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Resumen

Se determiné la presencia de ooquistes de Cryptosporidium spp de 20 hatos
lecheros de la Comarca Lagunera, con edades de 1 a 60 dias de nacidas. Se
tomaron muestras de 205 heces de becerras que presentaban signos de
diarrea, de las cuales se obtuvieron 63 casos positivos (30.7%). El estudio se
realizo en la época de inviemo. Las muestras de heces se procesaron realizando
frotis y se tifieron con la técnica de Ziehl Neelsen modificada para la observacion
de los ooquistes de Cryptosporidium spp, y se contabilizaron con el objetivo de
40X. Una vez identificados se formaron 5 grupos segun la intensidad de
eliminacion de criptosporidias. Se observaron con el objetivo 100X y por medio
de micrometria, se procedi6é a la medicién de los ooquistes. Los resultados de
las mediciones fueron analizados mediante estadistica descriptiva
encontrandose una mediana de 4.0 um, para el diametro y la longitud, asi como
una media de 3.98 um para longitud y para didmetro 3.86 ym. Con las medidas
observadas y considerando que las muestras son de bovinos, se sugiere que los
ooquistes de criptosporidias encontrados en becerras Holstein de la Comarca
Lagunera corresponden a Cryptosporidium parvum.
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1. Introduccion

Las especies de Crypfosporidium son parasitos del Phylum apicomplexa que
infectan la lamina basal de las microvellosidades del epitelio gastroinotestinal y
ademas respiratorio en una amplia variedad de hospedadores vertebrados,
incluyendo humanos (Ortega et al.,1999).Los individuos infectados han
demostrado un amplio espectro de presentaciones clinicas, pero la patogenicidad
de este género varia con la especie del parésito involucrado, el tipo, la edad, y el
estado inmunitario del hospedador ( Xiao et al., 2004).

En el ganado bovino, se han reconocido dos especies de este género:
Cryptosporidium parvum coloniza el intestino delgado y es un importante agente
etiologico en el sindrome de diarreas neonatales en becerras, ovejas, cabras,
cerdos, equinos, aves y nifios (Graaf et al., 2002). También puede presentarse en
varias especies de animales salvajes, reptiles, conejos, ratones (Fayer y Trout,
2000). En bovinos adultos cursa en forma subclinica y presenta bajos niveles de
infeccidn. En particular es de interés en salud publica por que puede persistir por
largos periodos en el ambiente. La otra especie es Criptosporidium andersoni que
se desarrolla en el abomaso, de bovinos adultos y su prevalencia es baja (Lindsay
et al, 2000). La produccién de leche se ve significativamente reducida en las
vacas afectadas (Diaz et al., 2002).

Dado al gran numero de ooquistes de liberacion en heces, el ambiente es
contaminado con esto, e infectan a otro individuo, permitiendo la rapida
diseminacion de este parasito hacia un grupo susceptible de individuos. De
acuerdo a estos antecedentes y considerando que existen dos especies de
Cryptosporidium spp en bovinos el objetivo de la presente investigacion es
describir la morfometria de ooquistes de Cryptosporidium spp en la Comarca
Lagunera.



2. Antecedentes

2.1. Taxonomia
Reino: Protista
Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoa
Subclase: Coccidia
Orden: Eucoccidiida
Suborden: Eimeriina
Familia: Cryptosporiidae
Geénero: Cryptosporidium
Especie: Cryptosporidium
(Fayer et al., 1990).

2.2, Etiologia

Las especies denominadas Cryptosporidium, frecuentemente consideradas como
especies validas, incluyen C. andersoni (ganado), C. baileyi (pollos y algunos 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
mamiferos), C. parvum (rumiantes y humanos), C wrairi (cuyos), C. saurophilum
(lagartos y  serpientes), y C. serpentis (serpientes y lagartos). Otras
morfolégicamente distintas de Cryptosporidium spp han sido encontradas en
peces, reptiles, aves y mamiferos, pero tienden a no ser nombrados (Xiao et al.,
2004). Esto ha dado a una nueva creacién de mdltiples especies incluyendo C.
agni (oveja), C. aserinum (ganso), C. cuniculus (conejos), C. garnhami
(humanos), C. rhesi (simios) (Fayer y Ungar, 1986).



Asi mismo, C. hominis en humanos ha sido conocida como una variedad mucho
mas estrecha en el hospedero que es morfolégicamente similar a C. parvum y
estudios de transmision cruzada han ayudado a distinguir entre ambos (Akiyoshi et
al., 2002).

Investigaciones recientes, han revelado que los ratones son portadores
genéticamente distintos de Cryptosporidium, el genotipo del ratén se conoce como
C. parvum (Morgan, et al., 1999). Esta Ultima especie fue referida previamente
como el genotipo C. parvum de los bévidos, el cual raramente es encontrado
naturaimente en ratones puesto que es predominantemente un parasito de los
rumiantes y de algunos humanos (Xiao et al., 1999).

2.3. Interaccién hospedador - parasito.

Es posible que el C. parvum fuera originalmente un parasito de roedores que se
ha establecido recientemente en el ganado. Esta expansién de hospederos de
Cryptosporidium es apoyada por la capacidad de C. parvum de infectar varios
tipos de mamiferos, incluyendo roedores. La diversidad genética de C. parvum es
menor que la de C. hominis (Strong et al., 2000).

Sin embargo, hasta el momento, C. parvum se conoce que infecta principalmente
a los rumiantes (ganados, ovejas, cabras, y ciervos) y a humanos, aunque hay
informes anteriores de infecciones por C. parvum que naturalmente ocurrian en
cerdos y ratones (Morgan et al., 1999).

Las infecciones confirmadas de C. canis se han encontrado en perros, coyotes,
zorros, y en humanos, asi como también C. felis ha sido encontrado en gatos,
humanos y bovinos (Xiao et al., 1999).



2.4. Ciclo biolégico

Los ooquistes en su estado de transmision infectan al hospedero susceptible por
la ruta fecal - oral. Otras rutas de transmisién pueden ser de individuo a individuo o
por contacto directo - indirecto, posiblemente incluyendo actividades sexuales, de
animal a animal, animal al humano, en las albercas, agua y alimento. (Fayer y
Trout, 2000). Cryptosporidium spp tiene un ciclo de vida monoxeno donde todos
los estados de desarrollo (asexual y sexual) ocurre en un solo hospedero
(O'Donoghue, 1995).

La esporulacion de los ooquistes es solo en estado exégeno y consiste en 4
esporozoitos con una pared de dos capas; estas son excretadas en heces que
infectan al hospedero. La fase endégena empieza después de la ingesta por el
hospedero. La pared de los ooquistes de Cryptosporidium spp, como la de otras
coccidias, tienen una capa interna y otra externa, las cuales se abren y los
esporozoitos salen del ooquiste. Estos parasitan las células epiteliales del tracto
gastrointestinal y respiratorio (Fayer et al., 1997).

Los esporozoitos libres se adhieren a las células epiteliales donde ellos se
internan dentro de vacuolas parasitas y se desarrollan a estados de trofozoitos
(O'Donoghue, 1995).

El trofozoito pasa a ser Meronte |, donde la multiplicacion es asexual, a la que se
llama esquizogonia o merogonia, cuando el trofozoito se divide en nucleos, C.
parvum tiene 2 tipos de esquizogonia o merontes. Para C. parvum el tipo |
desarrolla de 6 a 8 nucleos, mientras se incorporan dentro del merozoito a un
estado estructuralmente similar al esporozoito. Mientras maduran los merozoitos,
permiten a la esquizogonia infectar a otras células del hospedador desarrollando
dentro otros tipos: tipo | y Il en el cual se producen 4 merozoitos, solo los
merozoitos de tipo Il inician la multiplicacion sexual (gametogonia) habiendo
infectado nuevas células al hospedador a estado de microgametos, masculino y
macrogametos, femenino (Fayer ef al., 1997).



En la fase de cigoto de pared delgada o pared gruesa del ooquiste.
La mayoria de los ooquistes son de pared gruesa y, como apuntdbamos, se
eliminan con las heces, lo cual permite la diseminacién del parasito en el medio
ambiente y la infeccién de otros hospedadores. Sin embargo, un significativo
porcentaje de ooquistes (un 20% aproximadamente) poseen una pared fina, lo que
facilita su desenquistamiento dentro del mismo hospedador, dando lugar a un
nuevo ciclo (autoinfeccién). Este fenémeno, que no se observa en otros coccidios,
se considera responsable del desarrollo de infecciones graves en ausencia de
reinfeccion del medio ambiente, y puede ser causa de infecciones crénicas en

algunos pacientes (Marshall et al., 1997).

2.5. Epizootiologia

El indice de prevalencia para la infeccion de Cryptosporidium esta entre 1 a 3 %
en Europa y Norte de América pero es considerablemente alto en continentes
menos desarrollados, alrededor del 5% en Asia y aproximadamente 10% en Africa
(Marshall et al., 1997).

Estudios recientes de muestras fecales de animales asintomaticos de una granja
con infeccién sugestiva al parasito Cryptosporidium, mostraron estar presente en
el 20 % de los bovinos, ovinos, y caballos y en el 10% en cerdos (Olsen et al.,
1997).

Alrededor de 152 especies diferentes de mamiferos estan reportadas que han sido
infectadas con C. parvum (Dillingham et al., 2002).

Entre las especies de animales domésticos, sin duda la que es més afectada por
criptosporidiosis es la bovina, en especial los neonatos. Los resultados de
encuestas epidemiologicas son muy variables, pero por lo general indican una
morbilidad alta entre 10 y 85%. El sindrome diarreico tiene una etiopatogenia
compleja, pues cuando el Cryptosporidium es el Gnico causante la mortalidad es



baja, pero dependiendo de su asociacion con otros agentes infecciosos, del grado
de inmunidad y del estado nutricional del huésped, la mortalidad puede ser alta.
Las edades mas afectadas, conforme a las revisiones son de 4 a 30 dias de edad.
Mientras mas malas son las condiciones sanitarias del ambiente, principalmente
en donde permanecen los becerros, mayor seréa el riesgo de contagio y presencia
de la enfermedad (Ortalani y Castro, 2003).

Cryptosporidium parvum también ha sido el mas difundido enteropatégeno
identificado en los becerros neonatos. El 90% de las granjas de América se
protegen de esta coccidia, y el 92% de vacas adultas asintomaticas tienen
anticuerpos especificos de C. parvum, IgG, IgG1, IgG2 y IgM (Hunt ef al., 2002).

En una granja de ganado vacuno esta ampliamente considerada que puede ser
una mayor fuente de ooquistes de Cryptosporidium parvum, basado en la
observacion 7369 becerras de 1103 granjas (localizadas en 28 estados)
Concluyendo que casi todos los rebafios con 100 vacas estan infectadas con
Cryptosporidium parvum, particularmente son susceptibles en becerras
neonatales a la infecciébn y pueden excretar varios billones de oocistos a
desarrollar criptosporidiosis. Estudios recientes indican que después del destete y

en ganado adulto asintomatico también excretan ooquistes (Kuczynska et al,
2005).

El C. parvum es una de las mas comunes especies de Cryptosporidium
encontradas en el agua, pero es dificil determinar la fuente de los ooquistes de C.
parvum en el agua. No obstante la alta prevalencia de los ooquistes de C.
andersoni en la superficie de agua al igual que en el agua industrializada indica
que los rumiantes son probablemente una mayor fuente de contaminacién de
Cryptosporidium. C. baileyi, C. muris y otros genotipos desconocidos de
Cryptosporidium en el agua indican que la vida salvaje también contribuye en la
contaminacion del agua por ooquistes de Cryptosporidium (Xiao et al. 2000).



Hay también variaciones geogréficas en la distribucién de infecciones de C.
parvumy de C. hominis en seres humanos. En pacientes en el Reino Unido, C.
parvum fue mas comun durante la primavera mientras que C. hominis fue mas
comun a finales de verano y otofio. Muchos brotes de Criptosporidiosis en el
alimento y agua han sido causados por C. parvum en América del norte y Europa
(McLauchlin et al., 2000).

Bajo condiciones de laboratorio la mosca (musca domesticus) transporta
mecanicamente los ooquistes de C. parvum y observaciones preliminares indican
que esto también puede ocurrir dentro de una situacion natural (Graczyk et al.,
2000).

Posteriormente de la identificacién de la ubicuidad genética de los C. meleagridis,
C. felis y de C. canis (Xiao et al., 1999). Estos tres parasitos que se asocian
tradicionalmente con los animales, se han encontrado en pacientes con SIDA en
los Estados Unidos, Kenia y Suiza (Morgan, et al. 2000).



2.6. Signos clinicos

Esta enfermedad esta caracterizada clinicamente por diarrea abundante, acuosa,
amarillenta o verdosa, algunas veces con mucosa, estrias de sangre,
deshidratacién, emaciacién, anorexia, tenesmo y dolor abdominal. Esta
enfermedad es més severa y letal cuando se complica con otras infecciones
enteropatogenos tales como E. coli, Salmonella, Rotavirus, Coronavirus. La
Criptosporidiosis es frecuente en becerras y parece que esta relacionada con la
edad. La infeccién con Cryptosporidium es mas comlnmente reportada en
becerras entre 1 y 3 semanas de edad. Los ooquistes de Crypotosporidum spp se
detectan en becerras jovenes como de 3 dias de edad. La frecuencia de ooquistes
de Cryptosporidium fue 29.5% con diarrea en becerras jévenes de 1 mes de edad
y 10.7 % en becerras entre 1y 3 meses de edad (Arlasan., et a/ 2001).

2.7. Patogenia y lesiones

La infeccion, la cual se transmite por via fecal-oral, empieza con la ingestion de los
ooquistes y seguida de la exquistacion de los esporozoitos en el intestino, los
parasitos infectan el epitelio y al sufrir la reproduccién asexual seguida de la
reproduccion sexual donde se desarrollan (Tarek ef al., 2004).

Los mecanismos patofisiolégicos de Cryptosporidium inducen a la diarrea por
malabsorcién, inducida al dafio a las vellosidades atribuido al parasito. Ademas de
la malabsorcién, los problemas de digestion estan también reportados con
hipersecrecion mediada por una toxina (Fayer y Ungar, 1986).

El parasito invade el epitelio del intestino replicandose secuencialmente a través
del ciclo reproductivo, en el caso de becerras, en las heces se eliminan mas de
10" ooquistes por dia y ariba de 107 coquistes por gramo de heces. Puede
durar eliminando ooquistes por 3 a 12 dias en becerras, calculando
concentraciones elevadas de ooquistes. Macroscopicamente, el intestino



usualmente parece normal. A la necropsia, el cadaver se observa en una buena
condicién. Las drbitas poco hundidas y las visceras tienen superficies secas y
pegajosas, el estomago granular de color café, melena en el colén sugestiva a una
gastroenteritis hemorragica (Clark, 1999).

Microscopicamente las lesiones pueden extenderse a lo largo del intestino de las
becerras clinicamente afectadas; sin embargo algunas de ellas son encontradas
en el iledn, donde la destruccion de las células epiteliales resultan en atrofia de las
vellosidades e infiltracién de mucosa con neutréfilos y linfocitos. En muchos casos
subclinicos las infecciones solo son encontradas con pocos parasitos, con
inaparentes darfios en el intestino (Moon et al., 1985).

2.8. Diagnéstico

Los estados endbégenos del parasito en el borde de las microvellosidades de las
células epiteliales pueden ser detectadas histolégicamente por la tincion HE en
muestras intestinales fijadas 1 a 2 horas antes de su muerte. Los oocistos se
pueden ver microscépicamente directo en una citologia de heces contenidas en el
intestino, tefiidas con carbol fucsina, con la tincién modificada para bacilos acido
resistentes, la tincibn de Giemsa o por oftras tinciones. Otras Técnicas de
concentracién, también pueden ser utilizadas (Moon et al., 1985).

El diagnéstico se hace generalmente para la identificacion de ooquistes en las
heces haciendo apropiadamente el frotis para la citologia o a su vez el antigeno de
Cryptosporidium dentro de las heces por medio de una enzima inmunoabsorbente
para comprobar (Steiner et al., 1997).

El diagnoéstico en la infeccion en humanos esta inicialmente basada en la
identificacion del desarrollo de los estados del parasito por medio de una biopsia,
usualmente del intestino delgado y ocasionalmente del recto. Los estados son
organizados por el tamafio y localizacion que varia de 2 a 5 ym de didmetro,
individualmente o en grupo, sobre las superficies de los tractos respiratorio y
gastrointestinal, y parecen esféricos dentro del lumen. Otras técnicas en heces



incluye el de flotacién de Sheather en solucion de glucosa en sulfato de zinc (36 %
saturado) o sedimentacion con acetato de etil de formalina el mas efectivo. Esta
solucion nos permite un inmediato reconocimiento de los ooquistes tefiidos de
color rosa usando un alto poder de magnificacion, pero los ooquistes empiezan a
alterarse y perder sus caracteristicas esféricas. Otra técnica es por medio de la
tincion flourescente también estas se usan para detectar Cryptosporidium spp.
Estas incluyen naranja acridina, la cual causa florescencia en ambas formas
ooquistes y levaduras; auramina - rodamina, la cual solo tifie ooquistes pero no
siempre uniformemente y auramina - carbol fuscina, las cuales también se
distinguen entre levaduras y Cryptosporidum spp lo cual es significativamente
mejor que la tincién acido resistentes, pero no permite la visualizacion detallada
(Fayer y Ungar, 1986).

En pacientes que estan infectados con uno o mas parasitos como son Giardia
lamblia 'y C. parvum se usan de rutina métodos de diagnéstico con tincion
tricrébmica y tincién acido resistentes modificada y pueden ser insuficientes para
demostrar la presencia de estos organismos. El diagnéstico se puede comprobar
con un paquete comercial de inmunoenzimatico el cual puede ser interpretado
aproximadamente en 12 minutos fijados en formalina cen una sensibilidad del 98%
y con una especificidad de 100% (Garcia et al., 2003).

2.9. Control y tratamiento

Para el control de la propagacion de Cryptosporidium u otras coccidias, se
requiere la eliminacién del desarrollo de los ooquistes. Sin embargo bajo
condiciones favorables los ooquistes quedan infectando relativamente por largo
tiempo. Los ooquistes de Cryptosporidium spp se almacena en soluciones
acuosas a 4°C donde empiezan a perder su infectividad de 2 a 6 meses, pero
pueden ser viables de 6 a 9 meses e infectivos en cultivos celulares hasta por 12
IMeses. L3S Emperaings exnamas aecrarn @ viabimaaa ae los ooquistes, 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 a 20 minutos o manteniéndolo
45 °C por 5 a 20 minutos. Esto podria usarse como guia de tratamiento en la
comida o agua contaminada que no se conoce o que sospecha. Para la reduccién
potencial de los ooquistes es limpiar el agua y comida por la contaminaciéon con
heces. Incluso una alta concentracion ninguna prevenia la infeccién aunque
amprolium, arprinocin, dinitolmide, salinomicina, y sulfaquinoxalina reducen la
excrecion de los ooquistes. En becerras hay 9 medicamentos pero solo el
lasolacid es efectivo pero cuidado con la dosis pues puede ser toxico (Fayer y
Ungar, 1986).

Limpiar y  desinfectar es importante para reduci \a contaminacion dentro de \as
jaulas; todo el equipo tendria que moverse para lavar y eliminar. Lavar a alta
presion con manguera es muy efectivo para eliminar 99.98% de contaminacion
incluso cuando no se usan desinfectantes. En general la potencia de los fenoles
es muy util para la desinfeccién de las superficies sucias por que no se inactivan
por materia organica y son efectivos contra bacterias gram-negativas y virus. El
hipoclorito de sodio tiene un amplio espectro de accién pero rapidamente se
inactiva por materia orgénica. El formolaldehido es poco efectivo contra el agente
de Criptosporidia y es altamente toxico. Los mayores factores de riesgo incluyen
los parideros, los animales deben de ser separados en grupos de las sanas o
enfermas para que no haya transmisién de la enfermedad (Naylor, 2005).

Otro tratamiento es de 5 mg de lactato de halofuginona en 10 mL en una solucién
administrarse entre 15 y 30 minutos en la mafiana antes de dar la leche por 7 dias.
Sin embargo, halofuginona parece que reduce o elimina a los ooquistes,
retrasando la infeccion y reduciendo la severidad de Cryptosporidium en las
becerras (Jarvie ef al., 2005).
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La desinfeccién con cloro ha sido una barrera importante en la prevencién de
enfermedades por agua contaminada, pero C. parvum es muy resistente al cloro
y otros desinfectantes usados en el tratamiento de agua para consumo. La
preocupacion sobre la eficacia de cloro contra algun patégeno resistente como
Cryptosporidium, asi como su seguridad, y la salud, potencialmente ha llevado a
la consideracion de desinfectantes alternativos y estrategias de la desinfeccion,
como el tratamiento secuencial con dos o méas desinfectantes (Venczel et al.,
1997).

Los ooquistes de Cryptosporidium tienen paredes gruesas que pueden soportar
ambientes hostiles que los hacen resistentes a los desinfectantes quimicos tales
como el cloro, que es usado en forma tradicional en los sistemas de agua potable
municipal y en las piscinas (Avery et al., 2005).
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3. Justificacion

De acuerdo a los antecedentes descritos, donde se mencionan las pérdidas
economicas en el ganado lechero, asi como el potencial de la Criptosporidiosis
para producir enfermedad en el hombre, y tomando en cuenta que en la Comarca
Lagunera se estan realizando una serie de estudios sobre Criptosporidiosis para
abrir una linea de investigacioén con la cual se pretende ampliar los conocimientos
de dicha enfermedad en la Comarca Lagunera, la finalidad del presente trabajo es
obtener las medidas de los ooquistes de Cryptospridium spp para identificar por
medio de la morfometria las caracteristicas del parasito que se encuentra en la
region, especificamente en bovinos. Ademas de esto se tiene poca informacion
escrita y los resultados seran dados a conocer en congresos y revistas cientificas.

4. Qbjetivos

4.1. Objetivo general
Describir la morfometria de ooquistes de Cryptosporidium spp, en becerras
Holstein de la Comarca Lagunera, utilizando la tincién de Ziehl Neelsen y
observandolos en un microscopio foténico con micrémetro de ocular.

4.2. Objetivo especifico
4.2.1. Identificar ooquistes de Cryptosporidium spp en heces de becerras con
diarrea en hatos lecheros de la Comarca Lagunera, por medio de andlisis

microscépicos con la tincion de Ziehl Neelsen modificada.

4.2.2. Medir ooquistes de Cryptosporidium spp en heces de becerras con diarrea
en hatos lecheros utilizando un micrémetro de ocular.
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5. Marco de referencia

La Region Lagunera, se localiza en la parte central de la porcién norte de los
Estados Unidos Mexicanos. Se encuentra ubicada entre meridianos 102° 22’ y
104°47° WAG longitud oeste, y los paralelos 24°22’ y 26°23’ |atitud norte. La altura
media sobre el nivel del mar es de 1,139 metros. Cuenta con una extensidon
montafiosa y una superficie plana donde se localizan las dreas agricolas, asi
como areas 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 kilémetro,
generalmente hacia el norte y noroeste. La Comarca 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 los rios Nazas y Aguanaval, hasta antes de la
construccion de las presas Lazaro Céardenas y Francisco Zarco que en la
actualidad regulan su afluente. La Laguna, comunmente es conocida como
préspera regién, esté integrada por 16 municipios, 11 del estado de Durango y 5
del estado de Coahuila (SAGARPA, 1998).

El proyecto se llevo a cabo en establos ubicados en esta regiéon comprendiendo
los municipios del Estado de Durango, Lerdo y Gémez Palacio y del Estado de
Coahuila, Matamoros, Torreén, Francisco |. Madero y Viesca.
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6. Material y métodos

Fase de campo. El trabajo de campo se realiz6 en 20 hatos lecheros de la
Comarca Lagunera, de los estados de Durango y Coahuila, los cuales contaban
en ese momento con una poblaciéon de 3534 becerras. Se tomaron muestras de
heces de 205 terneras, de 1 a 60 dias de nacidas, todas ellas con signos clinicos
de diarrea. Las heces fueron colectadas del recto, estimulando la defecaciéon y
acondicionadas en bolsas plasticas estériles, siendo mantenidas en refrigeracion

para posteriormente procesarlas en el lugar de trabajo.

Fase de laboratorio. Esta se realiz6 en el laboratorio de Parasitologia de la
Unidad de Diagnéstico del Departamento de Ciencias Médico Veterinaria de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna, ubicado en
Torredn, Coahuila.

La micrometria se realizé en el Laboratorio Central de Diagnéstico Veterinario de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Auténoma de
Nuevo Leédn.

Preparacion de la tincion de Ziehl Neelsen. Se preparé Carbol Fucsina
utilizando 10 g de Fucsina basica (Hycel) diluida en 1 L de agua destilada, 100 mL
de alcohol absoluto (Analytica) y 50 mL de cristales de fenol (Merck). Para la
solucién madre de azul de metileno se utilizaron 1.4 g de colorante azul de
metileno (Golden Bell) y se diluyeron en 100 mL de alcohol de 96% (Analytica).
Para la solucién de trabajo se diluyd la solucidon madre en 90 mL de agua
destilada. Se preparé alcohol &cido al 1% utilizando acido clorhidrico (Merck) en
alcohol etilico al 70% (Analytica).
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Procedimiento de la tinciéon de Ziehl Neelsen. Se realizaron frotis de heces
diarreicas en portaobjetos, se secaron al aire y se procesaron con la técnica de
Ziehl-Neelsen modificada. Las muestras se enjuagaron en agua corriente para
eliminar residuos y polvos, se sumergieron en Carbol Fucsina por 30 minutos, se
lavaron en agua corriente hasta eliminar el exceso de colorante. Se decoloraron
en alcohol acido hasta obtener una tincién de color rosa, se continué con
enjuague con agua corriente para eliminar residuos del alcohol acido, se utilizd
el colorante azul de metileno por 2 minutos con la finalidad de hacer un contraste
en la tincién y se enjuagd con agua corriente con el fin de eliminar el exceso de
azul de metileno. Las muestras tefiidas se cubrieron con cubreobjetos, utilizando
resina sintética para observarlas e interpretarlas con un microscopio foténico.

Se utilizé un microscopio foténico, asi como el micrémetro de ocular y micrémetro
de objetivo o lamina de patrén (Carl zeiss; Anexo 1).
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7. Resultados

De los 205 becerros muestreados de 20 establos lecheros de la Comarca
Lagunera, el 100% presentaron diarrea. La edad de los animales fluctud entre 1 a
60 dias. En el momento del muestreo hubo una poblacién de 3534 becerras. Se
encontraron 63 casos positivos a los cuales se les realizé la medicion de longitud
y diametro de 1 a 10 ooquistes por caso segun la intensidad de excrecion. El
cuadro 1 muestra las diferencias que hubo entre longitud y didmetro,
observandose esta serie de datos para los resultados minimos de longitud de 3.0
MM y para diametro 2.8 um, asi como también los maximos para ambos 5.0 um,
con rangos para la longitud de 2.0 um, y didmetro de 2.2 um, con una mediana
para ambos de 4.0 um, la media de la longitud 3.98 um, y diametro de 3.86 um,
con un error estandar de la longitud de 0.016 um, y de | diametro de 0.017um, la
desviacion estandar para la longitud de 0.346 um, y del diametro de 0.372 pm.

En el cuadro 2 se observan las diferencias de las medias con su desviacion
estandard entre los 5 grupos de longitud y didmetro: El grupo 1 : longitud . 4.033
Mm ( + 0.371 um); didmetro. 3.95 ym ( + 0.408 um); el grupo 2: longitud. 3.872
Mm ( + 0.329 pm); didmetro 3.8 pm ( + 0.378 pm) ; grupo 3: longitud 3.991 pm ( +
0.290 pm); diametro 3.902 um ( + 0.35 pm); grupo 4: longitud 3.907 um ( + 0.315
um); didmetro 3.841 um ( + 0.337 pm); grupo 5: longitud 4.016 pm ( + 0.371 Mum);
diametro 3.845 um ( + 0.380 um).

El Cuadro 3 presenta el andlisis de longitud de los ooquistes de Cryptosporidium
spp entre grupos (diferencias entre medias en micras). Muestra una diferencia
significativa entre el grupo 2 y 5 que es de 0.144 um vy el cuadro 4 compara la
probabilidad de longitud de los ooquistes de Cryptosporidium spp que fue de
0.035 um (p < 0.05), entre el grupo 2 y 5.
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Cuadro 1. Estadistica descriptiva de las mediciones de los ooquistes de Cryptosporidium

spp
Longitud Diametro

No. de Casos 466 466
Minimos 3.000 2.800
Maximos 5.000 5.000
Rango 2.000 2.200
Mediana 4.000 4.000
Media 3.980 3.861
Error Std. 0.016 0.017
Desv. Std 0.346 0.372

Cuadro 2. Mediciones de los ooquistes de Cryptosporidium spp por grupos

Grupos Longitud Diametro
Media — Desv. Std. Media — Desv. Std.
1 4.033 (£0.371) 3.950 (£ 0.408)
2 3.872  (+£0.329)  3.800 (+0.378)
3 3.991 (£0.290)  3.902 (+0.350)
4 3.907 (+0.315)  3.841 (+0.337)
5 4.016 (+0.371) 3.845 (+0.380)
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Cuadro 3. Analisis de longitud de los ooquistes de Cryptosporidium spp entre grupos

(diferencias entre medias en micras)

1 2 3 4 53
1 0.000
2 -0.161 0.000
3 -0.042 0.119 0.000
4 -0.126 0.035 -0.084 0.000
5 -0.017 0.144* 0.025 0.109 0.000

*0.144 pm Estadisticamente significativo entre el grupo 5y 2

Cuadro 4. Comparacion de Probabilidad de longitud de los  ooquistes de
Cryptosporidium spp entre grupo

1 2 3 + b3
1 1.000
2 0.117 1.000
3 0.961 0.207 1.000
4 0.336 0.981 0.565 1.000
5 0.998 0.035* 0.976 0.200 1.000

0.035* entre el grupo 2 y 5 estadisticamente por que tiene que ser < 0.05.
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8. Discusion

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son similares a los obtenidos por
Masaaki et al., (2003), donde encontraron oocistos de Cryptosporidium en heces
de becerras de 2 — 28 dias de nacidas. También en esta investigacion se
presentan los promedios de las dimensiones de los ooquistes, donde se
encontraron tres tipos de criptopiridios con pruebas moleculares, siendo los C.
andersoni, con rangos de 7.4 ym por 5.1 um y de 7.6 um por 5.9 um y de C. muris
con 8.1 um por 5.1 um y C. parvum 4.8 pym por 4.2 um respectivamente, siendo
estas ultimas medidas similares a las nuestras.

Cryptosporidium andersoni infecta el abomaso del ganado y produce ooquistes un
poco mas pequerios que los de C. muris los cuales tienen medidas de 7.4 um por
5.5 um (6.0 ym a 8.1 um por 5.0 um a 6.5 uym) (Lindsay et al., 2000).

Los ooquistes maduros de C. parvum son ovoidales o esferoidales y no exceden
de 4.5 pm de diametro. Upton y Current proporciona medidas de 5.0 um por 4.5
Mm (4.5 pm a 5.4 um por 4.2 um a 5.0 ym) de longitud y didmetro y Tilley reportd
medidas de los ooquistes de 5.2 um por 4.0 um 6.0 ym (4.8 ym a 5.6 ym por 4.2
Hm a 4.8 um) de longitud y diametro (Xiao et al., 2004).

Los ooquistes de Cryptosporidum se han observado en heces de caninos en todo
el mundo. Los ooquistes de las heces infectan de manera natural a los perros y las
medidas reportadas son de 4.95 ym a 4.71 uym de longitud y didmetro. Estos
ooquistes son morfolégicamente indistinguibles de C. parvum y poseen antigenos
de superficie comunes, baséndose sobre la habilidad de infectar al humano y
bovinos, pero estos no infectan a los ratones como otros diferentes tipos de
Cryptosporidium spp, por lo cual se denominan C. canis (Fayer et al., 2001). Las
infecciones se pueden encontrar en caninos, coyotes, zorros y humanos (Morgan
et al., 2000).
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C. felis se observan en las heces de gatos y las medidas de los ooquistes son de
5.0 um por 4.5 MMy de 6.0 pm por 5.0 MM de longitud y diametro (Mtambo ef al.,
1996).

En los analisis morfométricos de otros estudios, algunos ooquistes de un felino
revelan medidas similares a C. parvum, entre 4.3 MM por 4.7 um o 3.8 um a 4.8
HMpor4.6 uma4.9 umy 4.0 MM por 4.6. um (Bornay et al., 1999).

Cryptosporidium wriari en cobayos las medidas son 5.4 ym por 4.6 MM (4.8 um a
5.6 umpor 4.0 uma 5.0 Mm) de longitud y diametro, teniendo C. parvum medidas
muy similares de 5.2 um por 4.6 um (Tilley et al., 1991).

C. hominis son parasitos que infectan a los humanos, previamente designados C.
parvum humano genotipo I, o genotipo H tienen una linea separada a C. hominis
basado biolégicamente en diferencias moleculares. C. hominis morfolégicamente
es idéntico a C. parvum 4.6 MM a 5.4 ym por 3.8 MM a 4.7 uym de longitud y
diametro (Akiyoshi et al., 2002).

Especies de Cryptosporidium en aves han sido encontradas mas de 30 especies.
C. meleagridis y C. baileyi son encontrados a lo largo del intestino y bursa,
ademas C. baileyi se ha encontrado en conjuntiva y traquea. C. galli se ha
encontrado en proventriculos de pollos. C. meleagridis son ooquistes ovoidales
con medidas 4.0 um por 4.5 um parecen indistinguibles a C. parvum (Lindasay et
al., 1990).

C. baileyi encontrado en pollos (Current et al., 1986) se ha observado en las
microvellosidades de enterocitos en Ia region del ileén y a largo del intestino.
Provocando una infeccion fuerte en |Ia bolsa de Fabricio y cloaca, no hay
resultados clinicos en iledn. Los ooquistes de pared delgada son observados con
medidas 6.2 um por 4.6 MM (5.6 ym a 6. um 3 por 4.5 uma4.8 Hm) de longitud y
diametro asi son mas largos y olongados como los de C. meleagridis. Asi



también C. baileyi en un gallo (Larus ridibundus) joven de 30 dias en |a Republica
Checa fue encontrado en el colén y otros sitios respiratorios y BF. Los ooquistes
con medidas de 6.4 um por 4.9 MM y sucesivamente fueron transmitidas a gallos
de 4 dias de edad (Gallus gallus domestica)

(Pavia’sek, 1993).

C. galli es un parasito recientemente redescubierto por diferencias de bases
biologicas, parece estar asociado a una enfermedad clinica con alta mortalidad,
con medidas 8.25 um por 6.3 Hm (8.0 um a 8.5 ym por 6.2 um por 6.4 Hm) de
longitud y diametro (Pavia'sek, 2001).

C. serpentis proporciona medidas Tilley 6.2 um por 5.3 MM (5.6 um a 6.6 um por
48 uma 5.6 um) de longitud y didmetro, pero Xiao obtiene medidas de 5.9 Hm
por 5.1 um de longitud y diametro.

Cryptosporidium saurophilum se encontré en 6 especies de lagartos, el sitio de
infeccion donde se hospeda es el intestino o cloaca. Los ooquistes con medidas
5.0 um por 4.7 um (4.4 MM a 5.6 ym por 4.2 ym a 5.2 Mm) de longitud y didmetro
(Koudela y Moudry, 1998).

C. molnari en peces los ooquistes casi esféricos 4.72 MM por 4.47 um (Alvarez y
Sitja, 2002).

Una investigacion muy completa sobre medidas de criptosporidios la reportan
Sréter et al. (2000), donde informan las medidas de C. parvum de 4.9 um (4.5 um
— 5.4 um) de longitud y diametro 4.4 ym (4.2 MM — 5.2 um); mientras que C.
meleagridis 5.0 ym (4.5um-6.0 Mm) de longitud y didmetro 4.4 MM (4.2 um - 5.3
pm); para C. felis 4.6 um (3.2 MM — 5.1 um) de longitud y diametro 4.0 ym (3.0 um
— 4.0 uym); asi como para C. baileyi 6.4 um (5.6 ym - 75 Mm) de longitud y
diametro 4.8 um (4.8 um - 5. um 7); C. serpentis 6.2 Hm (5.6 um - 6.6 pm) de
longitud y diametro 5.3 MM (4.8 um - 56 Mm); y para C. muris 7.7 MM (6.5 uym -
8.1) um de longitud y didmetro 5.2 MM (5.0 um - 6.0 um).
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9. Conclusiones

1.- Las medidas de los ooquistes observadas en nuestro estudio fueron las
minimas de 3.0 pm de longitud y de 2.8 MM de didmetro, maximas 5.0 MM de
longitud y didmetro, y una mediana de 4.0 um para longitud y didmetro las cuales,
de acuerdo a otros investigadores son similares a las de C. parvum.

2.- Tomando en cuenta la especie analizada, se sugiere que los ooquistes
observados del género Cryptosporidium corresponden a la especie parvum.

3.- Para tener una mayor especificidad de |a especie involucrada en las diarreas
de las becerras en Ia Comarca Lagunera, se requieren estudios por técnicas
moleculares o inmunoenziméticas, con anticuerpos monoclonales, para Ia
identificaciéon de antigenos especificos, debido a que por su morfometria se
pueden confundir con otras especies de Cryptosporidium como C. canis, C. felis,
C. hominis, C. meleagridis y C. wriari
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ANEXO 1
MICROMETRIA

Lamina patrén (LP), es una regla de 1mm dividida en 100 partes iguales de tal
manera que cada espacio es igual a: 7mm / 100 (constante en Ia formula).
Micrémetro de ocular (MO), es una escala dispuesta en una lentilla que se
coloca en el ocular del microscopio y las subdivisiones del fabricante.

Para calibrar el ocular micromeétrico

1.- Se inicia con el objetivo de menor magnificacion para luego hacerlo con los de
mayor.

2.- Se coloca LPen la platina y se enfoca la escala.

3.- El MO colocado en el ocular, se rota para sobre poner ambas escalas y
mediante la LP se hacen coincidir los ceros de las dos escalas.

4.- Una vez que se cuentan con las exactas coincidencias de Ia LP y el MO.

Se procede a la siguiente formula:
(LP) ( Constante 10 ) =
(MO)

Calibracién 100X

(LP 11 ) ( Constante 10) = 1 MM

(MO 11)
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Observacién con el objetivo de 100x

Ooquistes de Cryptosporidium de 4 um 4pum

Interpretacion de las observaciones. Los criterios de evaluaciéon se basaron
en la observacion de los ooquistes de color rojo brillante sobre un fondo azul.
Para después formarlo en 5 grupos segun la intensidad de eliminacién de
Criptosporidias de acuerdo:

(-) Ausencia de ooquistes; (+) 1 a 10 ooquistes; (++) 11 a 20 ooquistes; (+++) 21
a 40 ooquistes; (++++) 41 a 80 ooquistes; (+++++) mas de 81 ooquistes. Se
observaron con el objetivo 40X, se contabilizaron 25 campos Opticos, al
encontrar ooquistes, y fueron observados como minimo 50 campos antes de
considerar un caso negativo.
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