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RESUMEN

Se tomaron muestras de heces de 46 becerras Holstein Friesan, con
presencia de diarrea para determinar por la técnica de ELISA la presencia de
cryptosporidiosis de un hato comercial de la comarca lagunera. Para esto se
utilizo un KIT comercial del instituto pourquier. la fase de laboratorio se llevo a
cabo en el laboratorio de diagnostico de la universidad autonoma agraria Antonio

narro unidad laguna.

Los resultados obtenidos indican que la prevalencia de cryptosporidiosis
determinada mediante esta técnica es baja (13%), lo que coincide con lo
encontrado en otras investigaciones realizadas usando la técnica modificada de

Ziehl-Neelsen.

Podemos sugerir que la técnica de ELISA es un método rapido para la
deteccion de cryptosporidiosis. El objetivo del trabajo fue determinar la presencia
de Cryptosporidium spp. Por medio de la técnica de ELISA en un hato comercial
de bovinos productores de leche en la region lagunera de Coahuila, se

recolectaron 46 muestras de becerras que presentaban diarrea.

Palabras clave: Cryptosporidiosis., ELISA, diarrea, diagnostico.

-iii-



INDICE

DEDICATORIAS
AGRADECIMIENTOS

RESUMEN

INDICE

INDICE DE FIGURAS

I.- INTRODUCCION

II.- JUSTIFICACION

III-. OBJETIVO

IV.-REVISION DE BIBLIOGRAFIA
4.1 Historia

4.2 Taxonomia y Ciclo bioldgico
4.3 Especies validas de Cryptosporidium
4.4 Epidemiologia

4.5 Tratamiento

4.6 Mecanismos antigénicos

4.7 Perdida de la Infectividad
4.8 Métodos de diagnostico

V.- MATERIALES Y METODOS
VI.- RESULTADOS

VII.- DISCUSION

VIII.- LITERATURA CITADA

-iv-

-ii-

-iii-

-iv-

13

14

16

17

19

20

22

23



INDICE DE FIGURAS

Fig. 1. Clasificacion taxonomica de Cryptosporidium spp

Fig. 2. Ciclo biologico de Cryptosporidium spp

Fig. 3. Donde se observa la especie de Cryptosporidium validas; el o los
hospedero(s) principalmente afectado(s) —primera columna- y el o los
hospederos de menor importancia que son afectados por las especies de
Cryptosporidium —segunda columna-

Fig. 4. Donde se observa la prevalencia del ganado infectado de 1
semana de edad a > de 2 anos por especie y genotipo derivado en todos
los animales examinados en 14 granjas en 7 estados durante un periodo
de 4 anos.

Fig.5. Transmision documentada de Cryptosporidium parvum entre
mamiferos. La direccion de las flechas indica la ruta de infeccion. En
algunos casos especiales con humanos, las flechas son unidireccionales
porque revelan estudios que no han sido conducidos.

Fig. 6. Donde se observa el porcentaje de animales positivos y negativos
a Cryptosporidium spp.

Fig.7. Donde se observa la edad y el peso promedio de las becerras
muestreadas en un hato lechero y que resultaron positivas y negativas a
la presencia de Cryptosporidium mediante la técnica de ELISA.

12

12

20

21



I.- INTRODUCCION

Desde que E. E. Tyzzer (1912) parasitologo Americano describiera al C.
Muris, organismo que probablemente Clarke, en 1895, observara por primera vez
y al cual describié como una enorme espora (Current y Garcia, 1991).

Al menos tres especies de Cryptosporidium con marcadas diferencias
biologicas que infectan al ganado han sido identificadas: Cryptosporidium
parvum, Cryptosporidium andersoni (formalmente conocido como
Cryptosporidium muris), y Cryptosporidium bovis (formalmente conocido como
Cryptosporidium genotipo bovino B). El Cryptosporidium parvum, infecta al
intestino delgado principalmente en becerros lactantes asi como humanos y otros
animales, provocandoles un cuadro de tipo diarreico. El Cryptosporidium
andersoni, infecta el abomaso de ganado joven y maduro; infeccion que ha sido
implicada como causa en la reduccion de la produccion lactea, no asi, a signos de
otra enfermedad. Y el C. Bovis que recientemente ha sido hallado principalmente
en ganado de 2 all meses de edad (Fayer et.al., 2006).

Los protocolos wusados para la identificacion de ooquistes de
Cryptosporidium en heces incluyen pruebas como la de Giemsa, la técnica
modificada de Kinyoun, el uso de la Inmunofluorescencia (IFA), sin embargo, la
sensibilidad de esta puede estar influenciada por la concentracion de ooquistes y
la consistencia de las heces (Leng et.al., 1996). La prueba de Western Blot o
“prueba de oro” (Priest et.al.,, 1999), también ha sido usada la morfologia de los
ooquiste (Fayer et.al.,, 2006). Otra alternativa consiste en realizar frotis fecales
directos y diversas tinciones negativas, entre las que destaca la tincion de Heine.
Las técnicas de concentracion, usando las técnicas de flotacion con diferentes
soluciones (sacarosa de Sheather, sulfato de zinc, sulfato magnésico, cloruro
sodico). Asi como técnicas de sedimentacion con formol-éter o formol-acetato de
etilo, entre las que se incluyen tinciones basadas en las propiedades acido-
resistentes de los ooquistes (Ziehl-Neelsen modificada, tinciones con safranina
como la de Baxby o Koster modificada) y las tinciones con fluorocromos como la
auramina-rodamina. Conviene tener en cuenta que el umbral de deteccion de
ooquistes en las muestras de heces es variable dependiendo de la técnica

utilizada (Quilez et.al., 2003).



II.- JUSTIFICACION

El inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA), ha sido desarrollado para
detectar la respuesta de inmunoglobulinas M (IgM) y IgG contra antigenos de los
ooquistes de Cryptosporidium (Ungar y Nash, 1986), también, ha sido usada para
el coprodiagnostico de cryptosporidiosis en humanos (Leng et.al., 1996). La
técnica de ELISA wusa anticuerpos monoclonales o policlonales frente a
componentes de la pared (Quilez et.al., 2003). En diversos trabajos realizados en
hatos lecheros de la Region Lagunera, se ha demostrado la presencia y se ha
determinado la prevalencia de Cryptosporidium, sin embargo, el método usado
para determinar la presencia de este parasito ha sido por medio de la técnica
modificada de Ziehl-Neelsen, técnica que requiere de tiempo y habilidad del que
la realiza, por lo que este trabajo pretende utilizar la técnica de ELISA como
método de diagnodstico rapido para la determinacion de la presencia de

Cryptosporidium como un componente del complejo diarreico de las terneras.



III.- OBJETIVO

Determinar la prevalencia de Cryptosporidium spp. En un hato lechero
comercial de bovinos Holstein de la Region Lagunera mediante la técnica de

ELISA, muestreado en el mes de noviembre del 2008.



IV.- REVISION DE BIBLIOGRAFIA

4.1.- HISTORIA

El primer individuo en establecer el género Cryptosporidium y reconocer
esta multiespecie fue Ernest Edward Tyzzer, aunque probablemente Clarke, en
1895 la observo por primera vez; Tyzzer describio la especie, C. muris, de las
glandulas gastricas de un raton de laboratorio. Posteriormente, realiz6 una mas
completa descripcion de su ciclo de vida y subsecuentemente describe una
segunda especie, también de un raton de laboratorio, el C. parvum.

El C. parvum difiere de los tipos de especie en que no solamente puede
infectar al intestino delgado y el estomago. Este parasito fue comunmente
confundido con otros parasitos del género Apicomplexa, especialmente con la
coccidia del género Sarcocystis. Porque al igual que el género Cryptosporidium,
algunas especies de Sarcocystis al desenquistarse los esporozoitos, liberan
también cuatro esporoquistes. Una variedad de géneros nombrados y no
nombrados fueron erroneamente asignados a este género. Estudios subsecuentes
de la ultraestructura, demostraron que el estado endogeno del Cryptosporidium
posee un unico organelo de adhesion, este es la llave para definir el género y la
familia, y actualmente es un componente integral en la definicion taxondémica
desde 1961.

Después del reconocimiento de las verdaderas diferencias entre el
Cryptosporidiumy el Sarcocystis, el concepto erroneo de un hospedero estricto fue
aplicado a las especies de Cryptosporidium. Esto dio la creacion de maultiples
especies entre ellas C. agni en ovejas, C. anserinum en gansos, C. bovis en
ganado, C. cuniculus en conejos, C. garnhami en humanos, y C. rhesi en monos.
Subsecuentes estudios demostraron que el aislamiento del Cryptosporidium en
diferentes especies animales puede frecuentemente ser por la transmision de una
especie hospedera a otra. Como resultado del uso de la morfologia, el desarrollo
biologico, la especificidad del hospedero, la histopatologia y la biologia molecular,
han sido nombradas nuevas especies como, C. andersoni para el ganado, C. canis
para los perros, C. hominis para los humanos, y C. Molnari para el pescado (Xiao

et. al., 2004; Current y Garcia, 1991; Marshall et. al.,, 1997).



La cryptosporidiosis es una enfermedad frecuentemente hallada en
animales jovenes que provoca diarrea, pérdida de peso, mortalidad en un (40%),
y una elevada morbilidad la cual puede alcanzar el 100% al final del periodo de
excrecion. Afecta a rumiantes, tales como becerros, corderos y cabritos, los
cuales son susceptibles en un periodo de tiempo a la cryptosporidiosis,
volviéndose relativamente resistentes a la infeccion con la edad (Mancassola et.
al., 1995). Dos genotipos de C. parvum han sido identificados por técnicas
moleculares. El genotipo 2, zoonotico o “animal-adaptado” es transmisible entre
ganado y humanos, considerando que el genotipo adaptado al humano es

exclusivo para la poblacion humana (Graczyk et. al., 2000).

4.2.-TAXONOMIA Y CICLO BIOLOGICO

TABLE 1. Taxonomic classification of Cryprosporidium

Classifi-

cation Name Biological characteristics

Phylum Apicomplexa Invasive forms have apical com-
plex with polar rings, rhoptries,
micronemes, conoid, and sub-
pellicular microtubules

Class Sporozoasida Locomotion of invasive forms by
body flexion gliding, or undula-
tion

Subclass Coccidiasina Life cycle with merogony, game-
togony, and sporogony

Order Eucoccidiorida Merogony present; found in verte-
brate hosts

Suborder Eimeriorina Male and female gametes develop
independently

Family Cryptosporidiidae  Homoxenous (one host life cycle),

with developmental stages just
under the membrane of the host
cell; oocyst without sporocysts
and with four sporozoites; mi-
crogametes without flagella

Fig. 1 Clasificacion taxonémica de Cryptosporidium spp.

(Current y Garcia, 1991).

El ciclo evolutivo del Cryptosporidium comprende distintas fases:
Esquizogonia o fase de reproduccion asexual; tiene lugar después de la ingestion
de ooquistes esporulados, con liberacion de esporozoitos (células moviles
alargadas en forma de coma y envueltas por una doble membrana) los
esporozoitos, los cuales parasitan las células epiteliales del tracto
gastrointestinal, estos penetran a las células epiteliales en donde se produce la
maduracion del trofozoito el cual se encuentra rodeado por 4 membranas, las dos

externas constituyen la membrana parasitofora. El proceso de desenquistacion



usualmente requiere condiciones reducidas, enzimas pancreaticas, y sales
biliares; sin embargo, esto es posible porque los ooquistes de Cryptosporidium
necesitan una solucion acuosa para estimular la desenquistacion. El esquizonte
proviene del trofozoito dando lugar a 4 u 8 merozoitos, segun se trate de
esquizonte de primera o segunda generacion. Gametogonia: consiste en una
diferenciacion sexual en macrogametocitos y microgametocitos a partir de los
merozoitos que se encontraban en el esquizonte. Por la fusion de los gametos se
forma el cigoto y posteriormente el ooquiste. Esporogonia: es la ultima fase; tiene
lugar “in situ” y conduce a la formacion de ooquistes esporulados que contienen 4
esporozitos desnudos, existiendo unos ooquistes de pared delgada (20% del total)
que se desenquistan dentro del hospedador, dando lugar a la autoinfeccion
endogena o retroinfeccion, y ooquistes de pared gruesa (80% del total), los cuales
se excretan al medio externo.

Los esporozoitos penetran al enterocito y se desarrollan dentro los
trofozoitos. El estado de trofozoito es intracelular dentro de la membrana celular
pero es extracitoplasmatico. Este estado se divide por multiplicacion asexual y se
forman seis u ocho nucleos, los cuales maduran dentro a merozoitos de tipo I —
merontes-. Este estado de merozoitos puede desarrollar a merontes tipo II e
iniciar la multiplicacion sexual y los ooquistes desarrollados pueden reiniciar la
multiplicacion sexual a merontes tipo I. Los zigotos formados después de la
fertilizacion resisten al medioambiente debido a la formacion de esporogonias
donde los ooquistes esporulados contienen cuatro esporozoitos. Estos ooquistes
esporulados son liberados en las heces y pueden transmitir la infeccion de un
hospedero a otro. Aproximadamente 20% de los cigotos se desarrollan dentro de
la pared celular del ooquiste, los cuales representan las formas autoinfectivas del
ciclo de vida y estas pueden mantener el parasito en el hospedero (Marshall et.
al., 1997; Fayer y Ungar, 1986; Current y Garcia, 1991; Compan Barco et al.,
1991; Petersen et. al., 1992; Steele et. al., 1995).



Sporozoite

Ingested Type | Meront

(Inhaled?)

Exits Host

Auto-infection

Thick-walled oocyst
(sporulated)
/"—.7\

Thin-walled oocyst
(sporulated)

=N

<~

Microgamont \:\\,,,:\—‘_ ]

@

Fig. 2 Ciclo biolégico de Cryptosporidium spp. El esporozoito se desenquista del ooquiste
esporulado y entra en las microvellosidades de una célula epitelial, donde se transforma a
trofozoito. Los trofozoitos, se multiplican para formar meronte tipo I (esquizontes). Un merozoito
tipo I que es producto de un meronte tipo I, y da origen a merontes tipo 2. Un merozoito tipo 2
deja el meronte tipo 2 para formar macrogametos y microgametos. El microgameto fertiliza al
macrogameto, que se desarrolla en un ooquiste. Los ooquistes esporulan en el sitio y pueden
liberar esporozoitos para la autoinfeccion o salir del cuerpo por medio de las heces (Fayer y
Ungar, 1986).

4.3.- ESPECIES VALIDAS DE CRYPTOSPORIDIUM

Las especies nombradas de Cryptosporidium que son consideradas como
especies incluyen C. andersoni (ganado), C. Bailey (gallinas y 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 otros mamiferos), C. parvum
(rumiantes y humanos), C. Wrairi (cuyos), C. saurophilum (viboras y lagartijas), y
C. serpentis (viboras y lagartijas )(Fig. 3 ). Otras especies de Cryptosporidium
morfologicamente distintos han sido encontrados en peces, reptiles, aves y

mamiferos pero no han sido nombradas. (Xiao et. al., 2004).



Species Major host Minor host
O mris Rodents, bactrian camels Humans, rock hyrax,
moutain goats
C. andersoni Cattle, bactrian camels Sheep
C. parvum Caitle, sheep. goats, Dieer, mice, pigs
humans
C. hominis Humans, monkeys Dugongs, sheep
. wrairi Guinea pigs
. felis Caits Humans, cattle
C. canis Dogs Humans
C. meleagridis Turkeys, humans Parrots
. baileyi Chicken, turkeys Cockatiels, quails,
ostriches, ducks
. galli Finches, chicken,
capercalles, grosbeaks
. serpentis Snakes, lizards
C. saurophilirm Lizards Snakes
. molwari Fish

Fig. 3.- Donde se observa la especie de Cryptosporidium validas; el o los hospedero(s)
principalmente afectado(s) —primera columna- y el o los hospederos de menor importancia que
son afectados por las especies de Cryptosporidium —segunda columna- (Fayer y Ungar, 1986).

4.4.- EPIDEMIOLOGIA

La especie Cryptosporidium es un parasito protozoario que se encuentra
distribuido alrededor del mundo y es hallado en el epitelio gastrointestinal de
aves, reptiles, peces y mamiferos (Ungar y Nash, 1986; Janoff y Reller, 1987). El
Cryptosporidium parvum es un agente etiologico importante en el sindrome
diarreico neonatal en el ganado, corderos y cabritos, el cual causa considerables
pérdidas directa e indirectamente (De Graff et. al.,, 2002). En humanos y ganado,
primariamente becerros, corderos y ninos, cryptosporidiosis es una enfermedad
entérica seria causada por un parasito protozoario coccidial Cryptosporidium
parvum, el resultado es una diarrea, deshidratacion, pérdida de peso y algunas
veces la muerte. C. parvum fue detectada en cabritos en 1981, pero desde esta
fecha, pocos documentos han sido referidos a la cryptosporidiosis en cabritos
(Mancassola et. al., 1995). El agua es un importante medio de transmision, entre
otros aspectos por su dispersion y la elevada resistencia que poseen los ooquistes
a los tratamientos comunes de potabilizacion ya que se necesita como minimo 80
mg/1 de cloro libre para su destruccion, esta concentracion es 400 veces mas la
maxima permitida en agua para consumo humano (0.2 a 1.5 mg/l) (Diaz Cinco et
al., 2003). El Cryptosporidium fue reconocido en el raton en 1907 y en diarrea en
humanos en 1976 (Magi et. al., 2000).

También se han encontrado ooquistes en aguas residuales y de rios, por lo

8



que otro mecanismo de transmision conllevaria la via hidrica, siendo por tanto la
infeccion comun a otras infecciones entéricas. Por ello, se considera a la
Criptosporidiosis como una de las potenciales causas de la diarrea del viajero
(Compan Barco et al., 1991). Estudios epidemiologicos han demostrado que el
Cryptosporidium es mas prevalente en paises en desarrollo (5% a 10%) que en
paises desarrollados (1% a 3%) (Igbal et al., 1999; Diaz Cinco et al.,, 2003). La
cryptosporidiosis es endémica en paises en desarrollo, tales como México, y es un
resultado en la pobre sanitizacion y las condiciones de vida (Leach et. al., 2000).

La especie Cryptosporidium es un parasito del Phylum Apicomplexa que
infecta a los bordes de las microvellosidades del epitelio del tracto gastrointestinal
en un amplio rango de hospederos vertebrados, incluidos humanos. Los
individuos infectados muestran un amplio espectro de manifestaciones clinicas,
pero la patogenicidad del Cryptosporidium varia con la especie de parasito y el
tipo, edad y estatus inmune del hospedero. En algunos animales, la infeccion con
Cryptosporidium no esta asociada a signos clinicos y es considerada como
autolimitante. En algunos animales, tales como reptiles infectados con
Cryptosporidium serpentis o en individuos inmunocomprometidos, la infeccion es
frecuentemente cronica y eventualmente puede ser letal (Xiao et. al., 2004).

La transmision de una variedad de parasitos de importancia veterinaria y
de salud publica realizada por las moscas ha sido reconocida, incluye los
parasitos coccidiales tales como Sarcocystis spp., Toxoplasma gondii, Isospora
spp., y Eimeria tenella. La infeccion por Cryptosporidium parvum es
particularmente prevalente en ganado antes del destete. El papel de los vectores
mecanicos tales como las moscas como diseminadores de la infeccion de
ooquistes de C. parvum en el medio ambiente y el roll de estas en la epidemiologia
de la cryptosporidiosis ha sido intensamente discutida pero pobremente
dilucidada, bajo condiciones de laboratorio la mosca doméstica (Musca domestica)
transporta mecanicamente ooquistes de C. parvum y observaciones preliminares
indican que también puede ocurrir de manera natural (Graczyk et. al., 2000).

La cryptosporidiosis es frecuentemente la causa de diarrea en humanos, y
varios grupos de ellos son particularmente susceptibles a la cryptosporidiosis. En
paises desarrollados, la infeccion con Cryptosporidium ocurre en su mayoria en
ninos menores de 5 anos, con el pico de ocurrencia en ninos de 2 anos. En ninos

con multiples episodios de cryptosporidiosis, se indica que se adquiere
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inmunidad a la infeccion en un corto periodo de vida (Xiao et. al., 2004).

Entre las especies de animales domeésticos, sin duda la que es mas afectada
por la cryptosporidiosis es la bovina, en especial los neonatos. Los resultados de
encuestas epidemioloégicas son muy variables, pero por lo general indican una
morbilidad alta (10-85%). El sindrome diarreico tiene una etiopatogenia compleja,
pues cuando el Cryptosporidium es el Ginico 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. Mientras
mas insalubres son las condiciones sanitarias del ambiente, principalmente en
donde permanecen los becerros, mayor sera el riesgo de contagio y presencia de
la enfermedad. Al hablar respecto a la contaminacion del medio ambiente, la
mayoria de los autores trata el asunto de manera genérica y se limita al relato y
correlacion del binomio efecto — causa en consideracion a la escasa literatura
nacional acerca de las diarreas del ganado relacionadas con el Cryptosporidium 'y
a la poca informacion existente sobre su frecuencia en animales portadores
asintomaticos y de su contaminacion (Lippi Ortolani y Castro Soares, 2003).

Los becerros neonatos pueden ser particularmente susceptibles a la
infeccion y pueden excretar por arriba de 30 billones de ooquistes en un periodo
de una a 2 semanas. Basado en una encuesta sobre 7,369 animales de 1,103
granjas localizadas en 28 estados de EEU, se encontré que mas del 50% de los
animales con 2 semanas y que un 22.4% del total del ganado (edad, de 1 a 17
semanas) resultaron positivas a C. parvum. Los autores concluyeron que
virtualmente todos los hatos con mas de 100 vacas estan infectadas con C.
parvum. Otros autores hallaron que las vacas adultas excretan por encima de
18,000 ooquistes por gramo de heces y estas aparentemente estan sanas.
Basados en un promedio donde existen 900 ooquistes por gramo de heces y
donde la excrecion total de heces es de 40 kg por dia, un adulto podria excretar
cerca de 36 millones de ooquistes al dia (Kuczynska y Shelton, 1999). Los
ooquistes de Cryptosporidium son esféricos (los de C. parvum, miden cerca de 3 a
5.1 ym de diametro) y son excretados a un numero de hasta 2 X 105 o de 2 X 107
ooquistes por g de heces por becerro (Ongerth y Hstibbs, 1987).

El impacto economico de la cryptosporidiosis es comparable con el de la

infeccion de rotavirus. El promedio de pérdidas anuales debido a la
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cryptosporidiosis bovina en Estados Unidos fue subestimada en 6.2 millones de
dolares en 1978, pero recientemente el dato sugiere que el estimado fue menor.
Los animales infectados excretan un elevado numero de ooquistes. La media total
de ooquiste excretados en animales infectados experimentalmente estan en 2.5 x
1010 (Villacorta et. al., 1991).

Numerosos reportes han sugerido que la transmision de Cryptosporidium a
humanos por otros humanos infectados es posible por medio de la transmision
sexual y el contacto no sexual (en la casa y en los hospitales), la ingestion de
agua de bebida o el alimento por contacto de animales infectados (Colford et. al.,
1996).

Varios estudios han reportado la prevalencia de la infeccion en la poblacion
del ganado por C. parvum. En un estudio nacional en las granjas en Estados
Unidos en 1,103 vacas, el parasito fue detectado en 59% de las granjas, y
aproximadamente la mitad de todos los animales infectadas estaban entre 7 y 21
dias de edad. En el estado de Washington, C. parvum fue recuperado de las heces
un 41% en ganado lechero de 7-21 dias, mientras que en Manitoba. C. parvum
fue detectado en 63% de los hatos. El C. parvum fue identificado en 88.7% de 505
animales en Québec. Actualmente, no existen drogas o vacunas que sirvan para
la prevencion o tratamiento del parasito.

Sin embargo, recientemente la halofuginona, una quinazolinona, ha mostrado
que tiene actividad contra C. parvum. Posteriormente, trabajos de investigacion
indican que el lactato de halofuginona (Halocur®) es efectivo en la reduccion y
secrecion de los ooquistes de C. parvum y en la prevencion de diarrea (McKnight

et al., 2003).

En un estudio realizado en durante cuatro anos de investigacion en 541
vacas de 2 anos de edad se observo que el total de la prevalencia de animales
infectados por Cryptosporidium fue elevada en animales antes del destete y
declina en animales adultos. Durante este tiempo fueron observados tres especies
de Cryptosporidium y un genotipo: C. parvum, C. bovis, C. andersoni y el genotipo

ligado a venado de Cryptosporidium, respectivamente.
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Fig. 4. Donde se observa la prevalencia del ganado infectado de 1 semana de edad a > de 2 anos
por especie y genoptipo derivado en todos los animales examinados en 14 granjas en 7 estados

durante un periodo de 4 anos. (Fayer et. al., 2007)
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Fig.5.- Transmisiéon documentada de Cryptosporidium parvum entre mamiferos. La direccién de
las flechas indica la ruta de infeccion. En algunos casos especiales con humanos, las flechas son
unidireccionales porque revelan estudios que no han sido conducidos.

(Pell, 1997)
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4.5.- TRATAMIENTO

En el tracto gastrointestinal, los ejemplos de defensa innata incluyen
procesos fisicos, tales como peristalsis y excrecion por las células epiteliales y
barreras quimicas, que incluyen acidificacion gastrica, moco, acidos biliares, y
proteinas. Entre las proteinas, las cuales contribuyen a la defensa de
microorganismos estan varios péptidos recientemente identificados en los
extractos gastrointestinales de la mucosa gastrointestinal. In situ el analisis de
hibridacion ha demostrado que algunos de estos péptidos son sintetizados por las
células epiteliales. Otros péptidos antibioticos aparecen como productos de
leucocitos que migran hacia el intestino (Tarver et. al., 1998).

No existe una quimioterapia disponible para este organismo. El tratamiento
de soporte de forma oral y rehidratacion intravenosa son el tratamiento para
pacientes inmunocompetentes. Para individuos inmunocomprometidos, el
tratamiento puede estar ligado a la vida. Para el tratamiento de la infeccion se
han usado numerosas drogas antiparasitarias y antimicrobianas pero no se ha
probado su efectividad. Reportes sugieren que la espiramicina tiene mediana
efectividad (Marshall et. al., 1997; McDonald et. al., 1990).

A la fecha, algunas drogas han sido probadas para la terapia de profilaxis.
Unas pocas de estas (lasalocid en becerros y halofuginona en corderos y ganado)
son efectivas, pero no estan comercialmente disponibles debido a que la dosis
necesaria provoca toxicidad en los animales. Recientemente varios estudios
mostraron eficiencia con el uso de la paromomicina in vitro e in vivo para el
tratamiento de cryptosporidiosis en humanos con SIDA y en animales (ratones y
ganado). El aminoglucosido paromomicina es bien absorbido de forma oral a
dosis de 3.5 mg. Esta disponible comercialmente y tiene un espectro
antimicrobial amplio (Mancassola et. al., 1995).

Mas de 90 agentes quimioterapéuticos y regimenes terapéuticos han sido
probados en humanos y animales infectados con C. parvum. La falla en las
terapias de control de cryptosporidiosis tiene como consecuencia grave el
desarrollo cronico de diarrea criptosporidial. El descubrimiento de péptidos liticos
(cecropines) y la identificacion de estos (magaininas) en la piel de ranas ha
abierto una nueva area de investigacion dentro de los compuestos
antimicrobiales. Las proteinas anfipaticas que constituyen esta nueva clase de

agentes son generalmente muy pequenas, menos de 36 aminoacidos (con peso
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molecular de <4,000 Da), y aparentemente con caras hidrofilicas e hidrofobicas,
estas facilitan la interaccion con las membranas. Los cecropines, magaininas, y
analogos sintéticos de estas moléculas forman canales ionicos en las membranas
celulares lipidicas (Arrowood et. al., 1991).

Una amplia variedad de drogas, entre ellas agentes antiparasitarios como la
pirimetamina, artemisina y drogas como la trimetoprim-sulfametoxazole, no han
mostrado su eficacia sobre C. Parvum. Sin embargo, la dapsona, minociclina y los
inhibidores dihidrofolato reductasa muestran buena actividad in-vitro e in-vivo
contra la coccidia. La Azitromycina a dosis de 8 mg/], claritromycina en 8 mg/],
roxitromicina en 16 mg/l y la espiramycin a dosis de 16 mg/l en combinacion
con minociclina en dosis de 2 mg/l y la pirimetamina a 0.05 mg/l mostraron
reduccion significante en el conteo de los ooquistes liberados (Giacometti et. al.,
1996). Desafortunadamente, ninguna de las 79 drogas probadas
experimentalmente para la cryptosporidiosis muestran clara actividad.
Recientemente, Naciri e Yvord reportaron que el lactato de halofuginona, una
variante quimica anticoccidial del bromohidrato de halofuginona, detiene la
excrecion experimental de ooquistes en corderos infectados (Villacorta et. al,

1991).

4.6.- MECANISMOS ANTIGENICOS

El suceso de trasferencia de inmunoglobulinas por la madre depende de la
calidad y cantidad de inmunoglobulinas en el calostro y la cantidad consumido y
absorbido por el neonato. El yeyuno es el sitio mas activo de absorcion de
inmunoglobulinas. La absorcion por las células epiteliales en el yeyuno son
capacitadas para poseer receptores los cuales median la union y transporte de
inmunoglobulinas. Las inmunoglobulinas calostrales son selectivamente
absorbidas a través del epitelio del yeyuno, y transferidas intracelularmente, y
liberadas dentro de los vasos linfaticos. Las moléculas de inmunoglobulinas
entran en la circulacion por medio del conducto toracico intestinal. El neonato
normal succiona calostro después del nacimiento, y las inmunoglobulinas en el
suero son detectadas en 4 horas, en el ganado y cerdo tres horas. En corderos,
las inmunoglobulinas han sido detectadas intactas en el ducto linfatico toracico
de 6 a 120 minutos después de la administracion duodenal. La absorcion por las

células epiteliales pueden absorber las inmunoglobulinas del calostro cerca de 24
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posteriores al nacimiento y 48 horas en corderos y cerdos. Sin embargo. La
eficacia de la absorcion en estos tiempos son reducidos. Esto ha sido observados
en ganado y cerdos porque la absorcion de inmunoglobulinas son mas eficientes
durante las primeras 4 horas posnacimiento (Holland, 1990; Riggs y Perryman,
1987).

En ratones inmunodeficientes la infeccion de C. parvum ha mostrado que
los linfocitos T son importantes en la prevencion intestinal cronica y que los
linfocitos CD41 y el gamma interferon (IFN-g) son requeridos para acabar con la
infeccion persistente. Sin embargo, en estudios en ratones los cuales no han
definido los mecanismos de la mucosa intestinal el hospedero inmunocompetente
se recobra de la enfermedad. La infeccion localizada en el intestino delgado
resulta en la atrofia de las vellosidades y su funcion, con infiltracion leucocitaria
dentro de la mucosa intestinal. A pesar de la elevada morbilidad, la mortalidad es
baja y la recuperacion es espontanea. La respuesta inmune mediada por los
linfocitos T ha sido implicada en la recuperacion del ganado por la infeccion de C.
Parvum (Wyatt et. al., 1997).

La infeccion es autolimitante y la inmunidad esta basada en inmunoglobulinas y
células T. Los antigenos predominantemente reconocidos por los anticuerpos de
C. parvum forman un rango amplio en la inmunidad animal. El resultado de la
clonacion de antigenos de superficie resulto en la expresion de: CP15, el CP15/60
y €l P23. El CP15 y el P23 han sido implementados en el desarrollo de vacunas
pasivas para cryptosporidiosis en rumiantes (De Graff et. al.,, 2002). En el raton
lactante, los anticuerpos monoclonales usados contra la superficie de las
proteinas de los esporozoitos limitan el desarrollo del parasito. La administracion
profilactica de suero hiperinmune de calostro bovino (HBC) resulta en la
reduccion significante en el numero de parasitos en ratones y ganado infectados
con C. parvum (Tilley et. al., 1990). La infeccion de humanos y animales con C.
parvum muestra el desarrollo de inmunoglobulinas caracteristicas G (IgG), IgA, y
IgM como respuesta de los anticuerpos con antigenos de bajo peso molecular 27-
y 17-kDa. Trabajos preliminares sugieren que la presencia de anticuerpos contra
esos dos antigenos inmunodominantes es asociado a la proteccion de la infeccion
durante los sintomas. Estos antigenos pueden ser importantes durante la
invasion de la célula hospedadora, desde la administracion oral de anticuerpos

monoclonales contra el anfigeno de 27-kDa es capaz de reducir la infeccion en el
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raton neonato. En el pasado, la respuesta a los anticuerpos ha sido seguida por
el uso de extracto de desechos de ooquistes con antigenos usados en ELISA o el
ensayo de Western Blot (Priest et. al., 1999).

Como un resultado de la infestacion masiva de cryptosporidiosis que
ocurrio en Milwaukee, Wisconsin, afectando un estimado de 403,000 individuos.
El Cryptosporidium ha sido reconocido en todo el mundo como una causa comun
de infecciones gastroentericas las cuales tienen como caracteristica resultante
una diarrea que en algunos casos puede ser profusa y prolongada. Esta fue
ampliamente documentada como enfermedad transmitida por el agua en los
Estados Unidos. La persistencia, severidad y la presentacion de la infeccion
dependen de una variedad de caracteristicas del parasito y el hospedero.

(Meinhardt et. al., 1996; Harp y Goff, 1998; Giacometti et. al., 1996).

4.7.- PERDIDA DE LA INFECTIVIDAD

El medioambiente puede ser otra fuente de infeccion debido a la alta
resistencia de los ooquistes (la infectividad tinicamente es destruida por el frio o
el calor a -18° C durante 24 horas o a 65° C durante 30 minutos, y como agentes
quimicos so6lo el hidroxido de amonio al S por 100 y el formaldehido al 10 %
pueden ser eficaces), lo cual posibilita una via de transmision indirecta (Compan
Barco et al., 1991). La completa perdida de infectividad fue observa con 5 dias a
37.8 °C y 2 semanas de 15 a 20.8 °C. Los ooquistes almacenados a 48 °C
experimentalmente pierden progresivamente la infectividad: la infectividad no fue
detectada después de los 60 dias en agua destilada, 80 dias en albumina sérica
al 5%, 100 dias en fosfato buferado, y 190 dias en dicromato potasico al 2.5%
(Fayer y Nerad, 1996). El mecanismo inmune exacto para la respuesta a este no
ha sido bien definido. Sin embargo, se ha reportado que la infeccion créonica con
C. parvum establecida en un raton infectado puede ser tratado en vivo con
anticuerpos monoclonales anti-CD4 y anti-CD8. Ademas, durante la infeccion
cronica la excrecion de ooquistes cesa seguida de una transferencia de células
linfoides al sistema inmune. Este dato indica que la respuesta mediada por las
son necesarias para la recuperacion y resistencia de la criptosporidiosis
(Whitmire y Harp, 1991). Los ooquistes de Cryptosporidium son extremadamente
resistentes a los mas comunes desinfectantes. La viabilidad no se ve afectada por

la exposicion al hipoclorito de sodio en concentracion de 1.05 al 3% por 18 h.
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Pero la exposicion a formalina al 10%, o al 5 a 10% de amonio, y al 70 o 100%
fue necesaria para eliminar completamente la infectividad. Treinta minutos de
exposicion a temperaturas entre 65°C o el congelamiento disminuye la
infectividad. Un reciente estudio donde se examino la influencia del ozono y el
dioxido de cloro sobre la viabilidad de ooquistes de Cryptosporidium parvum en
agua de bebida mostréo que el tratamiento con 1.11 ppm de ozono (1.11 mg/l)
elimina completamente la infectividad en 5 min. Y que 15 a 30 min. Con una
exposicion a 0.43 ppm de dioxido de cloro reduce significantemente la cantidad
de la produccion de ooquistes en un ratéon inoculado con ooquistes) (Korich et.
al., 1990). El tratamiento de la leche a base de elevar y reducir la temperatura
(HTST), o por medio de la pasteurizacion es un practica estandarizada en los
paises desarrollados y ha eliminado varias enfermedades infecciosas que se
transmiten por via lactea (Harp et. al, 1996). Recientemente se demostréo que el
uso secuencial de ozono seguido de cloro libre fue capaz de inactivar a los
ooquistes de Cryptosporidium. Estos resultados sugieren que la combinacion de
desinfectantes a través de la sinergia de desinfectantes quimicos puede tener

accion sobre diversos sitios de accion sobre el ooquiste (Venczel et. al., 1997)

4.8.- METODOS DE DIAGNOSTICO

El método convencional que incluye la tincion por medio de Ziehl-Neelsen,
los cuales son comunmente usados para el diagnoéstico. Los ooquistes se tinen de
rojo y se deben diferenciar de Cyclospora. Sin embargo, por medio del
microscopio convencional es tardado y tedioso y requiere experiencia para
identificar a los ooquistes. Ademas, el diagnostico convencional es limitado
puesto que determina solo muestras con menos de 50,000 a 500,000 ooquites
por gramo de heces. Los ooquistes excretados generalmente pueden ser
intermitentes e ir de altos a leves. La biopsia del intestino delgado no es
usualmente necesario para el diagnostico. En efecto, la biopsia puede darnos
falsos negativos, y depende del area infectada porque el parasito se encuentra en
areas de distribucion las cuales no son concentradas (Hoepelman, 1996; Morgan
et. al, 1998). Los métodos convencionales para la identificacion incluyen
examinacion fecal usando coloraciones como la de auramine-rodamina. (C. Kehl

et. al., 1995).
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Se incluyen una amplia variedad de técnicas para la deteccion de ooquistes
de Cyptosporidium oocysts. Las técnicas de coloracion, sin embargo, consumen
tiempo y requieren de experiencia en el microscopio, y la sensibilidad y
especificidad varian con el numero ooquistes eliminados. Este es comunmente
usado para el diagnostico de Cyptosporidium donde ELISA puede detectar mas
especimenes de Cryptosporidium en la examinacion microscopica, y es
suficientemente sensible y especifica para detectar casos clinicos de
cryptosporidiosis. Algunos reportes describen la prevalencia de la infeccion de
Cryptosporidium por técnicas de examinacion microscopica convencional en
becerros y pavos diarreicos y no diarreicos han sido reportados. Sin embargo,
existen pocos estudios de determinacion de antigenos fecales (Sevinc et al., 2003).
El diagnostico de cryptosporidiosis en esta especie esta basada en la deteccion de
los ooquistes en las heces, mas recientemente se utiliza el inmunoenzayo ligado a
enzimas (ELISA) para detectar antigenos de C. parvum antigenos en el suero
algunos anticuerpos parasitarios. La presencia de especies de Cryptosporidium
en el medioambiente esta determinado por el analisis de muestras concentradas

por el uso de antiooquistes monoclonales (Ortega Mora et. al., 1992).
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V.- MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se realizo en los meses de Noviembre y Diciembre de
2008, contando con dos fases: fase de campo y fase de laboratorio. Ambas se
realizaron el municipio de Torreon, ubicado en la Region Lagunera de Coahuila,
Meéxico. La cual se encuentra en una Latitud 26° 23’ N y longitud 104° 47" W y
1100 a 1400 msnm). La Region Lagunera presenta un clima desértico, con una
precipitacion promedio que oscila entre los 200 y 250 mm, y una temperatura de
27 °C.

La fase de campo se realizo en el mes de Noviembre de 2008 en la
Promotora Lactea de la Laguna SPRL, donde se tomaron muestras de heces
directamente del recto del animal de 46 becerras Holstein con edades que
fluctuaban entre 1 y 64 dias de edad, posteriormente fueron identificadas y
refrigeradas para su posterior manejo en el laboratorio.

La fase de laboratorio se realizo en el Laboratorio de Diagnostico de la
Universidad Auténoma Agraria “Antonio Narro” Unidad Laguna, en este, las
muestras de heces obtenida durante la fase de campo, fueron sometidas a la
prueba de deteccion de Cryptosporidium mediante la técnica de ELISA (mediante

el Kit comercial del Instituto pourquier).
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VI.- RESULTADOS

Los resultados obtenidos nos muestran que del total de las 46 muestras
obtenidas, solo 6 (13.04%) resultaron positivas, mientras que 40 de estas

(86.96%), resultaron negativas.

100.00 CANTIDAD EN PORCENTAJEY NUMERO DE ANIMALES POSITIVOS Y NEGATIVOS A CRYPTOSPORIDIUM EN UN
HATO LECHEROQ DE LA COMARCA LAGUNERA DIAGNOSTICADO MEDIANTE LATECNICA DE ELISA
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Fig. 6 Donde se observa el porcentaje de animales positivos y negativos a Cryptosporidium spp
mediante la técnica de ELISA en un hato lechero de la Region Lagunera
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En efecto, al promediar los grupos de animales positivos y negativos a la
presencia de cryptosporidiosis, y al tomarse en cuenta la edad y el peso al
nacimiento, ningun grupo mostré diferencias en cuanto a la presencia del
parasito, lo que sugiere que estas caracteristicas no influyen sobre la presencia o

no de la cryptosporidiosis.

EDADY PESQO PROMEDIO DEANIMALES POSITIVOS Y NEGATIVOS A CRYPTOSPORIDIUM EN UN
HATO LECHERO DE LA COMARCA LAGUNERA DIAGNOSTICADO MEDIANTE LA TECNICA DEELISA
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Fig.7 Donde se observa la edad y el peso promedio de las becerras muestreadas en un hato
lechero y que resultaron positivas y negativas a la presencia de Cryptosporidium mediante la
técnica de ELISA.
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VII.- DISCUSION

Nuestros resultados coinciden con lo encontrado por otros autores, donde
se refiere que la sensibilidad y especificidad de esta prueba sobrepasa a aquellas,
tales como tinciones rapidas, ademas de ser mas especificas en animales con
presencia de diarrea. Sin embargo, contrastan con los porcentajes de animales
infectados, esto probablemente se deba a la cantidad de animales muestreados.
Asi pues, la técnica de ELISA es comunmente usada para el diagnéstico de
cryptosporidiosis. Esta ha sido reportada para detectar mas especimenes de
Cryptosporidium que la examinacion microscopica, y es suficientemente sensitiva
y especifica para detectar casos clinicos de cryptosporidiosis (Sevinc et al., 2003).
En estudios recientes se encontré6 que la prueba de ELISA se mostro mas
especifica que tinciones acidas rapidas. Estos hallazgos confirman lo de otros
reportes, donde de 62 muestras, 51 resultaron positivas a ELISA en becerros con
diarrea. Mientras que en animales no diarreicos, 11 de 20 resultaron positivos a
la tincion acida rapida, pero todas fueron positivas a ELISA. Esta especificidad
fue alta para becerros diarreicos y no diarreicos. La presencia de la infeccion de
Cryptosporidium parvum fue mas comunmente observada en animales de 4 a 30
dias de edad y en becerros diarreicos. La prueba es altamente especifica y
sensibilidad comparada con las técnicas de flotacion (Sevinc et al., 2003; Butler y
Mayfield, 1996). Aunque la respuesta a Cryptosporidium se da por IgA, IgM, y IgG
la respuesta de deteccion por ELISA y IFA, el juego de estos anticuerpos en el
papel de la proteccion inmunitaria es cuestionable (Current y Garcia, 1991).
Comparando al menos dos técnicas microscopicas de diagnostico de la infeccion,
en términos de personal y economia, la técnica de ELISA es mucho mas practica.
Las muestras son faciles de preparar por ELISA, aunque las muestras
refrigeradas tienen un efecto adverso sobre la prueba de ELISA en las muestras
positivas, pero no sobre las negativas. En resumen, la prueba de ELISA se
describe como una prueba simple en lugar de dos o mas técnicas convencionales
microscopicas. La prueba puede eliminar estructuras que son complicadas de
identificar por procesos de la tincion y reconocer la morfologia de los ooquistes
pequenos de Cryptosporidium. (Ungar, 1990). Al comparar la sensibilidad para la
deteccion de los ooquistes. ELISA, resulto mas sensible a la deteccion de
ooquistes (3 x 105/ml de heces) que aquellos examinados por pruebas acidas

rapidas (1 x 109/ml de heces (Anusz et al., 1990)
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