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RESUMEN

En la presente investigacion se determiné la intensidad de excrecion de ooquistes de
Cryptosporidium parvum en heces de becerras holstein de 1 a 60 dias de edad, con
signos clinicos de diarrea. Se tomaron muestras de heces frescas el 100% de becerras
que presentaron diarrea, en 20 establos lecheros de la Comarca Lagunera, el trabajo de
laboratorio se llevé a cabo en la Unidad de Diagndstico de la Universidad Autdonoma
Agraria Antonio Narro Unidad Laguna en Torreén Coahuila. Donde se realizaron frotis. Las
muestras de 205 laminillas se procesaron con la técnica de Ziehl Neelsen modificada para
la observacion de Cryptosporidium parvum de las cuales 65 fueron positivas. La
interpretacion fue visual bajo un microscopio de luz foténico. Para categohzar la intensidad
de eliminacién de acuerdo a cuatro criterios. El andlisis de los resultados se realizd
mediante estadistica descriptiva, a través de andlisis de varianza y de porcentajes.
Considerando este analisis, el mejor método para conocer la intensidad de eliminacién de
ooquistes de C. parvum acuerdo a los resultados descritos es el Grupo 1 ya que detecta
bien los grados de infeccién incipiente (+), leve (++), moderada (+++) y severa (++++)

(Otolani y Castro, 2003).
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1. INTRODUCCION

Las especies de Cryptosporidium son parasitos del Phylum Apicomplexa, que infectan la lamina
basal de las vellosidades del epitelio gastrointestinal afectando a una amplia variedad de

hospedadores vertebrados, incluyendo al humano (Sweitzer era/., 1997; Hashim etal., 2006).

Los individuos infectados han demostrado una gran variedad de manifestaciones clinicas, algunas
de ellas asintomaticas, esto comiunmente se presenta en individuos jévenes de la poblacion de los
hospedadores y siendo una enfermedad importante de humanos y terneros (Fayer y Ungar, 1986).
La patogenicidad de Cryptosporidium varia con la especie del parasito involucrado, el tipo, la edad,
y el estado inmune del hospedador. Las principales fuentes de infeccion de C. parvum en los recién
nacidos y en los animales jévenes no han sido identificadas (Sweitzer et al., 1997). En algunos
animales, como los reptiles infectados con C. serpentis o individuos que estan inmunodeprimidos,

la infeccidn es frecuentemente cronica y puede eventualmente ser fatal (Xiao et al., 2004).

El género de Cryptosporidium consiste en diferentes especies y genotipos. En las primeras
investigaciones casi todos los aislamientos en humanos fueron asignados como C. parvum. Dentro
del C. parvum, dos genotipos fueron descritos: el genotipo tipo | (humano), y el genotipo tipo Il (del
ganado), los dos genotipos difieren significativamente en sus genes y en la variedad en los

hospedadores (Xiao etal., 1999,47; Hashim etal., 2006).

En animales de establos, la presencia y las manifestaciones clinicas y patolégicas de
Cryptosporidium spp ocurre junto con interacciones de otros patégenos, C. parvum es considerado
como un importante agente en la etiologia del sindrome diarreico neonatal en becerros, borregas y

cabras jovenes, causando pérdidas econdémicas indirectas o directas (Dirk et al., 1999).



2. JUSTIFICACION

La escasa literatura nacional acerca de las diarreas de los bovinos relacionados con
Cryptosporidium spp nos permite abrir el campo del conocimiento sobre esta enfermedad, en busca
de la epidemiologia en la Comarca Lagunera para que con los resultados obtenidos delimitemos y

controlemos el problema en los establos lecheros de la regién.

Existen datos referentes a la cryptosporidiosis bovina en la Comarca Lagunera, como causante de

pérdidas econdmicas por la diarrea que produce en los becerros.

De acuerdo a estos antecedente la finalidad de la presente investigacion es encontrar el mejor
método para cuantificar la intensidad de eliminacion de ooquistes de Cryptosporidium parvum en

becerros con diarrea en la Comarca Lagunera.

La presentacion de la cryptosporidiosis ocurre entre los 4 a 30 dias de edad, mientras las malas

condiciones sanitarias del ambiente principalmente donde se encuentra los becerros, es mayor el

riesgo de contagio y presencia de la enfermedad.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar cuatro métodos con diferentes criterios para evaluar la intensidad de eliminacion de

ooquistes de C. parvum.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Identificar ooquistes de Cryptosporidium parvum, en heces de becerras con diarrea, por

medio de analisis microscopico con la tincion de Ziehl-Neelsen modificada.

3.2.2. Comparar cuatro métodos para medir la intensidad de excrecién de ooquistes de C. parvum

a partir de heces diarreicas de becerras Holstein con cryptosporidiosis.

4. ANTECEDENTES.

En el ganado bovino, han sido reconocidas dos especies del género Cryptosporidium, C. parvum y
C. andersoni (C. muris tipo bovino). El primero, coloniza el intestino delgado y constituye un
importante agente etiologico del sindrome diarreico de los becerros. En los bovinos adultos también
ha sido reportada esta especie, en los que generalmente cursa de forma subclinica y presenta
bajos niveles de infeccién. La otra especie, se desarrolla en el abomaso, es mas comun en bovinos
adultos y aunque presenta amplia distribucion, su prevalencia es baja. Aparentemente no causa
enfermedad manifiesta, pero la produccion de leche se ha visto significativamente reducida en las

vacas afectadas (Pedraza-Diaz et al., 2000).

El género de Cryptosporidium consiste en varias especies diferentes y genotipos que afecta a una
amplia variedad de hospedadores. Inicialmente, casi todos los aislamientos en humanos fueron

asignados como C. parvum. Dentro de este



género se han descrito dos genotipos: el tipo | (el genotipo humano), y el tipo 2 (genotipo del
ganado), ambos son responsables de iniciar una infeccion en humanos. Los dos genotipos difieren
significativamente en sus genes y en la variedad en los hospedadores (Sweitzer etal., 1997; Xiao et

al., 1999 47).

Estos parasitos infectan una amplia variedad de hospedadores vertebrados. En algunas especies
son limitadas como grupos de hospederos individuales, como es el caso de Cryptosporidium baileyi,

que infecta a los pollos (Spano etal., 1997).

4.1 Etiologia

Las especies de Cryptosporidium que son frecuentemente consideradas como especies validas hoy
incluyen a C. andersoni (ganado), C. baileyi (pollos y péjaros), C. canis (perros), C. felis (gatos), C
galli (pajaros), C. hominis (humanos), C. meleagridis (pajaros y humanos), C molnari (peces), C.
muris (roedores y algunos otros mamiferos), C. parvum (rumiantes y humanos), C wrairi (cuyos), C.
saurophilum (lagartos y serpientes), y C. serpentis (serpientes y lagartos). Otros morfolégicamente
distinto de Cryptosporidium spp ha sido encontrados en peces, reptiles, pajaros y mamiferos, pero

tienden a no ser nombrados (Xiao et al., 2000: Xiao etal., 2001).

Las especies de Cryptosporidium son parasitos protozoarios intracelulares que causan diarrea en
humanos y animales. La existencia Cryptosporidium en el medio ambiente son ooquistes de 5 u de
diametro, el cual contiene cuatro esporozoitos, los cuales son moviles de 1 a 5 um el cual se
adhiere e invade las células epiteliales del tracto gastrointestinal, aqui el parasito se replica a ocho
merozoitos de los cuales salen rompiendo las células infectando a otras células del hospedador y
completando un ciclo asexual en el ciclo biolégico (Dirk et al., 1999). Asi mismo, C. hominis en
humanos ha sido conocido, una variedad mucho mas estrecha en los hospederos, siendo
morfolégicamente similar a C. parvum y los estudios de la transmisiéon cruzada han ayudado a

distinguir entre ambos. (Akiyoshi etal., 2002).
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Las primeras conclusiones de C. hominis que no infectan experimentalmente a animales como
ratones, becerros, corderos y lechones prematuros, estudios recientes han demostrado claramente

que becerros, corderos y lechones pueden ser infectados con C. hominis (Akiyoshi et al., 2002).

4.2 Epizootioiogia

Las especies de Cryptosporidium spp. son parasitos protozoarios intracelulares que tienden hacer
una importante causa de diarrea y dafios gastrointestinales en una gran variedad de mamiferos,
incluyendo al humano (Dirk et al., 1999; Mackenzie etal., 1994), ganado bovino, ovejas, cerdos,
caballos y pollos. También puede presentarse en varias especies de animales salvajes, reptiles,
conejos y ratones. En el ganado bovino, fueron reconocidas dos especies de este género: C.
parvum y C. andersoni. La primera, coloniza el intestino delgado y constituye un importante agente
del sindrome diarreico. En bovinos adultos generalmente cursa de forma subclinica y presenta
bajos niveles de infeccion. La otra especie se desarrolla en el abomaso, es mas comun en bovinos
adultos y su prevalecia es baja. La produccién de leche se ve significativamente reducida en las

vacas afectadas (Diaz de Ramirez et al., 2002; Xiao et al., 2004).

Se han informado fuentes C. parvum en bovinos, que pueden causar la enfermedad al personal del
laboratorio, estudiantes de veterinaria y trabajadores de los establos. Ahora se reconoce como una
infeccion que se observa principalmente en los becerros jévenes de 1 a 30 dias de edad. (Fayer y

Ungar, 1986).
Los ooquistes se fijan a la tierra y al estiércol afectando frecuentemente a los bovinos en un modo

complejo y teniendo implicaciones en el transporte de éstos ooquistes a través a del estiércol

(Kuczynska et al., 2005).
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Una de las mayores causas de diarrea neonatal en los terneros es C. parvum y se le contribuyen
pérdidas econémicas significativas en la industria ganadera de carne y leche. Los ooquistes de C.
parvum que estan ampliamente distribuidos en el ambiente de muchas explotaciones ganaderas,
son ingeridos por el ternero recién nacido. Seguido por un periodo de incubacién de 72 a 96 horas,
se observa la diarrea en horas durante 2 a 10 dias y durante este tiempo son observados los

ooquistes en las heces (Anusz etal., 1990).

Los becerros recién nacidos son particularmente mas susceptibles a la infeccion y pueden excretar
billones de ooquistes en dado caso de que ellos desarrollen cryptosporidiosis. Estudios recientes
indican que en los animales adultos, el ganado asintomatico también excreta ooquistes. A través de
la excrecion, el numero total de ooquistes excretados puede ser aun considerable debido a la

cantidad de heces producidas (Morrissette y Sibley, 2002).

Un factor importante que se ha tenido en cuenta es la resistencia del los ooquistes ya que mantiene
su capacidad infectiva por periodos de tiempo prolongados, esto le da una mayor resistencia hacia
las condiciones medioambientales y a los desinfectantes usuales. Dicho lo anterior, ellos pueden
sobrevivir en el ambiente, paredes, comederos, bebederos, los utensilios utilizados en las unidades
de produccion. Esto facilita la difusién de la enfermedad gradualmente. Las Unicas condiciones
fisicas que afectan su potencial infectiva son las temperaturas extremas y sobre todo desecacion

(Robertson et al., 1992).

Los ooquistes de Cryptosporidium son muy resistentes a los desinfectantes mas comunes, y
pueden sobrevivir por meses bajo el frio y la humedad. Un estudio realizado para evaluar la
eficiencia de desinfectantes comerciales demostré que la exposicion al amonio (50% o mas) y
formalina (10% o mas) por 30 minutos puede matar los ooquistes de Cryptosporidium (Current y

Garcia, 1991).



4.3 Ciclo biolégico

Los ooquistes en su estado de transmision infectan al hospedero susceptible por la ruta fecal - oral.
Otras rutas de transmision pueden ser de individuo a individuo o por contacto directo - indirecto,
posiblemente incluyendo actividades sexuales, de animal a animal, 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) ocurren en un solo hospedero (O'Donoghue, 1995; Dirk
et al., 1999). Diferentes estudios de aislamientos (becerros y humanos) de C. parvum en ratones
revelaron que el ciclo de vida de este parasito es similar al de otras coccidias (e.g., Eimeria e

Isospora spp) (Current y Garcia, 1991).

La esporulacién de los ooquistes es solo en estado exdgeno y consiste en 4 esporozoitos con una
pared de dos capas; estas son excretadas en heces que infectan al hospedero. La fase enddgena
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, 1997). Los esporozoitos libres se adhieren a las células epiteliales donde ellos
se internan dentro de vacuolas, parasitan 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 nudcleos, 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, 1997).
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La mayoria de los ooquistes son de pared gruesa y se eliminan con las heces, lo cual permite la
diseminacioén del parasito en el medio ambiente y la infeccion de otros hospedadores. Sin embargo,
un porcentaje significativo de ooquistes (un 20% aproximadamente) poseen una pared fina, lo que
facilita su desenquistamiento dentro del mismo hospedador, dando lugar a un nuevo ciclo
(autoinfeccidn). Este fendmeno, 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 croénicas en algunos individuos (Marshall etal., 1997).

Cada generacion de parasito puede desarrollase o madurar dentro de 12 a 14 horas. El ciclo de
vida es rapido auntoinfectivo, puede verse un gran nameros de células parasitadas y el sitio de
infeccion secundarias en el duodeno y a lo largo del intestino delgado. En individuos
inmunodeprimidos, parasitados tienden a ser encontrados en el estdmago, conducto biliar, ducto

pancreatico, y tracto respiratorio (Dirk etal., 1999).

4.4 Transmision

La transmision en terneros y humanos, ocurre cuando un individuo infectado excreta ooquistes a
través de las heces al ambiente y un individuo susceptible ingiere ooquistes de forma directa o
indirecta a través de agua contaminada. La excrecion de ooquistes puede durar de 3 a 12 dias en
los terneros (Anderson, 1998), permitiendo concentraciones altas de ooquistes en construcciones
confinadas. Una vez en el corral, estos ooquistes infectivos son inmediatamente ingeridos por otro
individuo, permitiendo rapido crecimiento de este parasito dentro de los hospedadores susceptibles

(Fayer, 1994).

Una fuente importante para la infeccién de C. parvum a individuos es la contaminacion de agua
para beber, alimentos o el ambiente contaminado. Asi como los ooquistes de C. parvum presentes

en agua de rio (la fase infecciosa se



encuentra fuera del huésped) puede permanecer viable durante varios meses, también se han
implicado la fauna y salidas de aguas contaminadas de las alcantarillas como fuente de transmision

(Hansen y Ongerth, 1991)

Este parasito microscépico se encuentra en heces fecales. En becerras y en humanos, y es
transmitido por la ruta oral-fecal. La enfermedad comienza cuando un individuo susceptible ingiere
agua o alimento contaminado con los ooquistes de este parasito. Luego el parasito invade el epitelio
del intestino, se reproduce y entra a una secuencia de ciclos reproductivos que dan como resultado
la excrecién de ooquistes en heces. Dado al gran niumero de ooquistes liberado en heces, el
ambiente es contaminado con esto, estos ooquistes inmediatamente infectan a otro individuo,
permitiendo la rapida diseminacién de este parasito hacia un grupo susceptible de individuos. La

infeccion por criptosporidiosis afecta al intestino produciendo diarreas severas (Riggs etal., 2002).

Los resultados indican que los ooquistes que se fijan a la tierra estan afectando frecuentemente al
estiércol de los bovinos en un modo complejo y deberia tener implicaciones por como los ooquistes

pueden ser transportados a través el estiércol. (Hansen y Ongerth, 1991).

4.5 Patogenia

El sindrome diarreico tiene una etiopatogenia compleja, pues cuando el Cryptosporidium es el Unico
causante la mortalidad es baja, pero dependiendo de su asociacién con otros agentes infecciosos,
del grado de inmunidad y del estado nutricional del hospedero. La mortalidad puede ser alta

(Ortolani y Castro, 2003).

Se ha observado dos tipos de presentaciones de diarrea por cryptosporidiosis en forma natural que
son la malabsorcién y la secretora, producido por la destruccién parcial de la mucosa, baja en la
absorcion de NaCl asi como elevado nivel de prostaglandinas provenientes de tejidos inflamados,

que activan a las neuronas entérica secretomotoras (Hunt etal., 1998).
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El ooquistes C. parvum mas pequeiio que C. muris y se ha encontrado infectando intestino
delgado. Una especie C. muris infecta abomaso que al parecer ha sido reportado en infecciones
cronicas en ganado adulto. Los animales infectados con esta especie no tienen diarrea, aunque
ellos excretan el ooquistes durante varios meses. En la Ordefa la produccion y las ganancias de
peso usuales estan significativamente reducidas en el ganado infectado con Cryptosporidium spp.
Infecciones naturales causadas por ambas especies son muy prevalecientes en el ganado, ratones

salvajes, y ratas en todo el mundo (Fayer, 1997).

4.6 Signos y lesiones

Cryptosporidium spp. causa una enfermedad zoonotica emergente, cryptosporidiosis, en una
amplia variedad de animales, incluso los rumiantes recién nacidos y personas. La enfermedad se
caracteriza clinicamente por diarrea profusa, acompafada por heces amarillentas de consistencia
blanda o liquida y de olor desagradable (Ortega-Mora y Wright, 1994), a veces diarrea mucosa con
manchas de sangre, deshidratacién, apatia, depresion, emaciacién, anorexia, tenesmo y dolor
abdominal. La enfermedad es mas severa y fatal si se complica con la interaccion con otros
enteropatégenos como E. coli, Salmonella, Rotavirus, Coronavirus y en los individuos
immunodeprimidos. Cryptosporidiosis es prevaleciente en los terneros y parece estar relacionada
con la edad. La infeccién con Cryptosporidium se reporta mas comunmente en los terneros entre 1

y 3 semanas de edad (Arslan y Yunus, 2001).

La infeccion por C. parvum en el epitelio intestinal puede producir vellosidades romas, hiperplasia
de la cripta, destruccion del citoesqueleto y disminucion de la absorcion de sodio (McCole et al.,
2000). El abomaso con frecuencia contiene leche sin digerir formando coagulos, y el intestino
delgado presenta enteritis congestiva, la mucosa hiperemica, pero no hemorragica. El contenido
intestinal en ocasiones es amarillento y acuoso y puede existir acumulo de gas en ciego y colén

(Ortega et al., 1999).
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4.7 Diagnhadstico

El diagndstico de cryptosporidiosis se realiza con la identificacion de los ooquistes, esféricos, de 5
um o los estadios intracelulares en biopsia de la mucosa gastrointestinal tefiida con hematoxilina-
eosina la cual deberia de ser suficiente para identificar la morfologia de los estadios del parasito

intracelular y su localizacién dentro de las células del epitelio intestinal (Pafisi y Tierno, 1995).

En frotis de heces se puede realizar con tincion con Aramina Raditidina y la tincién de Zielh-
Neelsen las cuales son muy sensibles y especificas, son aprovechadas como herramientas para la
identificacion de ooquistes de Cryptosporidium spp (Rochelle et al., 1999; Weber et al., 1991; Clark,
1999 ).

Los ooquistes de Cryptosporidium son dificiles de ver en frotis fecales por que son incoloros,
transparentes y pequenos pues Cryptosporidium parvum miden 5.0 por 5.6 um y C. andersoni 7.4
por 5.6 um (Current et al., 1986). Con la solucién de sacarosa concentrada por medio de flotacién,
los ooquistes presentan una imagen de minusculos objetivos subesféricos que pueden estar
arrugados por la extraccién osmoética que el agua provoca por el medio hipertonico (Rodriguez,

2004)

La técnica mas precisa es la coloracién por el método Ziehl-Neelsen modificado para la deteccién
de ooquistes de Cryptosporidium en heces sin usar el calentamiento de frotis. Se observan los
ooquistes, acido resistentes de color rojo brillante sobre un fondo azul. También se utiliza la prueba

inmunoabsorbente ligada a enzimas (Parisi y Tierno, 1995).

Se han comparado los tres métodos diagndsticos mas utilizados: visualizacién de los ooquistes con
Ziehl-Neelsen o con inmunofluorescencia y la identificacién de antigenos por ELISA en materia
fecal, y se ha encontrado que todos tienen sensibilidad y especificidad de 96 a 98% (Quilez et al.,

1996).
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En la identificacion de los ooquistes de Cryptosporidium por la técnica de Azul metileno-Safranina
estos aparecen como cuerpos redondos de color naranja brillante, por lo general dentro de un

circulo claro, contra un fondo azul (Emre et al., 1998).

La técnica de deteccion de Cryptosporidium mediante inmunoflorecencia alcanza hasta un 100% de
sensibilidad y de especificidad y el limite de deteccién son 100.00 ooquistes/g de heces (Rochelle

etal., 1999).

4.8 Tratamiento

Dado que la cryptosporidiosis es una enfermedad autolimitante en individuos inmunodeprimidos,
Unicamente es un tratamiento de soporte para esta enfermedad. La rehidratacion intravenosa vy el
replazo de electrolitos pueden ser necesarios principalmente para la diarrea. En el tratamiento de la
rehidratacion oral pueden incluirse soluciones que contenga glucosa al 5%, bicarbonato de sodio 5 a
10 grs. y potasio. La terapia no es segura ni efectiva en una enteritis por Cryptosporidium. (Morgan-
Ryan, 2002). El tratamiento generalmente es necesario para individuos con el sistema inmune

normal (Ortega-Mora y Wright, 1994).

Para la eficiencia parcial en el tratamiento y prevencion de la cryptosporidiosis en los rumiantes se
incluyen lactato de halofuginona se usa 5mg en 10 mi administrarse entre 10 a 15 minutos antes de
dar la leche, paronomicina se usa en 4 dosis de .5 -2.0g/dia con una mejora en sintomas y
decoquinato usado en USA principalmente en pollos. La importancia de la proteccion calostral en
rumiantes neonatos que antagoniza la infeccion por C. parvum, es un punto muy valioso a seguir.
En condiciones de campo los anticuerpos adquiridos pasivamente no dan proteccién a los becerros
y la infeccion se adquiere naturalmente. Sin embargo los becerros alimentados con calostro de
madres inmunizadas con altos titulos de anticuerpos especificos son parcialmente protegidos a la

infeccion del agente (Dirk etal., 1999).
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4.9 Control y prevencion

Los ooquistes de Cryptosporidium son muy resistentes a los desinfectantes mas comunes, y
pueden sobrevivir por meses bajo el fri6 y la humedad. Un estudio realizado para evaluar la
eficiencia de desinfectantes comerciales demostré que la exposicién al amonio (50% o mas) y
formalina (10% o mas) por 30 minutos puede matar los ooquistes de Cryptosporidium (Moon y

Woodmansee, 1986).

En algunos estudios, con ozono (otro método muy usado para el tratamiento del agua) ha
demostrado la eliminacién de la infectividad de los ooquistes de Cryptosporidium donde se mantuvo

a una concentracién de 1 ppm por 10 min. (Current y Garcia, 1991).

Asi, la mejor medida actualmente disponible en la practica clinica para tratar con esta enfermedad
es la implementacién de medidas higiénicas adecuadas y de manipulacién, con el propésito de
evitar el contacto de los neonatos con el parasito, prevenir la propagacion de la enfermedad a otros
animales (Harp y Goff, 1998). Consecuentemente, la atencién especial debe enfocar en lo

siguiente:

La desinfeccién de las instalaciones se debe llevar a cabo por lo menos una vez a la semana para
prevenir la acumulacion de ooquistes y otros patdgenos en la ropa, las camas, los pisos, las
paredes, contenedores de alimento, agua de bebida y las unidades de produccion (Harp y Goff,
1998). También han encontrado efectos beneficiosos de factores de crecimiento (presente en el
suero y calostro) reforzando la reparacion del intestino en la diarrea del Rotavirus y después de la

lesion isquémica intestinal (Moon y Woodmansee, 1986).
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5. MATERIAL Y METODOS

Fase de Campo. El presente trabajo se realizd en 20 establos de la Comarca Lagunera de los
estados de Durango y Coahuila, los cuales al momento del muestreo contaban con una poblacién
de 3444 becerras. Se colectaron muestras de heces fecales de 205 becerras que presentaron
diarrea. Se utilizaron bolsas de plastico estériles, las heces fueron tomadas directamente del recto,
estimulando la defecacién, se mantuvieron en refrigeracion para ser llevadas al laboratorio para su

procesamiento.

Fase de Laboratorio. El trabajo de laboratorio se realizd en el laboratorio de parasitologia de la
Unidad de Diagnéstico del Departamento de Ciencias Médico Veterinarias de la Universidad

Auténoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna, ubicado en Torreén, Coahuila.

Preparacion de la tincion de Ziehl Neelsen. Se preparé Carbol Fucsina utilizando 10 g de Fucsina
béasica (Hycel) diluida en 1 L de agua destilada, 100 mL de alcohol absoluto (Analytica) y 50 mL de
cristales de fenol (Merck). Para la solucion 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 solucion de trabajo se diluy6 la solucién madre en 90 mi de agua destilada. Se preparé

alcohol acido al 1% utilizando acido clorhidrico (Merck) en alcohol etilico al 70% (Analytica).

Procedimiento de la tincion 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 tincion de color rosa, se continué con enjuague

con agua corriente para eliminar residuos del alcohol &cido, se utilizé el colorante
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azul de metileno por 2 minutos con la finalidad de hacer un contraste en la tincion y se enjuago con
agua corriente con el fin de eliminar el exceso de azul de metileno. Las muestras tefidas se
cubrieron con cubreobjetos, utilizando resina sintética para observarlas e interpretarlas con un

microscopio foténico.

Interpretacién de las observaciones. Los criterios de evaluacion se basaron en la observacion de

los ooquistes de color rojo brillante sobre un fondo azul.

Se formaron cuatro grupos para medir la intensidad de eliminaciéon de Cryptosporidium spp en

heces de acuerdo a las siguientes categorias:

Grupo 1. (-) Ausencia de ooquistes; (+) 1 a 4 ooquistes; (++) 5 a 20 ooquistes; (+++) 21 a 84
ooquistes; (++++) con mas de 84 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 (Ortolani y Castro, 2003).

Grupo 2. (-) Ausencia de ooquistes; (+) 1 a 5 ooquistes; (++) 5 a 10 ooquistes; (+++) con mas de 10
ooquistes. Se observaron con el objetivo 40X, se contabilizaron 20 campos opticos, al encontrar
ooquistes, y fueron observados como minimo 50 campos antes de considerar un caso negativo

(Bednarska et al., 1998).

Grupo 3.: (-) Ausencia de ooquistes; (+) 1 a 5 ooquistes; (++) 6 a 20 ooquistes; (+ + +) mas de 20
ooquistes. Se observaron con el objetivo 100X, se contabilizaron 20 campos 6pticos, al encontrar
ooquistes, y fueron observados como minimo 40 campos antes de considerar un caso negativo

(Emre et al,. 1998).

Grupo 4. (-) 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 6pticos, al
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encontrar ooquistes, y fueron observados como minimo 50 campos antes de considerar un caso

negativo (Unidad de Diagndstico de la UAAAN.UL).

Para el andlisis estadistico se utiliz6 el software estadistico de Sistat, para determinar el predominio
de C. parvum infeccién y diarrea, y para investigar las relaciones entre la infeccion, diarrea, e
intensidad de excrecion del ooquistes por los terneros infectados asi como la evaluacion de los

diferentes criterio para clasificar al grado de severidad de la infeccion.

Nota:
Grado 1 (+) incipiente. Grado 2 (++)
leve. Grado 3 (+++) moderado.

Grado 4 (++++) severo.

6. RESULTADOS

De los 20 hatos muestreados, 16 (80%) hatos fueron positivos a Cryptosporidium, los cuales tenian
una poblacién de 2851 becerras. Se encontré que 205 (7.19%) de las mismas presentaron heces
diarreicas, de éstas 65 (31.70%) fueron positivos a Cryptosporidium spp con la técnica de Ziehl
Neelsen modificada. La frecuencia de la infeccion estuvo en rangos desde 9 hasta 83% por hato

(Cuadro
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Cuadro 1. Frecuencia de Cryptosporidium spp en becerras Holstein con diarrea en la Comarca
Lagunera.

Establo N n + %(+)
1 488 24 12 50.00
2 230 16 13 81.25
3 176 13 3 23.07
4 250 23 7 30.43
5 72 3 2 66.66
6 150 12 10 83.30
7 117 15 3 20.00
8 68 14 0 0
9 73 6 1 16.60

10 150 4 0 0
11 220 4 2 50.00
12 150 5 2 40.00
13 200 8 0 0
14 200 14 5 35.70
15 75 6 1 16.60
16 200 5 2 40.00
17 175 2 0 0
18 100 3 2 66.60
19 180 6 2 33.30
20 170 22 2 9.20
Total 3444 205 65

N = Numero total de becerras en el hato.
n = Ndmeros de becerras muestreadas con
diarrea.

+ = Positivo a Cryptosporidium spp.

Las becerras presentaron diarrea entre 1 y 45 dias de edad. La edad en que mas se presento la
cryptosporidiosis fue entre 8 y 16 dias, siendo los becerros de 8 (75%) y 10 (62%) dias los mas
afectados (Cuadro3), esto se ajusta a lo observado por otros investigadores (Reynolds et al 1986;

Ortolani y Castro, 2003), los cuales
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han sugerido que en este periodo aumente la probabilidad de que un mayor nimero de patégenos
cause trastornos entéricos, en la primera semana no se presentaron casos positivos, mientras que
en la segunda y tercera semana hubo un aumento significativo (Cuadro 2), disminuyendo la

presentacion de la cuarta semana en adelante.

Cuadro 2. Edad en dias y ocurrencia de becerras con diarrea, positivas y negativas a Cryptosporidium
spp.

Edad (dias) No. Becerras Positivas % positivas
8 8 6 75
9 20 11 55
10 16 10 62.5
11 19 9 47.3
12 7 4 57
13 13 7 53.9
16 7 3 429

Cuadro 3. % de la intensidad de eliminacién de ooquistes.

Grupo/grado  + ++ +++ ++++ +++++
Grupol 23 215 24.61 30 NA
Grupo2 23 3 73.84 NA NA
Grupo3 38.46 18.46 43 NA NA
Grupo4 26 18.46 16.9 7.6 30

NA= No aplica

En la evaluacién de la intensidad de excrecidon de ooquistes de acuerdo a los cuatro métodos
utilizado se observo que la presentacién fue: Grupo 1 en grado 1 (+) 23%, en grado 2 (++) 21.5%,
grado 2 (+++) 24.61% y grado 4 (++++) 30%. Grupo 2 en grado 1 (+) 23%, en grado2 (++) 3%, y en
grado 3 (+++) 73.84%. Grupo 3 en grado 1 (+) 38.46% en grado 2 (++) 18.46%, en grado 3 (+++)
43%. Grupo 4 en grado 1 (+) 26%, en grado 2 (++) 18.46%, en grado 3 (+++) 16.9%, en grado 4
(++++) 7.6% y en grado 5 (+++++) 30%. La distribucion entre Grupo 1 y 4 son muy similares,
mientras que entre los grupos Grupo 2 y 3 hay diferencia de acuerdo a los porcentajes observados

(Cuadro 3).
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Cuadro 4. Comparacion entre los métodos para la evaluacion de Intensidad de excrecion de

ooquistes de Cryptosporidium spp.

No. Becerras becerra con Intensidad de excrecion Grupo
con diarrea ooquistes - + ++ +++  ++++ +H+++
205 65 140 15 14 16 20 1
205 65 140 15 2 48 - 2
205 65 140 25 12 28 - 3
205 65 140 17 12 11 520 4

Grupo 1:25 campos en 40x
Grupo 3: 25 campos en |00Ox
Grupo 2: 20 campos en 40x
Grupo 4: 25 campos en 40x

El estudio comparativo sobre la intensidad de eliminacion de ooquistes entre los 4 criterios

utilizados de acuerdo a la probabilidad, que evalua la intensidad de excrecién por grados, en el

grado 1(+) no hubo diferencias significativas (P>0.05) entre los 4 grupos. En grado 2 (++) la

diferencia fue entre los Grupo 1y 2 (0.054); Grupo 2 y 4 (0.009). En grado 3 (+++) hubo diferencia

entre los Grupos 1y 2 (0.016); Grupo 1 y 4 (0.0001); Grupol y 3 (0.021); Grupo 3 y 4 (0.002). En

grado 4 (++++) la diferencia fue manifiesta entre Grupo 1 y 4 (0.001), por ende la diferencia fue

mas marcada entre Grupo 1 y 4 donde hubo diferencias significativas en relacién de Grupo 2y 3

(cuadro 5).
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Cuadro 5. Diferencias encontradas de acuerdo a

la eliminacion de ooquistes de
Cryptosporidium spp, en cuatro grados de evaluacion (probabilidad).

Grupo/Grado + ++ +++ ++++
Grupo 1-Grupo 1 _ . . -
Grupo 1-Grupo 2 1.00 0.054 0.016 _
Grupo 1-Grupo 3 0.850 0.850 0.021 _
Grupo 1-Grupo 4 0.404 0.084 0.002 0.0001
Grupo 2-Grupo 2 } } - _
Grupo 2-Grupo 3 0.850 0.202 0.409 _
Grupo 2-Grupo 4 0.547 0.009 0.0001 -
Grupo 3-Grupo 3 _ _ _ _
Grupo 3-Grupo 4 0.547 0.468 0.065 -

Grupo 4-Grupo 4

La probabilidad

significativa es
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7. DISCUSION

El uso de la tincién de Ziehl-Neelsen modificada es la forma mas econdmica y rapida para la
deteccién de ooquistes de Criptosporidium. spp de acuerdo a Kehl et al., (1995), el analisis
microscopio de frotis fecales tefiidos es el método mas utilizado para el muestreo tamiz de heces
para el diagnodstico de Cryptosporidium en los laboratorio de diagnostico clinico. Ademas otras
investigaciones han demostrado que los métodos de deteccién basados Inmunolégicamente, no

son mas sensibles que la microscopia convencional (Clark, 1999J.

La alta prevalencia e intensidad de la infeccion por Cryptosporidium en las becerras de algunos
hatos en la Comarca Lagunera indica que son parasitos muy comunes en esta region, Otros
estudios muestran altas prevalencias que van desde 20 al 80 % (Bednarska et al., 1998; Emre et
al.,, 1998; Ortolani y Castro, 2003J. La frecuencia de diarrea asociada a Cryptosporidium spp es
baja en las primeras semanas, en comparacion con la 2 y 3 semana aumenta de manera

significativa y después disminuye significativamente hasta los 60 dias.

Analizando los resultados obtenidos, la susceptibilidad a Cryptosporidium varia de acuerdo a la
edad, y a otros factores de riesgo atribuyendo a la expansion de la infeccion, alterando la mucosa
intestinal en becerros de mayor edad. La ausencia de criptosporidiosis en la primera semana
coincide con la ingestion precoz de calostro (Ortolani y Castro, 2003). Mientras que Emre menciona
que E. coli, Rotavirus contribuye a la asociacion con Cryptosporidium para la presentacion de la

diarrea en becerros.

Ortolani y Castro (2003) mencionan que el grado 1 se presenta en animales asintomaticos o
prepatentes, mientras que los grados 1 y 2 predominaron en becerros con diarrea. Mientras Emre
(1998) observo que en los grados +, ++, +++ se presentaron mas frecuentemente entre los 20 dias

y 5 meses de edad.
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En nuestro estudio se observa la intensidad de eliminacién Grado 1 (+) o incipiente, se detecta en
forme similar por los grupos 1, 2, 3 y 4. El Grupo 2 no detecta animales con infecciones Grado 2
(++) o leve, a diferencia con lo grupos 1, 3 y 4, por lo cual esta técnica de conteo no es util para el
proposito de medir la intensidad de excrecion de Criptosporidios. En la intensidad de eliminacion
Grado 3 (+++) o moderada, el Grupo 3 tienen una tendencia a sobre estimar la severidad de la
infeccion debido a que se utiliza el objetivo de 100X aumentos y esto contrasta con los Grupos 1y
4, ya que mientras el Grupo 3, el Grado 3 severo, es para el grupo 1 es moderado y para el Grupo
4 es leve. En el caso del grupo 4 el grado 5 (+++++), no es necesario ya que la severidad clinica se

refleja desde el Grado 4.
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8. CONCLUSIONES

Considerando este analisis, el mejor método para conocer la intensidad de eliminacion de ooquistes
de C. parvum acuerdo a los resultados descritos es el Grupo 1 ya que detecta bien los grados de

infeccion incipiente (+), leve (++), moderada (+++) y severa (++++) (Otolani y Castro, 2003).

La comparacién entre los criterios de evaluacién nos da una pauta para hacer un muestreo de un
solo hato con antecedentes de positivo a Cryptosporidium para hacer un estudio de identificaciéon y
evaluacion la intensidad de excrecion de ooquistes con el fin de comparar los criterios a fin de tener

informacion en que grado ocurren la mayoria de las muertes en becerros.
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