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RESUMEN

Se realizé un muestreo en 20 hatos lecheros de la Comarca Lagunera, con una
poblacion de 34,713 vacas er produccién y 4,041 vacas y vaquillas en reto. Se
tomaron 81 muestras de heces, 53 de vacas y 28 de vaquillas de la poblacién
total, con un maximo de 20 dias antes del parto, todas ellas aparentemente
sanas. Se realizaron frotis con las heces, se tifieron con la técnica de Ziehl
Neelsen modificada y fueron observadas al microscopio a 40 aumentos. 16 de
los hatos muestreados por nosotros que tenian antecedentes de positividad a
Cryptosporidium spp en becerras, sin embargo, en ninguno se observaron
ooquistes en ias vacas y vaquillas del presente estudio. Se discuten los
resultados y se sugiere que se realicen estudios con otras técnicas de
diagnéstico, para descartar que las vacas y vaquillas en reto aparentemente
sanas, puedan ser un factor involucrado en la transmision de Cryptosporidium

spp.



I. INTRODUCCION.

Cryptosporidium spp es un parasito entérico obligado del Phylum Apicomplexa
y €s una importante causa de enfermedades diarreicas en el mundo. El modo
de infeccidn es por via fecal-oral, en alimentos y agua, y es iniciada cuando los
esporozoitos son liberados de los ooquistes, estos se fijan al tracto intestinal e
invaden a las células epiteliales de la mucosa (Hashim et al., 2006).

Al parecer Cryptosporidium parvum ocasiona el problema en rumiantes
neonatos y es considerado como un agente etioldgico importante en el
sindrome de diarrea neonatal en becerros, corderos y cabritos, causando
considerables pérdidas econémicas directa e indirectamente (De Graafa et al.,
1999).

Los becerros recién nacidos son particularmente susceptibles a la infeccion y
pueden excretar billones de ooquistes cuando desarrollan la cryptosporidiosis.
Recientes estudios indican que en los animales adultos, el ganado asintomatico
también excreta ooquistes, y el total del nimero de ooquistes excretados puede
ser considerable debido a la cantidad de heces producidas (Kuczynska et al.,
2005).

Las pérdidas econdmicas asociadas con esta enfermedad no son unicamente
debido a la mortalidad resultante, sino también al retardo en el crecimiento de
los animales, el costo de medicamentos, la asistencia veterinaria y el
incremento de trabajo involucrado (De Graafa et al., 1999).

Estudios recientes en la Comarca Lagunera indican que el problema es
frecuente en becerras, alrededor del 20 % de los hatos estan infectados, y el
origen de la infeccion generalmente es desconocida, por tal motivo el objetivo
de la presente investigacion es identificar y determinar la frecuencia de
criptosporidiosis en vacas y vaquillas en reto aparentemente sanas que

pudieran transmitir la infeccién a sus crias.



Il. ANTECEDENTES.

En el ganado bovino, fueron rechnocidas dos especies del género
Cryptosporidium: C. parvum y C. andersoni (sin. C. muris tipo bovino). El
primero, coloniza el intestino delgado y representa un importante agente
etiolégico del sindrome diarreico de los becerros. En los bovinos adultos
tambien ha sido reportada esta especie, en los que generalmente cursa de
forma subclinica y presenta bajos niveles de infeccion. C. andersoni, se
desarrolla en el abomaso, es mas comun en bovinos adultos y aunque
presenia amplia distribucion, su prevaiencia es baja. Aparentemente no causa
enfermedad manifiesta, pero la produccién de leche se ha visto
significativamente reducida en las vacas afectadas (Diaz de Ramirez et al,
2000).

El género Cryptosporidium afecta a varias especies entre los que se
encuentran los humanos y una amplia variedad de hospedadores. Inicialmente
casi todos los aislamientos en humanos fueron asignados como C. parvum.
Dentro de este género se han descrito dos genotipos: el tipo |, genotipo
humano y el tipo 2, genotipo del ganado, ambos son culpables de iniciar una
infeccibn en humanos. Sin embargo los dos genotipos difieren
significativamente en sus genes y en la variedad en los hospedadores (Xiao et
al., 1999; Atwill et al., 1997).

Estos parasitos infectan una amplia variedad de hospedadores vertebrados. En
algunas especies son limitadas a grupos de hospederos particulares, como es

el caso de Cryptosporidium baileyi, que infecta a pollos (Spano et al., 1997).

Los ooquistes se fijan a la tierra infectando frecuentemente el estiércol de los
bovinos en un modo complejo y teniendo implicaciones en el transporte de los
ooquistes a través de este (Kuczynska et al., 2005).

(R




2.1 Etiologia.

Phylum: Apicomplexa; Levine, 1970

Clase: Sporozoa; Levine, 1988

Subclase: Coccidia; Leuckart, 1879

Order: Eucoccidiida; Leger and Duboscg, 1910

Suborden: Eimeriina; Leger, 1911

Familia: Cryptosporidiidae; Leger, 1911

Género: Cryptosporidium; Tyzzer, 1907 (Currenty Lyne, 1991).

Las especies del género Cryptosporidium que son frecuentemente
consideradas como especies verdaderas incluyen a:

C. andersoni (ganado),

C. baileyi (pollos y algunas otras aves),
C. canis (perros),

C. felis (gatos),

C galli (aves),

C. hominis (humanos),

C. meleagridis (aves y humanos),

C. molnari (peces),

C. muris (roedores y algunos otros mamiferos),
C. parvum (rumiantes y humanos),

C. wrain (cuyos),

C. saurophilum (lagartos y serpientes) y
C. serpentis (serpientes y lagartos).

Otros morfolégicamente distintos a Cryptosporidium spp han sido encontrados
en peces, reptiles, aves y mamiferos, pero tienden a no ser nombrados (Xiao
et al., 1998; Xiao et al., 2004).

Asi mismo, en humanos se ha reconocido que C. hominis tiene una semejanza

muy estrecha en el hospedero, morfolégicamente similar a C. parvum y



estudios de transmision cruzada han ayudado a distinguir entre ambos
(Akiyoshi et al., 2002).

Las primeras conclusiones fueron que C. hominis no infectaba
experimentaimente a animales como ratones, becerros, corderos y lechones
jévenes, pero estudios recientes han demostrado claramente que becerros,
corderos y lechones puede ser infectados con C. hominis (Akiyoshi et al.,
2002).

2.2 Morfologia.

Aunque los ooquistes de muchos Cryptosporidios son de una medida
morfolégica similar, la morfologia de los ooquistes puede desempefiar un papel
crucial en la diferenciacion de algan Cryptosporidio, incluso entre las especies
intestinales en mamiferos hay diferencias significativas en la morfometria. Por
lo tanto, la descripcion de la especie se debe acompaifiar por una serie de
medidas morfoldgicas, de longitud y anchura (Xiao et al., 2004).

Los Cryptosporidios en el medio ambiente se encuentran como ooquistes de 5
micrometros de diametro, los cuales contienen cuatro esporozoitos. Los
esporozoitos son moviles, de 0.5 a 1 micrémetros los cuales se adhieren e
invaden las células epiteliales del tracto gastrointestinal. Aqui el parasito se
replica en ocho merozoitos, estos abandonan a las células del hospedador
rompiéndolas, infectando a otras células y completando el ciclo asexual en el
ciclo biolégico (Clark., 1999).

Las especies de Cryptosporidium han sido identificadas en base a la
especificidad del hospedero, en la morfologia del ooquiste y en el sitio de la
infeccién (Mosier y Oberst, 2000).



2.3 Ciclo biolégico.

El ciclo biolégico es monoxeno ya que todas sus fases sexuales y asexuales
ocurren en un mismo hospedador. Diversos aislamientos de C. parvum en
becerros y humanos revelan que el ciclo de vida de este parasito es similar al
de otras coccidias ( e.g. Eimeria e Isospora spp) que infectan a mamiferos
(Bankier et al., 2003).

El ooquiste es viable en el excremento y en rumiantes el ciclo biolégico
comienza por la ingestién y desenquistamiento de los ooquistes en el tracto
gastrointestinal del hospedador, liberandose de los ooquistes 4 esporozoitos,
donde la multiplicacién asexual es llamada esquizogonia, y a la sexual es
donde se presenten division de nlcleos de este parasito, esta etapa es llamada
merogonia. La temperatura corporal de los mamiferos (x37°C), las sales
biliares y posiblemente la tripsina son los factores que mas influyen en esta
fase. La esporulacion de los ooquistes es solo en estado exdgeno y consiste en
4 esporozoitos con una pared de doble capa; la pared de los oquistes de
Cryptosporidium spp, es similar al de las otras coccidias, tienen una capa
interna y otra externa, las cuales se abren y los esporozoitos salen de las
ooquiste. Una vez liberados, los esporozoitos alcanzan el borde luminal de los
enterocitos mediante movimientos de contraccion, extension y deslizamiento.
Alli se invaginan a manera de dedos de guante, siendo englobados por la
membrana de la célula hospedadora, que encapsula el parasito en el interior de
la vacuola parasitora (Current y Lyne, 1991) y se desarrollan a estadios de
trofozoitos, el trofozoito pasa a ser la merogonia, que es la siguiente fase
(ectomerogonia) donde ocurre la multiplicaciéon asexual dentro de las células
del hospedero, se forman 8 & 4 merozoitos dependiendo si es una
esquizogonia de | 6 de Il generacion. Se reconoce la existencia de 2 tipos de
esquizontes, el de tipo | es el primero en aparecer en el ciclo biolégico y tiene 8
merozoitos; el tipo Il cuenta con 4 merozoitos. Los tipo | pueden generar
nuevas merogonias de primera generacion o formar merozoitos tipo I, de estos
se desarrollan los macro y microgametos, la mayoria de los merozoitos tipo Il

que entran en las células hospedadoras forman macrogametos, y solo unos



cuantos forman microgametos, los cuales, contienen 16 microgametocitos en
su interior. Los microgametos no tienen flagelo, y se unen a los macrogametos
gracias al flujo intestinal. Esto lleva a que los microgametocitos fertilicen a los
macrogametocitos (Peeters et. al., 1989; Current y Lyne, 1991).

La unién de macro y microgametocitos produce la formacion de la pared de los
ooquistes, esta genera la resistencia del ooquiste hacia el medio ambiente y asi
logra transmitirse de un hospedador a otro, en el ooquiste, surgira la formacion
de esporozoitos infectivos dentro de la pared de los mismos. Los ooquistes son
arrojados por las heces o quizas por secreciones de las vias respiratorias
(Currenty Lyne, 1991).

Cada generacion del parasito puede desarrollase o madurar dentro de12a 14
horas. El ciclo de vida es rapido y autoinfectivo, pueden verse un gran nimero
de células parasitadas a lo largo del intestino pero por lo general los sitios de
infeccién secundaria es en el duodeno (Le Chevallier et. al., 1990).

2.4 Diagnéstico.

El diagnéstico clinico de cryptosporidiosis esta principalmente basado en la
presencia de ooquistes en el excremento. Los métodos de observacion
incluyen las técnicas de flotacion, sedimentacion y tinciones de frotis de heces.
Sin embargo, la criptosporidiosis no puede ser clinicamente distinguible de
otras enfermedades diarreicas causadas por otros organismos infectivos.
(Fayery Ungar, 1986; Wee ef al,, 1996).

El diagnostico de la cryptosporidiosis resulta de la identificacion de los
ooquistes esféricos de 5 micrémetros de diametro, o de alguno de los estadios
intracelulares obtenidos por biopsia de la mucosa gastrointestinal. En tejidos,
una muestra tefiida con hematoxilina y eosina (H y E) deberia ser suficiente
para identificar la morfologia de los estadios intracelulares del parasito en su
localizacion dentro de las células epiteliales del intestino (Clark, 1999).



Las etapas endégenas del parasito en el borde de las células epiteliales
pueden ser detectadas histolégicamente con la tincién H y E, al fijar muestras
intestinales de 1 a 2 horas después de la muerte (Angus et al., 1998).

Las observaciones de campo en terneros han mostrado excrecién de ooquistes
que coincide con la enfermedad clinica, y con el tiempo los ooquistes se
vuelven numerosos en heces (Angus et al., 1998).

También se puede utilizar la técnica de auramina/rodamina, seguida por la
tincion de Ziehl Neelsen, esta es muy sensible y especifica aprovechada como
herramienta para la identificacién de los ooquistes de Cryptosporidium (Clark,
1999).

Con la técnica del método Ziehl Neelsen modificada para la detecciéon de
ooquistes de Cryptosporidium en heces sin usar calentamiento, se observan
los ooquistes acido resistentes, de color rojo brillante sobre un fondo azul. En
algunos se ven corpusculos internos que corresponden a los esporozoitos.
También se puede usar tincién Giemsa (Parisi y Tierno, 1995).

La técnica de anticuerpos fluorescentes no puede diferenciar especies de
Cryptosporidium en humanos y animales vertebrados. Las pruebas
moleculares tienen algunas ventajas en la sensibilidad para detectar y
diferenciar entre especies de Cryptosporidium o genotipos. Sin embargo, estas
pruebas son susceptibles al efecto de muchos inhibidores que se presentan en
las muestras. En la identificacion de este protozoario, el método que
nomalmente se usa es la purificacién del ooquistes con la extraccion de ADN
(Jiang et al., 2005). '

Se han comparado los tres métodos de diagndstico mas utilizados: La
visualizacion de los ooquistes con Ziehl Neelsen, la inmunofluorescencia y la
identificacion de antigenos por estudios inmunosorbentes ligado a enzimas
(ELISA) en materia fecal, y se ha encontrado que todos tiene una sensibilidad y



especificidad de 96 a 98%, de acuerdo a las posibilidades de los laboratorios y
de los costos de los reactivos (Quilez et al., 1996; De Arango et al., 2006).

2.5 Epidemiologia.

Estudios recientes de muestras fecales en animales asintomatico de Canada,
proponen que la presencia de Cryptosporidium es de alrededor del 20% en
ganado, ovejas y caballos, y de un 10% en los cerdos (Juranek, 1995).

Continuos reportes, han demostrado que el predominio de esta enfermedad
afecta animales recién nacidos y jovenes. La falta de maduracion de la flora
intestinal, de respuestas inmunes son ligadas a la predisposicion de esta
infeccion (Mosier y Oberst, 2000).

Los ooquistes de C. parvum estan ampliamente distribuidos en el ambiente de
muchas explotaciones ganaderas, y son ingeridos por el temero recién nacido.
Siguiendo de un periodo de incubacién de 72 a 96 horas, la diarrea se observa
dentro de 2 a 10 dias, siendo durante estos periodos observables los
ooquistes en heces (Anusz et al., 1990).

La potencial contaminacién en el agua varia temporalmente, incrementandose
con la actividad en nacimientos y durante el pico de lluvias o en animales en
produccion (Wallis et al., 1996).

La severidad de la enfermedad depende de la presencia de tres factores; el
hospedero (infecciones continuas, malnutricion, inmunodepresion); el agente
(la cepa genotipica) y el medio ambiente (la dosis de exposicion) (Mosier y
Oberst, 2000).

Una vez ingeridas, los ooquistes liberan los €sporozoitos por exposicion de

acidos biliares en el intestino delgado, donde estos penetran a las células



epiteliales. Los individuos infectados pueden presentar, diarrea acuosa, pero
también puede ser asintomatico (Goodgame, 1996).

2.6 Transmision.

El C. hominis es transmitido en un ciclo antropozoonético y el C. parvum en un
ciclo zoondtico (Hashim et al., 2006).

La ruta de transmision es la fecal-oral, a través del contacto directo con el
animal o humanos infectados y a través de la ingestion de agua o alimento
contaminado. Esta transmision de la enfermedad puede ser de forma directa de
individuo a individuo o indirectamente de individuo-medioambiente-individuo a
través de superficies contaminadas fecalmente, asi como por via de la
ingestion fecal en alimentos y agua contaminada (Wallis et al., 1996).

Los brotes son causados por una exposicion directa en las fuentes de agua
contaminadas y terminan cuando la contaminacién es removida. Un individuo
obtiene la infeccién por medio de la transmision de patdbgenos hacia un
individuo mas susceptible (Wallis et al., 1996).

En los humanos, los mas predisponentes a la infeccidn por Cryptosporidium
son aquellos que: 1) beben agua que no esta tratada ni filtrada; 2) Los
involucrados en practicas de establo y 3) Veterinarios por su contacto con
animales de granja (Casemore et al., 1994; Goodgame, 1996; Juranek, 1995 y
Keusch et al., 1995).

Otra posible fuente de infeccion que deberia ser considerada, son los roedores
de los establos (De Graafa et al,, 1999).



2.6.1 fuentes y rutas de transmision:

La infeccidon por C. parvum se observa principalmente en los becerros j6venes
del nacimiento a 30 dias de edad (Fayer y Ungar, 1986).

Los ooquistes se fijan a la tierra afectando frecuentemente al estiércol de los
bovinos en un modo complejo y deberia tener implicaciones por como los
ooquistes pueden ser transportados a través del estiércol (Hansen y Ongerth,
1991).

Las infecciones clinicas o subclinicas también pueden desarrollarse en cerdos,
gatos, perros, caballos, pollos, pavos, gansos, reptiles, roedores, conejos,
animales exoéticos y salvajes. Frecuentemente, pero no siempre, afecta al
aparato respiratorio y conjuntivas. El estrés en los becerros hacen que se
produzca una transmisiéon cruzada con el hombre, y puede afectar a varios
hospedadores de otras especies (Angus, 1998).

Aun cuando las condiciones medioambientales en invierno no favorecen el
nacimiento de moscas los ooquistes de C. parvum estan presentes en
estiércol, estos ooquistes, pueden ser transportados por las moscas en
cualquier época del afio. En inviemo de una similar intensidad como en el
verano (Fayer ef al.,, 2000).

2.7 Signos y lesiones.

La infeccion por C. parvum en el epitelio intestinal puede producir
vellosidades romas, hiperplasia de la cripta, destruccién del citoesqueleto y
disminucion de la absorcion de sodio (McCole et al., 2000).

El abomaso con frecuencia contiene leche sin digerir formando coagulos, y

el intestino delgado presenta enteritis con la mucosa hiperémica, pero no
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hemorragica. El contenido intestinal en ocasiones es amarillento y acuoso y
puede existir acimulo de gas en ciego y colon (Ortega et al., 1999).

Las lesiones se clasifican en dos modelos patolégicos:

* La muerte celular es el resultado directo de la invasion parasitaria, de la
multiplicacién y excrecion.

» El dafio celular podria ocurrir a través de la inflamacion mediada por las
células-T, produciendo atrofia de las vellosidades e hiperplasia de las
criptas.

Los dos modelos anteriores producen distorsion en la estructura de las
vellosidades y es acompafado por mala absorcién de nutrientes y diarrea
(Goodgame, 1996).

La enfermedad es caracterizada clinicamente por diarrea profusa y acuosa, a
veces mucosa tefida con sangre, deshidratacién, emaciacion, anorexia y
tenesmo. La enfermedad es mas severa y letal cuando se complica con
otros enteropatégenos como E. coli, Salmonella, Rotavirus y Coronavirus, en
los hospedadores inmunodeprimidos (Arslan et al., 2001).

Estudios actuales mencionan al Cryptosporidium Spp COmMO una causa comun
de diarrea aguda y persistente, los signos van desde diarreas intermitentes,
dolor abdominal y fiebre variable. En individuos inmunocompetentes, los signos
son mucho mas graves. Afectando mas a enfermos inmunodeprimidos, que a
los inmunocompetentes. Estos con un comienzo rapido, usualmente de 1-2
semanas después de la exposicion (Fayer y Ungar, 1986: De Arango et al,
2006; Juranek, 1995)

Entre las especies mas afectadas por criptosporidiosis se encuentran los
bovinos, en especial los neonatos. La morbilidad es variable y va desde 10
hasta 85% y algunas veces puede llagar al 100%. El sindrome diarreico tiene
una etiopatogénia compleja; el Cryptosporidium como unico causante de la



enfermedad, provoca una mortalidad baja, pero asociado con otros agentes
infecciosos, una inmunidad baja y un estado nutricional deficiente del
hospedero, provoca que la morbilidad sea alta (Ortolani y Soares, 2003).

2.8 Patogenia.

No se ha definido el mecanismo de la diarrea causada por C. Parvum. Algunos
estudios se sugiriere que la enfermedad esta mediada por una enterotoxina, lo
cual provoca mala absorcion de nutrientes, debido a la alteracién de las
vellosidades. Esta mala absorcién lleva a un sobre crecimiento bacteriano que
complicaria esta condicion (Robinson et al., 2001).

El Cryptosporidium se encuentra a lo largo de todo el tracto digestivo, desde la
faringe hasta el recto, siendo el yeyuno el sitio de mayor predileccion. Ademas,
se ha descrito en vesicula biliar, via pancreatica y aparato respiratorio. Los
hallazgos histolégicos son inespecificos, observandose en el intestino distintos
grados de alteracion con atrofia de vellosidades que va de leve a severa, y
dilatacion de las criptas (Graczyk et al., 1999; Bankier et al., 2003).

Durante la invasiéon se establece un Unico compartimiento intracelular del
hospedador en el que el parasito se divide. Las células del epitelio
nomalmente son columnares, estas a menudo son acortadas
significativamente después de la invasién por el parasito (Elliott y Clark.,
2000).

La proliferacion del Cryptosporidium ocurre por invasiéon de las células del
hospedero seguido por el crecimiento del parasito y la division celular. La célula
de hospedador es lisada por la replicacién de los parasitos. Los parasitos

liberados de la lisis celular del hospedero no crecen o se someten a una
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division extracelular y mas rapidamente reinvaden a otras células del
hospedero, para sobrevivir los ciclo los que se repiten, la replicacion del
parasito, la lisis celular del hospedero, y la invasién celular del parasito de
nuevas células se asocian al aumento del dafio hacia el tejido por la infestacion
y por lo tanto puede dafar la funcion intestinal (Guerrant, 1997: Morrissette y
Sibley, 2002).

2.9 Tratamiento y prevencion.

La eficiencia parcial en el tratamiento y prevencién de la cryptosporidiosis en
los rumiantes incluye decoquinato de sédio. La importancia de la proteccién
calostral en rumiantes neonatos antagonizan la infeccién por C. parvum. La
destrucciéon de los ooquistes en los corrales e instalaciones usadas como
parideros aplicando calor y/o desinfectantes quimicos, el uso de camas limpias
como medidas preventivas en el area de partos, tiene buenos resultados, la
separacion de los animales enfermos de los sanos durante los brotes de
diarrea, una correcta administracion de calostro a los neonatos ayuda a la
prevencion de brotes de cryptosporidiosis y minimiza la mortalidad y la
morbilidad del hato infectado (De Graafa et al.,1999).

Asi, la mejor medida actualmente disponible en la préactica clinica para tratar
con esta enfermedad es la implementacién de medidas sanitarias adecuadas,
con el propésito de evitar el contacto del neonato con el parasito en lo posible,
y prevenir la propagacion de la enfermedad a otros animales (Harp y Goff,
1998).

Como medida facil y preventiva se sugiere hacer el aislamiento, limpieza y
manejo de los animales infectados ya que estos animales infestados
constituyen una fuente de la infeccién e infestacion para los animales sanos
(Harp y Goff, 1998).



Se debe realizar la limpieza y desinfeccion de las instalaciones, para prevenir
la acumulacién de ooquistes y otros patdgenos en la cama, los pisos, las
paredes, depresiones, unidades de bebederos, etc. Los ooquistes son
sensibles a temperaturas altas, el uso de agua caliente a alta presion,
permitiendo posteriormente que las instalaciones se desequen durante varios
dias antes de reintroducir a los animales, puede tener buenos resultados (Harp
y Goff, 1998).

La gruesa pared de los ooquistes de Cryptosporidium permite que persista y
se distribuya en el ambiente, ademas, provee resistencia a sustancias tales
como el cloro. El agua potable y de piscinas que han sido tratadas con cloro
puede contar con la presencia de Cryptosporidium debido a su resistencia
(Guerrant, 1997).

El exitoso control hacia el C. parvum en el campo pudiera requerir de vacunas
que generan una rapida respuesta inmune mediadas por células en los

becerros en los primeros dias de vida (Harp y Goff, 1998).
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lll. JUSTIFICACION.

En la Comarca Lagunera recientemente se han realizado estudios
epidemiologicos de cryptosporidiosis en becerros encontrandose que el
25.51% tuvieron positividad y por lo tanto la finalidad del presente trabajo es
analizar una de las posibles fuentes de contaminacion que pudiera estar
involucrada en la infeccidén, tomando como factor de riesgo la eliminacion de
los ocoquistes de C. parvum por parte de vacas y vaquillas antes del parto, en
hatos lecheros conocidos con infecciones cronicas de esta enfermedad.
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IV. OBJETIVOS.

4.1 Objetivo General.

Determinar la frecuencia de Cryptosporidium spp en heces de vacas y vaquillas
aparentemente sanas durante el reto o preparto, en los establos de la Comarca

Lagunera, utilizando la tincién de Ziehl Neelsen modificada.

4.2 Objetivos Especificos.

4.2.1 determinar la presencia de ooquistes de Cryptosporidium spp en heces
de vacas y vaquillas aparentemente sanas durante el reto o preparto, por
medio de analisis microscopicos con tincion de Ziehl Neelsen modificada.

4.2.2 Establecer la frecuencia de eliminacién de Cryptosporidium parvum en

vacas y vaquillas aparentemente sanas durante el reto o preparto.
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V. MATERIAL Y METODOS.

Fase de campo. El trabajo de campo se realizdé en 20 hatos lecheros de la
Comarca Lagunera, con una poblacion de 34,713 de vacas adultas de las
cuales 4,041 fueron vacas y vaquillas en reto. Se tomaron muestras del 2% (81
muestras) de las vacas secas y vaquillas, maximo 20 dias antes del parto,
todas ellas aparentemente sanas. Las heces fueron recolectadas del recto en
bolsas plasticas estériles, y mantenidas en refrigeracion para posteriormente

procesarlas.

Fase de laboratorio. Las muestras se trabajaron en el laboratorio de
parasitologia de la Unidad de Diagnoéstico del Departamento de Ciencias
Médico Veterinarias de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, Unidad
Laguna.

Procedimiento de la tincién. Se realizaron frotis con las heces frescas en
portaobjetos y se dejaron secar al aire, se enjuagaron con agua, para tefirlas
con la técnica de Ziehl Neelsen modificada. De acuerdo a los siguientes pasos;
se sumergieron por 30 minutos en Carbol Fucshina, posteriormente se
sumergieron en agua corriente hasta quitar el exceso de colorante, se
decoloraron en alcohol acido al 1 % (alcohol al 70% al 1% de &cido clorhidrico)
hasta obtener un color rosa en la tinciébn, se procedi6 a sumergir en agua
corriente para quitar los residuos del alcohol, asi como el exceso del colorante,
se realizé contratincion con azul de metileno por 5 minutos, después se lavo
con agua corriente hasta quitar el exceso de colorante. Las muestras se
prepararon para observarlas al microscopio, utilizando resina sintética y
cubreobjetos, para ello se aclararon las muestras con alcohol etilico al 96%,

alcohol etilico absoluto y Xilol.

Interpretacion de las observaciones. Los criterios de evaluacion se basaron

en la observacion de los ooquistes de color rojo brillante sobre un fondo azul.

Se observaron con el objetivo 40X, se contabilizaron 50 campos 6pticos antes

de considerar un caso negativo.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION.

Los resultados indican que del 100% de las muestras de vacas y vaquillas
aparentemente sanas en reto, ninguna mostré la presencia de ooquistes de
Cryptosporidium. Lo que contrasta con lo encontrado por Diaz de Ramirez ef
al, (2000) y Lorenzo-Lorenzo et al, (1983) ya que en investigaciones
separadas obtuvieron una alta proporcion de vacas periparturientas y en linea
de ordefio que excretaron ooquistes de Cryptosporidium spp. Ellos reportaron
que en vacas aparentemente sanas se han encontrado de 25 a 1.8 x10*
ooquistes por gramo de heces (opg), con una media de 900 opg de C. parvum.
Ellos consideraron que tomando un recuento medio de 445 opg con una
produccion de 30 kg/dia de heces por vaca, se pueden excretar mas de 30
millones de ooquistes por dia. Referido por Anderson (1998), otros resultados
como los de Atwill et al, (1998) indicaron que en vacas y vaquillas

periparturientas, en el suelo y postes, no hubo presencia de ooquistes.

Probablemente las becerras por su edad sean mas susceptibles a la infeccién
por Cryptosporidium, lo que coincide con las investigaciones hechas por Harp y
Goff (1998) y con ofras investigaciones como las llevadas por Faubert y
Litvinsky (2000).

La técnica que se llevd acabo en la investigacién fue la de Ziehl Neelsen, esta
se utilizé por ser econdmica y rapida para la deteccidn de ooquistes de
Cryptosporidium spp (Kehl et al., 1995). En un estudio realizado por Quilez et
al., (1996), se compararon las técnicas de Zielh-Neelsen, inmunofluorescencia
y ELISA, y se encontraron que las tres pruebas evaluadas tuvieron sensibilidad
y especificidad de un 96 a 98%. Sin embargo, existen otros estudios (Morgan et
al, 1998) que sugieren que pruebas como la reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR) tiene una sensibilidad y especificidad de hasta 100% hacia
el Cryptosporidium.
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VIl. CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS.

En la Comarca Lagunera en una muestra de vacas y vaquillas en reto,
alrededor de 20 dias antes del parto, no se observaron ooquistes de
Cryptosporidium spp.

De acuerdo a los resultados obtenidos y a las investigaciones revisadas, se
sugiere realizar otros tipos de estudios en vacas y vaquillas alrededor del parto
y buscar otras fuentes de infeccion como los roedores, ya que estos sufren de
la infeccion cryptosporidial que puede ser transmitida a becerros por la via

fecal-oral siendo estos una fuente de transmision importante.
También se recomienda la utilizacién de técnicas de diagnostico, mas
especializadas como ELISA y PCR para la deteccién de ooquistes de

Cryptosporidium.

Por dltimo es muy importante tomar medidas preventivas de salud publica ya

que presenta un peligro por ser una enfermedad zoondtica
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