 Negativo

02/06/10

9273 23.2 8.40 Positivo *

01/06/10

9271 23.9 6.41 Negativo

31/05/10

9267 19.8 8.82 Positivo ****

29/05/10

9268 25.9 6.00 Positivo ****

26/05/10

9264 32.7 7.68 Positivo ****

26/05/10

9256 17.4 11.56" Positivo ****

20/05/10

9249 19.3 9.72 Positivo **

17/05/10

9245 26.5 8.16 Negativo

19/05/10

9241 19.4 1.42" Negativo

10/05/10

9251 82.7 8.18 Negativo

16/05/10

Se encontré un aumento marcado en los leucocitos en el estudio realizado a un
hato de becerras

En la muestra 9256 se encontré un aumento de eritrocitos y en la muestra 9251
una disminucion de los eritrocitos

En el examen coproparasitologico obtuvimos resultados positivos y negativos,
dentro de los positivos sefialamos con asterisco (*) de acuerdo a su severidad

Incipiente 1-10 (*)
Leve 11-20 (**)
Moderado (***)

Severo (****)




VII.- DISCUSION.
Graaf en 1999 experimentalmente inoculo a ratones de laboratorio para provocarle

una infeccion por cryptosporidium y asi identificar cambios en las células
sanguineas y obtener una forma mas rapida de diagnosticarlo en el campo, sin en
cambio al obtener resultados y hacer una comparacion observo una variacion

aunque no pudo determinar en si este habia sido causado por cryptosporidium

Malgorzata el 1998 realizo un estudio en vaquillas para observar cambios en las
lecturas de hemogramas que estuvieran asociadas a cryptosporidium como causa
de diarreas obteniendo valores normales en todas las lecturas y solo registrando
cambios cuando se encontraba en asociacion con algun otro agente infeccioso

(virus, bacterias, hongos).

Ortolan y castro en el 2003 realizaron estudios comparativos para asociar cambios
hematol6gicos en vaquillas con diarrea causada por cryptosporidiosis, aunque si
hubo cambios en los estandares de las células sanguineas no pudieron establecer
en si que estos se debieran a causa de la infestacion de cryptosporidium ya que al
hacer un diagnostico diferencial encontraron la presencia de rotavirus y

salmonella.

Carol en 1997 experimento con muestras sanguineas he histolégicas de becerras
con diarrea para diagnosticar anemias prematuras debido a una combinacién de

agentes infecciosos entre ellos cryptosporidium.

Fayer y byron en 1990 realizaron estudios en becerras neonatas de los 4 dias de
nacidas hasta el mes de edad donde llevaron a cavo pruebas parasitolégicas y
sanguineas con el objetivo de encontrar variaciones en las lecturas de las células
sanguineas de las becerras que resultaran positivas a cryptosporidium, sin en
cambio realizaron estudios de diagnostico diferencial para aislar algun otro agente
infeccioso donde encontraron que el cryptosporidium estaba asociado a otros
diferentes agentes por lo que no establecieron que fuera el causante de la

variacion en las células sanguineas.



En 1994 tzipori evalué suero sanguineo de becerras con cryptosporidiosis para
medir la respuesta inmune durante el periodo de latencia de la enfermedad pero
dentro de sus resultados encontré que no habia variacion de células sanguineas a
menos que hubiera una asociacién con otro agente etiologico (virus, bacterias) ya
que el cryptosporidium por si solo no causa una variacion y que los animales
severamente afectados con cuadros de diarrea eran a causa de la combinacion de

varios factores etiolégicos.

Para llevar a cavo un diagnostico preciso de cryptosporidium es necesario realizar
todas las pruebas de diagnostico que sean necesarias para tener un minimo de
margen de error ya que una prueba de conteo de células sanguineas
(hemograma) no es suficiente para determinar si es causante de la diarrea en un
brote de la enfermedad ya que hay un gran nimero de agentes etioldgicos que

pudieran estar involucrados.

VIIl.- CONCLUSION.
De las pruebas realizadas a becerras neonatas encontramos que hay un

porcentaje muy elevado de diarreas a causa de cryptosporidium.

Dentro del estudio realizado se obtuvieron resultados insatisfactorios ya que al
comparar pruebas de tincion con hemogramas se obtuvo una variacién pero no
pudimos determinas si el cryptosporidium por si solo era el causante de estas ya
que en la mayoria de las pruebas se encontraba en asociacion con otros agentes
etioldgicos (rotavirus y salmonella).

Para concluir podemos decir que siempre que haiga una variacion de ceélulas
sanguineas en becerras con diarreas sospechosas a cryptosporidium se tiene que
realizar un estudio de diagnostico completo ya que intervienen varios factores
(manejo, ambiente, agentes infecciosos) que pueden establecer un problema

similar.
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