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Resumen

Se determind la presencia de ooquistes de Cryptosporidium spp en heces
frescas de becerras Holstein lactantes con diarrea, en 20 establos lecheros de

la Comarca Lagunera.

- Se revisaron 1337 becerras de 1 a 20 dias de edad, de las cuales 98 (7.3%)
tuvieron diarrea. Se tomaron muestras de heces frescas del 100 % de éstas
durante 9 meses. Se procesaron frotis y se utilizo la técnica de Ziehl Neelsen
modificada para la observacion de los ooquistes, y los resultados se analizaron
mediante estadistica descriptiva, encontrandose que 25 (25.5%) de las
muestras fueron positivas a la presencia de ooquistes. De 21 becerras de 6
a 15 dias de edad tuvieron presencia de ooquistes y la intensidad de
excrecion se manifesto en los grados 1y 5. Los ooquistes de Cryptosporidium
fueron encontrados en 11 (55 %) de los 20 hatos examinados y la prevalencia

de infeccion estuvo en rangos desde 22.2 hasta 100.
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1. Introduccioén

La criptosporidiosis es una enfermedad parasitaria de distribucion
cosmopolita cuyo principal signo clinico en los rumiantes domésticos neonatos
es la diarrea causada por protozoarios incluidos en el género Cryptosporidium,
que comprende microorganismos que se desarrollan y se multiplican en las
células epiteliales de los aparatos digestivo y respiratorio de vertebrados
(Ortega et al., 1999).

En el ganado bovino, fueron reconocidaé dos especies de este género:
Cryptosporidium parvum y Cryptosporidium andersoni. La primera, coloniza
el intestino delgado y constituye un importante agente del sindrome diarreico.
En bovinos adultos también ha sido reportada esta especie, causando una
enfermedad que 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 aunque presenta amplia distribucion, su
prevalencia es baja. Aparentemente no causa enfermedad manifiesta, pero la
produccion de leche se ve significativamente reducida en las vacas afectadas
(Fayer et al., 2000; Lindsay et al., 2000, Diaz et al., 2002).

En la Comarca Lagunera no hay estudios de investigacion relacionada con
criptosporidiosis en bovinos, sin embargo, la presencia de Cryptosporidium
spp Yya ha sido reportada en becerros de explotaciones ganaderas lecheras,
en reportes de laboratorios de diagnostico regionales. Existen datos referentes
a la criptosporidiosis bovina en becerras lactantes y que estos animales
pueden afectarse por contaminacion ambiental, el objetivo de este trabajo sera
determinar la presencia de ooquistes de Cryptosporidium spp en animales con

diarrea.
2. Antecedentes

La criptosporidiosis es una enfermedad que inicialmente se describié en
animales domeésticos y principalmente en ganado vacuno. Fue Tyzzer en 1907
el primero en proponer el nombre del género Cryptosporidium, que es un
pequeno coccidio de habitat extracelular. Hasta 1975, los estudios sobre el

parasito habian sido esporadicos y casi nunca asociados a efectos patdbgenos,



en medicina veterinaria, ha sido considerado como un patégeno mas (Levine,
1984; Ortega et al., 1999).

El primer caso de diarrea en humanos se describié en 1976, pero el panorama
ha cambiado con la presencia cada vez mas frecuente de enfermedades

inmunodeficientes (Bustamante, 1999).

Desde 1970, la infeccion por la criptosporidia ha estado reconocida en todo el
mundo como una causa de diarrea en los animales neonatos, particularmente
los terneros. Existen pocos datos referentes a la criptosporidiosis bovina, sin
embargo, desempena un papel importante como fuente de infeccion asi como

en la contaminacion ambiental (Bednarska et al., 1998; Diaz et al., 2002).

La infeccion por el criptosporidia se asociaba con  enterocolitis en varios
animales incluyendo a pavos, el zorro comun europeo, pollos, cuyos, ovejas,
monos, perros, gatos, vacas, caballos, cerdos, ciervos, cabras, ardillas grises y

mapaches (Parisi et al., 1995).

En Milwaukee, Estados Unidos ocurrié una gran epidemia producida por C.
parvum. Un estimado de 403.000 personas sufrieron diarrea, debido a la
ingesta de agua contaminada. por otra parte, la criptosporidiosis en humanos,
es una de las causas mas comunes de diarrea entre personas con SIDA en
EUA (Sturbaum et al., 2001).

La criptosporidiosis es mas frecuente en animales inmunodeficientes y los
animales neonatos tienen mas susceptibilidad a la enfermedad, La morbilidad
es alta y la mortalidad es baja pero en algunos casos, si se asocia con

bacterias, virus u hongos la mortalidad puede ser alta. (Tzipori, 1985).

2.1 Taxonomia

Reino: Protista
Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoa
Subclase: Coccidia

Orden: Eucoccidiida




Suborden: Eimeriina

Familia: Cryptosporiidae

Género: Cryptosporidium
Especie: Cryptosporidium parvum

(Dubey et al., 1990).

2.2 Etiologia

Se han reportado 13 especies de Cryptosporidium que se consideran validos
en base a las diferencias en morfologia de ooquistes, sitio de infeccion,
especificidad de la clase de vertebrados. y diferencias genéticas: de C. muris
que infecta los roedores; de C. andersoni que infecta el ganado; de C. parvum
que infecta ganado, humanos, y otros mamiferos; C. hominis que infecta a los
humanos; C. meleagridis, C. baileyi, y C. gallia las aves; C. serpentis en las
serpientes y lagartos; C. saurophilum en las serpientes y lagartos; C. molnari
en peces; C. wrairi de los cobayos; C. felis en los gatos; y C. canis en los

perros (Ryan et al., 2003).

El C. parvum que afecta a humanos es denominado tipo | (C. hominis)
mientras que el ganado bovino suele estar infectado con el genotipo Il (Gatei
et al., 2003).

2.3 Infectividad vy viabilidad

Los ooquistes persisten en el ambiente por largos periodos pero su viabilidad y
capacidad infectiva decrecen con el tiempo. La infectividad se mide por la
capacidad de los ooquistes para infectar in vitro lineas celulares epiteliales. Por
inmunofluorescencia de anticuerpos se llega a detectar un solo ooquiste

infeccioso por muestra (Garcia et al., 2004).
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2.4 Morfologia

Cryptosporidium es un parasito pequeno, que mide aproximadamente 3-5 ym.
El genoma de Cryptosporidium es pequeno comparado con el genoma de una
coccidia; se compone de ocho cromosomas con una estimacion de su

tamano total entre 9.6 (Piper et al., 1998).

Los trofozoitos miden de 2 a 5 ym de diametro se encuentran fijas a la
membrana de la célula del hospedador y dentro del citoplasma celular, solo
por biopsia se puede observar; Los esporozoitos tienen forma de media luna,
son cuatro, cuando se presentan en el estadio de ooquistes, en materia fecal,
tienen forma esférica u ovoide y llegan a medir de 4 a 6 micras de diametro
(De Haro et al., 1995); (Tay, 1995)

2.5 Ciclo biolégico

C. parvum tiene un ciclo de vida monoxeno complejo, es decir puede
completar su ciclo en un solo hospedador. Transmitido como ooquiste muy
viable en el excremento. La existencia del ooquiste ingerido, libera
esporozoitos que infectan el epitelio intestinal del ilion. El desarrollo
subsecuente incluye una reproduccion asexual ciclica y una sexual, la
produccion de gametos que dan lugar a ooquistes ademas se excreta o

reinfecta el hospedador (Bankier et al., 2003).



INGESTION

Figura 1. Ciclo de vida del Criprosporidium. Tomado de:

hup://www.1psi.barc.usda.gov/awpl/images/crypto_lifecyclel.jpg

El desenquistamiento de un ooquiste entra en las microvellosidades de una
celula epitelial donde se diferencia en trofozoito. Los trofozoitos sufren
proliferacién nuclear para formar el meronte tipo |. Merozoito tipo | abandona

al meronte para formar el meronte tipo |y tipo Il (Fayer et al., 1984).

El  merozoito tipo Il deja el meronte tipo Il para formar microgamontes o
macrogamontes. El microgamonte fecunda al macrogamonte (aqui ocurre la
fase sexual) y se desarrolla en un ooquiste de pared gruesa que normalmente
se excreta por el hospedador vy los ooquistes de pared delgada estan
involucrados principalmente en la autoinfeccion. En la excrecion de los
ooquistes son los infectivos, mientras la transmisiéon fecal-oral es directa e

inmediata (Fayer et al., 1986).



2.6 Localizacion en el hospedador

El sitio primario de infeccion por C. parvum es el epitelio del intestino. aunque
también pueden infectar las células epiteliales, incluso en sitios del
estomago, vesicula biliar y en menor magnitud, el epitelio respiratorio, y renal
de vertebrados (Graczyk et al.,, 1999; Bankier et al., 2003).

La susceptibilidad de microvellosidades de las células epiteliales son
prominentes a la infeccion por este parasito se sugirid a investigar las células
Epiteliales de las Trompas de Falopio del Bovino (BFTE) como las posibles
células del hospedador. Las células de BFTE tienen microvellocidades largas
y espesas en sus superficies y estan estrechamente asociados con la
mucosa uterina. Este descubrimiento del criptosporia fue comprendido vy
facilito la habilidad y precision del modelo completo del ciclo biologico de C.

parvum en el cultivo de la célula (Yang et al., 1996).

La infeccion es comunmente reportada en becerros entre 1 y 3 semanas de
edad. Los estudios llevados acabo en diferentes grupos de investigacion han
revelado que el predominio de terneros con diarrea varia entre 14.4% vy

63.6% vy la prevalencia puede estar relacionada con la edad (Emre et al., 1998)

2.7 Epidemiologia

Entre las especies de animales domésticos, sin duda la mas afectada por
criptosporidiosis es la bovina, en especial las becerras de ganado lechero.
Cryptosporidium ha sido manifestado en un 70 % de 1 a 3 semanas de edad
con un periodo de incubacion aproximadamente de 4 dias. Los resultados de
encuestas epidemiologicas son muy variables, pero por lo general indican una
morbilidad alta (10 - 85°:). El sindrome diarreico tiene una etiopatogenia oes
baja, pero dependiendo de otros agentes oportunistas, el grado de inmunidad
y el estado nutricional del hospedador, la mortalidad puede ser alta. Dentro de

las edades mas afectadas. conforme a la literatura es entre 4 y 30



dias mientras, mas malas sean las condiciones sanitarias del ambiente,
principalmente en donde permanecen los becerros, mayor sera el riesgo de

contagio y presencia de la enfermedad (Ortolani et al., 2003).

En ovejas y cabras jovenes el C. parvum también es un patogeno entérico
frecuente, el patron de edad de la infeccion y la excrecion de
microorganismos es similar a las terneras, con tasas de mortalidad elevada
en corderos de 4 a 10 dias de nacidos . En cerdos tiene un rango de edad
mas amplio que en rumiantes, en cerdos se observa entre la primer semana
de vida, la mayor parte de las infecciones son asintomaticas y el
microorganismo no parece ser un patogeno importante para esta especie,
aunque puede contribuir a la diarrea posdestete por mala absorcion (Radostits
et al.. 1999).

Se ha estimado que mas del 90% de hatos lecheros en los Estados Unidos
son infectados por C. parvumy en dos partes diferentes de Europa (Polonia
y Portugal), aproximadamente 40% de terneros con diarrea se encontré como
causante de infeccion. Debido a su amplia distribucion y la cantidad de
hospedadores, la criptosporidiosis se ha seguido estudiando ya que afecta

tanto a diversos animales como al hombre (Bednarska et al., 1998).

2.8 Transmision

Los brotes en Estados Unidos han ocurrido en la comunidad Waterparks, en
piscinas y  centros recreativos, la transmision puede ser zoonotica vy
antropozoonotica de C. parvum vy la transmision antropozoonotica de C.
hominis ocurren a través de la exposicion de animales infectados o exposicion

de agua contaminada con heces de animales infectados (Current et al.,, 1991).

El en los humanos, estos organismos pueden causar diarrea persistente de 1
a 3 semanas. Una forma mas comun de transmision de infeccion se adquiere
por via oral y es de origen fecal. Puede proceder de personas infectadas que

contaminan a través de sus manos, contaminacion al cosechar hortalizas, y
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estas no sean desinfectadas de manera adecuada y sean consumidas, la
ingesta de agua contaminada etc. La infeccion también puede transmitirse por
materia fecal de animales que sufren la parasitosis los ooquistes son
resistentes al medio ambiente y pueden permanecer infestantes durante 2 a 3

meses 0 mucho mas tiempo bajo condiciones favorables (Ryan et al., 2003).

El parasito se transmite por via fecal-oral y la infeccion puede adquirirse de

diversas formas:
a) Por medio de agua contaminada (la fuente principal de brotes registrados)

b) De los animales, particularmente los corderos y terneros, a través del

contacto con su excremento infectado.
c) Contacto directo entre personas

d) Por comidas crudas o contaminadas, por ejemplo la carne cruda, leche no

pasteurizada, frutas y verduras iJuranek, 1995).

2.9 Factores predisponentes

Los factores que hacen que los animales sean susceptibles a la infeccion no
han sido aclarados de manera convincente. Las infecciones intercurrentes por
otros patdogenos especialmente rotavirus y coronavirus asi como los animales
inmunodeprimidos, la estacion del ano, sugiere la existencia de
contaminacion no obstante, lz enfermedad clinica puede presentarse en
cualquier estacion del ano, la relacion con la edad , las implicaciones

zoonoticas son también de gran interés (Blood, 2000).

Se ha demostrado en terneros que no reciben calostro tienen mas
probabilidad de infectarse por Cryptosporidium, que terneros que si l0 han
adquirido. por eso se debe cerciorar que el suministro de calostro sea el
adecuado tanto en calidad como la cantidad asi los becerros adquieran la

inmunidad necesaria para poder sobrevivir (Harp et al., 1995).

2.10 Patogenia

La infeccion se caracteriza por diarrea acuosa. Su mecanismo de C. Parvum

no se ha definido la causa de diarrea. Algunos estudios sugirieron que la



enfermedad esta mediada por una enterotoxina, pero se ha sugerido que la
principal causa de ella, seria la mala absorcion de nutrientes, que se daba por
la alteracion de las vellosidades. Circunstancialmente, esta mala absorcion
llevaria a un sobre crecimiento bacteriano que complicaria esta condicion
(Robinson et al., 2001).

El Cryptosporidium se encuentra a lo largo de todo el tracto digestivo, desde la
faringe hasta el recto, siendo el yeyuno el sitio de mayor predileccion. Ademas,
se ha descrito en vesicula biliar, via pancredtica y aparato respiratorio. Los
hallazgos histologicos son inespecificos, observandose en el intestino distintos
grados de alteracion con atrofia de vellosidades que va de leve a severa, y
aumento de las criptas (Xiao et al., 1994. Graczyk et al., 1999; Bankier et al.,
2003).

Se dice que un solo rumiante neonato puede eliminar hasta 1010 ooquistes

durante el curso de la infeccion (Gomez et al., 2000).

La infeccion ocurre después de la ingestion del ooquiste infestante, el
esporozoito del parasito se libera para penetrar células epiteliales del intestino
delgado. Aqui el parasito prolifera, mientras a menudo produce diarrea. La
invasion del esporozoito en la célula del hospedador se le considera un evento
dinamico de colosal interés donde involucran procesos de secrecion
secuencial de los volumenes de esporozoitos dentro de  compartimientos
discretos. Los materiales liberados se pensaba que participaba de diversas
maneras, incluso el evento de penetracion y la formacion de la vacuola que

inicialmente rodea la membrana del parasito intracelular (Tetley et al., 1998).

El parasito completa sus fases asexuales y sexuales de su ciclo de vida.
Durante el proceso de invasion establece un unico compartimiento
intracelular del hospedador en el que se divide. Desde que es separado del

hospedador de el citoplasma apical de la célula y protuberancias en el lumen -
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del intestino. Inicialmente, las microvellosidades que normalmente cubren la
célula del epitelio intestinal estan ausentes en el area de invasion del parasito.
Posteriormente, las células del epitelio normalmente son columnares a
menudo son acortadas significativamente después de la invasion por el
parasito (Elliott et al., 2000).

2.11 Manifestaciones clinicas

La infeccion puede ser asintomatica o puede producir diarrea a veces
acompanada de vémito, dolores espasmaddicos en el abdomen, y fiebre en los

hospedadores aparentemente sanos (Okhuysen et al., 2004).

La enfermedad es caracterizada clinicamente por diarrea profusa y acuosa, a
veces mucosa tenida con sangre, deshidratacion, emaciacion. anorexia,
tenesmo. La enfermedad es mas severa y letal cuando se complica con
otros enteropatogenos como E. coli. Salmonella, Rotavirus, infecciones de

Coronavirus, en los hospedadores inmunosuprimidos (Arslan et al.. 2001).

En Terneros de una a cuatro semanas de edad; presentan debilidad,
letargia, heces acuosas la intensidad puede ser de severa a moderada. El

excremento puede contener leche no digerida, o bilis (Harp et al., 1995).

La diarrea, dolores espasmodicos abdominales, vomito, aunado con la
fiebre y dolor de cabeza se presenta en la criptosporidiosis de humanos.
Aunque el parasito normalmente se enquista en el intestino después de 1-2
semanas, la infeccion persiste en pacientes inmunodeficientes, con riesgo de

muerte (Bankier et al., 2003).

2.12 Lesiones

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).
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El abomaso con frecuencia contiene leche sin digerir formando coagulos, y
el intestino delgado presenta enteritis congestiva, la mucosa hiperemica, pero
no hemorragica. EI contenido intestinal en ocasiones es amarillento vy

acuoso y puede existir acumulo de gas en ciego y colon (Ortega et al.,, 1999)

2.13 Diagnostico

La criptosporidiosis no puede ser diagnosticada solo por los signos, ya que la
diarrea puede ser un signo de muchas enfermedades intestinales causadas
por bacterias, virus o parasitos. Si se sospecha de Cryptosporidium se
requerira de pruebas especificas de diagndstico. Esta afeccion se diagnostica
por hallazgo de ooquistes en materia fecal o en contenido del duodeno por la
cuerda de Beal esto se realiza en humanos. En las preparaciones con solucion
salina y lugol, se pueden observar unas estructuras redondas u ovoides de
pared definida que parecen huecos vacios, de tamano uniforme, refringentes.
que algunas veces contienen estructuras granulares, que no son faciles de
identificar (Avery et al., 1996).

La técnica mas precisa es la coloracion por el meétodo Ziehl-Neelsen
modificado se considera la mejor tincion para la deteccion de ooquistes de
Cryptosporidium en heces sin usar el calentamiento de placa. Se observan los
ooquistes acido-resistentes, de color rojo brillante sobre fondo azul como se
muestra en la figura 3. En algunos se ven corpusculos internos que
corresponden a los esporozoitos. También se puede usar tincion Giemsa
(Parisi et al., 1995).

Los ooquistes de Cryprosporidium son dificiles de ver en los frotis de materia
fecal porque son incoloros transparentes y pequenos. Para concentrar
ooquistes del parasito, se realizan las técnicas de Ritchie modificada, que usa
formol-éter y la de Sheather que es un método de flotacion con azucar. Es

necesario tener precaucion en la manipulacion de muestras de pacientes con
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SIDA. La identificacion de los ooquistes también se hace con

inmunofluorescencia directa (Bowman et al.,, 2004).

La técnica de flotacion es el método mas facil de observar los ooquistes.
Estos aparecen como organismos de color rosa, esféricos y débiles. (La
concentracién de Sheather). Una variedad de pruebas como inmunoensayo
de inmunofluorescencia ligado a enzimas (ELISA) y anticuerpos de
inmunofluorescencia (IFA) (los dos son métodos indirectos) pueden descubrir
un criptosporidia, aunque ellos no son particularmente especificos cuando
exige distinguir entre C. parvum y otros especies de Cryptosporidium, la
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una de las pocas maneras de
distinguir con precision el C. parvum como se muestra en la figura 4 (Khan et
al., 1997).

Figura 2. Inmunofluorescencia de Figura 3. Figura 4.
Anticuerpos (IFA) Tincién de Ziehl-Neelsen. Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR)

Tomada de: Tomada Tomada de Ryan, 2004
de:http:/ /www.yale.edu/env/crypt de:http://www.yale.edu/env/cr
osporidium.jpg yptosporidium.jpg

Los IFA no puede diferenciar especies de Cryptosporidium en los humanos y
de varios animales vertebrados. PCR tiene algunas ventajas sobre
inmunofluorescencia microscopica (IMS) en la sensibilidad de deteccion vy la
habilidad de diferenciar especies de Cryptosporidium o genotipos. Sin
embargo, PCR es susceptible al efecto de muchos inhibidores que se
presentan en muestras con un problema mayor en el descubrimiento de

biologia molecular de microorganismos en las muestras medioambientales. En
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la identificacion de este protozoario, el método que normalmente se usa es la
purificacion del ooquistes previo a inmunofluorescencia microscoépica (IMS) en la
extraccion de ADN (Jiang et al. 2005)

Se han comparado los tres métodos diagnosticos mas utilizados: visualizacion de
los ooquistes con Ziehl-Neelsen o con inmunofluorescencia y la identificacion de
antigenos por ELISA en materia fecal, y se ha encontrado que todos tienen
sensibilidad y especificidad de 96 a 98%, de acuerdo a las posibilidades de los

laboratorios y de los costos de los reactivos. (Quilez et al. 1996).

2.14  Control y profilaxis

Todas las infecciones por criptosporidiosis se deben a la ingestion e inhalacion
de ooquistes. Por consiguiente, las medidas de prevencion deben ser
restringidas y evitar el contacto directo entre el agente causal y el organismo. Las
temperaturas bajas no son adecuadas para asegurar la eliminacion del ooquistes.
Aunque no se garantiza que el agua embotellada comercial este libre de

ooquistes (Graczyk et al. 1996).

Se ha estado llevado a cabo con gran éxito en el desarrollo de una vacuna
pasiva contra criptosporidiosis en rumiantes. De tal forma que se asemeje a una
vacuna pasiva a los recién nacidos para la proteccion contra la infeccion a través

del calostro (De Graaf et al. 2002).

El suministro de calostro al neonato ayuda a prevenir brotes de Cryptosporidium
y disminuir la mortalidad y morbilidad en los hatos infectados. Para la destruccion
de ooquistes en los corrales  usados para el parto se les debe aplicar calor
humedo y/o los desinfectantes quimicos, el uso de paja limpia y abundante (De

Graaf et al. 1999).



Aunque el organismo es muy resistente, se deben separar los terneros a un
area limpia y lejos de los terneros afectados asi puede prevenir que se
disemine la enfermedad en toda la granja. Las practicas sanitarias también
son un método de control primario que rinde altos resultados. Algunas
vacunas han demostrado clinicamente resultados significativos. no solo
previniendo la enfermedad clinica pero reduciendo la contaminacion

medioambiental con el organismo. (Harp et al., 1995).

El Halocur (lactato de halofuginona) este producto esta probado como auxiliar
en la prevencion de criptosporidiosis en Europa y no esta disponible en
Canada y EU. El producto es administrado una vez al dia durante los primeros
7 dias de vida en dosis recomendada en la etiqueta del producto y no
repercute en la ingesta de comida ni en la conversion alimenticia, y dio por
resultado en el retraso significativo en el inicio de eliminacion de ooquistes y la
infestacion por Cryptosporidium se redujo en becerras que fueron medicadas

durante la primera semana de vida (Trotz-Williams et al., 2005).

2.15 Tratamiento

No hay ningun tratamiento efectivo o aceptado para criptosporidiosis. Sin
embargo, los terneros necesitan cuidados intensivos y los que estén
enfermos deben alojarse en un ambiente seco y limpio. Necesitan una terapia
de fluidos para neutralizar y prevenir la deshidratacion extensa asi como los
electrolitos para reemplazar esas pérdidas causadas por diarrea. También
necesitan aporte de nutrientes para darles energia y combatir la enfermedad,

restablecer su condicion corporal (Moore et al., 2003).

Los probioticos son microorganismos viables no patdogenos que cuando son
ingeridos  tienen efectos benéficos en la prevencion y tratamiento de
condiciones patologicas. En general los mecanismos de accion que se han
prescrito a los probidticos incluyen la competencia por los sitios de recepcion

en la superficie intestinal, estimulando al sistema inmunologico, la excrecion de
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substancias antimicrobianas, y competencia con patégenos por los nutrientes

intraluminal (Duggan et al., 2002).

Lactobacillus y Bifidobacteria son las Bacterias Acidas Lacticas (LAB),
normalmente se encuentran en productos lacteos. Ademas, numerosos
estudios in vitro en los humanos y animales han ilustrado claramente el
potencial preventivo o terapéutico de (LAB) pueden poseer ciertas
propiedades terapéuticas potenciales contra el C. parvum (Foster et al.,
2003).

El tratamiento con decoquinato-basado a razon de 2.5 mg/Kg./dia (es decir 50
g del Deccox 6 premix por Kg. de leche) que se administre a los animales
enfermos disminuye la diarrea en un lapso de tres dias y pueden recuperarse
en una semana. El tratamiento en algun tiempo fue reiterado con éxito,
mientras siempre se aprecio un retroceso de los signos y mejora en el
crecimiento en los casos cuando el tratamiento se continuaba por un tiempo
mas largo (4 a 5 semanas) pero a una proporcion activa de 0.5 mg/Kg de peso
corporal). El decoquinato también es aceptado en EU como el aditivo de
alimento, como coccidiostato para la prevencion de coccidiosis en pollos de
engorda (20-40 ppm) (Navetat et al., 2003).

El problema grave de la diarrea se presenta en humanos inmunodeprimidos,
principalmente en pacientes con SIDA, en los cuales se han ensayado
aproximadamente 100 farmacos diferentes y no se ha encontrado alguno
realmente efectivo. Un farmaco que ha demostrado mejoria clinica vy
parasitologica, es la paromomicina, aminoglucosidos que se absorben poco
en el intestino, y se administra en dosis de 25-35 mg/Kg/dia por 14 dias. Aun
continia en experimento, con resultados clinicos alentadores, el calostro
bovino hiperinmune. El tratamiento no especifico depende del uso de
antidiarreicos (loperamida, difenoxilato, etc.), manejo nutricional y reemplazo
de liquidos (Sanchez et al., 2005).
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Aungue ningun antibiotico ha sido eficaz en el uso clinico, se sugirid que la
paromomicina cuando se usa en 4 dosis de 1.5 -2.0g/dia se logra una mejora
de sintomas, y erradicacion igual del parasito. Sin embargo, dosis exigidas
para producir este efecto en todos los pacientes se acercarian a la toxicidad.
Aunque Azitromicina y Lactobin-R (concentrado de inmunoglobulinas de
calostro de bovinos) tuvo algun éxito experimental, ningun agente terapéutico

se ha identificado claramente como eficaz (Fayer et al., 2000).

2.16 Tratamiento de agua

El ozono es un oxidante muy importante que puede producirse industrialmente
de forma economica, desinfectante potente que destruye a los protozoarios si
se usa en dosis suficiente por un tiempo de contacto adecuado, pero el ozono
no deja residuos para matar microorganismos en el sistema de distribucion, tal
como lo hace el cloro. Los altos costos de nuevos filtros o plantas para
tratamiento con ozono deben ser comparados con los beneficios de

tratamientos adicionales (Avery et al., 1996).

El ozono como desinfectante tiene mayor potencial de oxidacion de todos los
empleados para el agua, en medio acuoso produce unos radicales libres que
alteran la permeabilidad de la pared del ooquiste y después a su ADN.
También tiene inconvenientes: la cantidad de ozono necesario para matar los
ooquistes es superior a la necesaria para eliminar los contaminantes
bacterianos del agua y su efectividad depende de la temperatura, tiempo de
contacto, pH Ademas, en presencia de bromuros, el ozono forma bromatos
que son cancerigenos. En aguas embotelladas la cantidad de ozono se limita a
0.4 mg/L de agua en el producto final, que no asegura la eliminacion total de

los ooquistes (Mac Kenzie et al.. 1994).

La desinfeccion con cloro ha sido una barrera importante en la prevencion 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 patogeno 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 mas desinfectantes
(Venczel et al., 1997).

Los ooquistes normalmente resisten al cloro en concentraciones usadas para
tratamiento de agua para beber (las concentraciones residuales tipicas van de
0.5 a 2 mg/L) (Rochelle et al., 1997).

Los ooquistes del 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.. 1996)

2.17 Zoonosis

Las infecciones en los animales domésticos y de compania pueden constituir
un reservorio para la infeccion de personas susceptibles. Esto ocurre
especialmente en pacientes con SIDA. La infeccion se transmite por contacto
directo, también se transmite por agua contaminada por heces de animales

salvajes y domeésticos (Radostits et al., 1999).

Sugiere que la infeccion a través de la comida contaminada es un riesgo para
los humanos. Se han identificado en el ganado tanto en productos vy
subproductos, tales como leche cruda y productos carnicos, como las fuentes
potenciales de infeccion. EI agua contaminada también es un riesgo a la
industria de comida, desde que se usa para productos crudos incluso los

productos limpios. (Laberge et al., 1996).



Se transmite por la via fecal-oral y es a menudo por agua contaminada, con
tan solo una dosis de C. parvum puede infectar a los humanos y representa
una amenaza en salud publicay 4 de estos parasitos son zoonoticos y
antropozoonoticos contribuye significativamente a la mortalidad de personas

inmunodeficientes (Graczyk et al., 1999).

3. Justificacion

Existen datos referentes a la criptosporidiosis bovina en la Comarca Lagunera
y que causa grandes pérdidas econémicas por las diarreas que produce, en el
presente estudio se pretende observar la frecuencia de C. spp en animales

neonatos, con diarrea.
4. Objetivo

41 Objetivo general

Identificar la frecuencia de la criptosporidiosis involucrada en las terneras
lactantes, en la Comarca Lagunera, utilizando la tincion de Ziehl Nelsen,

modificada.

5. Marco de referencia.

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

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 kilometro,

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 dos
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rios: el Nazas y el Aguanaval, hasta antes de la construccion de las presas
Lazaro Cardenas y Francisco Zarco, que en la actualidad regulan su afluente.
La Laguna, como comunmente es conocida eésta prospera region, esta
integrada por 16 municipios, 11 del estado de Durango y 5 del estado de
Coahuila. (SAGARPA, 1998).

Este proyecto se llevo acabo en establos ubicados en esta region
comprendido Lerdo, Gomez Palacio, (municipios de Durango), Matamoros,

Torreon, Fco. I. Madero, Viesca (Municipios de Coahuila).

6. Material y métodos

Fase de campo. El trabajo de campo se realizo en 20 establos lecheros de la
Comarca Lagunera, los cuales en su momento contaban con una poblacion de
1337 becerras. Se tomaron muestras de heces de 98 terneras lactantes de 1 a
40 dias de edad, con signos clinicos de diarrea y se distribuyeron en ocho
grupos de acuerdo con la siguiente escala de edades. 1 a 5,6 a 10, 11 a 15,
16 a 20, 21 a 25, 26 a 30, 31 a 35 y 36 a 40 dias. Se utilizaron hisopos
estériles para la toma de muestras de heces diarreicas de la region anal del

100 % y se transportaron en refrigeracion al lugar de trabajo.

Fase de laboratorio. La fase de laboratorio se realizé en el laboratorio de
parasitologia de la Unidad de Diagnostico del Departamento de Ciencias
Medico Veterinarias de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro,

Unidad Laguna.

Preparacion de reactivos para la tincion de Ziehl Neelsen. Se preparo el
carbol fucsina utilizando 10 g de Fucsina basica, (Hycel) que se diluyeron en 1
L de agua destilada, (Analytyca) 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 de colorante azul de metileno (Goleen bell) y se diluyeron

en 100 mL de alcohol de 96%. Para la solucion de trabajo se diluyo la solucion



madre en 90 mL de agua destilada. El alcohol acido se prepard al 1 % en

alcohol al 70 %.

Procedimiento de la tincion. Se realizaron frotis de heces diarreicas en
portaobjetos, se secaron al aire y se tineron con la técnica de Ziehl Neelsen
modificada. Se sumergieron en Carbol fucsina por 30 minutos, posteriormente
se sumergieron en agua corriente de la llave por 5 a 10 minutos, luego en
alcohol acido hasta que se decolorara para obtener una tincion de color rosa.
se continué con agua corriente de la llave por 5 minutos para quitar los
residuos del alcohol acido, se utilizd azul de metileno por 2 minutos con la
finalidad de hacer contraste en la tincion y agua corriente de la llave para
eliminar los excesos del azul de metileno (Morgan, 1998). A esta técnica se le
modifico sumergiendo en alcohol del 96° y alcohol absoluto, durante 5 minutos
cada uno, con la finalidad de deshidratar la muestra para cubrirla con resina

sintética, diluida con xilol y con cubreobjetos.

Interpretacion. Se realizo una observacion bajo el microscopio de luz fotonico
con el objetivo 40X observando los ooquistes de color rojo brillante sobre un
fondo azul como se observa en la figura 3, se contabilizaron en 25 campos
opticos y fueron observados como minimo 50 campos antes de considerar un
caso negativo. Se realizé una evaluacion semi - cuantitativa de los ooquistes
como se muestra en la figura 3.

Analisis estadistico. Para el analisis estadistico de los datos se utilizo la
prueba de ji cuadrada (X?) para comparar la distribucion de la enfermedad
entre rangos de edades de los animales positivos y negativos a la presencia de
Cryptosporidium spp. La prevalencia de criptosporidiosis fue calculada por la
formula (OMS CEPIS, 2001)

Numero de casos
P= x 100
Individuos totales




7. Resultados

Del examen de 1337 becerras en 20 hatos, se encontré que 98 (7.3%) de las
mismas presentaron heces diarreicas. Se verifico (Cuadro 2) que becerras
agrupadas en escala de edades de 6 a 15 dias evidenciaron mayores

frecuencias con criptosporidiosis.

De acuerdo al numero de becerras con diarrea, 25 (25.51%) resultaron
positivas a Cryptosporidium spp y del total de becerras en los hatos fue de
1.86% (Cuadro 1).

La intensidad de la excrecion de ooquistes en las heces fue muy manifiesta en
el grado 1 (+) y el 5 (+++++). Los ooquistes de Cryptosporidium fueron
encontrados en 11 (55 %) de 20 hatos examinados. La prevalencia de

infeccion estuvo en rangos desde 22.2 hasta 100.



Cuadro 1. Prevalencia de Cryptosporidium spp en becerras Holstein con

diarrea en la Comarca Lagunera.

Establo N n/% + % pm % PPT
1 40 4 (10.0%) 4 100.0 10.0
2 30 7 (23.3) 4 57.1 13.3
3 1000  2(0.2) 2 100.0 0.2
4 35 3(8.6) 2 66.7 5.7
5 75 9(12.0) 2 985 27
6 80 4 (5.0) 1 25.0 1.3
7 50 7(14.0) 4 571 8.0
8 27 5(18.5) 0 0.0 0.0
9 85 8 (9.4) 0 0.0 0.0
10 60 2(3.3) 0 0.0 0.0
11 30 6 (20.0) 0 0.0 0.0
13 280 8 (2.8) 0 0.0 0.0
13 90 7(7.7) 0 0.0 0.0
14 180 4(2.2) 2 50.0 1.1
15 210 7 (3.3) 0 0.0 0.0
16 40 3(7.5) 1 33.3 25
17 50 4 (8.0) 2 50.0 4.0
18 60 1(1.6) 0 0.0 0.0
19 70 6 (8.5) 0 0.0 0.0
20 25 1(4.0) 1 100.0 4.0
Total 1337 98 (7.3) 25 25.51 1.86

N = Numero total de becerras en 2l hato.

n / % = Porcentaje de becerras muestreadas con diarrza.

+ = Posiuvo a Cryprosporidium spp.

% pm = Porcentaje de positivos en relacion a las muestras.

% PPT = Porcentaje de positivos 2n relacion a la poblacionn total.



Cuadro 2. Influencia de Ila edad en la ocurrencia de casos positivos a

criptosporidiosis en becerras con diarrea, a partir de 20 establos en la Comarca

Lagunera.
Becerras Positivas Becerras negativas
Edad (dias) N°de %n n=98 N°de %n n= 98 Total
Becerras (+) Becerras (-) Becerras

+y-

0-5 2 66.6° 2.0 1 333 1.0 3

6-10 10 58.8° 10.2 7 411 741 17

11-15 9 42.8% 9.1 12 571 122 21

16-20 3 15.7° 3.0 16 842 16.3 19

36-40 1 1422 4 6 857 6.1 7

Total 25 373 255 42 626 42.8 67

Literales diferentes indican diferencia estadistica (P<0.05).

X?=8.1

No se registraron casos positivos en las edades 21-25 dias, 26-30 y 31-35 dias
(n=31).
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Cuadro 3. Intensidad de excrecion de ooquistes de Cryptosporidium spp.

No. becerras Becerras con Intensidad de excrecion
con diarrea ooquistes + ++ +++ ++++
98 25 (25.51%) 10 0 2 2 11

+de 1 a 10 Ooquistes
+=de 11 a 20 Ooquistes
———de 21 a 40 Ooquistes
+---41 a 80 Ooquistes

————— mas de 80 Ooquistes

8. Discusion.

En el presente estudio se realizo la deteccion de Cryptoporidium spp utilizando
la técnica de Ziehl Neelsen modificada (ZNm), se documento la frecuencia de
presentacion por edad en dias de las becerras y se manifesto la intensidad con
la que se eliminaron ooquistes en las heces diarreicas. Pocos son los trabajos
nacionales que describen la frecuencia de criptosporidiosis en animales y no se

encontro sobre becerras recién nacidas.

Nosotros utilizamos la tincion de ZNm porque fue la forma mas economica y
rapida para la deteccion de los ooquistes de C. spp, de acuerdo a (Kehl et al.,
1995) y (Rodriguez-Hernandez et al., 1994) el analisis microscopico de frotis
fecales tenidos es el método mas utilizado para el muestreo tamiz de heces
para diagnostico de Cryptosporidium en laboratorios de diagnostico clinico.
Ademas otras investigaciones han demostrado que los métodos de deteccion
basados inmunologicamente, no son significativamente mas sensibles que la

microscopia convencional.

Sin embargo, existen otros estudios que muestran pruebas como la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) ya que estudios recientes demuestran una

sensibilidad de 83.7 % y una especificidad de 98.9% para la microscopia



comparado con un 100% de sensibilidad y especificidad para la PCR (Morgan
etal., 1998).

La ocurrencia de diarrea causada por Cryptosporidium spp en la 12 y 22
semanas de edad lo encontramos en este rango en nuestro trabajo. Las
criptoporidias casi siempre pueden ser encontradas en becerras con diarrea
pero lo comun es que se encuentren otros patdogenos entéricos serios

conocidos (Anderson, 1998).

La constatacion, en este trabajo, de que las becerras de 8 a 15 dias de edad
presentaron diarrea asociadas a Cryptosporidium spp con frecuencia mayor
que animales de otra escala de edades, se ajustan a las manifestaciones de

otros autores (Reynolds et al., 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. Otros estudios muestran altas prevalencias
que van desde 20 a 88 % (Bednarska et al., 1998). La frecuencia de
criptosporidiosis detectada fue relativamente baja en becerras diarreicas en la

primera semana y despues de la segunda semana hasta los 40 dias de edad.

Por otra parte, hay varios criterios para categorizar l0s grupos para medir la
intensidad de eliminacion de C. spp en heces, (Bednarska et al., 1998) los
identifican en tres grupos como sigue: (+) < 5 ooquistes, (++) 5 to 10 ooquistes,
(+++) > 10 ooquistes observados en 20 campos microscopicos a 400X
aumentos. (Ortolani et al., 2003) contabilizan 25 campos oOpticos y evaluan la
intensidad en la siguiente forma: (-) ausencia de ooquistes, (+) de 1 a 4, (++) de
5a 20, +++ de 21 a 84 y ++++ arriba de 84, utilizando 400X aumentos y Emre y
col. (1998) observan 20 campos a 1000X aumentos y los graduan en (-)
negativo, 1 a 5 (+), 6 a 20 (++), > 20 (+++). Al respecto, la literatura es limitante
con lo que se dice sobre estas comparaciones de excrecion. El criterio tomado
por nosotros es diferente y ha sido aplicado con muy poca variacion en la

interpretacion.
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9. Conclusion

1. De 1337 becerras revisadas, se encontraron 98 (7.3%) con diarrea.

2, Se observaron ooquistes de Criptosporidium spp en un 1.86 % del total

de las becerras revisadas

3. Se observaron ooquistes de Criptosporidium spp en un 255 % de

becerras muestreadas.

4. La mayor frecuencia de diarreas asociadas a la criptosporidiosis se

observo en becerras de 6 a 15 dias de edad.

5. La intensidad de la excrecion de ooquistes en las heces se manifesto en

los grados 1 (+) y 5 (+++++).

6. Los ooquistes de Cryptosporidium fueron encontrados en 11 (55 %) de

20 hatos examinados.

7. La prevalencia de infeccion estuvo en rangos desde 22.2 hasta 100.
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