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RESUMEN

Se realiz6 un muestreo en 7 hatos lecheros de la Comarca Lagunera con
prevalencia conocida de criptosporidiosis crénica en becerras, con la finalidad de
identificar a las vacas y vaquillas positivas a la presencia de Cryptosporidium
parvum como factores de riesgo para la infeccion en becerras lactantes. Se
tomaron 93 muestras de heces de vacas y vaquillas con un maximo de 24 horas
después del parto, todas ellas aparentemente sanas. Las muestras se analizaron
con la prueba inmunoabsorbente ligada a enzimas con un paquete de diagnostico
comercial. No se observaron muestras positivas. Se discuten los resultados y se
sugieren estudios con diferentes técnicas de diagndéstico para descartar que las
vacas y vaquillas aparentemente sanas durante el parto puedan ser un vector de

transmision de Cryptosporidium parvum.
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| INTRODUCCION

Cryptosporidium spp. es un parasito entérico obligado del Phylum
Apicomplexa que infecta la region de las microvellosidades de las células
epiteliales de los érganos digestivos, respiratorios y biliar, afectando a una amplia
variedad de hospedadores vertebrados, incluyendo al humano, y es una
importante causa de enfermedades diarreicas en el mundo (Hashim y col., 2006;
Fayer y Ungar, 1986). Numerosos reportes de infecciones individuales, brotes en
rebafios e inspecciones regionales de ganado indican que la criptosporidiosis
bovina esta distribuida en todo el mundo. Es encontrada en varias razas lecheras
y de carne, es muy comun en becerros jovenes y esta asociada a menudo con

diarrea (Fayer y Ungar, 1986).

El modo de infeccion es por via fecal-oral, en alimentos y agua, y es
iniciada cuando los esporozoitos son liberados de los oocistos, éstos se fijan al
tracto intestinal e invaden las células epiteliales de la mucosa (Hashim y col.,
2006). Los becerros recién nacidos son particularmente susceptibles a la infeccién
y pueden excretar millones de oocistos cuando desarrollan la criptosporidiosis.
Estudios recientes indican que en animales adultos, el ganado asintomatico
también excreta oocistos, y el total del nimero excretado puede ser considerable
debido a la cantidad de heces producidas (Kuczynska y col., 2005). Los individuos
afectados han demostrado una gran variedad de manifestaciones clinicas, éstas
comunmente se presentan en individuos jévenes de la poblacion de los

hospedadores (Fayer y Ungar, 1986).

En cuanto al diagnéstico de la criptosporidiosis, la prueba de Western blot
es bastante sensible y es considerada como referencia o “prueba de oro”. Esta
prueba es técnicamente dificil y muy laboriosa, y para una Optima separacion de
antigenos se requiere un gel de poliacrilamida. Son necesarias nuevas pruebas
capaces de analizar gran numero muestras y de cuantificacion rapida para

estudios de poblaciones infectadas con C. parvum (Priest y col., 1999).



La infeccion de C. parvum en animales y humanos provoca el desarrollo de
una respuesta de anticuerpos caracteristica mediada por inmunoglobulinas G, M y
A en contra de los antigenos parasitarios de baja masa molecular en el rango de
27-y 17-kDa (Moss y col., 1998; Peeters y col., 1992). Esto permite el desarrollo
de una prueba de inmunoabsorbencia ligada a enzimas (ELISA) para la deteccién

de estos antigenos o de los anticuerpos especificamente.

En becerras los factores de riesgo para la infeccion son el agua y alimentos,
aunque también se menciona la eliminacién de oocistos por los animales adultos
(Diaz de Ramirez y col., 2002). En la Comarca Lagunera, estudios previos para la
deteccidn de oocistos en vacas y vaquillas antes del parto, con la técnica de Ziehl
Neelsen modificada, no evidenciaron la presencia del parasito, por lo tanto en este
estudio se pretende identificar antigeno del parasito utilizando la técnica de ELISA.



I ANTECEDENTES

Estos protozoarios intracelulares obligados de 2 a 6 um, dependiendo de la
etapa del ciclo de vida en que se encuentren, fueron durante mucho tiempo solo
una curiosidad biomédica. Antes de 1980, las infecciones con especies de
Cryptosporidium eran consideradas raras en animales, y en humanos se pensaba
que eran el resultado de un patégeno oportunista poco conocido en individuos
inmunodeficientes. A principios de 1982 el concepto sobre este parasito
protozoario cambio, al considerarlo una importante causa de enfermedades

diarreicas en humanos y algunos animales domeésticos (Current y Garcia, 1991).

Estudios sobre las caracteristicas estructurales de los oocistos, realizados
entre 1961 y 1986, resultaron en el nombramiento de aproximadamente 19
especies de Cryptosporidium de peces, reptiles, aves y mamiferos (Fayer y Ungar,
1986).

Cryptosporidium spp. es un patégeno especifico, sin embargo llega a
adaptarse, por ejemplo, el hospedador de C. felis es el gato, pero esta especie
también puede ser aislada en vacas (Bornay-Llinares y col., 1999) y C. parvum
puede causar enfermedad a personal de laboratorio, estudiantes de veterinaria y
trabajadores de los establos, aunque se reconoce como una infeccidn que se

observa principalmente en los becerros jovenes (Fayer y Ungar, 1986).

Se considera generalmente que los becerros de leche y de carne presentan
el mayor riesgo por su numero, distribucion, incidencia de infecciones y niveles
altos de excrecidon de oocistos. Los becerros neonatos son particularmente
sensibles a la infeccion y pueden excretar hasta 30 mil millones de oocistos 0 mas
en un periodo de 1 a 2 semanas (Kuczynska y Shelton, 1999). Una granja de
ganado vacuno estd considerada como una gran fuente de oocistos de
Cryptosporidium parvum ya que estan ampliamente distribuidos en el ambiente de

muchas explotaciones ganaderas, y son ingeridos por el ternero recién nacido



(Anusz y col., 1990). Ademas estudios recientes indican que becerros después del
destete y ganado adulto asintomético también excretan oocistos (Kuczynska y
col., 2005).

2.1 Etiologia

Cada especie o genotipo de Cryptosporidium tiene una especificidad
hospedatoria diferente. Actualmente, la identificacion de Cryptosporidium spp. y
sus genotipos es hecha en su mayoria por PCR-RFLP o analisis de secuencia de
antigenos y genes estructurales (Lowery y col.,, 2000; Spano y col., 1997;
Sturbaum y col., 2001).

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica de Cryptosporidium (Current y Garcia, 1991).

Clasificacion  Nombre Caracteristicas bioldgicas

Phylum Apicomplexa Las formas invasivas tienen complejo apical con
anillos polares, roptrias, micronemas, conoides y
microtUbulos subpeculiares.

Clase Sporozoasida La locomocion de las formas invasivas se da por
flexion deslizante del cuerpo u ondulacion.

Subclase Coccidiasina Ciclo sexual con merogonias, gametogonias y
esporogonias.

Orden Eucoccidiorida Merogonias presentes, se encuentran en
hospedadores vertebrados.

Suborden Eimeriorina Los gametos masculino y femenino se desarrollan
independientemente.

Familia Cryptosporidiidae ~ Monoxeno (ciclo de vida en un solo hospedador)

con etapas de desarrollo solo debajo de la
membrana de la célula hospedadora; oocistos con
cuatro esporozoitos; microgametos sin flagelos.




Cuadro 2. Especies nombradas de Cryptosporidium (Fayer y Ungar, 1986).

Especie Autor Hospedador
C. agni Barker y Carbonell, 1974 Ovis aries (oveja doméstica)
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 doméstico)
C. bovis Barker y Carbonell, 1974 Bos taurus (bovino europeo)
C. crotali Triffit, 1925 Crotalus confluens (vibora)
C. ctenosauris  Duszynski, 1969 Lagartija costarriquefia
C. cuniculus Inman y Takeuchi, 1979 Oryctolagus cuniculus (conejo
domeéstico)
C. felis Iseki, 1979 Felis catis (gato doméstico)
C. garnhami Bird, 1981 Homo sapiens (hombre)
C. lampropeltis Anderson, Dusynski, Marquardt, Lampropeltis calligaster (lagartija)
1968
C. meleagridis  Slavin, 1955 Meleagris gallopavo (pavo)
C. muris Tyzzer, 1907 Mus musculus (raton doméstico)
C. nasorum Hoover, Hoerr, Carlton, Hinsmany Naso literatus (pez)
Ferguson, 1981
C. parvum Tyzzer, 1912 Mus musculus (raton doméstico)
C. rhesi Levine, 1981 Macaca mulatta (mono rhesus)
C. serpentis Levine, 1981 Vivoras colubridas y crotalidas
C. tyzzeri Levine, 1961 Gallus gallus (pollo doméstico)
C. vulpis Wetzel, 1938 Vulpes vulpes (zorra comdn
europea)

2.1.1 Ciclo Biolégico

El ciclo biologico (Figura 1) comienza por la ingestion y la desenquistacion
de los oocistos en el tracto gastrointestinal del hospedador, liberandose de cada
uno de ellos cuatro esporozoitos con una pared de doble capa; la pared de los
oocistos de Cryptosporidium spp. es similar al de las otras coccidias, tienen una
capa interna y otra externa que se abren y los esporozoitos salen del oocisto. Una
vez liberados los esporozoitos (Figura 2) alcanzan el borde luminal de los
enterocitos mediante movimientos de contraccion, extension y deslizamiento. Alli
se invaginan siendo englobados por la membrana de la célula hospedadora, que
encapsula al parasito en el interior de la vacuola parasitofora y se desarrolla a



estadio de trofozoito. Este, pasa a merogonia, que es la fase donde ocurre la
multiplicacion asexual dentro de las células del hospedero (ectomerogonia), se
forman 8 & 4 merozoitos dependiendo de si es una esquizogonia de | o Il
generacion. Se reconoce la existencia de dos tipos de esquizonte, el de tipo | es el
primero en aparecer en el ciclo bioldgico y tiene 8 merozoitos, el tipo dos cuenta
con 4 merozoitos. Los tipo | pueden generar nuevas merogonias de primera
generacion o formar merozoitos tipo I, de éstos se desarrollan los macro y los
microgametos, la mayoria de los merozoitos tipo Il que entran en las células
hospedadoras forman macrogametos, y solo unos cuantos forman microgametos,
que contienen 16 microgametocitos en su interior; se cree que la temperatura
corporal de los mamiferos (+/- 37°C), las sales biliares y posiblemente la tripsina
son los factores que mas influyen en esta fase. 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. La unién de macro y
microgametocitos produce la formacién de la pared de los oocistos, que genera su
resistencia al medio ambiente y asi logran transmitirse de un hospedador a otro.
En el oocisto se formaran esporozoitos infectivos dentro de su pared. Los oocistos

son arrojados por las heces (Current y Garcia, 1991).

2.1.2 Morfologia

Los trofozoitos (Figura 3) son formas intracelulares ovales o redondas de
nacleo grande, y éstos y todas las formas de desarrollo subsecuentes tienen una
vacuola parasitofora rodeada de la membrana de la célula hospedadora. Los
trofozoitos se caracterizan por un nacleo grande, 1.0 a 1.3 um de diametro, que
contiene un nucleolo también grande, y por la ausencia de las estructuras del
complejo apical, que caracteriza a esporozoitos y merozoitos. Mientras el ndcleo
se replica, el Cryptosporidium spp. pasa de la fase de trofozoito uninuclear a la de
meronte (esquizonte) multinuclear. Dos tipos de merontes fisicamente diferentes
de 4 a 5um de diametro parecen desarrollarse secuencialmente (Fayer y Ungar,
1986).



Los merontes | (Figura 4) se desarrollan como la primera generacion
asexual de trofozoitos 0 merozoitos que dejan un meronte tipo | e invaden nuevas
células hospederas. Los merontes tipo | producen de 6 a 8 merozoitos que brotan
de una region distintiva conocida como la “zona de union” u “organelo de
alimentacion”, donde el meronte interactia con la célula hospedadora (Fayer y
Ungar, 1986).

Los merontes tipo Il (Figura 5) se desarrollan de los merozoitos tipo I:
producen 4 merozoitos y de cualquier forma parecen similares al meronte tipo I.
Los merozoitos tipo | y Il aparentan ser morfolégicamente idénticos. Tienen forma
de media luna con las partes anterior y posterior redondeadas y miden alrededor
de 5 a 1um. Contienen un Unico nucleo vesicular, reticulo endoplasmico, y una
variedad de granulos no identificados. Como la mayoria de los merozoitos
coccidianos, en la parte anterior hay organelos como conoides, un anillo polar,
roptrias y micronemas, pero no tienen cuerpos retractiles, mitocondrias,

microporos, o granulos polisacéaridos (Fayer y Ungar, 1986).

Los microgamontes no son encontrados frecuentemente, aparentemente
son etapas masculinas de vida corta. Observados ultraestructuralmente, en etapa
temprana contienen partes condensadas de nucleos, ribosomas, reticulo
endoplasmico y vacuolas ligadas a la membrana. Los nucleos esféricos
condensados o compactos son encontrados solo en la periferia de una masa
citoplasmica granulosa, mas no en la zona de union. En el desarrollo posterior los
ndcleos de los microgametos se mueven hacia fuera del citoplasma del

microgametocito hacia la vacuola parasitéfora (Fayer y Ungar, 1986).

De 14 a 16 microgametos se desarrollan de un microgametocito, que puede
alcanzar de 4 a 5 um de diametro. Los microgametocitos maduros de
Cryptosporidium spp. tienen forma de cufia con el polo apical aumentado y
cubierto por una membrana externa de doble pared que cubre una membrana

interna del polo apical. El polo apical es también un anillo polar del cual los



microtubulos se extienden posteriores en arreglo paralelo entre las membranas
interna y externa. Un nucleo compacto abarca la mayor parte del cuerpo elongado,
y a la mitad del cuerpo una mitocondria grande esta a un lado del nucleo (Fayer y
Ungar, 1986).

Las formas muy jovenes del macrogamonte (Figura 6), la etapa femenina,
son indistinguibles de los trofozoitos. Los macrogamontes son casi esféricos,
contienen un Unico ndcleo grande y reticulo endoplasmico, y estan rodeados por
una doble membrana. Debajo del citoplasma del microgamonte hay un organelo
de alimentacion. Los macrogamontes mas maduros, de 3.2 a 5um de diametro, se

distinguen por una variedad de granulos (Fayer y Ungar, 1986).

2.2 Epidemiologia

2.2.1 Factores de Riesgo

a) Tamafio del hato. Existe una relacion directa entre el nUmero de animales del
hato y el riesgo de infeccién (Garber y col., 1994). El riesgo es latente en
aguellas explotaciones con alta carga animal, donde el hacinamiento favorece
la transmisién del parésito. 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. Lo anterior justifica que la
presentacion clinica de la enfermedad esté asociada con la época del parto,
observandose un marcado incremento en la incidencia de nuevos casos al final
de la misma como consecuencia de la contaminaciéon progresiva de la
explotacion a lo largo de la época de partos (De Graaf, 1999).

b) Edad de los animales. Los becerros neonatos son en particular susceptibles a
la infeccion por Cryptosporidium parvum, se ha observado el parasito en
becerros de dos dias de nacidos (Moore, 1991), pero la mayor prevalencia
ocurre a las dos semanas de edad (Anderson, 1981). En animales mayores de
un mes la excrecibn de oocistos disminuye sensiblemente (Xiao, 1994).

También ha sido descrita la presencia del parasito en animales adultos, estos



casos generalmente cursan en forma subclinica y con bajos niveles de
infeccién. Sin embargo, se han reportado altas prevalencias (Scott, 1995), y
excrecion de hasta 1.8x10* oocistos por gramo de heces en vacas
aparentemente sanas (Scott, 1994), por lo que las vacas adultas juegan un
papel esencial como reservorios de éste parasito (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 estan en relacion directa con el riesgo de la
infeccion (Garber y col., 1994). En los sistemas de manejo donde los becerros
estan en contacto con otros el riesgo de transmitir la enfermedad es mayor, ya
gue se incrementa la probabilidad de transmision del parasito entre animales
infectados y susceptibles. Esta probabilidad aumenta en explotaciones donde
el becerro es alimentado por la madre (Mohammed, 1999). Se sugiere que la
exposicion inicial ocurre en los parideros, como consecuencia de la eliminacion
fecal de los oocistos por vacas periparturientas (Faubert, 2000). Debido a lo
anterior las vacas adultas asintomaticas pueden desempefiar un papel
importante en la epidemiologia de la criptosporidiosis en becerros (Scott,
1995).

2.2.2 Transmision y Patogenia

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 namero de oocistos pueden entrar al

sistema 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 patégeno flotante en el agua,

especialmente en donde los estandares de sanidad y la tecnologia de tratamiento

de agua son bajos (Current y Garcia, 1991). Algunos oocistos de C. parvum

agregados a muestras de agua pueden ser recuperados por filtros de alto volumen



disefiados para atrapar quistes del protozoario entérico Giardia lamblia. El uso y
posterior acondicionamiento de técnicas de recuperacion similares, en conjunto
con métodos de deteccion inmunofluorescente, han resultado en la demostracién
de la existencia de oocistos de Cryptosporidium en la superficie del agua potable y
en muestras de drenajes corrientes obtenidas de muchas regiones geogréficas de

los Estados Unidos y de otros paises (Musial y col., 1987).

Los oocistos también se fijan 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 a través de las heces (Kuczynska y col., 2005).

A diferencia de otros oocistos coccidianos, los de C. parvum estan
completamente esporulados y listos para iniciar la infeccion inmediatamente

después de la excreciéon (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 (Fayer y Ungar, 1986), 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 (Anusz y col., 1990).

Lippi y Castro (2003) examinaron 930 becerros en 43 rebafios en el estado
de Sao Paulo, Brasil, constatando que 21,5% de los mismos presentaban heces
diarreicas. Se observé que becerros agrupados en escala de edades de 8 a 15
dias evidenciaron mayores frecuencias de diarrea. Con relacion a la influencia de
la edad en la presencia de diarrea en becerros con Cryptosporidium, las
frecuencias mayores se observaron en las primeras tres semanas. Con relacién a
los portadores asintomaticos, no se encontraron positivos en la primera semana
de vida y una gran parte de ellos se encontraron de la segunda a la cuarta semana

de observacion.
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2.3 Signos y Lesiones

La infeccion puede ser asintomatica o bien, producir diarrea a veces
acompafada de vomito, dolores espasmadicos en el abdomen y fiebre en los

hospedadores aparentemente sanos (Okhuysen y col., 2004).

La enfermedad es caracterizada clinicamente por diarrea profusa y acuosa,
a veces con secreciones mucoides tefiidas con sangre, deshidratacion,
emaciacion, anorexia, debilidad, letargia o tenesmo. La enfermedad es mas
severa y letal cuando se complica con otros enteropatdgenos como Escherichia
coli, Salmonella spp., Rotavirus o0 Coronavirus en hospedadores
inmunodeprimidos (Arslan y col., 2001). Cryptosporidium ha sido identificado como
el segundo agente infeccioso mas comun de diarrea en becerros (Fayer y Ungar,
1986).

La mala absorcion y la digestion deteriorada pueden resultar en un
sobrecrecimiento de la microflora intestinal, un cambio en la presién osmdética a
través de la pared del intestino y en el flujo de fluido dentro del lumen del intestino.
La mala absorcion y la digestién deteriorada también han sido reportadas en
humanos infectados con C. parvum. La diarrea secretora comun a la mayoria de
los pacientes inmunodeficientes con criptosporidiosis sugiere una hipersecrecion
mediada por una toxina dentro del intestino (Current y Garcia, 1991). Aunque el
parasito normalmente se enquista en el intestino después de una o dos semanas
la infeccion persiste en pacientes inmunodeficientes, con riesgo de muerte
(Bankier y col., 2003).

La infeccién en el epitelio intestinal puede producir vellosidades romas,
hiperplasia de la cripta, destruccion del citoesqueleto y disminucién de la
absorcion de sodio (McCole y col., 2000). Con frecuencia el abomaso contiene
leche coagulada sin digerir, el intestino delgado presenta enteritis congestiva con

mucosa hiperémica mas no hemorragica. El contenido intestinal en ocasiones es
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amarillento y acuoso y puede haber acumulo de gas en ciego y colon (Ortega y
col., 1999).

2.4 Diagndéstico

El diagndstico clinico de las infecciones por Cryptosporidium se ha basado
primeramente en la deteccion de oocistos en heces. Gran variedad de métodos de
concentraciones y tinciones quimicas han sido reportados (Bronsdon, 1984;
Garcia y col., 1983; McNabb y col., 1985; Zierdt, 1984).

Una forma de diagndstico de criptosporidiosis se realiza con la identificacion
de oocistos esféricos, de 4 a 5um 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 agua generalmente no son Utiles para la
enumeracion de oocistos en heces de animales. Esto es por la gran cantidad de
particulas y material fibrinoso presente en las heces (Anusz y col., 1990). Las
dificultades en la deteccion y enumeracion de oocistos en muestras fecales estan
compuestas por variaciones en la consistencia entre las muestras individuales, la
cantidad de muestra utilizada y la cantidad de oocistos perdidos durante los
procesos de recoleccién (Parisi y Tierno, 1995).

Los frotis de las heces tefiidos con auramina-rodamina o la tincion de Zielh-
Neelsen, que son muy sensibles y especificas (Rochelle y col., 1999), ademas de
la tincion de Giemsa y Kinyoun modificada alcohol-4cido resistente (Garcia y col.,
1983) son aprovechados como herramientas para la identificacion de oocistos de

Cryptosporidium spp. Aunque una técnica muy precisa es la coloracion por el
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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). La tincion de Zeihl-Neelsen modificada alcohol-acido resistente
(MAFS) es recomendada para muestras de heces concentradas. Esta prueba es
rapida, sensible y poco costosa. Particularmente cuando esta presente un nimero

bajo de oocistos (Garcia y col., 1983).

Otras técnicas en heces incluyen la de flotacion de Sheather en solucion de
glucosa en sulfato de zinc (36% saturado) o sedimentacién con etilacetato de
formalina. Esta solucién permite un inmediato reconocimiento de los oocistos
tefiidos 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 tincidén fluorescente, que incluyen naranja de acridina, que causa
florescencia 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 inmunofluorescencia (Garcia y col., 1983; Rosenblatt y
Sloan, 1993) han aumentado la sensibilidad y especificidad sobre la de los
métodos de tincibn convencionales (Stibbs y Ongerth, 1986) especialmente
cuando el numero de oocistos en heces es bajo. Los estudios de prevalencia
deben verse especialmente beneficiados con las pruebas de inmunofluorescencia,
porque los individuos infectados asintomaticamente pueden arrojar oocistos en
pequefias cantidades (Arrowood y Sterling, 1989). La técnica de deteccién de
Cryptosporidium mediante inmunofluorescencia alcanza hasta un 100% de

sensibilidad y de especificidad (Rochelle y col., 1999).
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Los oocistos de Cryptosporidium parvum son detectados en tierra, agua y
desechos animales usando inmunoglobulinas marcadas con fluorocromo, con

microscopia fluorescente (Arrowood y Sterling, 1989).

En pacientes infectados con uno o mas parasitos como Giardia lamblia y C.
parvum se usan de rutina métodos de diagndstico con tincion tricrémica y tincién
acido resistente modificada, aunque pueden ser insuficientes para demostrar la
presencia de éstos organismos. El diagndstico se puede comprobar con un
paquete  comercial inmunoenzimatico que puede ser interpretado
aproximadamente en 12 minutos, filando en formalina con una sensibilidad de
98% y una especificidad de 100% (Garcia y col., 2003).

La capacidad de separacion inmunomagnética 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 sedimentos
originarias de muestras de agua ambiental contaminada con oocistos (Bukhari y
col., 1998).

Evaluaciones de microscopia inmunofluorescente directa (DFA) con
muestras de heces de bovinos han mostrado que este procedimiento puede
detectar concentraciones tan bajas como 1000 a 6000 oocistos por gramo de
heces. Xiao y Herd (1993) usaron heces de becerros para determinar la
sensibilidad de la prueba DFA. El material fecal de los becerros tiene un alto
contenido de grasa, el uso de heces de becerro puede no ser representativo del
desemperio de la DFA respecto al uso de heces de bovinos adultos. En humanos
el alto contenido graso de las heces ha demostrado reducir la sensibilidad de la
microscopia inmunofluorescente (Weber y col., 1992).

Una prueba de hemoaglutinacién pasiva con sensibilidad comparable a la

de deteccion de anticuerpos inmunofluorescentes (IFA) también ha sido descrita
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(Anusz y col., 1990; Kehl y col., 1995; Parisi y Tierno, 1995; Rosenblatt, y Sloan,
1993; Rusnak y col., 1989; Xiao y Herd, 1993). 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 tincién (Xiao y Herd, 1993).

Para realizar estudios epidemiolégicos para evaluar los riesgos de infeccion
de C. parvum asociados al agua de bebida y otras fuentes potenciales de
exposicidn son necesarias nuevas pruebas serologicas rapidas y sensibles. (Moss
y col., 1998).

Las pruebas de ELISA han sido usadas también para diagndsticos

coprolégicos de criptosporidiosis (Anusz y col., 1990; Rosenblatt y Sloan, 1993).

Se ha reportado el desarrollo de dos pruebas de ELISA para la deteccion de
anticuerpos para los antigenos 17- y 27-kDa. La prueba de ELISA para los
anticuerpos del antigeno 27-kDa usa una forma recombinante del antigeno,
mientras que la prueba para los anticuerpos del antigeno 17-kDa usa Triton X-114,
un detergente extraido de los oocistos enriquecido con el antigeno 17-kDa nativo.
Se ha visto que ambas pruebas son sensibles y especificas para la deteccién de
anticuerpos especificos de antigenos comparadas con la “prueba de oro” Western
blot (Parisi y Tierno, 1995; Priest y col., 1999).

2.5 Control

El control de esta enfermedad es 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 autoinfectacién: merozoitos
tipo | y esporozoitos derivados de oocistos de pared delgada. Se cree que ambas
etapas infectantes del ciclo de vida de C. parvum son responsables del desarrollo
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de infecciones severas en hospederos expuestos solamente a un numero reducido

de oocistos de pared dura (Current y Garcia, 1991).

2.5.1 Prevencioén

Para la prevencion 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 Cryptosporidium 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 pierden su capacidad de infectar. Con el calor humedo se pierde
su infectividad al calentarlo de 90 a 55°C entre 15 y 20 minutos. Esto podria
usarse como guia de tratamiento para la comida o agua contaminada que no se
conoce o0 que es sospechosa. Para la reduccion potencial de los oocistos se debe

limpiar el agua y comida de la contaminacion con heces (Fayer y Ungar, 1986).

Los oocistos de Cryptosporidium son muy resistentes a los desinfectantes
mas comunes y pueden sobrevivir por meses en el frio y la humedad. Un estudio
realizado para evaluar la eficiencia de desinfectantes comerciales demostro que la
exposicion al amonio (50% 6 mas) y formalina (10% 6 mas) por 30 minutos puede
matar los oocistos de Cryptosporidium. Aunque solo el desarrollo de suficiente
inmunidad por los animales puede detener el ciclo (Current y Garcia, 1991).

En algunos estudios, el ozono (otro método muy usado para el tratamiento
de agua) ha demostrado la eliminacion de la infectividad de los oocistos de
Cryptosporidium, cuando se mantuvo una concentracion de 1 ppm por 10 minutos
(Current y Garcia, 1991).
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2.5.2 Tratamiento

La criptosporidiosis entérica en hospederos inmunocompetentes es auto-
limitante, y el estado inmunitario del hospedero parece ser lo que determina la
severidad y duracion de la infeccion (Current y Garcia, 1991). Los terneros
afectados necesitan cuidados intensivos y alojamiento en un ambiente seco y
limpio, debe administrarseles antibidtico 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
(Moore y col., 2003).

Los probidticos son microorganismos viables no patdégenos que cuando son
ingeridos provocan efectos benéficos en la prevencion y tratamiento de
condiciones patologicas. Los mecanismos de accidbn que en general se han
atribuido a los probidticos incluyen la competencia por los sentidos de recepcién
en la superficie intestinal, estimulando el sistema inmunoldgico, la excrecién de
sustancias antimicrobianas y competencia con patdgenos por los nutrientes
intraluminales (Duggan y col., 2002). Lactobacillus y Bifidobacteria son las
bacterias &cidas lacticas que normalmente se encuentran en los productos
lacteos. Ademas, numerosos estudios in vitro en humanos y animales han
ilustrado claramente el potencial preventivo y terapéutico que pueden presentar

contra C. parvum (Foster y col., 2003).

Se ha tratado de desarrollar una vacuna pasiva contra criptosporidiosis en
rumiantes, de tal forma que proteja a los neonatos a traves del calostro (De Graaf
y col., 2002).

Algunos autores mostraron que crias de ratones pueden ser protegidas

contra la infeccion oral experimental con inmunoterapia pasiva oral con suero

hiperinmune, calostro o con anticuerpos monoclonales especificos (Riggs vy
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Perryman, 1987; Tilley y col., 1991). También, becerros neonatos pueden ser

parcialmente protegidos con calostro hiperinmune (Fayer y col., 1986).

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 conversion alimenticia,
ademas de dar como resultado un retraso en la infestacion de Cryptosporidium y

la eliminacion de oocistos se reduce (Trotz-Williams y col., 2005).

El tratamiento basado en decoquinato de sodio a razéon de 2.5 mg/kgPV/dia,
es decir 50 g 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 g/dia
por 4 dias, con lo que se logra una mejoria en 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. Ninglin agente terapéutico se ha

identificado claramente como eficaz (Fayer y col., 2000).

18



Il JUSTIFICACION

Recientemente se han realizado estudios epidemioldgicos de
criptosporidiosis en becerros Holstein de la Comarca Lagunera, encontrandose
que el 25.51% resultaron positivos. Ademas, para encontrar la fuente de infeccién
de los becerros con Cryptosporidium, se han investigado heces de vacas y
vaquillas antes del parto, durante el periodo de reto, no observando oocistos en

estas muestras, utilizando la técnica de Ziehl Neelsen.

De acuerdo a estos antecedentes, la finalidad del presente trabajo es
analizar una de las posibles fuentes de contaminacion que pudiera estar
involucrada en la infeccion, tomando como factor de riesgo la eliminacion de
oocistos de Cryptosporidium parvum por parte de vacas y vaquillas durante el
parto, en hatos lecheros con antecedentes de infecciones crénicas de
criptosporidiosis, utilizando la técnica de ELISA, ya que al ser C. parvum un
parasito oportunista, el estrés del parto podria permitir su desarrollo y la

consecuente excrecion de oocistos.
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IV OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar la frecuencia de Cryptosporidium parvum en heces de vacas y
vaquillas aparentemente sanas dentro de 24 horas posteriores al parto, en

establos de la Comarca Lagunera, utilizando la técnica de ELISA.
4.2 Objetivos Especificos

4.2.1 Identificar antigeno de Cryptosporidium parvum en heces de vacas y
vaquillas aparentemente sanas dentro de 24 horas posteriores al parto, en
establos de la Comarca Lagunera, utilizando la técnica de ELISA.

4.2.2 Establecer la frecuencia de eliminacion de Cryptosporidium parvum en

heces de vacas y vaquillas aparentemente sanas dentro de 24 horas posteriores al

parto, en establos de la Comarca Lagunera, utilizando la técnica de ELISA.
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V MATERIAL Y METODOS

5.1. Marco de Referencia

La Comarca Lagunera esta situada en la parte central de la porcion norte de
los Estados Unidos Mexicanos. Se encuentra ubicada entre los meridianos 102°
22’y 104° 47 longitud oeste y los paralelos 24° 22’ y 26° 23’ latitud norte. La altura
media sobre el nivel del mar es de 1,139 metros. Cuenta con una extension
montafiosa y una superficie plana donde se localizan las areas agropecuarias y

urbanas.

La topografia de la Region Lagunera en términos generales es plana y de
pendientes suaves, que varian de 0.20 a 1.0 metros por kildmetro, generalmente

hacia el norte y el noroeste.

Esta conformada por parte de los estados de Coahuila y Durango y debe su
nombre a los cuerpos de agua que se formaban alimentados por dos rios: el
Nazas y el Aguanaval, hasta antes de la construccion de las presas Lazaro

cardenas y Francisco Zarco, que en la actualidad regulan sus afluentes.

La Laguna, como comunmente es conocida la regidn, esta integrada por 16
municipios, 11 del estado de Durango y 5 del estado de Coahuila (INEGI, 1994;
INEGI, 1998).

Este proyecto se llevé a cabo en establos ubicados en esta Regidn
Lagunera comprendiendo el municipio de Gb&mez Palacio, Durango y los
municipios de Matamoros y Viezca, Coahuila.

5.2 Fase de Campo

Se analizaron 7 establos lecheros con prevalencia de criptosporidiosis

cronica en becerras. Se tomaron 93 muestras de heces directamente del recto de
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vacas y vaquillas recién paridas (maximo 24 horas después del parto). Se
utilizaron bolsas de plastico para transportar las muestras en refrigeracion, hasta

su procesamiento en el laboratorio.

5.3 Fase de Laboratorio

El estudio se realizd en el laboratorio de parasitologia de la Unidad de
Diagnostico del Departamento de Ciencias Médico Veterinarias de la Universidad

Autonoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna.

Se utilizé un paquete de diagnéstico comercial (Institut Pourquier*) para el
diagnostico antigénico de Cryptosporidium parvum en heces de bovinos por el
método inmunoabsorbente ligado a enzimas, siguiendo las especificaciones

requeridas por el proveedor.

5.3.1 Deposito de las Muestras

6 P = Control positivo
7 N = Control negativo
8 1 =Muestra 1

9 2 = Muestra 2...

12 92
93
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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a) Se depositaron 100 ul de control negativo en la celda Al, 100 ul de control
positivo en las celdas B1 y C1 y en el resto de las celdas las muestras

examinadas diluidas con 50 ul de solucion amortiguadora en cada una de las
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celdas siguientes a los controles y 50 ul de muestra de heces en cada celda
con la solucion amortiguadora.
d) Se cubri6 la placa con papel aluminio.

e) Se incubd la placa a 21°C ( + 5°C) durante 30 minutos ( + 3 minutos).

5.3.2 Primer Lavado

a) Se diluyé la solucion concentrada (20x) de lavado a 1/20 con agua destilada.
Esta solucion sera llamada en adelante “solucién de lavado”

b) Se vacio el contenido de la placa y se sacudio vigorosamente para eliminar
residuos, pero evitando que se secara.

c) Se llenaron todas las celdas con la solucién de lavado; y se vacid una vez mas.

d) Se repitio el paso anterior dos veces, para un total de tres lavadas, con especial

cuidado en evitar la formacion de burbujas.

5.3.3 Deposito del Conjugado

a) Se diluyé el conjugado 1/10 en la solucién amortiguadora de dilucion No. 8
b) Se depositaron 100 pul de la solucién del conjugado diluido en cada celda.
c) Se incubo la placa a 21°C ( + 5°C) durante 30 minutos ( + 3 minutos) mientras

se agitaba.

5.3.4 Segundo Lavado

a) Se vacio el contenido de la placa y se sacudié vigorosamente para eliminar
residuos, pero evitando que se seque.

b) Se llenaron todas las celdas con la solucion de lavado; y se vacié una vez mas.

c) Se repitio el paso anterior dos veces, para un total de tres lavadas, con

especial cuidado en evitar la formacién de burbujas.
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5.3.5 Revelado

a) Se depositaron 100 ul de solucion reveladora No. 5 en cada celda.

b) Se dejé incubar por 10 minutos a 21°C ( + 5°C) lejos de la luz.

c) Se depositaron 100 ul de “solucion de paro” por celda.

d) Se agit6é gentilmente la placa hasta que el color de la solucion fue homogéneo,

y se limpio cuidadosamente la parte de debajo de la placa.

5.3.6 Lectura

a) Se leyeron las densidades Opticas a 450 nm (DO 450). El fotébmetro se

blanqued primero al aire.
5.3.7 Criterio de Evaluacion
Los resultados fueron considerados confiables ya que el promedio de la
Densidad Optica a 450 nm (DO 450) del control positivo fue mayor o igual a 0.500,
y la proporcion entre el valor del promedio de la DO 450 del control positivo y el
valor DO 450 del control negativo fue mayor o igual a 5.

5.3.8 Interpretacion

Se calculé para cada muestra el porcentaje de la muestra sobre el control
positivo (M/P)

M/P = 100 x valor DO 450 de la muestra — valor DO 450 del control negativo
valor DO 450 del promedio del control (+) - valor DO 450 del control (-)

— Las muestras con porcentaje M/P menor o igual a 20 % fueron
consideradas negativas a Cryptosporidium parvum.
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— Las muestras con porcentaje M/P mayor a 20% fueron consideradas

positivas a Cryptosporidium parvum.

*Institut Pourquier, ELISA Cryptosporidium antigen screening — versiéon P00605/03
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VI RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados indican que del 100% de las muestras analizadas de vacas y
vaquillas aparentemente sanas durante las 24 horas siguientes al parto, ninguna

mostré la presencia de Cryptosporidium parvum.

El ganado adulto es comunmente considerado como una fuente potencial
de contaminacion del ambiente con C. parvum, pero hay desacuerdo sobre la
relativa importancia del ganado adulto en la contaminacién de los suministros de
agua con cantidades significativas de oocistos de C. parvum. La prevalencia
reportada de contaminacion fecal con C. parvum por ganado adulto de leche y
carne varia entre 0 al 10% (Villacorta y col., 1991; Atwill y col., 1998a, 1998b,
2003a; Fayer y col., 2000; Hoar y col., 2000; Sischo y col., 2000; Wade y col.,
2000; Huetink y col., 2001; Atwill y Pereira, 2003) hasta 20 a 70% en grupos
clinicamente sanos de ganado adulto (Lorenzo y col., 1993; Scott y col., 1995;
Quilez y col., 1996).

Nuestros resultados coinciden con los de Atwill y Pereira (2003) que
examinaron 43 muestras de vacas de no mas de 12 horas de paridas en establos
con criptosporidiosis confirmada en becerros, obteniendo todos negativos. Al igual
que Atwill y col. (1998a) habian examinado afios antes 154 vacas frescas de 1 a
21 dias, encontrandolas igualmente todas negativas, aunque en becerros de 7 a
21 dias encontraron una prevalencia del 92%. Vergara-Castiblanco y col. (2001),
del mismo modo, muestrearon 135 vacas adultas asintomaticas no encontrando

ninguna positiva.

Por el contrario, Lorenzo y col. (1993) encontraron un 71.75% de positividad
en 131 muestras de ganado adulto asintomatico, ademas de un 63.35% de
seropositivos a anticuerpos IgG de Cryptosporidium por medio de la prueba de
anticuerpos por inmunofluoresencia indirecta (IFAT) y 51.41% por ELISA.
Igualmente Scott y col. (1995) encontraron 62.4% muestras positivas en 553 vacas
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adultas aparentemente sanas. Mientras que Gow y Waldner (2006) encontraron
1.1% de muestras positivas en un muestreo a 560 vacas adultas productoras de
carne, y Mantilla (1997) 0.15% de las muestras de heces de vacas positivas y

2.8% de las muestras en vaquillonas y terneras positivas.

Algunas de las variaciones en la prevalencia observada en la contaminacién
fecal pueden ser explicadas por el uso de pruebas de diagndstico de diferente
sensibilidad y especificidad, pero muchas de las variaciones parecen ser resultado
de las diferencias en las poblaciones de ganado estudiadas, incluyendo la
diferencia entre los modos de operacidn entre explotaciones de leche y de carne,

distribucion de edades y practicas de manejo (Atwill y col., 2003).

Con respecto a los tipos de ganado, de leche y de carne, el rango de carga
parasitaria ambiental de C. parvum por unidad animal o por cantidad de materia
fecal esta condicionado a la distribucién por edades del hato (Atwill y col., 1998a,
1998b, 2003; Kuczynska y Shelton, 1999; Fayer y col., 2000; Huetnink y col.,
2001; Wade y col., 2000; Santin y col., 2004), la prevalencia de la infeccion esta
asociada con factores que incluyen el manejo de los terneros, la higiene del
establo y la edad al destete (Maldonado-Camargo y col., 1998; Atwill y col., 1999;
Mohammed y col., 1999; Hoar y col., 2000).

Actualmente se sabe poco sobre los rangos de carga parasitaria con C.
parvum en hatos comerciales. Existe gran cantidad de hatos de bovinos, lo que
indica también una gran acumulacion de desechos fecales. Para poder analizar
correctamente el riesgo de la contaminacién del agua con C. parvum debido a lo
anterior, el primer paso es obtener un valor estimado del nUmero de oocistos
presentes en el material fecal obtenido de los hatos. Esto ya sea desarrollando
sistemas de manejo de las excretas o calculando una carga maxima diaria de C.
parvum en el depdsito de agua; es necesario conseguir valores estimados
confiables de la cantidad de oocistos obtenidos de fuentes biologicas si se quieren
implementar sistemas de manejo para disminuir la contaminacion de las fuentes
de agua (Mantilla, 1997).
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Es importante identificar las fuentes mas importantes de este parasito,
siendo una de éstas el agua, por lo cual es primordial disefiar planes de manejo
para reducir la ocurrencia de C. parvum en el suministro de agua potable (Atwill,
1996), seguido por la implementacién de practicas adecuadas de manejo para
bajar la carga parasitaria (Rosen y col., 2000).
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VIl CONCLUSION

93 muestras tomadas de vacas y vaquillas frescas de no mas de 24 horas
de paridas en la Comarca Lagunera resultaron negativas a Cryptosporidium

parvum.

Los resultados obtenidos sugieren que en la Comarca Lagunera las vacas y
vaquillas entre las 0 y 24 horas siguientes al parto podrian no expulsar oocistos de

C. parvum y por lo tanto no ser fuente de transmision a los becerros.

De acuerdo a lo expuesto y a las investigaciones revisadas se sugiere
realizar mas estudios en ganado adulto, ya que no puede ser aun descartado
como fuente de transmision de criptosporidiosis a los becerros. Se recomienda el

uso de diferentes métodos de diagndstico como PCR o inmunofluorescencia.

Se propone ademas la examinacion del agua de bebida, la cama y la
madera de las jaulas de los becerros, el polvo e instalaciones en general para

determinar si en la Comarca Lagunera pueden ser éstas algunas vias de contagio.
Es importante conocer el modo de transmision de C. parvum, ya que al ser

un patégeno secundario, agrava las enfermedades entéricas, que son una de las

principales causas de pérdidas economicas en la ganaderia de la region.
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ANEXOS

. Trofozoito
Esporozoito

Célula epitelial
huésped

<
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Salida del
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PR L]

Oocisto maduro

Macrogamonte

Figura 1. Diagrama representativo del ciclo de vida de Cryptosporidium spp. Los esporozoitos
desenquistan de un oocisto y entra en las microvellosidades de una célula epitelial, donde se
diferencian a trofozoitos. Los trofozoitos, bajo proliferacion nuclear, forman merontes tipo |
(esquizontes). Un merozoito tipo | deja el meronte para formar un meronte tipo | o Il. Un merozoito
tipo Il deja el meronte para formar microgamontes o macrogamontes. El microgamonte fertiliza al
macrogamonte, que se desarrolla en un oocisto. Los oocistos esporulan in situ y pueden liberar
esporozoitos para autoinfeccion o salen del cuerpo en las heces (Fayer y Ungar, 1986).
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Figura 2. Microfotografia electrénica de barrido mostrando numerosas etapas del desarrollo de
Cryptosporidium en la region de las microvellosidades de la mucosa intestinal. Cada parasito esta
contenido dentro de una vacuola parasitofora que resalta afuera de la regién de las
microvellosidades del enterocito. Algunos merozoitos de un meronte tipo | maduro (M) estan
expuestas como resultado de una division de la membrana de la vacuola parasitéfora removida
durante el proceso. Las flechas apuntan a crateres en la superficie mucosa formada por vacuolas
vacias que permanecen después de la liberacion de los parasitos (Current y Garcia, 1991).

Figura 3. Fotografia electronica de transmision de un
trofozoito (t) en una célula humana desarrollada in vitro. El
ndcleo tiene un nucleolo grande (nu). Un organelo
alimentador (flecha) constituido por bandas citoplasméticas
paralelas se estd desarrollando sobre la densa zona de
uniéon con la célula hospedadora (h). Aumento x15,700
(Fayer y Ungar, 1986).
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Figura 4. Microfotografia electronica de
barrido de un meronte tipo | con siete
merozoitos (m) visibles. Aumento x12,000
(Fayer y Ungar, 1986).

Figura 5. Microfotografia electronica de barrido
de un meronte tipo Il con sus cuatro merozoitos
(m) visibles. Aumento x12,000 (Fayer y Ungar,
1986).

Figura 6. Microfotografia electronica de
transmision de un macrogamonte. Ndcleo
grande (n), reticulo endoplasmico (er), una
vacuola (v) y otros granulos son prominentes.
Un organelo alimentador (flecha) constituido por
bandas citoplasméticas paralelas se esta
desarrollando sobre la densa zona de union con
la célula hospedadora (h). Aumento x12,000
(Fayer y Ungar, 1986).
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