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RESUMEN

La criptosporidiosis es una infeccion entérica aguda de los animales y los seres
humanos causada por varias especies de Cryptosporidium genotipica Yy
fenotipicamente diversas. La especie de Cryptosporidium involucrada en los
becerros neonatos es C. parvum, observandose con altas prevalencias enbecerros
jovenes de un dia a dos meses de edad. En bovinos jévenes son mas frecuentes
C. bovis y C. ryanae, en adultos C. andersoni.La finalidad del presente estudio fue
determinar la prevalencia de Cryptosporidium sppen ganado lechero Holstein en
edades comprendidas de un dia de nacidos a doce meses de edad, en un Establo
lechero del municipio de Torredn, Coahuila. Se empleé la técnica de ZNm. Los
resultados obtenidos mostraron prevalencias de 30, 25, 5, 10 y 5% en los grupos
de animales de 1-60 d, 61-120 d, 121-180 d, 181-240 d y >240 d de edad,
respectivamente. Resultados similares o diferentes pueden ser observados de
acuerdo al estudio realizado en ganado lechero o de carne, o dependiendo de la
region geografica, a la epidemiologia, a la cantidad de muestras analizadas y al

método de diagndstico.

Palabras claves:Cryptosporidium, criptosporidiosis, ooquistes, bovinos,

prevalencia



ABSTRACT

Cryptosporidiosis is an acute enteric infection of animals and humans caused by
several species of Cryptosporidium genotypic and phenotypically different. The
species of Cryptosporidium involved in newborn calves is C. parvum, with high
prevalence in young calves from one day to two months of age. Young cattle are
most frequent C. bovis and C. ryanae, adult C. andersoni. The purpose of this
study was to determine the prevalence of Cryptosporidium spp. in Holstein dairy
cattle in aged a day of newborns to twelve months of age, in a stable dairy of
municipality of Torredn, Coahuila.ZNm technique was use. The results showed a
prevalence of 30, 25, 5, 10, and 5% in groups of animals from 1-60 d, d 61-120, d
121-180, 181-240 d and > 240 d of age, respectively. Similar or different results
can be observed according to the study conducted in dairy cattle or meat, or
depending on the geographical region, epidemiology, the number of samples

analysed and the diagnostic method.

Key words:Cryptosporidium, cryptosporidiosis, oocysts, cattle, prevalence
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l. INTRODUCCION

La criptosporidiosis es una enfermedad parasitaria de distribucion mundial
ocasionada por el parasito protozoarioCryptosporidium spp.,principalmente por la
contaminacion del agua y los alimentos. La transmision de los ooquistes es oro-
fecal, en el intestino invaden las células epiteliales de las vellosidades de los
huéspedes animales, ocasionando una enteritis y criptitis (Hussein, 2011; Lee et
al.,, 2011). ElI géneroCryptosporidium pertenece al Phylum Apicomplexa, las
especies infectan una amplia variedad de huéspedes vertebrados (Hashim et al.,
2006), incluyendo a los mamiferos, manifestandose con diarrea aguda y profusa
(Xiao et al., 2004). Si la diarrea se vuelve persistente, puede causar la muerte del
huésped (Fayer et al., 2009). Se conocen alrededor de 26 especies de
Criptosporidium y se han descrito mas de 60 genotipos, la mayoria con algun
huésped especifico (Ryan et al., 2014)

La criptosporidiosis bovina es causada principalmente por cuatro diferentes
especies de Cryptosporidium, C.parvum, C, bovis, C. ryanae y C, andersoni
(Couto et al., 2014). La principal fuente de infeccion de la criptosporidiosis para el
hombre es el ganado bovino (Del Coco et al., 2009). Los efectos de la infeccién
varian dependiendo de la especie de Cryptosporidiuminvolucrada.Algunas
especies infectan a grupos especificos como roedores o rumiantes, mientras que
otras pueden infectar a muchas especies de huéspedes y todavia otras infectan
una sola especie de huésped (Fayer y Xiao, 2007).El conocimiento de la
procedencia de los parasitos que causan criptosporidiosis en las becerras es
esencial para el control de la enfermedad, ya que ésta es una de las principales
causas de la diarrea indiferenciada de las becerras y produce un significativo
impacto econdmico debido a los costos de gastos médicos y a las pérdidas en la
productividad (Xiao et al., 2004).

En los ultimos afios el parasito Cryptosporidium ha sido descrito como un

patdgeno emergente por su importancia zoondtica y por su implicacibn como



agente oportunista en individuos inmunodeprimidos. Para la deteccion de la
infeccion se han utilizado varias técnicas incluyendo la observacién microscopica
de ooquistes, deteccién de anticuerpos, antigeno y ADN, ademas de examenes
histoldgicos y ultraestructurales (AL-Megrin, 2015). Comunmente la deteccion de
la infeccion por Cryptosporidium requiere de la observacion del estado infectivo de

los ooquistes, los cuales miden de 4-6 ym de diametro (Connelly et al., 2008).

El método que puede ser utilizado para la deteccidon de rutina de criptosporidias en
muestras de heces, en casos de diarreas, debe ser aceptable en términos de
sensibilidad y especificidad, proporcionar resultados clinicamente relevantes y ser
econémico (Mittal et al.,2014).En general los resultados con la técnica
microscopica con tincion de Ziehl Neelsen muestran una baja sensibilidad
comparado con pruebas de ELISA y técnicas moleculares (AL-Megrin, 2015). A
pesar de que el valor diagnostico de la técnica de Ziehl Neelsen modificada (ZNm)
es limitado, la mayoria de las investigaciones de criptosporidiosis la utilizan para la
deteccién microscopica de ooquistes en muestras de heces para diagndéstico o
para utilizar las muestras positivas en posteriores estudios moleculares (Romero-
Salas et al., 2016; Henriksen y Pohlenz, 1981).

En la Comarca Lagunera se sabe que Cryptosporidiumspp infecta al ganado
lechero, principalmente a becerras lactantes (Delgado et al., 2007), sin embargo
hay pocos estudios sobre la infeccion en animales mayores, por lo cual en el
presente estudio se pretende identificar la ocurrencia de criptosporidiosis y su

relacion con la edad en animales con y sin diarrea.



2.1.

3.1.

3.1.1.

3.2.

3.2.1.

3.2.2.

HIPOTESIS

La prevalencia de Cryptosporidium spp. es mayor en las becerras

menores de 120 dias que en las becerras de 121 a 300 dias de edad.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la prevalencia de Cryptosporidium en becerras de un dia
hasta 300 dias de edad, en un establo lechero comercial del municipio
de Torredn, Coah.

Objetivos Especificos

Identificar ooquistes de Cryptosporidium en heces de becerras utilizando
la técnica de Ziehl Neelsen modificada.

Relacionar la ocurrencia de criptosporidiosis con la edad de las becerras
de acuerdo a los grupos de edad (dias): 1) 1a60d, 2) 61 a 120 d, 3)
121 a180d, 4) 181 a 240 d.



V. REVISION DE LA LITERATURA

4.1. Generalidades de criptosporidiosis

Tyzzer (1907), fue el primero que reconocié un parasito encontrado en las
glandulas gastricas de ratones comunes y describié sus etapas asexuales y
sexuales. Cada parasito tenia un organelo semejante a las gregarinas,
especializadopara la fijacion en las células del huésped. Al protozoario identificado
se le denomind Cryptosporidiummuris (C. muris) (Tyzzer, 1907; Tyzzer, 1910).
Mas tarde, Tyzzer (1912) describi6 otra nueva especie a la cual
llamoCryptosporidium parvum(C. parvum) (Tyzer, 1912). A partir de entonces se
han descrito una gran variedad de especies de Cryptosporidium causantes de
criptosporidiosis, las cuales causan enteritis aguda con diarrea severa en los

individuos afectados (Ramirez et al., 2004).

Desde que se descubri6 el género Cryptosporidium hace méas de un siglo, durante
70 afios la criptosporidiosis no fue considerada como una infeccién importante,
aun cuando se apreciaban infecciones en intestinos de los animales y causaba
ligera o nula enfermedad. Sin embargo, la asociacion de las criptosporidias con
infeccion en humanos y animales fue reconocida desde los afios 70s como
oportunista en individuos inmunodeprimidos (Panciera et al., 1971; Nime et al.,
1976; Powell et al., 1976; Tzipori y Widmer, 2008).

El modo de infeccion de las criptosporidias es por via fecal-oral, por contaminacién
de alimentos y agua(Hashim et al., 2006). La infeccion se inicia cuando se ingieren
ooquistes esporulados por un huésped, estos se someten a exquistacion en la luz
intestinal emergiendo cuatro esporozoitos, presentes en cada ooquiste, los cuales
invaden las microvellosidades del borde de cepillo del epitelio de la mucosa y se
desarrollan en trofozoitos. Estos trofozoitos sufren una division asexual
(merogonia) para formar ocho merozoitos dentro de merontes tipo |, y liberando

merozoitos invasivos que invaden las células adyacentes del huésped para formar



merontes tipo | adicionales o para formar merontes tipo Il. Los merozoitos
liberados de los merontes tipo Il no se reciclan, pero invaden las células el
huésped para iniciar la fase sexual. Los microgametocitos liberados de los
microgamontes fertilizan a los macrogamontes para convertirse en cigotos. La
mayoria de los cigotos se desarrollan en ooquistes con una pared gruesa de dos
capas, pero solo una minoria tiene una unidad de membrana que rodea a los
cuatro esporozoitos y facilita el ciclo autoinfectivo que mantiene la infeccion sin
mas la ingestion de ooquistes de pared gruesa. Esporulados, los ooquistes de
pared gruesa que contienen cuatro esporozoitos se liberan en las heces y

transmiten la infeccion entre los huéspedes (Chalmers y Katzer, 2013).

Actualmente se conoce que Cryptosporidium spp., €S un parasito
protozoarioentérico obligado del Phylum Apicomplexa, diseminado por todo el
mundo, yes una de las causas mas comunes de diarrea en humanos y animales.
Se considera que C. parvum representa un grave problema de salud publica ya
gue es un patdgeno zoondtico transmisible de una amplia variedad de animales al
hombre(Mohhammed et al., 2013).

4.2. Criptosporidiosis en bovinos

Al ganado bovino se le ha identificado como una fuente importante de
contaminacion ambiental de Cryptosporidium spp(Qi et al., 2015). El parasito
causatrastornos en rumiantes neonatos y es considerado como un agente
etiolégico importante en el sindrome de diarrea neonatal en becerros, corderos y
cabritos, causando considerables pérdidas econdmicas directas e
indirectamentedebido a la mortalidad resultante, al retardo en el crecimiento de los
animales, el costo de los medicamentos, a la asistencia veterinaria y el incremento
de trabajo involucrado (De Graaf et al., 1999). Ademas, las pérdidas econOmicas
asociadas con esta enfermedad en bovinos incluyen morbilidad, mortalidad y costo
directo del tratamiento, ya que la diarrea provocada por este parasito es una causa

importante de enfermedad y muerte en becerros jévenes (Schroeder etal., 2012).



Durante la ultima década, la criptosporidiosis pas6 de ser una rara infeccion, en
gran medida asintomatica a una enfermedad entérica aguda de los animales y los
seres humanos (Ramirez et al., 2004). Los becerros recién nacidos son
particularmente susceptibles a la infeccion, pueden excretar millones de ooquistes
cuando desarrollan la criptosporidiosis, y la enfermedad es considerada como un
grave factor de morbimortalidad que conducea grandes pérdidas economicas (Del
Coco et al.,, 2009). Los animales adultos, en ganado asintomatico, también
excretan ooquistes y el total del nimero de ooquistes excretados puede ser

considerable debido a la cantidad de heces producidas (Kuczynska et al., 2005).

En bovinos se han reportado las especies C. parvum (Anusz et al., 1990), C. bovis
(Fayer et al., 2005), C. andersoni(Lindsay et al., 2000), C. ryanae(Fayer et al.,
2008), C. felis (Bornay-Llinares et al., 1999), C. hominis (Smith et al., 2005), C.
suis, Cryptosporidium genotipo ciervo (Fayer et al., 2006), Cryptosporidium
genotipo suis y Cryptosporidium porcino genotipo Il (Langkjaer et al., 2007). Las
primeras cuatro especies (C. parvum, C. bovis, C. andersoni y C. ryanae), son las
principales responsables de criptosporidiosis bovina (Maikai et al., 2011; Slapeta,
2011; Wang et al., 2011).

C. parvum coloniza las células de las vellosidades intestinales siendo éste una
etiologia muy importante en el sindrome de la diarrea de los becerros recién
nacidos, 0s signos muestran depresion, inapetencia, fiebre, deshidratacion y baja
condiciéon corporal (Bjérkman et al., 2003). En los bovinos adultos C. parvum
puede cursar con una enfermedad subclinica y con bajos niveles de infeccién
(Singh et al., 2006). C. andersonisi se observa mas en bovino adulto, cursa sin
signos aunque se ha observado que causa lesiones leves de abomasitiscon una
leve hiperplasia epitelial e infiltracion de linfocitos, células plasméaticas y eosinoéfilos
en lamina propia (Masuno et al., 2006), ademas se ha asociado a una baja
produccion de leche y baja ganancia de peso. Se ha encontrado en ovinos y

caprinos, y se considera una especie zoondética (Feng et al., 2011). La especie C.



bovises mas frecuente queC. ryanaey ambas infectan becerros destetados y de
hasta un afio de edad (Santin et al., 2008), pero no se ha observado ningun signo

clinico de enfermedad (Fayer et al., 2008).

4.3. Transmision de Cryptosporidium spp.

Se ha demostrado que la principal fuente de contaminacion de los animales
susceptibles a Cryptosporidiumes el agua. Los ooquistes presentan mucha
resistencia ya que son capaces de sobrevivir al aire libre en el agua, el suelo y
puede parasitar diferentes huéspedes (Ramsay et al., 2014). Algunos estudios
mencionan que el 10% de las infecciones pueden ser transmitidas de individuo a
individuo y la mayoria de las ocasiones es debido a la contaminacién del agua
potable (Eisenberg et al., 2005).La criptosporidiosis zoonética también es
producida por el ganado bovino. Un de las principales causas de brotes de
criptosporidiosis en humanos es debida al contacto con terneros infectados con C.
parvum (Couto y Bomfim, 2012).

Los bovinos jovenes y adultos pueden eliminar miles de ooquistes durante el
periodo patente, esparciendo la forma infectante del protozoario en el ambiente
jugando un papel importante en la cadena epidemiologica de la enfermedad
(Couto y Bomfim, 2012; Anderson, 1998). Otro factor importante para la
transmision de la infeccion es el manejo posterior al parto. Los bovinos adultos
como portadores asintomaticos del parasito, eliminan ooquistes al medio ambiente
los cuales pueden infectar a los becerros recién nacidos (Garro et al., 2014),
surgiendo la posibilidad de infeccion inmediataal nacimiento. Otra situacion de
riesgo que favorece la transmisibn es una inadecuada condicion higiénica
(Chirinos et al., 2004).

En ocasiones, los bovinos infectados natural y experimentalmente eliminan

grandes cantidades de ooquistes en sus excretas sin que haya una demostracion



de signos clinicos y el periodo infeccioso es mas frecuente entre el primero y
segundo mes de edad (Iseki et al., 1989, Atwill et al., 1999).

Una variable zootécnica considerada como factor de riesgo para la
criptosporidiosis, es la de no lavar la ubre antes de alimentar a los becerros, ya
que las medidas de control basadas en las practicas de manejo, minimizan el
grado de exposicion al parasito, y asi se reduce significativamente su morbilidad
(Fitz-Sanchez, 2013).

El tratamiento al agua de suministro, compostaje de excretas, equipo de ordefio y
tanque de enfriamiento, asi como la asistencia técnica permanente bajo criterio de
un profesional son factores de proteccidn contra este parasito (Hernandez y
Cortés, 2012).

4.4. Signos clinicos y lesiones de criptosporidiosis

El primer reporte de criptosporidiosis se describié en una becerra de 8 meses de
edad. Los signos mostraron diarrea crénica y debilidad y las lesiones
macroscopicas fueron leves pero histologicamente se observé en intestino
delgado atrofia de vellosidades y presencia de diferentes formas de desarrollo de
criptosporidias en el borde de las microvellosidades del epitelio (Panciera et al.,
1971).

Las principales lesiones producidas por la infeccion debido a
Cryptosporidiumocurren en el intestino delgado, se observa hiperemia,
hemorragias leves, pérdida superficial del epitelio, atrofia y fusion de vellosidades,
dilatacion de las criptas, infiltracion de la lamina propia con neutroéfilos, presencia
de ooquistes de criptosporidias en la superficie epitelial, y ocasionalmente lesiones

similares en ciego y colon (Angus et al., 1982).



En animales inmunodeprimidos se observan varios estadios de parasitos
protozoarios, caracteristicos de criptosporidias,como cuerpos esféricos de 1.5 a
4.0 um de diametro en estdbmago, en el borde de las microvellosidades de la
mucosa intestinal, duodeno, yeyuno, ileon, ciego y colon, principalmente sobre las
puntas y a lo largo de los lados de las vellosidades intestinales, en las criptas de
Lieberkihn, en las glandulas de Brunner, en los conductos biliares y pancreaticos
y en la vesicula biliar. Las criptosporidias ocupan la superficie apical intracelular de
los enterocitos(Knight y Wright, 1978; Snyder et al., 1978).

En becerros infectados experimentalmente con Cryptosporidiumspp, se observan
criptosporidias libres en el lumen y adheridas al epitelio.Los ooquistes contienen
cuatro esporozoitos y no presentan una membrana esporoquistica. Los parasitos
pueden encontrarse extracelularmente y adheridos adyacentes a las
microvellosidades de las células epiteliales, los paréasitos adheridos son
detectados principalmente en las puntas de las vellosidades y pueden estar
presentes todos los estadios en una sola vellosidad. El sitio de fijacion se puede
caracterizar por una ausencia de desintegracion de las microvellosidades,
desorganizacion y desarrollo de una zona especializada de adhesion. Hay un
aumento del nimero de lisosomas e irregularidades en la membrana nuclear de la
célula epitelial parasitada. Estos cambios en el tejido epitelial contribuyen con la
diarrea (Pohlenz et al., 1978a; Pohlenz et al., 1978b).

También se ha descrito que en la diarrea infecciosa de los becerros participan
varios patdégenos asociados a Cryptosporidium spp como Coronavirus bovino,
Rotavirus Bovino y E. coli K99, principalmente (Moon et al., 1978; Schroeder et al.,
2012; Igen et al, 2013).Los signos clinicos incluyen diarrea amarillenta,
ocasionalmente con estrias de sangre y las lesiones macroscopicas, muestran
intestinos distendidos. Histologicamente las lesiones se observan a la mitad del
yeyuno e ileon, con vellosidades cortas desnudas o con células epiteliales
columnares bajas o0 cubicas e hipercelularidad en lamina propia. En el borde

superficial de las microvellosidades de las células de absorcion que recubren la
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parte media superior de las vellosidades en el yeyuno medio posterior e ileon, se
observan organismos con caracteristicas morfolégicas de Cryptosporidium. Los
mismos organismos son observados con menor frecuencia en las criptas de
Lieberkiihn y estan presentes lesiones con criptitis (Pohlenz et al., 1978a). Cuando
la lesién es mixta, Rotavirus + Cryptosporidium, las lesiones son mas severas con
vellosidades desnudas, pero similares a las descritas por la infeccién simple con
Cryptosporidium. Cuando participa Coronavirus + Cryptosporidium, el Coronavirus
también se detecta en células de absorcion y de las criptas del colon,las lesiones
histolégicas se observan a partir de yeyuno anterior con vellosidades ligeramente
mas cortas de lo normal, cubiertas por células epiteliales cubicas con un escaso
desarrollo del borde de cepillo (microvellosidades). La punta de algunas
vellosidades esta desnuda. En el colon hay areas focales de degeneracion en las
células de absorcion y descamacion con denudacion y sustitucion por células
cuboidales (Morin et al., 1976).

En el duodeno, los foliculos linfoides de la lamina propia y la submucosa estan
reactivos y prominentes. Un niumero moderado de linfocitos, células plasmaticas y
macréfagos asi como vasos sanguineos congestionados se observan en la lamina
propia. Un epitelio reactivo, evidenciado por excesiva eliminacién epitelial en la
zona de extrusion y un alto indice mitético, es una caracteristica sobresaliente
(Kovatch y White, 1972). También por examen histolégico se observa que las
etapas de desarrollo de las criptosporidias se encuentran con frecuencia en la
superficie del epitelio de las vellosidades en la parte distal del ileon. Las
vellosidades se acortan y se expanden, y el tejido conectivo de la submucosaes
infiltradopor células inflamatorias, principalmente de granulocitos

eosinofilos(Fischer, 1982).

4.5. Métodos de diagndstico de criptosporidiosis

Varios métodos han sido utilizados para detectar ooquistes de Cryptosporidium en

heces, pero existen dificultades para discriminar entre los microorganismos no
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criptosporidiales, de los microorganismos acido resistentes parecidos a las
criptosporidias y las criptosporidias (Casemore et al., 1985). La técnica de flotacion
es un procedimiento practico para detectar infeccion criptosporidial en becerros

con diarrea (Anderson, 1981).

Los ooquistes del género Cryptosporidiumse observaron por primera vez en las
heces de becerros infectados de forma natural utilizando el método de flotacion
centrifugacion con solucion saturada de ZnSOas y solucion de flotacion de Breza.
Los ooquistes recuperados de las heces fueron esporulados, esféricos o
ligeramente elipticos, con una pared lisa, sin color y delgada. En la preparacion
fresca después de la técnica de flotacion los ooquistes miden de 5.4 x 4.6 um,
mientras que en los frotis tefiidos con Giemsa, su tamafio promedio es de 4.8 x 4.3
pum. Una caracteristica tipica de los ooquistes es un cuerpo residual que aparece
como un punto oscuro en un polo del ooquiste cuando se observa con el
microscopio 6ptico. El ooquiste contiene cuatro esporozoitos que forman un borde
en forma de C alrededor del cuerpo residual, ademas, no se observan

esporoquistes (Pavlasek, 1982).

Se ha descrito un método de tincion Koéster modificado para coprodiagndstico
especifico de criptosporidiosis en heces de humanos y animales y la eficacia de
estas técnicas es comparada con otros métodos de tincidn. Las técnicas de Koster
modificada y Ziehl Neelsen son seguras y permiten una clara distincion entre
ooquistes de criptosporidias y levaduras, aunque la primera técnica da una mejor
diferenciacion de la estructura interna de la criptosporidia (Kageruka et al., 1984).

También las muestras de heces de becerros infectados experimentalmente con
criptosporidios han sido examinados con la técnica de frotis fecal directo. Los
ooquistes son detectados en las heces antes y durante un periodo que siguio a
una exposicién prolongada, sin embargo son mas facil de visualizar usando la
técnica de flotacion con solucion de dicromato que en forma directa. Es importante

considerar que las levaduras comoCandida albicans pueden confundirse con
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ooquistes cryptosporidiales en frotis fecales. Los ooquistes pueden ser facilmente
detectados en las muestras de heces desde los dos dias de infeccion hasta 120
dias en solucién de dicromato, incluso en animales sin diarrea. La técnica de
flotacion con solucion de dicromato es una técnica simple, rapida, barata y facilita
la deteccidn de criptosporidios por los laboratorios de diagnostico y algunos

médicos veterinarios (Willson y Acres, 1982).

Otra técnica utilizada es la histopatologia, a partir de intestino delgado y grueso de
becerros de 7 a 21 dias de edad, que hayan tenido criptosporidiosis. Se utiliza la
tincion de rutina de hematoxilina y eosina, hematoxilina y tartrazina, Giemsa
modificado de Wolbach, o tincibn con azul de toluidina y otras tinciones
policromaticas. Ademas, por medio de microscopio electronico de barrido las
criptosporidias son claramente visibles, adheridas en las microvellosidades de los
enterocitos de las vellosidades lesionadas por la inflamacion que se producen
incluso fuera del epitelio, y con frecuencia el material necrético obstruye las

salidas de las criptas de Lieberkuhn en el ciego de los terneros (Vitovec, 1982).

Aunque Cryptosporidium es encontrado en el tracto gastrointestinal, el tejido
obtenido de biopsias puede ser insuficiente para recuperar el organismo, por lo
cual, el estudio de muestras de materia fecal es un procedimiento no invasivo y
proporciona mejores oportunidades totales para la recuperacion del organismo.
Las muestras de materia fecal pueden ser remitidas en formalina al 10%,
dicromato de potasio al 5%, y polivinil alcohol y examinadas utilizando 15
diferentes métodos: Contraste de fase y microscopia de luz visible; Flotacién de
Sheather con azucar; Técnica de concentracion con formalina; Hidroxido de
potasio al 10%; Giemsa, Tricromica; Acido Periodico de Shiff (PAS); PAS
modificado; metamina de plata; Naranja de acridina; auramina-rodamina; Kinyoun
acido alcohol resistente; Ziehl-Neelsen carbolfuchsina; y un procedimiento
modificado &cido alcohol resistente. Cada técnica o combinacién de técnicas
fueron evaluadas para la cuantificacién de organismos, morfologia de organismos,

y facilidad de reconocimiento visual. Basado en éste estudio comparativo, la
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tincion con Ziehl-Neelsen modificada, de muestras de heces conservadas con
formalina al 10%, es recomendada para recuperar e identificar Cryptosporidium
(Garcia et al., 1983).

Tanto la técnica de flotacion con sacarosa de Sheater y la técnica de
sedimentacion de Ritchie con formalina y acetato de etilo mas una tincion Kinyoun
modificada (acido alcohol resistente) identifican en porcentajes similares ooquistes
de Cryptosporidium spp (McNabb et al., 1985).

Se ha descrito un examen simple en dos etapas, adecuado para uso rutinario,
utilizando auramina fenol y carbol fuchsina para la deteccién y un método de
tincién de Ziehl-Neelsen modificado para su confirmacion. Un método adicional,
utilizando tincién de Jenner y Giemsa, es de valor para la confirmacion de los
ooquistes, especialmente donde la microscopia de fluorescencia no esta

disponible (Casemore et al., 1985).

V. MATERIAL Y METODOS

5.1. Localizacion del area de estudio

Las muestras examinadas fueron obtenidas de un establo lechero comercial
ubicado en el km 6.5 de la carretera Torredn-Mieleras, en el municipio de Torredn,
estado de Coahuila. El establo tenia una poblacién de 2115 animales en el

momento del muestreo, con 1116 en las areas muestreadas.

5.2. Trabajo de campo

Se realizé un estudio de campo para determinar la prevalencia de Cryptosporidium
sppen los animales sujetos a investigacion. Se obtuvieron muestras fecales de 100
becerras Holstein, divididas en 5 grupos; G-1)1-60 d, G-2) 61-120 d, G-3) 121-180
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d, G-4) 181-240 d, G-5) 241-360 d. Las muestras se tomaron en una sola ocasion
durante el mes de marzo de 2014, directamente del recto, utilizandorecipientesde
polietileno (Cuadros 1y 2).
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Cuadrol. Toma de muestras de heces con y sin diarrea de acuerdo al grupo.

Grupo n No. de Presentacion de las heces
imal : e
animaes Diarrea  Semiliquidas ~ Normales
1 20 196 8 1 11
2 20 208 9 0 11
3 20 205 7 2 11
4 20 157 4 0 16
5 20 350 2 1 17

Cuadro 2. Alojamiento de los animales de acuerdo al grupo.

Grupo No. de Alojamiento No.
animales Jaula animales
por
corral/jaula
1 196 Jaulas 1
individuales
2 208 4 corrales 52
3 205 3 corrales 68
4 157 1 corral 157
5 350 6 corrales 68

5.3. Estudio de laboratorio

Las muestras fecales recolectadas fueron transportadas en refrigeracion al
laboratorio para su procesamiento. Cada muestra fue colocada en un recipiente,
se depositaron 10 g de heces con 3 mL de Dicromato de Potasio, para conservar
la muestra. Se realizaron extendidos en laminillas de vidrio, se secaron al aire y se
tifieron con la técnica de ZNm. Se observaron 40 campos, con un microscopio de
luz visible utilizando el objetivo de 40X, para dar el resultado positivo 0 negativo,
de acuerdo a las caracteristicas de tincion de los ooquistes. Los criterios para
evaluar la intensidad de excrecion fueron los siguientes: negativo (-), no se
observaron ooquistes: incipiente (+), de 1 a 10 ooquistes; leve (++), de 11 a 20
ooquistes; moderado (+++), de 21 a 40 ooquistes; y severo (++++), mas de 40

ooquistes.
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5.3.1. Técnica de ZiehINeelsen modificada

Los extendidos de heces se colocaron en Fucsina fenicada durante 30 minutos,
enseguida se lavaron con agua corriente para eliminar el colorante y se decolor6
con alcohol etilico al 96% con 1% de acido clorhidrico. Se lavaron las laminillas
para eliminar el exceso de la solucion decolorante y se tifieron durante 5 minutos
con Azul de Metileno. Se secaron al aire y se montaron con resina sintética y

cubreobjetos.

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron una prevalencia de
criptosporidiosis de 15%, 6 (40%) de animales con diarrea y 9 (60%) con heces
normales (Figura 1).Estudios realizados en diversas partes del mundo han
reportado prevalencias de la infeccién por Cryptosporidiumspp en becerras y los
resultados han sido muy variables.La prevalencia de Cryptosporidium spp. en
heces de bovinos se ha estudiado en paises asiaticos, europeos, sudamericanos y
norteamericanos, incluyendo a México, con prevalencias que se encuentran entre
1-85%, en animales de 1 dia hasta mayores de 2 afios de edad y en condiciones

de explotaciones extensivas e intensivas (Xiao et al., 2004; Delgado et al., 2007).

20 18
16
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12 11
9
10
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4 4
5
2 3 2 1 2 2 1
0 0 0
0
G1 G2 G3 G4 G5

Heces diarreicas Positivos diarreicas Heces normales Positivos normales

Figura 1.Animales positivos y negativos a Cryptosporidium spp, de acuerdo a laedad y a
la presentacion de las heces
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Nuestro estudio muestra prevalencias de 30% (G-1), 25% (G-2), 5% (G-3), 10%
(G-4), y 5% (G-5). EI mayor niumero de animales positivos se encontré en los
grupos G-1 y G-2 (Figura 2). Observandose unicamente infecciones de grado
Incipiente y Leve (Figura 3). La prevalencia de criptosporidiosis en becerras
lactantes de 1 a 30 dias de edad, es generalmente elevada, con rangos de 26% a
65%, observandose la mayor frecuencia entre los 7 y 21 dias de edad (Delgado,
2007; Icen et al., 2013).
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Figura 2. Prevalencia de Cryptosporidium spp, de acuerdo a la edad
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Figura 3. Intensidad de excrecion de Cryptosporidium spp, de acuerdo a la edad
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Algunas reportes en regiones de Meéxico, como un estudio realizado en el
municipio de Cuajinicuilapa, en la region de Costa Chica del Estado de Guerreo,
México, mostraron quela prevalencia mas alta fue de 3.14%, en becerros con una
edad de hasta 2 meses (Fitz-Sanchez, 2013). Otros estudios han demostrado una
alta prevalencia de Cryptosporidium spp. en animales jévenes, como el estudio
realizado en tres regiones ecologicas del estado de Veracruz, México, utilizando la
tincion con Kinyoun. Sin embargo, difieren los porcentajes ya que la prevalencia
general de criptosporidiosis fue 73.6% y la prevalencia por edad fue 72.4% en
becerros de hasta tres meses de edad y 74.4% en becerros de 6 a 12 meses
(Castelan et al., 2011). También altas prevalencias de Cryptosporidium spp han
sido demostradas en Aguascalientes, México, en donde se observo
criptosporidiosis en un 75% (Castillo et al., 2009).

En el Noreste de Argentina se encontré una prevalencia de 27% en becerras de 2
dias a 2 afios de edad, divididas en tres grupos; en lactantes de 20 dias a 4 meses
se observo 56%, en jovenes de 4 meses a 1 afio 24% y en adultas mayores de 1
afo 16% (Araujo et al., 2011). Resultados encontrados en Bogoté, Colombiafueron

de 5% en becerros de 1 a 2 meses de edad (Hernandez y Cortés, 2012).

Estudios realizados en Taiwan reportan un 32.6% de criptosporidiosis en ganado
bovino. En becerros menores de 1 afio se encontré un 33.8%, en vaquillas de 1 a
2 afos 27.9% y en vacas mayores de 2 afios 35.8%(Huang et al., 2014). Nosotros
solo muestreamos bovinos menores de 1 afio de edad y se aprecia que los
resultados difieren considerablemente. La causa pudiera ser debido a las
diferentes condiciones ambientales y geogréaficas, asi como a los sistemas de

explotacion, bioseguridad y numero de muestras analizadas.

En la Republica Checa se ha reportado la criptosporidiosis en el 63% de becerras

lactantes, principalmente a los 8 dias de edad (Fischer, 1982).
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En la costa este de los Estados Unidos (7 estados) se diagnosticaron en un 85%
en becerras antes del destete y el 1% en el postdestete (Santin et al., 2004). En
Canadéa se ha reportado la identificacién de criptosporidias en 26% de becerros
neonatos con diarrea acuosa y profusa, entre una y dos semanas de edad
(Sanford y Josephson, 1982).

Para la observacion de ooquistes de Cryptosporidiumspp.se utilizé la técnica de
ZNm, éste método se utilizé porque es la forma mas econoémica y rapida para la
deteccion de ooquistes de Cryptosporidiumspp. (Kehl et al., 1995; Rodriguez-
Hernandez et al., 1994), el andlisis microscopico de los extendidos de heces
tefiidos con ZNm es la técnica mas utilizada para el diagnostico de
Cryptosporidium en los laboratorios clinicos, ya que se sabe que los métodos de
detecciéon inmunolégica no son significativamente mas sensibles que la
microscopia convencional (Quilez et al., 1996). Sin embargo, los estudios con
técnicas moleculares presentanuna sensibilidad y especificidad de 100%
comparado con un 83% de sensibilidad y un 98% de especificidad para la

microscopia (Morgan et al., 1998).

La ocurrencia de diarrea causada por Cryptosporidium spp en la primer y segunda
semana de edad con eliminacion de criptosporidios es frecuente y comiunmente se
encuentran otros patdégenos asociados a la infeccion (Anderson, 1998). Nuestro
resultados mostraron que las becerras de 7 a 21 dias de edad presentan diarrea
asociadas a Cryptosporidium spp, con mayor frecuencia que en animales con
otros rangos de edad, y similarmente es manifestado por otros investigadores
(Reynolds y Morgan, 1986). La alta prevalencia e intensidad de infecciones por
Cryptosporidium spp en becerras de algunos hatos de la Comarca Lagunera

indican que estos son parasitos comunes en esta region (Delgado et al., 2007).

De acuerdo a los resultados observados, la susceptibilidad a Cryptosporidium spp.
varia de acuerdo con la edad, y a otros factores de riesgo que pueden diseminar a

infeccion, ademas otros enteropatdégenos pueden estar presentes en asociacion
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con Cryptosporidium para la presentacion de la diarrea en becerras (Emre et al.,
1998).

Con respecto a las becerrasde 12 meses de edad, los resultados contrastan con lo
encontrado por otros investigadores(Diaz de Ramirez, 2002), ya que obtuvieron
una alta proporcion de animales adultos que excretaron ooquistes de
Cryptosporidiumspp. En vacas aparentemente sanas se han encontrado miles
ooquistes por gramo de heces, y considerando una produccion de 30 kg/dia de
heces por vaca, se pueden excretar millones de ooquistes por dia. En otros

estudios, en vacas y vaquillas, no hubo presencia de ooquistes (Atwill et al., 1998).

Son varios criterios los utilizados para medir la intensidad de eliminacion de
Cryptosporidiumspp en heces. Se pueden agrupar en tres grados, el primero (+)
con menos de 5 ooquistes, el segundo grado (++) al observar de 5 a 10 ooquistes,
y el tercero (+++) con mas de 10 ooquistes observados en 20 campos Opticos a
400 aumentos(Bednarska et al.,1998). Otro criterio es observar 20 campos a 1000
aumentos y los gradian en 1 (+) de 1 a 5 ooquistes, grado 2 (++) de 6 a 20
ooquistes y grado 3 (+++) mas de 20 ooquistes(Emre et al., 1998). Nuestro criterio
sobre la evaluacion de la intensidad de eliminacion de ooquistes coincide con
Ortolani y Castro (2003). Estos investigadores comentan que el grado 1 se
presenta en animales asintomaticos o prepatentes, mientras que los grados 2y 3
predominan en becerros con diarrea. Podemos entonces inferir que entre los
grados de intensidad de eliminacion de ooquistes de Cryptosporidiumspp., se
detectan los grados de infeccion en forma incipiente (+), leve (++), moderada
(+++) y severa (++++), de acuerdo a los signos clinicos, aunque con muy poca

variacion en la interpretacion con los otros autores.
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VIl.  CONCLUSION

Se demostré una mayor prevalencia de Cryptosporidium spp. en los animales

jovenes de 1 a 60 dias. Los demas grupos presentaron una bajaprevalencia.

La técnica de Ziehl Neelsen modificada es adecuada para un diagnéstico rapido y
econémico, en caso de requerir investigaciones para conocer las especies son

necesarios métodos moleculares.

La intensidad de excrecidon en todas las edades la intensidad de excrecion fue
baja, por lo que se puede considerar que no exista un problema por

criptosporidiosis

Los resultados obtenidos muestran la importancia de tener un adecuado control de
excretas, asi como una correcta higiene dentro de las instalaciones y desinfectar
periédicamente los lugares donde existan riesgos de infeccion.
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